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Abstract

Labelling of bioactive molecules with radioactive metal-ions is one major field of chemistry
engaged in nuclear medicine. In most cases radiolabelling with radiometals requires mui-
tidentate ligands to obtain high in vivo stabilities of the radiopharmaceuticals.

In this work two important aspects of metal-ligand-linker-peptide-systems were explored.
First the ®Y-DTPA-peptide-system was investigated with regard to complexation kinetics,
stability constants and lipophilicity to obtain information about the radiodiagnostical 8y.
[DTPA-(D)Phe']-Octreotide and the potential endotherapeutical *°Y-[DTPA-(D)Phe']-
Octreotide. The second aspect includes the insertion of different linker structures in [DFO-
B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotide type radiopharmaceuticals to modify its pharmakokinetic
properties.

Initially four DTPA-peptides containing phenylalanine as N-terminal amino acid were syn-
thesised via the bisanhydride method. The decomplexation kinetics of these **Y-DTPA-
peptides were determined by using the isotopic exchange method. The decomplexation
kinetics of the Y-DTPA-peptide-system were shown to be independent of competing metal-
ions. It is mostly affected by the pH of the solution in a multistep manner but should be
nearly inert against decomplexation under physiological conditions (pH 7.4). To calculate
thermodynamic stability constants of multidentate ligands attached to peptides or proteins
a novel route was developed. This calculation mode is based on ligand-ligand-exchange
reactions with small amounts of the metal-ion taking the advantage to measure activity
ratios using carrier-free *Y. Furthermore the protonation constants of the basic sites of the
chelator were determined along these reactions. The calculaied stability constant of Y-
DTPA-peptides (log B approx. 19.0+0.5) and %Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotide (log p =
19.2510.05) are in good accordance to values determined by standard methods. In animal
studies with tumour bearing rats the applicability of *Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotide as a
PET-tracer for somatostatin receptor scintigraphy was tested. Although the Octreotide de-
rivative has high receptor affinity the release of the metal-ion in vivo lead to high bone up-
take and the low lipophilicity of the tracer to a high kidney accumulation.

For the second Octreotide derivative ©Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotide a higher in
vivo stability was expected. To affect the pharmakokinetic properties of ¥ Ga-DFO labelled
Octreotides a synthesis route was developed for insertion of variable linkers instead of
succinic acid. Different disuccinimidylic esters of dicarboxylic acids were tested for conju-
gation of Ga-DFO to peptides. Applying these reaction conditions, ¥ Ga-[DFO-B-glutaryl-
(D)Phe']-Octreotide and *’Ga-[DFO-B-suberyl-(D)Phe']-Octreotide were synthesised. In-
creasing lipophilicity of these compounds reduced their kidney accumulation. Interestingly
for the glutaryl derivative a higher hydrophilicity (logP = -1.85) was measured compared to
the succinyl form (logP = -1.56). In a rat model the three different ¥ Ga-DFO-Octreotides
showed high uptake in organs with expected large amounts of somatostatin receptors but
different kidney-to-liver excretion ratios depending on their lipophilicity.
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1. Einleitung

1.1. Die Entwicklung der Nuklearmedizin

Die nuklearmedizinischen Urspriinge gehen bis auf Georg de Hevesy zurtck [1]. 1913
fuhrte er in die Biowissenschaft das , Tracer-Prinzip“ ein, in dem radioaktive Isotope dazu
verwendet werden, das Verhalten stabiler Isotope in chemischen und biologischen Prozes-
sen nachzuvollziehen. Die ersten ,Radioindikatoren“ waren die natlrlich vorkommenden
Radioisotope des Radium und Radon. Durch die Entwicklung des Zyklotrons von
E.O.Lawrence (1931) [2] konnten weitere Radioisotope hergestellt und die nuklearmedizi-
nischen Anwendungen ausgedehnt werden.

Hevesy’s Untersuchungen mit dem Tracer-Prinzip deckten das Wesen des lebenden Or-
ganismus auf, wonach er sich in einem Kkontinuierlichen Prozef3 chemischer Umwandlun-
gen befindet, die durch ein empfindliches Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau cha-
rakterisiert sind. Radiotracer machten es somit auch mdglich, Krankheit als Folge physio-
logischer und biochemischer Prozesse zu definieren. Neben der rein sirukturellen Darstel-
lung der Organe dienten radioaktive Tracer zunehmend zur Aufkldrung funktioneller Zu-

sammenhénge.

Die grof3e Entwickiung der Nuklearmedizin begann dann nach dem zweiten Welikrieg, als
"C und Tritium allen wissenschattlichen Einrichtungen zur Verfiigung stand. Durch Radio-
nuklidproduktion in Kernreaktoren stand neben den Beschleunigern eine alternative Quelle
zur Herstellung neuer Isotope zur Verfliigung. Dies erdffnete eine neue medizinische Diszi-
plin, die zuerst als ,atomare Medizin“ eingeflihrt wurde und heute die Nuklearmedizin dar-
stellt.

In den 60er Jahren begann dann die ,Renaissance” des Zyklotrons. Neutronenarme Nukli-
de wie ''C, " N und "0 sollten zur Aufklarung schneller physiologischer Prozesse einge-
setzt werden. In den folgenden Jahren wurde eine Vielzahl von kurzlebigen Positronen- als

auch y-Emittern zugénglich.

Aus diesen, und den Entwicklungen der Computertomographie entstanden zwei bildge-
bende Verfahren, die Single Photon Emissions-Tomographie (SPET) und die Positronen
Emissions-Tomographie (PET), die heute wichtige Techniken in der nuklearmedizinischen
Diagnostik darstellen. Darliber hinaus ist die Nuklearmedizin auch an endoradiotherapeuti-
schen Ansétzen interessiert, die heute bereits fir einige Anwendungen etabliert sind, fur
die Zukunft jedoch breitere Perspektiven bieten.




1.2.  Radionuklide fiir die nuklearmedizinische Diagnostik

Die emissionstomographische Diagnose normaler und gestorter Stoffwechselvorgange vor
allem in der Neurologie, Kardiologie und Onkologie wird durch die beiden bildgebenden
Verfahren PET und SPET ermdglicht. Die PET nutzt die Annihilationsstrahlung eines Po-
sitrons (B*), die aus der Vernichtung eines Positrons mit einem Elektron unter Aussendung
zweier 511 keV y-Quanten unter einem Winkel von 180° resultiert. Durch y-y-Koinzidenz-
Messung mittels hunderter, ringférmig angeordneter BGO-Kristalle kann die winkelabhéan-
gige Emission zur Bestimmung ortsabhéngiger Aktivitatsverteilungen genutzt werden [3].
Die Aktivitatsverteilung mit Ortsaufldsungen von 4-6 mm kann anschlieBend rechnerisch
zur Bildgebung als auch - dank der Méglichkeit von Attenuations-Messungen - zur Quanti-
fizierung der dynamischen Aktivitdtsakkumulationen verwendet werden [cf. 4,5,6]. Die
Single Photon Emissions-Tomographie nutzt die y-Emission bei Elektronen-Einfang (EC)
bzw. Innerer Konversion (IT). Die y-Energie sollte bei 100 - 300 keV liegen, da in diesem
Bereich die Ansprechwahrscheinlichkeit der verwendeten Nal-Detektor-Systeme am
gréBten ist. Die y-Emission dieser Kernumwandlungen ist jedoch nicht winkelkorreliert -
demnach die Orisauflésung schlechter (8-20 mm) und die Quantifizierung schwieriger
rechnerisch anzupassen als bei PET. SPET-Tomographen neuerer Bauart sind deshalb
mit rotierenden Detektoren ausgestattet, die eine semi-quantitative Berechnung der Akti-
vititsanreicherung erlauben (zur Ubersicht [cf. 7,8,9]) .

Vorausseizung fir die Anwendung dieser Verfahren ist die Verfigbarkeit von geeigneten
Radionukliden [cf. 10,11,12] sowie die Bereiistellung geeigneter endogener und exogener
Substrate [cf. 13,14]. Kriterien fir die Auswahl eines Radionuklides sind Zerfallsart und
Zerfallsenergie sowie physikalische Halbwertszeit. Fur ein geeignetes diagnostisches Kon-
zept mussen diese Parameter mit den Syntheseanforderungen und biologischen Eigen-
schaften der Radiopharmaka korreliert werden. In Tabelle 1.1. sind einige medizinisch re-
levante Radionuklide zusammengefaft.




Tabelle 1.1. Radionuklide f(ir die Diagnostik
Nuklid § Halbwertszeit Zerfallsart Ep+max Haupt-y-Linien
Tz [Haufigkeit] [keV] [keV]
PET e 20.4 min B* [99.8%] 960 511 [199.6%)]
N 9.96 min B* [100%)] 1190 511 [200%)]
0 2.03 min B* [99.9%] 1723 511 [200%)]
8 109.7 min B* [96.9%] 635 511 [193.8%)]
®Cu 9.7 min B* [98%] 2930 511 [196%)]
®Ga 68.3 min B* [88%] 1900 | 511 [176%], 1077 [3%]
"se 7.1 h B*[65%)] 1300 | 511 [130%), 361 [97.1%)
By 97 min B*[75.5%)] 1740 | 511 [151%], 286 [91.6%)]
®28r/**Rb | 25 d/1.3 min | EC/B*[100%/96%] | 3400 | 511 [192%], 776 [13.4%]
By 14.7h B* [34%)] 1200 | 511 [68%]; 1077 [2.3%]
T 52 min B* [11%] 820 | 511 [22%]; 871 [80%)]
24 4.18d B* [25%] 2140 | 511 [50%]; 603 [36%)
SPET | *™Tc 6.01 h IT [>95%)] 141 [87%)]
129 13.27 h EC 159 [97%]
20ty 71.1h EC 167 [44%]; 135 [11%)]
“Ga 78.3h EC 93 [53%]; 184 [23%]
Ru 69.2 h EC 216 [88%]; 325 [11%]
"Min 67.9 h EC 245 [94%]; 171 [100%]
1.3. Die Verwendung metallischer Radionuklide

In der Entwickiung geeigneter Radiopharmaka sind aus chemischer Sicht zwei Teilgebiete
zu unterscheiden. Die in Tabelle 1.1. aufgefiihrten Positronen-Emitter *'C, N, '°0 und "*F
sowie das SPET-Nuklid 2| gehéren zu den am meisten genutzten Radionukliden [cf. 15].
Der groB3e Vorteil dieser Nuklide liegt in der identischen bzw. analogen Substitution ihrer
stabilen Isotope in interessanten Biomolekilen. Ein negativer Faktor gerade bei der Ver-
wendung von ''C, "N und 50 ist die kurze Halbwertszeit dieser Nuklide mit dadurch limi-
tiertem zeitlichen Umfang fir den Syntheseweg der Radiopharmaka sowie fiir die zu unter-
suchenden medizinischen Prozesse (T (io) VS. T12 @hys))- Ein zweiter besteht in der An-
wendungslogistik, die fur die Synthese der Radionuklide als auch der Pharmaka die lokale
Né&he zu medizinischen Einrichtungen verlangt.




Diesen ,organischen“ Nukliden steht eine groBere Auswahl an metallischen Nukliden ge-
genlber [cf. 16]. Metallische Radionuklide kénnen aus nuklearmedizinischer als auch
kommerzieller Sicht mehrere Defizite der ,organischen® Nuklide ausgleichen.

Far pharmakologische Prozesse, deren zeitlicher Verlauf sich Gber Stunden oder sogar
Tage erstreckt, sowie in Fallen, wo glinstige Organ-zu-Hintergrund-Verhéltnisse sich erst
nach 24 bis 72 h einstellen, sind die Halbwertszeiten der ,organischen“ Radionuklide (mit
Ausnahme der lod-Isotope, deren Markierung jedoch haufig in vivo nicht ausreichend stabil
ist) zu kurz. Aus der groBen Anzahl metallischer Radionuklide mit glinstigen Zerfallspara-
metern 146t sich dagegen praktisch flr jeden benétigten MeBzeitraum das geeignete Nu-
klid finden [cf. 17,18]. Die langeren Halbwertszeiten einiger dieser Isotope ermdglichen
auBerdem eine bessere Kommerzialisierung von Radiopharmaka, da Produktions- und
Anwendungsstatten nicht in unmittelbarere Nahe liegen missen, wodurch der Investitions-
bedarf flr technische Anlagen zur Radionuklidproduktion als auch die Bereitstellung von
know how und Personal entfallen.

Unter den metallischen Radionukliden nimmt das *™Tc eine Sonderstellung ein [cf. 19].
Diese wird zwar durch die Umwandiungsparameter (geeignete y-Linie von 141 keV bei
einer Halbweriszeit von 6 Stunden) begriindet; wesentlicher Vorteil dieses Nuklides ist
aber vor allem seine kommerzielle Verfiigharkeit als Generator-System. *"Tc ist das
Tochternuklid von **Mo, welches in Kernreaktoren produziert werden kann. 1958 wurde im
Brookhaven National Laboratory ein Generatorsystem entwickelt, in dem ®Mo auf einer
AlLOg-Festphase fixiert wurde. Das aus dem Zerfall des ®Mo (T .= 66 h) gebildete ™ Tc
kann nach Zeitabstanden von iguima = 23 h von dieser Phase ,gemolken” werden [20]. Die-
ses ,verschickbare” Generaiorsystem bietet somit die Moglichkeit, an jeder Klinik auch
ohne radionuklidproduzierende Grof3anlagen Uber *"Tc-Pharmaka zu verfigen.

Uber diese eher praktischen Vorteile fiir die direkte tomographische Anwendung hinaus
erd6ffnen metallische Radionuklide Einblicke in ein neues interessantes Gebiet, daB den
organischen Nukliden verborgen bleibt [cf. 21,22]: Nach dem Tracer- Prinzip von Hevesy
kénnen Metallkationen, deren Beteiligung an einer Vielzahl biologischer Prozesse nachge-
wiesen ist, durch ihre radioaktiven Isotope substituiert werden, um bioanorganische Me-
chanismen aufzukiaren.

Der Vorteil der metallischen Radionuklide wird schlieBlich am deutlichsten bei dem Schritt
von der diagnostischen zur therapeutischen Anwendung. Der LET (linear energy transfer)
und damit der therapeutische Nutzen eines Radionuklides wird in erster Linie durch die Art
und Energie der emittierten Teilchen, die Halbwertszeit und die begleitende y-Strahlung
bestimmt. Die Auswahl, ob a-, B~ oder Auger-Elektronen-Emitter diese Kriterien erflilien,
wird in erster Linie durch die Energie-Reichweite-Korrelation flir einen bestimmten patho-
logischen Status einer Krankheit bestimmt.

In Tabelle 1.2. sind einige therapeutischer Radiometalle sowie deren Zerfallsparameter
und durchschnittliche Emissionsreichweiten im Gewebe aufgelistet [23]. Zusétzlich wurde




mit '*'| ein therapiefahiges ,organisches* Radionuklid in die Tabelle aufgenommen [cf.
24,25,26,27).

Tabelle 1.2 Wichtige B~ bzw. o-emittierende Radionuklide fir die Endoradiotherapie

Radionuklid | Halbwertszeit | En. B/ o | mittlere Reichweite | y-Linie [keV] [Haufigkeit]
] MeV] [mm]
%p 342 B [1.71] 1.85
¥Cu 62 B [0.57] 0.27 92 [11%); 185 [49%)
0y 64 B [2.27] 2.76
! 193 B [0.61] 0.40 364 [81%)]
%Sm 47 B [0.80] 0.53 103 [28%]
7Ly 162 B [0.50] 0.28 113 [6.4%); 208 [11%)]
"*Re 89 B [1.07] 0.92 137 [9%)]
*Re 17 B [2.12] 2.43 155 [15%)]
Y 7.2 o [5.87] 0.06 670 [0.3%)]
2i2g; 1.0 B [1.36] 727 [7%)
o [6.09] 0.06

Die meisten Radionuklide aus Tabelle 1.2. weisen neben der fir die Endoradiotherapie
ginstigen Teilchenemission eine flr die Diagnostik geeignete y-Linie auf, die die Biover-
teilung in vivo sichtbar machen konnten. Vielversprechender Kandidat bei der Entwicklung
neuer Radiotherapeutika ist das *°Y, welches neben den gulnstigen Zerfallsparametern
auBerdem in Form eines Generator-Systems (*°Sr/*°Y) zur Verfiigung steht [28]. Da in die-
sem Fall jedoch keine begleitende y-Emission gemessen werden kann, ist eine simultane
Diagnostik nur schiecht durchzuflihren. Dieses Problem kann durch eine Substitution mit
%y (Tabelle 1.1.) umgangen werden [29]. Durch die Quantifizierung der Aktivitatsakkumu-
lation analoger *°Y-Diagnostika mittels PET ist es dariber hinaus moglich, vorab exakte
dosimetrische Berechnungen fiir den therapeutischen Einsatz des *°Y-Analogons vorzube-
reiten.

Zusammenfassend bieten metallische Radionuklide fiir spezielle Fragestellungen sehr
gute medizinische Eigenschaften flr die Radiodiagnostik und besonders fur die Radiothe-
rapie.




1.4. Chemische Anwendungsformen von Radiometallen

Die chemische Form, in der metallische Radionuklide zur Anwendung kommen, hangt in
erster Linie von der Problemstellung ab. Man kann unterscheiden in Metall-Kationen, Kom-
plexe, Partikel und markierte Biomolekiile.

Metall-Kationen: Die direkte Nutzung der Metall-Kationen ist auf wenige Metalle be-
schrankt. Als Vertreter dieser chemischen Form finden [2K]K*, [®'TIJTI* und [*Rb]Rb* als
myocardiale BlutfluB-Tracer [cf.30] und [**Sr]SF** als Nuklid fiir die palliative Therapie von
Knochenmetastasen Anwendung [cf.31].

Metall-Komplexe: Die Anwendungsbeispiele fir reine Metall-Komplexe sind aufgrund der
unspezifischen Wirkungsweise dieser Radiopharmaka gering. Zwei wichtige Vertreter sind
die Citrat-Komplexe des ®Ga und **°Y. ¥Ga-Citrat kann als Tumormarker Uber einen
Transferrin-gekoppelten Mechanismus [cf. 32] eingesetzt werden, wahrend **°°Y-Citrat in
der Diagnose bzw. Endoradiotherapie von Knochenmetastasen Anwendung findet [cf. 33].
Eine Sonderstellung nehmen die vielfaltigen *™Tc-Komplexe ein, die vor allem als myocar-
diale und cerebrale Bluiflu3- Tracer groBe kommerzielle Verwendung besitzen.
Metall-Partikel: Dieser therapeutische Ansatz ist auf Anwendungen beschrankt, in denen
die applizierte Aktivitat direkt durch Injektion an ihren Wirkort gebracht werden kann und
dort in einem engen lokalen Bereich verbleibt. Zur Therapie von rheumatischen Gelenker-
krankungen werden je nach GréBe des Gelenkes B-Emitter entsprechend ihrer Energie-
Reichweiie-Beziehung eingeseizi, Die Metalle werden in Form von Kolloiden, Glasmikro-
sphéren, Makroaggregaien, lonenaustauschpariikeln und Hydroxylapaiit eingeseizi [cf.
34,35].

Metall-Komplex-Biomolekuil: Die wohl wichtigste weil funktionale Form, in der metallische
Radionuklide in der Radiodiagnostik und Radiotherapie zum Einsatz kommen, beinhaltet
die Kopplung des Metalles an ein Biomolekdil, welches glnstige pharmakologische Eigen-
schaften fUr den medizinischen Einsatz liefert. In der Regel erfolgt diese Bindung Uber ei-
nen Liganden, der kovalent an das Biomolekill gekoppelt ist und das Radionuklid koordi-
nativ aufzunehmen vermag. Der Komplexbildner Ubernimmt dabei die Aufgabe, die Frei-
setzung des Metalles im Verlauf der Messung zu verhindern [cf. 16,21].

1.5. Metall-Ligand-Peptid- bzw. Proteinstrukturen

Die Metall-Ligand-Biomolekil-Verbindungen bilden in der heutigen nuklearmedizinischen
Entwicklung einen eigenstandigen Bereich. Hierbei verlauft die Entwicklung geeigneter
Metall-Komplexsysteme parallel mit der Entwicklung neuer Strategien zur Ankopplung die-
ser Systeme an nuklearmedizinisch relevante Biomolekiile [cf. 36,37,38,39]. Hier wird je-
doch zugleich der Nachteil gegenuber ,organischen® Nukliden deutlich. Isotope wie ''C,
"N, ™F kénnen zur Markierung von Biomolekiilen eingesetzt werden, ohne deren Struktur
(im Falle der beiden erstgenannten Isotope) bzw. diese nur geringfiigig ("®F) zu modifizie-




ren. Die Einfihrung eines Metall-Komplexes ist dagegen immer mit relativ groBen struktu-
rellen Anderungen verbunden, die sich auf die biologische Wirksamkeit vor allem kleinerer
Biomolekile unter Umstédnden drastisch auswirken kénnen. Andererseits existieren nukle-
armedizinisch hochinteressante Ansédtze flir den Einsatz von Radiometall-Komplex-
Biomolekllen z.B. bei monoklonalen Antikérpern (Mab) oder Rezeptor-Liganden, so dal3
intensiv an der entsprechenden Markierung gearbeitet wird [cf. 40,41,42,43].

Fir die Kopplung eines Metall-Komplexes an diese Strukturen muB3 das Biomolekiil be-
stimmte Voraussetzungen erflllen. Zum einen muf3 es Uber bindungsféhige funktionelle
Gruppen verfugen und zum anderen muf3 diese Kopplung an ausgewahiten Untereinheiten
der Biomolekiile erfolgen. Der zweite Punkt ist gerade in Bezug auf die Erhaltung der bio-
logischen Wirksamkeit des Pharmakons entscheidend. Fur die Biomoleklle des Typs Pep-
tid oder Protein sind in Abb.1.1. die Aminosduren dargestellt, die reaktionsféahige Gruppe
far die Ankopplung eines Metall-Komplexes besitzen.

Demzufolge stehen mit -NH,, -COOH, -OH und -SH prinzipiell mehrere funktionelle Grup-
pen zur Verfigung. Die Kopplung eines Liganden uber eine der dargestellien funktionellen
Gruppen muB nun in einer kovalenten Bindung zum Liganden resultieren, die eine hohe in
vivo Stabilitat besitzt, d.h. nur sehr langsam metabolisiert wird.

Asp His Abb.1.1

Peptidsequenz aus Ami-
nosauren mit reaktions-
féhigen Gruppen

Ausgehend von dem Grundgertist der Proteine, die im wesentlichen substituierte Polyami-
de darstellen (welche offensichtlich Uber eine hohe metabolische Stabilitat verfligen), solite
die Ausbildung von Amid-Bindungen unter diesem Aspekt am glinstigsten sein. Eine
Amidbindung kann zum einen durch die Reaktion einer Aminfunktion mit den Carbonséure-
Resten der Aminosduren Glutaminsdure (Glu), Asparaginsiure (Asp) oder dem C-
terminalen Ende der Peptid-Kette und zum anderen durch Reaktion der Amin-Funktion des
Lysins oder dem N-Terminus mit Carbonséureresten des Komplexbildners erfolgen. Wel-
che Aminoséaure zur Bindung herangezogen wird, kann in den meisten Fallen durch die
Synthesestrategie bestimmt werden.




Ein wichtiger Vertreter der Peptid-Pharmaka ist das Octreotid. Octreotid ist ein syntheti-
sches Analogon des Somatostatin, dem Somatotropin Release Inhibiting Factor (SRIF) [cf.
44,45]. Dieses Analogon wird zur Detektion von Somatostatin-Rezeptoren eingesetzt, die
in vielen Tumoren vermehrt exprimiert werden [cf. 46,47]. Somatostatin selbst ist ein aus
14 Aminosauren aufgebautes Hormon-Peptid, welches jedoch rasch metabolisiert wird und
somit flir diagnostische Anwendungen nicht geeignet ist [cf. 48]. Octreotid hingegen zeigt
eine sehr hohe metabolische Stabilitat [cf. 49]. Die Peptidsequenz dieses Octapeptides
sowie die biologisch wirksame Teilsequenz (pharmakophore Gruppe [cf. 50]) sind in
Abb.1.2. abgebildet.

(D)-Phe
Abb.1.2.
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Ein Vergleich der Abb.1.2. mit Abb.1.1. zeigt drei Positionen, die eine Kopplung eines Me-
tall-Komplexes erlauben wiirden. Zum einen kann nach Offnung der Disulfidbriicke eine
Reaktion Uber die Thiol-Funktionen erfolgen und zum anderen stehen zwei Amin-
Funktionen fir die Bindung zur Verfigung: (D)Phe' und Lys®. Aus Abbildung 1.2. wird je-
doch ersichtlich, da3 sowohl die Disulfid-Bricke als auch die Lysin-Gruppe fir die biologi-
sche Wirksamkeit des Pharmakons entscheidend sind und somit nicht an einer Kopplungs-
reaktion beteiligt sein darfen [51].

Octreotid wurde bereits mit einer Reihe von Radionukliden markiert, wobei alle Reaktionen
am N-terminalen Amin-Stickstoff (D)-Phe' erfolgten [cf. 52,53,54,55,56]. Eine Aushahme
bildet das "*I-Tyr*-Derivat, in dem das Phenylalanin (Phe®) durch eine Tyrosin-Gruppe
substituiert wurde [cf. 57].




1.6. Bifunktionelle Liganden

Die Kopplung eines metallischen Radionuklides Uber einen Komplexbildner an biologisch
relevante Molekule stellt an den Komplexbildner zwei wesentliche Anforderungen.

1. Der verwendete Komplexbildner muB das Radiometall koordinativ genligend stabil bin-
den, um dessen Freisetzung im Korper zu verhindern. Als Komplexbildner eignen sich
deshalb vor allem Chelat-Bildner, die mehrere Gruppen zur Komplexierung des Metalles
besitzen, wodurch die gebildeten Komplexe zumeist hohe thermodynamische wie kineti-
sche Stabilitat besitzen.

2. Der Komplexbildner muB3 neben den zur Komplexierung benétigten koordinationsféhigen
Gruppen mindestens eine funktionelle Gruppe besitzen, die zur kovalenten Kopplung an
das Biomolekll herangezogen werden kann. Auch diese Bindung solite hohe Serum-

Stabilitat zeigen.

1974 wurde zum erstenmal ein ,bifunktioneller Ligand eingefiihrt, der die beiden Funktio-
nen Komplexierung und Kopplung erfiillt. Dieser Ligand, Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA), gehoért zu der Gruppe der offenkettigen Polyaminopolycarbonséuren [cf. 58]. Die
Polyaminopolycarbonséuren sind die herausragende Verbindungsklasse in dieser nukie-
armedizinischen Anwendung. Alle interessanten Radiometalle wurden anfanglich mit die-
sen Chelat-Bildnern in Biomolekile eingefligt. Da Metalle in diesen Komplexen nur tber
Sauerstoff und Stickstoffatome gebunden sind, eigneten sich die Polyaminopolycarbon-
sauren hauptsachlich fir die Komplexierung von kleinen Kationen mit hoher Ladung. Fiir
Metall-Kationen, die diesen Eigenschaiften nicht entsprachen, wurden Chelai-Bildner ent-
wickelt, in denen das Metall (iber Schwefelatome gebunden ist, wodurch deren Stabilitét
erheblich gesteigert wurde. Die Entwicklung der bifunktionellen Liganden in der nuklear-
medizinischen Anwendung a3t sich jedoch am besten an den Polyaminopolycarbonsauren

darstellen (Schema 1.1.) [cf. 18,19,43].

1.7. Kopplung von Radiometallen an biologisch aktive Molekiile

DTPA (Diethylentriaminpentaessigsaure) als wichtigster Vertreter zur Komplexierung drei-
wertiger Metall-Kationen wird Uber eine der Acetat-Gruppen an biologisch interessante
Molekile gebunden [cf. 37,59,60]. Durch die Kopplung kommt es zur Blockade einer der
Carboxyl-Funktionen. Metalle, die tber acht Koordinationsstellen verfligen und die durch
DTPA vollsténdig abgeséttigt werden (z.B. ""'In* und *Y*), werden in neue Koordinati-
onspolyeder gezwungen [61]. Gegenliber der Grundstruktur zeigt sich dieses vor allem in
der Erniedrigung der Gesamt-Stabilitdtskonstante dieser Komplexe und einer teilweisen
Dekomplexierung in vivo. Dieser Umstand flihrte zu den Uber eine Ethyleneinheit des
DTPA gekoppelten p-Isothiocynat-Benzyl-DTPA-Derivaten (p-SCN-Bz-DTPA) [cf. 39,62,
63]. Durch die Einfithrung der p-SCN-Benzyl-Gruppe wurde zum einen die urspriingliche




Koordinationszahl 8 ermdglicht,
zum anderen aber die Flexibilitat
des Grundgeristes eingeschrénkt.
Die Kopplung dieser Derivate er-
folgt durch Reaktion mit Aminen,
woraus eine Thioharnstoff-
Bindung resultiert, die metabolisch
Uber langere Zeitraume stabil ist.
Diese DTPA-Derivate zeigten eine
deutliche Verbesserung der in
vivo-Stabilitit gegenuber der er-
sten Variante.

In der nachsten Stufe wurde ver-
sucht, den Komplex durch Einflih-
rung eines Cyclohexyl-Ringes in
die DTPA-Struktur (CDTPA) zu
stabilisieren. Durch den Cyclo-
hexyl-Ring wird die Strukiur in
eine verankerte Konformation ge-
zwungen, wodurch die Offnung
der Komplexstruliur  erschwert
wird. Diese Sirukiuren lieferien
Komplexe, die {iber einen grof3en
Zeitraum auch in vivo kinetisch
stabil waren [cf. 64,65,66].

Die neuen Ansétze beinhalten die
Anwendung von zyklischen Po-
lyaminopolycarboxyl-Derivaten.
Der wichtigste Vertreter flur die
Komplexierung von Y*-Kationen
ist hierbei das p-lsothiocyanat-
Benzyl-DOTA (p-SCN-Bz-DOTA).
DOTA-Derivate zeichnen sich
durch hohe thermodynamische
wie auch kinetische Stabilitat aus.
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Schema 1.1.  Entwicklung verschiedener bifunk-
tioneller Chelatligand-Strukturen

Die Auswahl geeigneter zyklischer Polyazapolycarbonsduren wird in erster Linie durch den
Radius des Metall-Kations bestimmt [cf. 67,68].

Tabelle 1.3. gibt einen Uberblick (ber evaluierte Metall-Polyaminopolycarbonséure-
Systeme wieder, die zur Markierung von Monoklonalen-Antikérpern, d.h. Proteinen aus der
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Gruppe der Immunoglobuline, verwendet wurden. Ebenfalls aufgefihrt sind die Bindungen,
die bei der Kopplung des Komplexbildners an den Antikdrper primér entstehen.

Tabelle 1.3. Polyaminopolycarbonsauren zur Markierung von Antikorpern mit Radiometallen
(EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure, DTPA: Diethylentriaminpentaessigséure,
TTHA:  Triethylentetraaminhexaessigsdure, DOTA: Tetraazadodekan-Tetra-
essigsadure, TETA: Tetraazatetradekan-Tetraessigsaure)
Chelat Radiometall Bindung Literatur
1-(p-Benzoldiazo)-EDTA In Azo- [58]
DTPA (gemischtes Anhydrid) In Amid- [36]
1-(p-Carboxymetylbenzyl)-EDTA In Amid- [39]
1-(p-SCN-Benzyl)-EDTA In Thioharnstoff- [69]
DTPA (Bisanhydrid) In,Y, Tc Amid- [371197]
TTHA (Bisanhydrid) In Amid- [70]
1-(p-SCN-Benzyl)-DTPA In Y Thioharnstoff- [71]
1-(p-SCN-Benzy)-TTHA In Thioharnstoff- [72]
Propionyl-EDDHA Ga Amid- [73]
Cyclohexyl-EDTA (Monoanhydrid) In, Co, Pb, Ru Amid- [64][65][74][75][76]
Cyclohexyl-EDTA (NHS-Ester) In, Co, Pb, Ru Amid- [64][65]
Cyclohexyl-EDTA (N(CH3).NCS) in, Co, Pb, Ru | Thioharnstoff- [64][65]
Cyclohexyl-DTPA In, Co, Pb, Ru Amid- [64][65]
Cylohexyl-TTHA In, Co, Pb, Ru Arnid- [64165]
1-(p-SCN-Benzyl)-TETA Cu Thioharnstofi- [77]
1-(p-Nitrobenzyl)-DOTA Y Thioharnsiofi- [671(78]
1-(p-SCN-Benzyl)-DOTA Bi Thioharnstoff- [79]
Aminobutyl-DOTA Y Thioether- [68]
1-(p-Aminobenzyl)-DOTA Y Amino-Glucose- | [80]

Einige Komplexbildner mit geeigneten thermodynamischen Eigenschaften weisen als bi-
funktionellen Liganden allerdings zum Teil nicht die erforderliche funktionelle Gruppe auf,
die eine direkte Kopplung an das Biomolekil erlaubt. In diesem Fall mu3 der Umweg Uber
die Einflhrung sogenannter Linker erfolgen. Linker sind wiederum bifunktionelle Reagenti-
en, die sich ebenfalls durch zwei funktionelle Gruppen auszeichnen, die sowohl stabile
kovalente Bindungen mit der funktionellen Gruppe des Biomolekiils als auch mit der des
Komplexbildners bilden. Beispielsweise kann die Kopplung eines bifunktionellen Liganden,
dem eine Aminfunktion als reagierende Gruppe zur Verfligung steht, mit einer Aminfunkti-
on des Biomolekils durch Einfiihrung einer Dicarbonsaure erfolgen, wodurch zwei in vivo
stabile Amidbindungen resultieren [cf. 83,84]. In Tabelle 1.4. sind einige haufig verwendete
bifunktionelle Linker, sowie die aus der Reaktion mit dem Biomolektil und dem Komplex-
bildner resultierende Bindung, aufgefihrt.
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Tabelle 1.4.  Verschiedene Linker zur Kopplung von Komplexbildnern an Biomolekiile
(NHS-Ester: N-Hydroxysuccinimid-Ester)
Bifunktionelle Linker Bindung zum Bindung zum [Lit]
Biomolekiil Komplexbildner

Iminothiolan Disulfid- Amidin- [cf. 81]

Maleimid / NHS-Ester Thioether- Amid- [cf. 82]
NHS-Ester/NHS-Ester Amid- Amid- [cf. 83,84]
Aldehyd/Aldehyd Imin- imin- [cf. 85,86]

Dieses Konzept wird heute einerseits in der Syntheseentwicklung von Kopplungsreaktio-
nen umgesetzt und andererseits als zusétzliche Méglichkeit aufgenommen, die pharmako-
kinetischen Eigenschaften von Pharmaka, z.B. durch Verwendung metabolisierbarer Linker

[cf. 83,84,87], zu verandern.

1.8. Medizinische Anforderungen an Metall-Chelat-Biomolekiil-Systeme

Ein wichtiger Faktor flr die Anwendung von Radiometallen in der Radiodiagnostik wie auch
Endoradiotherapie ist die Mdglichkeit bzw. Notwendigkeit, das betrachtete Radioisotop in
tragerfreier Form herzustellen. Durch die Herstellung von Radiopharmaka mit sehr hohen
spezifischen Altivitdten im Bereich von TBg/mMol sind Einsdize von zeniralwirksamen wie
auch toxischen Substanzen méglich, da die geringe applizierte Substanzmenge keinerlei
pharmakodynamischen Efiekt zeigen sollie.

Entscheidend jedoch fir die Anwendbarkeit ist die Stabilitdt der synthetisierten Metall-
Chelat-Biomolekul-Systeme. Zum einen weisen viele Metall-Kationen Affinitdten zu Kom-
partimenten des Kérpers auf, die in den meisten Féllen nicht den Zielgeweben entspre-
chen. So wird z.B. die Freisetzung von *Y-Kationen zu einer vermehrten Akkumulation an
Knochenoberflachen fihren, was zu einer unnétigen wie auch gefahrlichen Dosisbelastung
des Knochenmarks flihrt [cf. 88,89]. Grundséatzlich muf3 in nuklearmedizinischen Anwen-
dungen die Dosisbelastung von Nicht-Zielgewebe so gering wie moglich gehalten werden,
um dem Krankheitsbild des Patienten keine neue Indikation hinzuzuftigen.

Um diesem Problem Herr zu werden, lief die Entwicklung der Nuklearmedizin auf der Basis
metallischer Radioisotope parallel zur Entwicklung neuer Metali-Ligand-Komplexe. Ziel
dabei war in allen Féllen, Komplexe mit sehr hohen Stabilitdtskonstanten herzustellen. Die
Stabilitat von Metall-Komplexen in ,normalen” wéaBrigen Medien wird in der Praxis als Krite-
rium flr die Bestindigkeit des Komplexes in vivo herangezogen. Die systematische Ver-
besserung solcher Metall-Komplexe flihrte zu Verbindungen mit sehr hohen Stabilitatskon-
stanten (logB > 30) [cf. 91]. Als zwei herausragende Komplexe seien in diesem Zusam-
menhang der N,N"-Bis(2-Hydroxybenzyl)-Ethylendiamindiessigsaure-Komplex (HBED) des
Ga®* (logB = 39.57 [134]) und In®* (logB: 39.66 [102]) genannt. Es zeigte sich trotz allem,
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daB das Kriterium ,Stabilitdtskonstante” fiir einen Komplex nicht ausreichte um eine be-
friedigende in vivo-Stabilitdt garantieren zu kénnen. Die Grunde flr die Diskrepanz zwi-
schen einem definierbaren wéaBrigen Medium und einem biologischen System sind vor
allem durch die Minimierung der einflieBenden Parameter gegeben. Hierbei zeigte sich
deutlich, daB die Ubertragung physikochemischer GréBen isolierter Komplexe, gemessen
bei inerten Hintergrundelektrolyten, auf Metall-Ligand-Systeme, die an Biomolekdle gekop-
pelt sind, nicht zum Erfolg fihrte. Fir die Weiterentwicklung nukiearmedizinisch relevanter
Systeme solite somit vorab eine Bewertung der EinfluBparameter erfolgen. Die Simulation
eines biologischen Systems durch Korrelation von Eigenschaften, die dieses System cha-
rakterisieren, sollte ein Erfolg versprechender Ansatz sein, erstens das Schicksal eines
Metallkomplexes in vivo voraussagen zu kénnen und zweitens Einblicke in die komplexen
physiologischen Gleichgewichte zu liefern, denen Metalle in diesen Medien ausgesetzt
sind. Um diese GroBen beschreiben zu kénnen bedarf es einer guten MefBmethodik, da
sich gerade medizinisch relevante Pharmaka oftmals Standardmethoden (z.B. potentio-
metrische Titration) entziehen. Wiirden aber durch geeigneten Methoden physikochemi-
sche GroéBen mit nuklearmedizinischer Relevanz mit groBer Genauigkeit bestimmbar sein,
kénnten unter Berlicksichtigung physiologischer Mindestanforderungen, Komplexe fir spe-
zifische Probleme dargestellt und in vitro bewertet werden.

Die genaue Kenntnis dieser GréBen wirde flr die Aufklarung pharmakologischer Prozesse
bedeuten, daB die Messung der akkumulierten Aktivitat in den unterschiedlichen Regionen
dem Effekt des intakien Pharmakons zuzuordnen wére und nicht auf die unkontrollierie

Verteilung eines Radiometalles als Kataboliten zurickginge.

1.9. Physikochemische Beurteilung von Metall-Chelat-Biomolekiil-
Systemen

Aus rein chemischer Sicht kann ein Metall-Chelat-Biomolekl-System auf die Betrachtung
eines wéafBrigen Metall-Chelat-System reduziert werden. Ein Metall-Chelat-Komplex ist
hierin als Folge einer Lewis-Saure-Base-Reaktion zu betrachten, in der Zentralatome (hier
Metall-Kationen) durch Koordination mit freien Elektronenpaaren der Lewis-Base (Chelat-
Bildner) stabilisiert werden (Schema 1.2.) [cf. 90].

Schema 1.2.

Schematische Komplexierung des
Metallkations durch einen Chelat-
Bildner

Die wichtigste Aussage dieses Schemas beinhaltet der Gleichgewichtspfeil. Dieses Sche-
ma a8t sich auf jede Lewis-Base in einem betrachteten System anwenden. Alle moglichen
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Reaktionen werden solange ablaufen, bis aus thermodynamischer Sicht die Struktur mit
der groBten Stabilitat gebildet wird. Fir die Stabilitdit des Komplexes 148t sich dann eine
Konstante definieren, deren GroéBe einen Vergleich mit anderen Systemen zulaft.

Kk,  [ML]
1 = hin —
@ K LT [M]

k rick

Die sogenannte thermodynamische (bei lonenstéarke = 0) oder stéchiometrische (bei realen
lonenstérken) Bildungskonstante oder Stabilitdtskonstante K wurde als erstes Kriterium fiir
die Auswahl geeigneter Komplexbilder unter Vorgabe des Radiometalles herangezogen
[cf. 91,92]. Gleichung (1) als Ausdruck flr die Bildungskonstante eines Komplexes be-
trachtet nur die véliig deprotonierte Form des Komplexbildners. Sie reprasentiert deshalb
nicht in jedem Fall das tatsdchliche Gleichgewicht in waBrigen Medien. Gerade bei den
Polyaminopolycarbonséuren wird sich zwischen den basischen Gruppen und dem Medium
Wasser mit der jeweiligen Protonenkonzentration ein Gleichgewicht einstellen, das die
Konzentrationen der protonierten Formen des Komplexbildners bestimmt.

Unter ,realen” Bedingungen liefert das Reaktionsgleichgewichi fur jeden pH-Wert deshalb
eine konditionelle Stabilitatskonstante [cf. 93], die den vorliegenden Protonierungsstufen
des Komplexbildners als auch protonierten Formen des Komplexes Rechnung tragt und
das tatsachlich vorhandene Gleichgewicht beschreibt.

Besiizi der beirachiete Komplexbildner sehr basische Gruppen, die enisprechend hohe
Sauredissoziationskonstanten aufweisen, wird die konditionelle Stabilitdiskonstante mit
abnehmenden pH-Wert ebenfalls abnehmen. Dieses hat zur Folge, daBB selbst bei sehr
groBBen Gesamt-Bildungskonstanten eines betrachteten Komplexes dessen Stabilitat im
Sauren stetig sinkt und sich das Gleichgewicht bei Anwesenheit anderer Lewis-Séuren und
-Basen in der Losung standig neu einstellt [cf. 94,95]. Letzterer Aspekt ist in reinen
~Modell“-Elektrolyten wie z.B. isotonischer NaCl haufig vernachlassigbar, da z.B. Na-
Chelat-Komplexe bzw. Metall-Chloro-Komplexe nur geringe Stabilitat besitzen. In dramati-
schen Umfang tritt dieser Effekt ein, wenn man - wie dies bei Radiopharmaka der Fall ist -
von herkémmlichen waBrigen Medien zu dem &uBerst ,komplexen“ Serum Uberwechselt.
Durch die Anwesenheit endogener Anionen (Citrat, Phosphat, Carbonat,..) als auch Metall-
Kationen (Fe?"**, Ca®,...) wird das Schicksal des Metall-Ligand-Komplexes und somit das
des Radiopharmakons von den Konzentrationen bzw. den Stabilitdtskonstanten jeder ein-
zelnen Komponente mit dem Radiometall als auch dem Komplexbildner bestimmt. Dieser
Umstand wird weiterhin durch den Einsatz von tragerfreien Radiometall-Kationen er-
schwert, da die Konzentration des Metalles gegenlber den im Serum vorhandenen Kon-
zentration von ,Metallkonkurrenten“ sehr gering ist.

Neben der Stabilititskonstanten eines Radiometall-markierten Pharmakons ist auch die
Kinetik der Komplexbildung eine entscheidende physikochemische GréBe. Erfolgt die De-
komplexierung bzw. Umkomplexierung des Radiometalles mit Serumbestandteilen sehr
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schnell, wird eine Freisetzung trotz hoher Stabilitdtskonstante aufgrund der vorherrschen-
den Konzentrationsverhéitnisse rasch erfolgen. Ist der Komplex hingegen ,kinetisch inert,
wird die Freisetzung des Metalles erschwert und das Radiopharmakon behélt seine ge-
winschte in vivo-Stabilitat.

1.10. Messung physikochemischer Parameter von Metall-Chelat-
Biomolekiilen

Aus dem vorherigen Abschnitten wird deutlich, daB eine vollstédndige Beurteilung von
Pharmaka auf der Basis von Radiometallen nur erfolgen kann, wenn auch die beiden phy-
sikochemischen Parameter Gesamt-Stabilitdtskonstante und Komplexierungskinetik be-
kannt sind. Erst die Kenntnis dieser GréBen und der Vergleich mit den Parametern der in
vivo vorliegenden Gileichgewichte erlaubt es, die ,Lebensdauer” eines Radiopharmakons
abzuschatzen.

Erster Ansatz muB3 hierbei die Bestimmung der Komplexierungskinetik sein. Zum einen
werden Aussagen Uber die Geschwindigkeit der Bildung von Konkurrenzgleichgewichten
unter physiologischen Bedingungen mdglich. Zum anderen ist diese Gréf3e bei der Be-
stimmung von Stabilitaiskonstanten von Noten, da letztere nur fir ein vollsténdig einge-
stellies, zeitunabhangiges Gleichgewicht definiert sind.

Die Messung von Einzelgleichgewichten kann in den meisten Féllen Uber spekiroskopische
Methoden (UV, IR, NMR) bzw. durch potentiometrische Titration erfolgen [cf. 96]. Diese
Methoden haben im Fall der nuklearmedizinisch interessanten Metall-Chelat-Systeme den
Nachteil, daf3 die Empfindlichkeit der MeBsysteme bei der Bestimmung von sehr groBen
Stabilitdtskonstanten nicht ausreicht, um kleine Anderungen des Gleichgewichtes zu be-
stimmen. Aus diesem Grund wird in den meisten Féllen zur Bestimmung von sehr stabilen
Komplexen die Ligand- bzw. Metall-Verdrangungstechnik verwendet, in der ein Kom-
plexgleichgewicht durch die Anwesenheit eines Konkurrenzliganden bzw. Konkurrenzme-
talles, deren Stabilitatskonstanten bekannt sind, gestort wird. Das AusmaR dieser Stérung
kann durch Messung der Komplexverhditnisse im Gleichgewicht bestimmt werden und
liefert (ber die Berechnung des LOsungsgleichgewichtes die unbekannte Stabilitatskon-
stante.

Voraussetzung dieser Anwendung ist, daB Einfliisse, denen der Ligand und das Metall in
der betrachteten Losung unterliegen, bestimmbar sind. Gerade im Falle von Chelat-
Bildnern, die durch die vorhandenen basischen Gruppen Protonierungsgleichgewichten
unterliegen, ist die Kenntnis der Séauredissoziationskonstanten Voraussetzung, um die
Konzentrationsverhéltnisse der verschiedenen Protonierungsformen zu bestimmen. Erst so
laBt sich durch Extrapolation auf die stabilste Form des Chelat-Bildners im Komplex die
Gesamt-Stabilitdtskonstante des Komplexes berechnen. Ohne Kenntnis dieser GroBen
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kann zwar die konditionelle Stabilitdtskonstante, aber nicht die thermodynamische Stabili-
tatskonstante bestimmt werden.

Betrachtet man nun die Strukturen von Peptiden und Proteinen so wird deutlich, daf3 eine
exakte Bestimmung der Sauredissoziationskonstanten der funktionellen Gruppen des ko-
valent gekoppelten Komplexliganden z.B. durch Titration nicht méglich ist: bei einer Titrati-
on kann nicht zwischen abstrahierbaren Protonen des Komplexbildners und der Proteine
unterschieden werden. Aufgrund der groBen Zahl basischer Gruppen am Protein sowie der
Instabilitdt von Proteinen bei hohen pH-Werten wird dadurch eine Bestimmung und Zuord-
nung der Sduredissoziationskonstanten unméglich. Dies hat jedoch zur Folge, daB3 die
Gesamt-Stabilitdtskonstante des Metall-Chelat-Komplexes im Metall-Chelat-Peptid-System
nicht mit dem skizzierten Ansatz exakt bestimmbar ist. Somit miBte das Konzept der ex
vivo-Beurteilung von Radiometall-markierten Pharmaka scheitern. Um diese Konzept nicht
von vornherein aufzugeben, sollte ein alternativer Ansatz zur Evaluierung solcher Systeme
versucht werden.
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2. Problemstellung

Ein Ansatz zur Tumordiagnostik mit dem Fernziel der méglichen Endoradiotherapie wurde
in der Endokrinologie durch den Einsatz von Rezeptorliganden gesucht, welche aufgrund
der Uberexpression von Rezeptoren in proliferierenden Gewebeteilen hdhere Akkumula-
tionen des jeweiligen Hormons erwarten lieBen. Ein in diesem Zusammenhang von der
Sandoz AG, Basel entwickeltes Peptid SMS 201-995 (Octreotid®) zeigte eine hohe Affinitat
zu Somatostatinrezeptoren, welche in einer Anzahl verschiedener Tumorarten vermehrt
exprimiert werden. Uber eine Markierung dieses Peptides mit Radioisotopen sollte die to-
mographische Diagnose maligner Tumore mittels nuklearmedizinischer Techniken méglich
sein [cf. 46,97]. Octreotid wird zur Zeit als '"'In-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid (Octreoscan®)
zur Tumordiagnostik mittels SPET kommerziell vertrieben [cf. 52,97,98]. Die guten Erfah-
rungen mit dem SPET-Nuklid legen eine Anwendung mittels PET nahe, wobei als Radioi-
sotope *®Ga(lll) [53] und **Cu(ll) [99] untersucht werden.

tm Zusammenhang mit einer moglichen Endoradiotherapie steht *°Y im Vordergrund des
Interesses. Ausgehend von der Struktur des ''In-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid sollie eine
Substitution des ""'In* durch *Y* méglich sein [100]. Um die therapeutische Eignung dia-
gnostisch zu verifizieren, steht ein Yttrium-Isotop *°Y zur Verfligung, das als Positronen-
strahler mittels PET quaniifiziert werden kann [55].

in der Entwicklung der Radioimmunotherapie mit °Y ist andererseits gezeigt worden, daf3
die Komplexidhigkeit des DTPA, wenn es (ber eine seiner Carboxyl-Gruppen an die Pro-
tein- und Peptid-Struktur gekoppelt ist, nicht ausreicht, um eine Freisetzung des Y®" in vivo
zu verhindern. Als Resultat dieser Freisetzung wurde in Tierversuchen eine erhéhte Kno-
chenanreicherung des Radio-Yttriums gefunden [cf. 101].

Dieser Umstand ist dabei kein spezifisches Problem fur Y-DTPA-Pharmaka, sondern steht
als Beispiel flr die Schwierigkeit, metallische Radionuklide gegentiber den Serumeinflis-
sen in vivo in geeigneten Radiopharmaka stabilisieren zu kénnen.

Das Problem der in vivo-Freisetzung der Radiometalle wurde auf die zu geringen Stabili-
tatskonstanten der verwendeten Metall-Komplexe zurickgefihrt. Zur Optimierung wurden
Metall-Chelat-Komplexen mit sehr hohen Stabilitdtskonstanten (logB > 30) entwickelt [cf.
91,102]. Uber die Kopplung dieser Komplexe an geeignete Biomolekiile solite das Radio-
metall ausreichend stabil gebunden sein. Uberpriift wurden diese Ansétze hauptséchlich
an in vitro-Serumstabilitatsuntersuchungen. Hierbei zeigte sich, daB die Metall-Chelat-
Komplexe Uber Tage stabil waren [cf. 67]. Dies war auch der Fall fir den Y-DTPA-
Komplex. Gekoppelt an ein Biomolekiil reichte die Stabilitat dieses Komplexes jedoch nicht
aus, die in vivo-Freisetzung des Radiometalles zu verhindern [cd. 59,60,96]. Offen bleibt
somit, welchen EinfluB die Kopplung des bifunktionellen Liganden an das Biomolekul auf
die Stabilitit des Komplexes hat bzw. ob die Stabilititskonstante eines reinen Metall-
Chelat-Komplexes als Kriterium fir eine gentigende in vivo-Stabilitat ausreicht.
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Ziel dieser Arbeit war es daher, am Beispiel des Metall-Chelat-Octreotid-Systems die un-
terschiedlichen in vivo-Einfliisse auf ein Radiometall-Chelat-System durch Betrachtung von
Einzelparametern zu simulieren. Mit der Kenntnis dieser GroBBen solite dann die pharma-
kologische Antwort interpretierbar werden bzw. den Kreis zur Optimierung schlieBen.

Das Konzept zur Beschreibung einzeiner physikochemischer und chemisch struktureller
Parameter von Me-Chelat-(Linker)-Peptid-Systemen ist in Schema 2.1. zusammengefaft.
sLeitmolekll“ dieser Arbeit war das Octreotid.

? Metall ? Chelat 2(P) ?T,,(bio)

Metall

f [Me]
», f [Chelat]
? Kinetik f (pH)
< ()
i /

\/

Me-Chelat

?B

Schema 2.1.  Schematische Darstellung des fiir diese Arbeit zugrunde liegenden Konzeptes.
(P): Lipophilie; T+.(bio): biologische Halbwertszeit
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Die physikochemischen Parameter (linke Halfte in Schema 2.1.) sollten an Y-DTPA-
Peptiden in Analogie zum Y-[DTPA-(D)Phe‘]—Octreotid studiert werden. Nach der Darstel-
lung der DTPA-Peptide sollten vor allem Komplexierungsparameter im System Y(lll)-
DTPA-Peptid bestimmt werden. Da die Bestimmung der Komplexstabilitat von Peptid- bzw.
Protein-gekoppelten Chelat-Bildnern in einem System fehlender Einzelparameter (pKs-
Werte des an das Peptid kovalent gebundenen Komplexbildners) erfolgt, muB3te vorab ein
methodisch neuer Ansatz entwickelt werden, der eine exakte Berechnung der Gesamt-
Stabilitatskonstante von Y-DTPA-Peptid-Komplexen erméglicht. Nach der Bestimmung der
Komplexierungskinetik und Gesamt-Stabilitdtskonstante von DTPA-Modell-Peptiden sollten
diese Parameter fiir das konkrete Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid-System ermittelt werden.
Mit der Kenntnis dieser physikochemischen Parameter sollte anschlieBend im Tiermodell
(durch Verwendung von %Y am PET-Tomographen bzw. mit 8y in Bioverteilungsuntersu-
chungen) Uberprift werden, ob die in vitro-Untersuchung des Komplexgleichgewichtes
genligend gute Vorhersagen {iber das in vivo-Verhalten des Metall-Ligand-Peptid-Systems
liefern kann.

Parallel zu den physikochemischen Untersuchungen an DTPA-Peptid-Systemen sollte der
EinfluB der Lipophilie (P) auf den pharmakologischen Gang von Octreotid-Derivaten be-
stimmt werden (rechte Halfte in Schema 2.1.). Eine Mdglichkeit zur Variation der lipophilen

Eigenschaften kénnte die Einflihrung von verschiedenen Linkern zwischen Komplexbildner
und Peptid sein. Hierzu sollie am Beispiel des ®Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotid,
einem bereits evaluierien Ocireotid-Analogon, eine Synihesesirategie eniwickeli werden,
mit der die Einflhrung unterschiedlicher Linker zwischen DFO-B und Octreotid ermdglicht
wird. Die Auswirkungen systematisch variierter Linker sollten anschlieBend im Tiermodell

Uberprift werden. .

Die Zusammenflihrung aller untersuchten Parameter sollte somit einerseits eine umfas-
sende Bewertung der Struktur-Wirkungs-Beziehung der Chelat-Octreotide bezlglich ihrer
physikochemischen GréBen Stabilitatskonstante und Komplexierungskinetik erlauben und
andererseits Uber die Ergebnisse aus den tierexperimentellen Studien Aussagen zur Opti-
mierung dieser Korrelation erméglichen.
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3. Theoretische Uberlegungen zur Aufkldrung von Mecha-
nismen in der Koordinationschemie

Zentraler Bestandteil der koordinativen Chemie ist die Einbindung von Zentralatomen und
hier im Besonderen von Metall-Kationen in ,komplexe Strukturen®, in denen Liganden, also
Molekule mit zur Koordination beféhigten Gruppen, durch sphérische Anordnung um das
Zentralatom diese Struktur stabilisieren. Die Stabilitat solcher Komplexverbindungen wird
vor allem durch GréBe und Ladung des Zentralatomes sowie durch Elektronendichte, Ste-
rik und GréBe der Liganden bestimmt. Die Stabilitdt der Komplexe kann weiterhin durch
besondere Strukturmerkmale des Liganden erhoht werden. Ist ein Ligand nicht nur tber
ein einzelnes Ligatoratom an das Zentralatom gebunden, so ist die Verdrédngung durch
einen Konkurrenz-Liganden statistisch erschwert. Ferner wird durch die Verdrangung von
Liganden aus einer Komplexstruktur durch Ausbildung eines Komplexes mit anderen Li-
ganden, welche mehrere Koordinationsstellen am Zentralatom besetzen, die Entropie die-
ser Lésung erhdht und liefert somit einen Beitrag zur héheren Stabilitdt des neuen Kom-
plexes. Der Effekt der erhdhten Stabilitdt von ,mehrzédhnigen” gegeniber ,einzéhnigen“
Liganden wird unter dem Obetrbegriff ,Chelat-Effeki“ zusammengefaf3t.

Betrachtet man allgemein die Bildung und Dissoziation von Komplexverbindungen, so kon-
nen Gleichgewichte analog denen von mehrbasigen Sauren beschrieben werden:

_ IVA]
M+AGMA K =g
__[MA,]
() MA+AoMA, K, = MATA]
[MA,]

MA,_, +AoMA, K, =——0
’ MA,JIA]

M ist hierbei das Zentralatom und A ein zur Koordination beféhigter Ligand. K;, Ka,...,K,
bezeichnet man als schrittweise oder individuelle Bildungskonstanten. Die schrittweisen
Bildungskonstanten kénnen zur Gesamtbildungskonstanten oder Gesami-Stabilitéts-
konstanten B, zusammengefaBt werden.

Die Gesamtbildungskonstante B, ist somit das Produkt der individuellen Bildungskonstan-
ten Ky, Ka,...,Kn .

3) By = HKn

Zur Abschéatzung von Komplexstabilitaten lassen sich die verschiedenen Zentralatome und
Liganden in Klassen einordnen. Das Hauptmerkmal dieser Einteilung ist hierbei die Polari-
sierbarkeit des Metallions. Unter der Betrachtungsweise einer Lewis-Séure-Base-Reaktion
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liefert das HSAB-Konzept gute Anhaltspunkte zur Darstellung geeigneter Komplexe. Hier-
bei werden die Metall-Kationen bzw. Lewis-S&auren, je nach Stérke der Polarisierbarkeit, in
harte und weiche Séuren eingeteilt. Harte Sduren sind somit Zentralatome, die nur eine
geringe Polarisierbarkeit aufweisen. Dieselbe Einteilung wird flr Lewis-Basen, also Ligator-
Atomen mit freien Elektronenpaaren, vorgenommen. Das HSAB-Konzept besagt, dai3 bei
Verbindungen von harten Sauren mit harten Basen bzw. weichen Sauren mit weichen Ba-
sen besonders stabile Komplexe entstehen sollten. Das HSAB-Konzept sagt aber nicht,
daf3 ein Komplex aus einer weichen Saure mit harten Basen nicht auch stabil sein kann.

3.1. Komplexierung im wéBrigen Medium

Findet eine Komplexierung im waBrigen Medium statt, so liegen mindestens zwei weitere
Konkurrenzgleichgewichte vor: die Protonierung des Liganden und die Hydrolyse des Me-
tallkations [cf. 94,95].

3.1.1. Komplexierung im sauren Medium

Wird die Komplexbildung bei niedrigen pH-Werten durchgefiihrt, muf3 die Konkurrenz der
vorhandenen H'-lonen in das Gleichgewicht einbezogen werden. Betrachtet man die in der
Losung vorhandenen Protonen als konkurrierende Lewis-Sauren im Komplexgleichge-
wicht, kann ein Ausdruck flr die Gleichgewichiskonstanie Kg des vorliegenden Gleichge-

wichtes formuliert werden:

Mgs +HA™D™ s MAL™* 4 H*

(4) K _ [MA(n—m)+][H+]
o T IMGIHAT ]

Handelt es sich bei dem Liganden A um einen mehrzahnigen Liganden, so kann als Zwi-
schenprodukt ein protonierter Komplex entstehen, der je nach Konzentration der Protonen
bzw. je nach GréBe der Sauredissoziationskonstanten des Liganden weiter deprotoniert
wird. Unter Beriicksichtigung der Protonierungsgrade der im Gleichgewicht vorliegenden
Komplexe wird das Komplexgleichgewicht durch die Gleichgewichtskonstante Kgyx be-
schrieben.

MZE + H AR s MH A  ET o pHAR-™D 4 (_)H* > MAC™ 4 kH*

_ [MA (n-m)+ ][H+ ]k
(5) Gilk — [M;+][HKA(m—k)—]

q
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Zur vollstandigen Beschreibung eines Komplexgleichgewichtes im sauren Medium muissen
zusatzlich die Protonierungsgleichgewichte des Liganden betrachtet werden. Flr das S&u-
redissoziationsgleichgewicht des Liganden kann eine Gleichgewichtskonstante Ky definiert

werden.

HAM™ 3 Hy y A" L HY 3 A™ 4+ kHY

(6)  _IATIHT
sk-— [HkA(m—k)—]

Das in einer sauren Lésung vorliegende Komplexgleichgwicht Keyx ist somit durch die Sau-
redissoziationskonstante Ky des Liganden und der Gesamtbildungskonstante B, des
Komplexes bestimmt. Durch Umstellen und Einfligen von Gleichung (5) und (6) erhélt man
den Ausdruck:

KG!/k :B - [MA(n_m)+]
Koo 7" IMGIIA™]

mit[A™ =1 (K,)

(7)

Bei Kenninis der Sauredissoziationskonstanten K, des Liganden kann die Konzentration
des maximal deprotonierien Liganden berechinet und in die Gieichung zur Besiimmung der
Gesami-Stabilitatskonstanie eingeseizi werden,

3.1.2. Komplexierung im alkalischen Medium

Analog zur Komplexierung im sauren Medium muB im Alkalischen die Konzentration der
freien OH-lonen in das Komplexgleichgewicht einbezogen werden. Hydroxo-Komplexe
kénnen einerseits durch Abspaltung eines Protons aus einem Aquo-Komplex des freien
Metall-Kations durch eine einfache Saure-Base-Reaktion gebildet werden. Betrachtet man
andererseits Hydroxid-lonen (OH’) als konkurrierende Lewis-Basen, kann die Darsteliung
von Hydroxo-Komplexen ebenso durch direkte Ligandenverdrangung erfolgen.

Ausgehend von einem Metall-Aquo-Komplex ergeben sich folgende Gleichgewichte:
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M(H,0)™ <> M(H,0), ,OH™* +H*

« _ MH0), , OH" " JiH"]
Hydr.1 ™ [M(H2O)§+]

(8) 2
M(H,O)(OH){™-X* s M(OH),"™* + H*

o« _IMOHEIH T
o = IM(H,OT;

Khyarx Wird als Gesamt-Hydrolyse-Konstante des Aquo-Komplexes bezeichnet. Sie setzt
sich aus den Sauredissoziationskonstanten der Wassermolekille im Aquo-Komplex zu-
sammen. Betrachtet man die Anderung des Komplexgleichgewichtes durch den EinfluB3
der Hydroxid-lonen als Lewis-Basen, 188t sich das vorliegende Gleichgewicht durch eine
Gleichgewichtskonstante Keqys beschreiben:

M(OH)I™9* 4 A™ 5 MA(OH)S™™ 9" 5 MA(OH)"™ 9" 4+ OH™ > MA®™™* 4+ gOH-

MA®™*J[OH" ]9
) Nays < IM(OH)™ 9 JA™ ]
] g 4 E

Dieser Ausdruck 188t sich unter Verwendung der Hydrolyse-Konstanten umformen. Das
Gleichgewichtskonstante Kgs der Losung setzt sich demnach aus dem Quotienten der
Gesamtbildungskonstante B, und der Hydrolyse-Konstanten Ky« des betrachteten Kom-
plexes zusammen. Durch Einsetzen und Umstellen erhédlt man den Ausdruck:

_ _ [MA (n—m)+]
KGI/B 'KHydr.x - Bn - [M(HZO)T][Am‘]

mit [(M(H2 0), )n+ ] =f (KHydr.x )

(10)

Unter der Voraussetzung, daf3 im waBrigen Medium kein Metall-Kation frei, sondern als
Aquo-Komplex bzw. in hydratisierter Form vorliegt, unterscheiden sich die Gleichungen (7)
und (10) nicht. Allgemein kann also die Anderung des Komplexgleichgewichtes als der
EinfluB des pH-Wertes betrachtet werden, wobei im sauren Medium die Ligandenverdran-
gung am Liganden und im Basischen am Metall-Kation erfolgt. In waBriger Losung liegen
somit drei sich bedingende Gleichgewichte vor:
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_ [mac] A~ IH T [meor, )" [T
(12) B mzfaml o T RATT T T vw,0),)" ]

Alle Konstanten stellen in diesem Zusammenhang die Gesami-Stabilitdts-, Gesamt-
Séduredissoziations- und Gesamt-Hydrolyse-Konstante dar. Da alle Komponenten dieser
Gleichgewichte eine Funktion des pH-Wertes sind, wird das vorliegende Gleichgewicht
durch den Betrag der schrittweisen Konstanten bestimmt. Das Ergebnis einer Auftragung
des Komplexgleichgewichtes in der L&sung vs. pH sollte eine Maximum-Kurve ergeben, in
dem die Komplexbildung am groBten ist'.

Diese Gleichgewicht wird in dem Fall, daB weitere Komplexbildner vorhanden sind bzw.
unterschiedliche Komplexe gebildet werden, entsprechend erweitert. Ist mehr als ein
mehrzahniger Ligand in einem Komplex gebunden, gehen weiterhin alle Protonierungs-
konstanten der verschiedenen Chelat-Bildner sowie deren Verschiebungen, bedingt durch
die Komplexierung bzw. Lésungseigenschaften, in das Gleichgewicht ein. Die genaue Be-
stimmung der Gesamt-Stabilitdtskonstante wird enisprechend durch die Menge an neuen
Parametern erschwert.

3.2, Methoden zur Bestimmung von Kinetik und Stabilitatskonstanten im

Komplexgleichgewicht

3.2.1. Kinetik

Die Kinetik der Komplexierung bzw. Dekomplexierung und die daraus ableitbare Komplex-
bildungskonstante in einem Komplexgleichgewicht bilden eine Einheit nach:

k

(1 3) B — k Komplexierung

Dekomplexierung

Sie sind die interessanten Parameter, die Aussagen Uber Veranderungen des Komplex-
verhaltens bei Variation der Losungsparameter zulassen. Am Anfang der Untersuchungen
im wéBrigen Medien muB somit das Verhalten des gebildeten Komplexen gegeniiber den
Losungsmitteleinflissen untersucht werden.

Vor der Messung der Stabilitatskonstanten eines Komplexgleichgewichtes muB gewéhrlei-
stet sein, daB dieses zeitunabhéangig ist. Nach Gleichung (13) ist dafiir die Kenntnis der
Geschwindigkeitskonstanten der Komplexierung und Dekomplexierung notwendig. Da das

! Diese theoretische Vorhersage wurde in pH-abhéangigen Untersuchungen zur Stabilitét von Indium,
Gallium und Yttrium-Komplexen bestétigt. Zur Ubersicht [16]
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Gleichgewicht nicht nur durch die Komplexbildungskonstante, sondern auBBerdem durch
die Sauredissoziationskonstanten der Liganden und Hydrolyse-Konstanten des Metalles
bestimmt wird, miissen auch diese individuellen Kinetiken zur Gleichgewichtseinstellung

bericksichtigt werden.

Zur Bestimmung von Komplexierungskinetiken in waBrigem Medium stehen zahireiche
spektroskopische Methoden zur Verfligung. Alle Methoden beinhalten, dal3 charakteristi-
sche Anderungen des Losungsgleichgewichtes quantifiziert und zugeordnet werden kén-
nen. Dabei muB gewabhrleistet sein, daf das MeBergebnis das tatsachliche Verteilungsmu-
ster der betrachteten Spezies im Gleichgewicht widerspiegelt und dieses entlang der Mes-
sung nicht durch die MeBanordnung verandert wird. Deshalb eignen sich besonders An-
ordnungen, die kontinuierlich das Reaktionsverhalten meBbar machen (z.B. Reaktionen,
die innerhalb der MeBanordnung durchgefiihrt werden kénnen (UV, NMR, IR)). In den
Féllen, in denen durch spekiroskopischen Methoden Reaktionsabldufe und Geschwindig-
keiten nicht eindeutig bewertet werden kénnen, bietet der Einsatz radioaktiver Metalle
Mdoglichkeiten, mechanistische, funktionale Kontexte abzuleiten. Eine zur Aufkldrung von
Reaktionsmechanismen und zur Bestimmung kinetischer Daten bewahrie Methode stellt
die Indikatormethode mit radioaktiven Isotopen dar [cf. 103,104]. Die Indikatormethode
nutzt dabei aus, daB in Molekllen, die an der betrachteten Reaktion beteiligt sind, stabile
Isotope durch radioaktive substituiert werden kénnen, ohne chemische Anderungen des
Systems hervorzurufen. Uber die Aktivitatsverteilungen des radioakiiven Isotopes auf die
Reaktionskomponenien konnen direkie Aussagen Uber den Reakiionsverlaui des be-
irachieien radioakiiven Isotopes und damii iiber das im groBen UberschuB3 vorhandene,
stabile Isotop gemacht werden (Tracer-Prinzip in der Chemie). Angewendet auf Komple-
xierungskinetiken beinhaltet die Isotopenaustauschmethode die Messung von Austausch-
geschwindigkeiten der nicht-radioaktiven Formen des Zentralatomes bzw. des Liganden
mit der radioaktiven Form [cf. 105].

Aligemein gilt flr Isotopenaustauschreaktionen, bei denen stabile Isotope (M), die an der
jeweiligen Reaktion beteiligt sind, durch radioaktive Isotope (M) ,verdiinnt* werden, daB
keine keine chemischen Anderungen im System auftreten. Daraus folgt fur dieses System
keine Anderung der Reaktionsenthalpie AH = 0 (Masseneffekt vernachlassigt). Die freie

Reaktionsenthalpie AG ist somit:
(14) AG =T-AS
Betrachtet man allgemein eine Isotopenaustauschreaktion der Form

(15) MA + M'B &« M*A + MB

so erhélt man fir die Geschwindigkeit dieser Isotopenaustauschreaktion unter Berticksich-
tigung der Hin- und Rickreaktion den Ausdruck
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dM*B]  _([M*B] [M*A]
(18) at R([MB]—[MA])

mit R = Reaktionsgeschwindigkeit.
Durch Integration dieser Gleichung erhalt man die flr Isotopenaustauschreaktionen wichti-

ge McKaysche Gleichung:

_ [MA]+[MB]
17) In(1-1) = _RTMKEMET

A bezeichnet den Austauschgrad und ist gegeben durch:

[M*B]-[M*B],
[M*B]. -[M*B],

(18) A

Der Index (0) bezeichnet den Anfangszustand, der Index (=) den Gleichgewichtszustand.
Bei einer Auftragung der Grof3e In(1-A) vs. Zeit t ergibt sich fur die Halbwertszeit der Iso-
topenaustauschreakiion:

In2 [MB][MA]

(19) vz = TRTIMBIA[MA]

LI Ilm!j LA A an Y

Fir Reaktionen 1.0rdnung gilt fir R = ky[MA]. FUr Reaktionen zweiter Ordnung gilt R =
keo[MA][MB]. Durch Umformung der Gleichung (19) lassen sich somit Ordnung und Ge-
schwindigkeitskonstante ermitteln.

Solche Kinetikberechnungen liefern Aussagen uber die kinetische Stabilitat der betrachte-
ten Komplexverbindungen. Man unterscheidet hierbei substitutionslabile (kinetisch labile)
und substitutionsinerte (kinetisch inerte) Komplexe. Die Austauschgeschwindigkeit hangt
vor allem von der Art des Liganden und der Elektronenkonfiguration des Zentralmetalles
ab. Werden weiterhin die Einflisse im waBrigen Medium zu der ermittelten Reaktionsge-
schwindigkeit in Beziehung gesetzt, kann die Reaktionsgeschwindigkeit entsprechend ge-
nauer beschrieben, bzw. der Einfluf3 verschiedener Parameter auf den Reaktionsverlauf
exakter verifiziert werden. An die Quantifizierung der Komplexierungskinetik schliet sich
die Berechnung der Stabilitdtskonstante des entstandenen Gleichgewichtes an.

3.2.2. Stabilitdtskonstanten
Wie bereits in Kapitel 3.1. geschildert kann die Gesamt-Bildungskonstante im waBrigen

Medium unter Kenntnis der beiden anderen pH-abhangigen Gleichgewichte
(Ligandenprotonierung, Metall-Hydrolyse) bestimmt werden. Gehen weitere zusétzliche,
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komplexfahige Liganden in das Reaktionsgleichgewicht ein, muB deren Stabilitat sowie
deren pH-Verhalten in das Gesamt-Lésungsgleichgewicht einbezogen werden. Darlber
hinaus muf jede protonierte Form eines Komplexes, welche nicht zur Auflésung des Kom-
plexes fuhrt, in Betracht gezogen werden.

Da durch eine MeBanordnung nur eine begrenzte Anzahl von Spezies im Gleichgewicht
quantifiziert werden kann, ist die Bestimmung von Komplexgleichgewichten nur méglich,
wenn die Stabilitdtskonstanten der gebildeten Komplexe sich um Gréenordnungen unter-
scheiden, so daB bestimmte Komplexanordnungen ausgeschlossen werden kdnnen bzw.
im Fehler der Me3genauigkeit verschwinden.

Zur Bestimmung von Gesamt-Komplexbildungskonstanten stehen zahlreiche Standard-
methoden zur Verfligung [cf. 92]:

e Potentiometrie

e Spektrophotometrie

o NMR-Spektrometrie

e lonenaustausch

e Verteilung zwischen 2 Phasen usw..

Die Bestimmung der Konstanten sehr stabiler Komplexe erfolgt lber:

o Metall-Metall-Verdrangung (z.B. spekirometrisch)
o Ligand-Ligand-Verdréangung (z.B. spektrometrisch, potentiometrisch)

Die Gemeinsamkeit dieser Methoden ist, da3 die Kenntnis aller Formen des Komplexes
und deren Stabilitat als auch die Kenntnis aller Formen des Liganden in Lésung und im
Komplex gewéhrleistet sein muB. Kénnen die einzelnen Komponenten nicht genau be-
schrieben werden, missen diese in unabhangigen Gleichgewichten ermittelt werden (z.B.
Titration der verschiedenen Protonierungsstufen des Chelatbildners).

Versucht man Komplexgleichgewichte zu beschreiben, in denen einzelne Komponenten,
welche in das Reaktionsgleichgewicht eingehen, nicht exakt definiert werden kénnen, kann
die Bestimmung des Gleichgewichtes nur durch N&herungen erfolgen. Gerade in der ra-
diopharmazeutischen Chemie ist dieser Umstand héufig gegeben. Betrachtet man einen
Tracer, ein Molekdl, das aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften als guter Kan-
didat fir nuklearmedizinische Anwendungen gelten sollte, muB3 bei der Verwendung radio-
aktiver Metalle vorerst ein Komplexbildner, und hier vor allem ein Chelat-Bildner, in die
Struktur eingeflhrt werden. Ist eine kovalente Kopplung des Liganden an den Tracer er-
folgt, kann ein zur Komplexierung des Metalles entsprechendes Reaktionsgleichgewicht
aufgestellt werden.

Wie eingangs bereits gezeigt, werden zur Berechnung der Stabilitatskonstante des Kom-
plexes Angaben (ber die Konzentrationen aller im Reaktionsgleichgewicht vorhandenen
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Spezies bendtigt. Die Berechnung der Konzentrationen des Komplexes sowie der Konzen-
tration der unterschiedlich protonierten Formen des Komplexbiidners wird vor allem durch
zwei Umstande erschwert.

1. Zur potentiometrischen Bestimmung von Sauredissoziationskonstanten mehrbasiger
S&uren ist eine bestimmte Mindest-Substanzmenge erforderlich, um zu exakten Ergeb-
nissen zu gelangen.

2. Die Grundstrukturen von radiopharmazeutischen Tracern sind oftmals Peptide und
Proteine und hier vor allem monoklonale Antikorper. Die Eigenschaften der Aminosau-
ren in diesen Strukturen sowie die gro3e Anzahl von Sduren und Basen macht eine Be-
stimmung der Sauredissoziationskonstante eines gekoppelten Komplexes, z.B. durch
Titration, schier unmdglich.

Um geeignete Aussagen zur Komplexstabilitat von Metall-Ligand-Komplexen, in denen der
Ligand zusétzlich an Proteinstrukturen gebunden ist, machen zu kénnen, wurden unter-

schiedliche Néherungsansétze vorgeschlagen.
Zum einen wurde versucht, Uber eine Metall-Metall-Verdrangungsreaktion die Stabilitats-
konstante von DTPA-gekoppelten Proteinen zu bestimmen [106]. Fir diese Reaktion wur-

de folgende Gleichung zugrunde gelegt:
In—DTPA —Protein + Fe® « Fe -DTPA —Protein +In®'

(20) « - [Fe=DTPA—Protein]lin®] _ Be, pren-protn
[iIn—DTPA —Protein][Fe**] ~ By, orea-protin

in dieser Studie wurden stéchiometrische Verhéltnisse von Metall und Komplexbildner ver-
wendet, wobei In®* mit ""“"In versetzt wurde. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung
der Radioaktivitatsverteilung des '"“™In. Zur Berechnung der Gesamt-Stabilititskonstante
Bin-oTPA-Protein WUrde zur Vereinfachung in Gleichung (20) fUr Bre.opa-protein die Stabilitatskon-
stante des ,freien“ Fe-DTPA-Komplexes eingesetzt. Als Ergebnis wurde die Stabilitatskon-
stante von In-DTPA-Protein mit logB = 28.3 bzw. 29.3 bestimmt [106] (logBi.otpa = 29.0
[91]). Die Berechnung der Stabilitdtskonstante Bin.orpa-protein Wird daher mit dem Fehler die-
ser Vereinfachung behaftet sein.

Eine weitere Methode zur Bestimmung von Gesamt-Stabilitdtskonstanten eines nicht defi-
nierten Komplexes ist die Naherung Uber bekannte Derivate dieses Komplexes. In einer
Studie von A.D.Sherry et al. [107] wurde durch eine Ligand-Ligand-Verdréangungsreaktion
die Gesamt-Stabilitditskonstante Bad.otParrtein flr  verschiedene Gd-DTPA-Protein-
Komplexe berechnet. Das Gieichgewicht K dieser Reaktion (4Bt sich durch Gleichung (21)
beschreiben:
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Gd-DTPA —Protein+ Arsenazo < Gd— Arsenazo + DTPA —Protein

_ [Gd—Arsenazo][IDTPA—-Protein]  Bay-arsenazo
" [Gd—DTPA —Protein][Arsenazo] = Bay.oreaprotsin

(21)

K

Far das betrachtete Beispiel wurde als Konkurrenzligand Arsenazo ((2,2°-[1,8-Di-Hydroxy-
3,6-Di-Sulfo-2,7-Naphthalen-Bis-(Azo)]-Debenzol-Arsenige-Séure) verwendet. Zur Berech-
nung der Gesamt-Stabilititskonstante des Gd-DTPA-Protein-Komplexes wurden néhe-
rungsweise die Sauredissoziationskonstanten des DTPA-Propylamids verwendet, welche
vorher durch Titration bestimmt wurden. .

Fur die Gd-Protein-Komplexe wurden so Gesamt-Stabilitdtskonstanten von logB = 18.80
bzw. 18.87 [107] (logBea-otea = 22.46 [91]) gemessen. Der Fehler in der Stabilitatskon-
stante wird hier maBBgebend durch den EinfluB der Derivatisierung bestimmt.

Diese Methoden lieferien gegensaizliche Aussagen. In der ersten Methoden zeigte offen-
bar die Derivatisierung des DTPA keinen EinfluB3 auf die Gesamt-Stabilitatkonstanien der
In-DTPA-Komplexe, wahrend in der zweiten Methode der Einflu3 im Gd-DTPA-Proiein-
System zu einer drastischen Reduzierung dieser Konstanten fithrte. Da in beide Methoden
Naherungen gemacht wurden, ist die Bewertung der Einzelergebnisse schwierig.

3.2.3. Neue Methodilk zur Berechnung von Stabilitatskonstanien

Ausgehend von einer Ligand-Ligand-Verdréangungsreaktion kénnte unter Berlicksichtigung
der Konzentrationsanderungen der protonierten Formen der konkurrierenden Liganden in
Abhangigkeit vom pH-Wert der Lésung und die Verwendung sehr geringer Metallkonzen-
trationen ein Ansatz gefunden werden, der eine Bestimmung der Gesamt-
Stabilitdtskonstante von Protein-gekoppelten Chelat-Bildnern erméglicht.

Far diesen Ansatz sind im Folgenden die Punkte aufgefiihrt, die die Grundlage zur neuen
Berechnung der Gesamt-Stabilitatskonstante bilden:

1. Sind bei der Reaktion eines mehrbasigen Komplexbildner mit einem betrachteten Me-
tall-Kation mehrere stabile Komplexe denkbar, so wird das MeBergebnis nur dann durch
die stabilste Form des Komplexes bestimmt, wenn gilt:

[A]-Bma > [HA]-Bmna- 100
d.h. der Komplex MHA ist nur < 1% in dem Komplexgleichgewicht vorhanden. [A] und
[HA] reprasentieren die Konzentrationen der unterschiedlichen Protonierungsformen
des Komplexbildners im Gleichgewicht.
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2. Ist die Metallkonzentration kiein im Verhéltnis zu der Konzentration des Liganden, der
die Form des stabilsten Komplexes bestimmt, wird das Komplexgleichgewicht nur durch
die Gesamt-Stabilitatskonstante des stabilsten Komplexes bestimmt.

3. Mit steigendem pH-Wert muf3 die Konzentration des Liganden der stabilsten Komplex-
form zunehmen, so daB3 immer gilt:
[A]Bma >> [OH]-Khyarolyse
Die Hydrolyskonstante Khyariyse des Metall-Aquo-Komplexes muf3 klein und die Hydroly-
se dabei reversibel bzw. das Léslichkeitsprodukt des Metall-Hydroxids grof3 sein, so daf3
sich die Metallkonzentration im Gleichgewicht nicht &ndert.

4. In einer Ligand-Ligand-Verdrangungsreaktion missen auch fur den Konkurrenzliganden
die unter 1.-38. gemachten Angaben gelten. Der Zustand des Konkurrenzliganden muf3
bei jedem pH-Wert definierbar, d.h. Protonierungskonstanten und Gesamtbildungskon-
stante des Komplexes MB bekannt sein.

Sind die unter Punki 1.-4. gemachten Angaben in der Lésung der Ligand-lLigand-
Verdrangungsreaktion erflllt, wird das Komplexgleichgewicht bei jedem pH-Wert durch
Gleichung (22) wiedergegeben.

BA A -m)t sh- , oA (n-h) j fri-
MAGT™H B s MBOY 4 A

2 o _IBUVIAT] By,
o [BTIMATT] By,

Um zu gewéhrleisten, daf3 die Metallkonzentration immer viel kleiner ist als die Konzentra-
tion des Liganden A™, bietet sich der Einsatz trigerfreier Radiometalle an.

In Gleichung (22) sind die Konzentration B™ und die Konstante Bus bekannt bzw. bere-
chenbar. Die Konzentration des Liganden A™ sowie die gesuchte Gesamt-
Bildungskonstante des Komplexes MA sind nicht bekannt. MeBgroB3e ist das Verhéltnis der
beiden vorliegenden Komplexe, welches Uber Aktivitatsverteilungen bestimmt wird.

Da in Gleichung (22) nach Bua aufgelost werden soll, muB vorab die Konzentration des
Liganden A™ berechnet werden. Betrachtet man in einer Ligand-Ligand-Verdrangungs-
reaktion die Konzentrationen der konkurrierenden Liganden bei verschiedenen pH-Werten,
so ist bei einer Auftragung des Ligandenverhaltnisses [A™}/[B™] vs. pH keine lineare Ab-
héngigkeit zu erwarten. In Bereichen der Sauredissoziationskonstanten des Liganden A
wird das Verhéltnis je nach Hohe der Sauredissoziationskonstanten des Liganden B
schneller anwachsen bzw. abfallen. Die Gesamtkurve, die sich (iber den gesamten pH-
Bereich erstreckt, weist somit bei jeder nichtlinearen Steigerung der Konzentration der de-
protonierten Form des Liganden A einen Wendepunkt auf, der der Sauredissoziationskon-
stante des Liganden A entspricht.
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Dieser Effekt wird in Abb.3.1. an einem theoretischen Beispiel veranschaulicht. Fir zwei
Liganden A und B, mit den pKs-Werten 2.5, 4, 6 und 11 fir A und 2, 3, 6 und 10 fir B 148t
sich jedes Verhditnis der verschiedenen Ligandenspezies bei gegebenen pH-Wert berech-
nen. Die verschiedenen Kurven dieser Ligandenverhélinisse weisen bei pH = pKa einen
Wendepunkt auf.

1e+7

1e+6

1e+b

1le+4

1e+3

fe+2

log ([A™V[B"])

1e+1

1e+0

ie-1

e
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3 5 7 9 i1 i3
pH

Abb.3.1. Auftragung log (A™/B™) vs. pH; pKa= 2.5, 4, 6, 11 ; pKe= 2, 3, 6, 10

Nach Gleichung (22) sollte das Verhéltnis der beiden Liganden, die die stabilste Form des
jeweiligen Komplexes in der Ligand-Ligand-Verdrangungsreaktion représentieren, propor-
tional zu dem gebildeten Komplexverhéltnis sein, wobei die Proportionalitdtskonstante
durch das Verhéltnis der Gesamtbildungskonstanten gegeben ist. Dies bedeutet, daf3 die
Messung des Komplexverhéltnisses den gleichen Kurvenverlauf zeigen sollte wie das Ver-
héltnis der betrachteten Liganden. Aus einer Auftragung MA/MB vs. pH lassen sich somit
folgende Informationen gewinnen:

o Durch den Vergleich der Kurvenform von [MA}/[MB] mit [A™}/[B"] kénnen die Liganden-
spezies [A™] und [B"] ermittelt werden, die den stabilsten Komplex bilden.

e Aus den Wendepunkten sind die pK-Werte des Liganden A™ bestimmbar. Mit diesen
Konstanten 1aBt sich die Konzentration von A™ in Gleichung (22) bestimmen. Da alle
Variablen, [A™], [B"], [MAV/[MB] und Bys bekannt sind, kann Gleichung (22) nach Bua
geldst werden.
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Die Gesamt-Stabilitdtskonstante des Komplexes MA kann dann durch Auftragung von
log(IMAY/[MB] + logBus vs. log([A™V/[B"]) erfolgen. Die MeBdaten sollten auf einer Geraden
mit der Steigung 1 liegen, wobei der Y-Achsenabschnitt direkt die gesuchte Gesamtbil-
dungskonstante des Komplexes MA wiedergibt.

Vor der Verwendung dieser Methode zur Bestimmung der Gesamt-Stabilitdtskonstanten
eines unbekannten Komplexes sollte diese anhand von Standardmethoden Uberprift wer-
den. Hierzu missen Derivate verwendet werden, die diesen Standardmethoden zugéanglich
sind und gleichzeitig das Komplexverhalten einer unbekannten Zielsubstanz méglichst gut
simulieren. Die Daten aus den Standardmethoden kénnen anschlieBend mit den‘Ergebnis-
sen der Ligand-Ligand-Verdréangungsreaktion verglichen werden. Zeigen die berechneten
Konstanten und Konzentrationen fir die Modelle eine gute Ubereinstimmung, solite die
Methode auf unbekannte Systeme anwendbar sein.

Die Methodik zur Bestimmung der einzelnen Konstanten und Konzentrationen ist fur Y-
DTPA-Peptide in Schema 3.2. dargestellt.

Mittels Titration sollen die pKs-Werte der Einzelkomponenten, d.h. der DTPA-Peptide und
der ,,Orginal“-Peptide, bestimmt, verglichen und einzelnen funktionellen Gruppen des Mo-
lekils zugeordnet werden. Parallel erfolgt eine Titration der Y-DTPA-Peptide, Uber die
protonierte Formen, bzw. die stabilste Struktur des Y-DTPA-Peptid-Komplexes, bestimmt
werden kénnen. Diese Daten, d.h. pKo-Werie der DTPA-Peptide und siabilsie Form des Y-
DTPA-Pepiid-Komplexes, sollien ebenfalls lber die Ligand-Ligand-Verdrangungsreakiion
berechenbar sein. Sind bei einer Gegenliberstellung die Resuliaie beider Methoden, be-
stimmt duch Titration und durch Ligand-Ligand-Verdrangungsreaktion, identisch, kénnen
die Stabilitdtskonstanten (logB) der Y-DTPA-Peptide nach der neuen Methode bestimmt
werden. AbschlieBend kann dann die Bestimmung der Sauredissoziationskonstanten und
der Gesamt-Stabilititskonstante von Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid erfolgen. Da bei den hier
verwendeten Peptiden, analog zum Octreotid, die koppelnde Aminoséure das Phenylalanin
ist, sollten als Ergebnis die Stabilitdtskonstanten und Sauredissoziationskonstanten der Y-

DTPA-Peptide und des Y-DTPA-Octreotids ,vergleichbar” sein.




33

= Ligand-Ligand-Verdrangung

Y-DTPA-Peptid

i = Titration
? Y-DTPA-Peptid ? Y-DTPA-Octreotid
? Y-HDTPA-Peptid  <«--+  ? Y-HDTPA-Octreotid
? Y-H,DTPA-Peptid ? Y-H,DTPA-Octreotid
? Y(OH)-DTPA-Peptid ? Y(OH)-DTPA-Octreotid

Y-DTPA-Peptid 3 Bv.prpapepiic < ---» Py.prpa-octreotic <€ Y-DTPA-Octreotid

PK(DTPA-Peptid) <--+ pKy(DTPA-Octreotid)

pK (DTPA-Peptid) pK(Peptid)

le e

DTPA-Peptid Peptid

Scheima 3.2, Methodische Untersuchungen am Y-DTPA-Peptid-System zur Bewerlung der
Ergebnisse der Ligand-Ligand-Verdrangungsreakiion
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4. Experimentelles

4.1. Radionuklide

4.1.1. %y/°y

Die Yttrium-Isotope %Y und ®8Y wurden tiber die Kernreaktion *%Sr(p,n)***®Y aus ange-
reichertem %°Sr (96.3 %; Technabexport Moskau) bzw. natiirlichem Sr (jeweils als Carbo-
nat) dargestellt. Zur Produktion von *Y (T, = 14.7 h, B* 32%) wurden SrCOs-Tabletten
(300 mg; & 13 mm Pellets) gepreBt. In einem Aluminium-Targethalter wurde das SrCOs-
Pellet mittels einer 700 um dicken Aluminium-Absorberfolie fixiert. Das Target wurde dann
in einem Targetkopf mit 4n-Wasserkiihlung [108] am Kompaktzyklotron CV 28 des For-
schungszentrum Jilich GmbH mit Protonen bestrahit. Fir die Kernreaktion Sr(p,n)**Y lag
die glinstigste Energie im Bereich von 14—10 MeV [109]. In diesem Bereich ist der Anteil
der %Sr(p,2n)*™9Y-Reaktion noch relativ gering und die Isotopenreinheit des erzeugten
%Y mit >98% bei 2 h nach EOB recht hoch. Durch eine Bestrahlungsdauer von 4 h mit
einem Strahlstrom von 4 pA wurden ca. 1000 MBgq *°Y erzeugt.

Die Darstellung von Y (T, = 106.7 d; EC) erfolgte analog tber die ®Sr(p,n)**Y-Reaktion
an "™Sr. Durch die natiiiche lsolopenzusammensetzung (*'Sr: 0.56%; *°Sr: 6.86%; ¥'Sr:
7.0%; %Sr: 82.58%) wurden weitere Yitrium-lsotope (*°Y, ™Y, Y, ¥™V) in Nebenreaktio-
nen gebildet, spielten aber aufgrund der langen Halbweriszeit des *°Y keine Rolle. Die Ak-
tivititsausbeute fur *°Y bei einer Bestrahlungsdauer von 5 h mit einem Strahlstrom von 5

pA im Energiebereich von 18—10 MeV lag insgesamt bei ca. 8 MBq.

Die Aufarbeitung des Targets wurde bei der Produktion von *Sr direkt im AnschiuB an die
Bestrahlung, bei der Produktion von ®Y nach ca. 30 Tagen durchgefihrt. Die radiochemi-
sche Abtrennung ist fiir Y in Abb.4.1. dargestellt. Die Abtrennung von *Y aus dem "™'Sr-
Targetmaterial verlief analog [29].

Das SrCOs-Pellet wurde in 0.5 ml konz. HCI gelést und mit 9.5 ml H,O verdiinnt. Die Ab-
trennung von *Y erfolgte durch Zugabe von Ammoniak und nach Zugabe von 1 mg La(lll)-
Trager durch Mitfallung an La(OH); in der Hitze. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert
und gewaschen. Die {iberstehende Losung diente zur Riickgewinnung des *Sr.

Der La/Y-Hydroxid-Niederschlag wurde in 1-2 Tropfen HCly,n, aufgenommen und mit 10 mi
H20 verdiinnt. Zu dieser Losung wurde Aminex A5 gegeben, welches nach Sorption der
Y(lIt)- und La(lll)-Kationen abzentrifugiert und in eine Kationentauschersaule (4x40mm)
Uberfihrt wurde. Zur Beseitigung eventuell vorhandener Fe-Verunreinigungen wurde zu-
erst mit einer 0.07 M a-Hydroxyisobuttersaure-Losung gespiilt. Die Elution des *Y erfolgte
mit 0.15 M o-HIB, wobei die Hauptfraktion jeweils in wenigen Tropfen eluiert wurde. Der
La-Trager verblieb quantitativ auf der Saule.
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Zur Beseitigung der a-HIB wurde das Eluat mehrfach mit HCIO, abgeraucht. Zur volistan-
digen Reinigung von a-HIB-Resten wurde der Ruckstand in 0.15 M HCI aufgenommen, auf
einen Kationentauscher (DOWEX 50W-X8) fixiert und mit 0.15 M HCI gesplilt. Die finale
Elution des *Y erfolgte mit 6 M HCI.

Pellet

83100, Abb.4.1.
0.5 ml konz . HCI FlieBschema des radio-
9.5 ml H,0 chemischen Abtrennungs-
2 mg La(llh verfahren fir Y
Ammoniak
\
(NHQ.COs  Target-Recycling

La/oY(OH), || 85808y, 8Rp

883rC0O,
0.1 mi konz, HCI
9.9 m H,0
- 0.07 M o-HIB | Verunreinigungen
@ = (Fe®™,..)
&
E @
<5
G
N4
[ | - 0.15 M o-HIB
Yo
41.2. “Ga

¥Ga (T2 = 78.3 h; EC) wurde von Amersham Buchler als ¥ Ga-Citrat bezogen (spez. Akti-
vitdt > 10 mCi/ug) bzw. am CV 28 durch Bestrahlung von Zn-Targets in trédgerfreier Form
dargestellt.

’Ga (Amersham) ¥ Ga wurde als ¥Ga-Citrat geliefert und muBte deshalb vor der Verwen-
dung von Citrat und Eisenspuren befreit werden. Die ¥ Ga-Citrat-Losung wurde auf einem
Teflon-Plattchen bis zur Trockne eingeengt, in 6 M HCI aufgenommen, zur Reduktion von
Fe*—Fe® mit Zn-Kérnchen versetzt und auf einen Anionentauscher (DOWEX 1-X8) auf-
gegeben. Durch Spiilung mit 6 M HCl wurde das Citrat entfernt. Eluiert wurde die ¥Ga-
Aktivitat mit 1 M HCL. Fe®* und Zn** wurden unter diesen Bedingungen nicht eluiert.
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®’Ga-Produktion Die Darstellung von ¥Ga erfolgte durch Bestrahlung eines Zink-Targets
mit Protonen Uber die Kernreaktion "Zn(p,xn)*Ga, wobei neben ¥Ga im wesentlichen
%Ga (T12 = 9.4 h) koproduziert wurde. Die Zn-Targets wurden durch Pressen von Zn-
Pellets (500 mg Zn; @ 13 mm) aus "™'Zn-Pulver hergestellt. Die Tagetanordung entspricht
der fuir ®*®%Y beschriebenen. Die Strahlungsdauer am CV 28 betrug 6 h bei 4 pA.

Die Abtrennung der Gallium-Isotope vom Zn-Target erfolgte durch Kationenaus-
tauschchromatographie. Das Target wurde in 8 M HCI geltst und auf eine mit 8 M HCI
konditionierte Kationenaustauscherséule (DOWEX 50W-X8; H*-Form; 5x30 mm) aufgege-
ben. Im Gegensatz zu Zn** wurden die Ga-Isotope unter diesen Bedingungen sorbiert. Die
Elution erfolgte mit ca. 5 ml 4 M HCI. Zur Trennung von Fe** wurde die Losung eingeengt,
in 8 M HCI aufgenommen und mit 10 mg Kl versetzt. Die Lésung wurde auf eine Kationen-
austauscherséule Uberfihrt, wobei das reduzierte Fe** eluiert und anschlieBend ***’Ga mit
4 M HCI eluiert wurde.

4.2, Darstellung der Ligand-Peptid-Systeme

Zur Darstellung von DTPA-Peptiden sowie von DFO-B-Linker-Peptiden wurden in Analogie
zum Octreotid ausschlieBlich Peptide mit Phenylalanin als N-terminale Aminoséure ver-
wendet. Im Vordergrund standen hierbei die Auswirkungen anderer Aminosduren auf die
Eigenschaften des Phenylalanins im Vergleich zur Aminosauresequenz von Ocireotid.

Die angegebenen Konzeniraiionen in den Synihesen der Ligand-Peptid-Sysieme wurden
auf die vom Hersteller (Bachem) spezifizierien Peptidanteile bezogen.

Tabelle 4.1. Herstellerangaben zu den verwendeten Peptiden

Peptid M Peptidanteil  Analysen-

[a/Mol] [%] Nummer
H-Phe-Gly-Gly-OH 279.3 100 115118
H-Phe-Gly-Phe-Gly-OH 426.48 100 116172
H-Phe-Trp-OH-0.9 H,O 367.6 >98 500617
H-Phe-Tyr-NH, (" HCI) 327.4 84 123208
H-Phe-Gly-NH, " HBr 302.2 100 122802
H-Phe-His-OMe ' (2 HCI) 316.4 80 123711
H-Phe-Ser-Val-OH * H,O 370.3 >08 502463
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4.2.1. Synthese von DTPA-Peptiden

4.2.1.1. DTPA-Phe-Gly-Gly-OH

In einem 50 ml Spitzkolben wurden
697 mg DTPA-Bisanhydrid (DTPA-BA)
(1.95 mM) in 12 ml DMSO aufgenom-
men und gerihrt. Nach der vollsténdi-
gen Aufldsung des DTPA-BA wurden
108.9 mg NHy-Phe-Gly-Gly-OH (0.39
mM) in 4 ml H,O und 199 pl Diisopro-
pylethylamin (1.17 mM) zugesetzt. Die
Lésung wurde Uber Nacht gertihrt. Die
klare, gelbliche Lésung wurde mit 17
mi 0.1 N NaOH versetzi und anschlie-
Bend 4 mal mit je 50 ml Dichlormethan
(CHCly) ausgeschiiiielt, wobei DMSO
und Diisopropylethylamin in die orga-
nische Phase Ubergingen. Die waBrige

OH
L
Oﬁ/\N/\/N\/\N/YO NH; NH’R
0. o]
o] o}

DMSO

}
\h—<g

T :
O

Phase wurde eingeengt und mit 7 ml 0.5 M HCI versetzt (pH ~ 3). Die Lésung wurde durch
eine RP-18-Karusche (4 ml) gediiickt und mit 20 mi H,O nachgewaschen. Das Produkt
wurde mit 30 ml MeOH/HO (i/6) eluieri. Das Eluai wurde eingeengt und auf eine SAX-
Anionentauscher-Kartusche aufgegeben. Es wurde mit 20 ml Wasser gespllt und an-
schlieBend mit 20 ml 0.1 N HCI eluiert. Das Eluat wurde eingeengt und tber eine RP-C-18-
Kartusche gegeben. Nach dem Spulen mit 15 ml H,O wurde mit 30 ml MeOH/H,O (1/6)
eluiert. Das Eluat wurde eingeengt und lyophilisiert. Die Analytik ergab folgende Werte:

DTPA-Phe-Gly-Gly: (M 654.63); H3sC27NeO13
Ausbeute: 170 mg (0.26 mM) = 67%
Produktanteil (Titration): 98.4%
Elementaranalyse: C: 47.7% (49.49% Theor.)
H: 5.8% (5.8%)
N: 12.4% (12.83%)

4.2.1.2, DTPA-Phe-Gly-Phe-Gly, DTPA-Phe-Trp, DTPA-Phe-Tyr-NH,

Die Darstellungen erfolgten analog DTPA-Phe-Gly-Gly unter folgenden Vorgaben:

Einwaage (Phe-Gly-Phe-Gly):
(Phe-Trp-0.9 H,0):
(Phe-Tyr-NHz-HCI):

50.25 mg (0.11782 mM)
41.75 mg (0.11357 mM)
39.39 mg (0.10110 mM)
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DTPA-BA wurde im fiinffachen UberschuB, Diisopropylethylamin im dreifachen Uberschuf3
zugegeben. Die Elution des Produktes von der RP-C18-Kartusche erfolgte mit:

DTPA-Phe-Gly-Phe-Gly: MeOH/H,0  (50/50)
DTPA-Phe-Trp: MeOH/H,O  (70/30)
DTPA-Phe-Tyr-NH: MeOH/H,O  (20/80)

Die Analytik ergab folgende Werte:

DTPA-Peptid Ausbeute [%] Elementaranalyse [%)] Anteil
IM] [mg] [theoretisch] ) Titration
C H N [%]
DTPA-Phe-Gly-Phe-Gly 58 51.6 5.9 11.6 96.5
(He7C3sN7O14) (801.81) [54.9] [53.87] [5.86] [12.22]
DTPA-Phe-Tyr-NH, 55 51.4 6.0 11.1 98.6
(H42C2oNsO12) (702.72) [39.4] [54.64]  [5.98] [11.95]
DTPA-Phe-Trp 56 51.6 57 10.4 85
(H41C34NsO12) (725.73) [46.0] [56.22] [5.65] @ [11.57]

4.2.1.3. [DTPA-{D)Phe']-Octreotid (SDZ 215-811)

Zur Kopplung von DTPA an Octreotid (SMS 201-995) wurden 11.39 mg [e-BOC-Lys"]-
(SMS 201-995) (0.010175 mM) in 20 ml MeCN/0.05 M NaOAc (pH 6) (6/4) vorgelegt. Zu
dieser Lésung wurden 36.4 mg DTPA-BA (0.10175 mM) zugegeben. Nach 60 min wurde
die Lésung unter Membranpumpenvakuum (20 mbar) eingeengt und mittels DUnnschicht-
chromatographie (Silicagel 60; CHCly/CH;OH/ HOACsq(7/3/1)) und HPLC (Kromasil RP-
C18; 5 um, 250x4 mm; MeOH/Phosphat-Puffer (0.06 M)/(CHz)sNOH (0.2 M) (75/20/5); 0.8
mi/min; UV: 287 nm) analysiert. Die DC bzw. HPLC ergaben folgende Werte:

IR kT
[e-BOC-Lys"]-Octreotid: 0.83 2.5
[DTPA-(D)Phe'-e-BOC-Lys®]-Octreotid: 0.35 1.2
[DTPA-([D-Phe-e-BOC-Lys®)),]-Octreotid: 0.88 7.1
DTPA: 0 0.1

Die Produkte wurden durch Fixierung auf einer RP-18-Kartusche vom Uberschiissigen
DTPA abgetrennt. Die Elution erfolgt mit MeOH. Die methanolische Lésung wurde einge-
engt, der Rickstand mit 300 pl Trifluoressigséure (TFA) versetzt und 1 min geriihrt. Die

2k (-1o)/1o; t: Retentionszeit; t,: Totzeit der HPLC-Anordnung
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TFA wurde anschlieBend im N,-Strom ausgetrieben und der Riickstand in 1 ml H,O aufge-
nommen. Die Abtrennung des Produktes erfolgte mittels semi-praparativer HPLC
(Kromasil RP-C18; 5 um, 250x10 mm; MeOH/Phosphat-Puffer (0.06 M)/(CH3)sNOH (0.2
M)(65/30/5); 3 mi/min; UV: 287 nm). Zur abschlieBende Reinigung mittels Festphasenex-
traktion wurde das Produkt auf einer RP-18-Kartusche fixiert, mit MeOH eluiert, unter Va-
kuum vom Losemittel befreit, in Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die Ausbeute lag
bei 7.3 mg (52%); DC-Analytik (s.o.) fir [DTPA-(D)Phe']-Octreotid: R 0.32

4.2.2. [DFO-B-Glutaryl-(D)Phe']-Octreotid

3.53 mg (3.1535.10° M) BOC-Octreotid ([e-BOC-Lys®]-(SMS 201-995)) wurden in 1 ml
DMSO vorgelegt. Zu dieser Lésung wurden 50 pl (2.87-10 M) Diisopropylethylamin und
11.02 mg (3.377-10° M) Disuccinimidylglutarat (DSG) zugegeben. Die Lésung wurde an-
schlieBend bei RT 60 min geriihri. Zu dieser Losung wurden 46.7 mg (7.11-10° M) Desfer-
rioxamin-B (DFO-B) in 2 ml DMSO zugetropft. Nach 20 min war die Reaktion abgeschlos-
sen. Die Lésung wurde mit 20 mi HxO verdlinnt und auf eine RP-18-Kartusche aufgege-
ben. AnschlieBend wurde nacheinander mit 20 ml H,O, 10 ml H,O/MeCN (90/10), 2 ml
H.O/MeCN (30/70) und 2 ml MeCN eluiert. Die Lésung H.O/MeCN (30/70) wurde unter
Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der weiBBe Rickstand wurde mit 300 pl TFA aufge-
nommen und 1 min geriihit. Die TFA wurde im Np-Sirom ausgeirieben und der Ricksiand
in 2 ml H,O/MeCN (90/10) aufgenommen. Die abschlieBlende Reinigung erfolgie durch
erneute Fixierung des Produkies auf einer RP-18-Kartusche und nachfolgender Elution mit
10 ml H,O, 3 ml H,O/MeCN (60/40), 3 ml H,O/MeCN (30/70) und 2 ml MeCN. Die Pro-
duktfraktion (H.O/MeCN (60/40)) wurde eingeengt, mit Wasser versetzt und Ilyophilisiert.
Die Ausbeute betrug 2.5 mg (45%).

4.2.3. [DFO-B-Suberyl-(D)Phe'}-Octreotid

3.35 mg (2.9227-10° M) BOC-Octreotid ([e-BOC-Lys’-(SMS 201-995)) wurden in 1 ml
DMSO vorgelegt. Zu dieser Lésung wurden 50 pl (2.87-10* M) Diisopropylethylamin und
11.04 mg (2.997-10° M) Disuccinimidylsuberat (DSS) zugegeben und bei RT 60 min ge-
rihrt. Zu dieser Lésung wurden 39.92 mg (6.078-10°° M) Desferrioxamin-B (DFO-B) in 2 m!
DMSO zugetropft. Nach 20 min war die Reaktion abgeschlossen. Die Losung wurde mit
20 ml HO verdinnt und auf eine RP-18-Kartusche aufgegeben. AnschlieBend wurde
nacheinander mit 20 mi H,O, 10 mi H,O/MeCN (90/10), 2 ml H,O/MeCN (30/70) und 2 ml
MeCN eluiert. Die Lésung H,O/MeCN (30/70) wurde unter Vakuum bis zur Trockne einge-
engt. Der wei3e Ruckstand wurde mit 300 Wl TFA aufgenommen und 1 min gerlhrt. Die
TFA wurde im N.-Strom ausgetrieben und der Rickstand in 2 ml H,O/MeCN (90/10) auf-
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genommen. Die Abtrennung erfolgte durch erneute Fixierung des Produktes auf einer RP-
18-Kartusche und hachfolgender Elution mit 10 ml H.O, 2 ml H,O/MeCN (60/40), 2 ml
H.O/MeCN (30/70) und 2 ml MeCN. Die Produktfraktion (H,O/MeCN (60/40) ~ 85% und
H.O/MeCN (30/70) ~ 15%) wurde eingeengt und mit 10 ml 0.05 M NHs-Lésung aufge-
nommen. Die Losung wurde auf eine Anionentauscher-Kartusche gegeben und anschlie-
Bend mit 10 mi H,O, 2 ml 0.02 M HCOOH, 2 ml 0.05 M HCOOH, 2 ml 0.2 M HCOOH und
2 mi 1 M HCOOH eluiert. Die Produkifraktion (0.2 M HCOOH) wurde bis zur Trockne ein-
geengt, in Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Die Ausbeute lag bei 3.45 mg (67%).

4.3. Radioaktive Markierung von Chelat-Peptiden mit ***°Y, Ga

Allgemein erfolgte die Markierung der Chelat-Peptid-Systeme durch Zugabe von Pufferlé-
sungen, die das radioaktive Metall enthielten, zu definierten Mengen einer wéBrigen Che-
lat-Peptid-Stammlésung (NaOAc-Pufier bzw. NH,OAc-Pufter, pH 4.5-6). In pH-abhangigen
Untersuchungen wurden dazu Puffer mit hoher Pufferkapazitat im zu untersuchenden Be-
reich verwendet (0.1 M Giycin/NaCl/HCI (pH 1.4-3.4); 0.1 M KHPhthalat/HCI (2.4-4.0); 0.1
M KHPhthalat/NaOH (pH 4.2-6.2); 0.1 M NaOAc/HOAc (pH 3.8-5.6)). Aufgrund der starken
Komplexbildung von Citrat mit dreiwertigen Metall-Kationen wurde in Markierungsversu-
chen kein Citrat-Puffer verwendet. Die Puffer wurden so gewdhll, daB eine lonenstirke
von ~ 0.1 resuliierte.

895%y bzw. “Ga wurden einer salzsauren Stammldsung aus den Target-Aufarbeitungen
entnommen. Bestimmte Aktivititsmengen bzw. Volumina, die dem jeweiligen Experiment
angepaBt waren, wurden auf einem Teflon-Pléttchen bis zur Trockne eingeengt. Uber dem
Teflonplattchen wurde wahrend des Eindampfens ein Becherglas plaziert, um Kontamina-
tionen mit Metallverunreinigungen aus der Luft zu vermeiden. Die Aktivitdt wurde anschlie-
Bend mit kleinen Mengen des verwendeten Puffers aufgenommen und der Chelat-Peptid /
Puffer-Lésung zugefihrt.

Die Bestimmung der Markierungsausbeute erfolgte 15-60 min nach Zugabe der Aktivitat
mittels Radiopapierelektrophorese, Radiodlinnschichtchromatographie und Radio-HPLC.
Nach der Qualitdtskontrolle wurden die Losung mit dem Puffersystem entsprechend den
Versuchsanforderungen verdinnt.
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4.4. Chromatographie der Radiometall-Chelat-Peptid-Systeme

4.4.1. HPLC und Radio-HPLC

Zur Bestimmung der Markierungsausbeute wurde ein Hochleistungfliissigkeits-
chromatographie-System der Fa. Sykam verwendet (2 Pumpen: S1100; UV-Detektor:
$3200). Die Anordnung ermdglichte isokratische als auch bindre Hochdruck-Gradienten-
Systeme. Die Injektionen erfolgten (iber ein chemisch inertes Hochdruck-Injektionsventil
(S9010) (PEEK-Ausflhrung), wodurch Kontaminationen des Injektionsventils mit tréger-
freien Metallen vermieden werden konnte. Die kontinuierliche Radioaktivitdtsmessung er-
folgte mittels eines nachgeschalteten Nal-Szintillationsdetektors (M 2102.20; MeBelektro-
nik Dresden GmbH). Zur Auswertung und Integration der UV- sowie Aktivitats-Signale
wurde das Axxiom Chromatographie Datensystem 727 (Sykam GmbH) verwendet.

Zur Analytik und Abtrennung der Proben wurden folgende Saulen eingesetzt:

.Reverse Phase® Chromatographie: Gelfiltrationschromatographie:

Kromasil RP-18, 5um, 250 x 4 mm Bio-Sil SEC 250, 300 X 7.8 mm

Nucleosil RP-18, 5 pm, 250 x 4 mm

Nucleosil RP-18, 5 um, 250 x 10 mm

Kromasil RP-8, 5 um, 250 x 4 mm

PRP 1-10, 250 x 4.6 mm

Die FluBraten betrugen 1 ml/min bei Anwendung von analytische RP-Saulen auf Kiesel-
sdure-Basis und der Gelchromatographie bzw. 1.5 mli/min bei Anwendung der RP-Saule
(PRP 1-10) auf Polymerbasis. Die Abtrennungen mittels semi-praparativer RP-
Chromatographie erfolgten mit FluBraten von 4-6 mi/min.

4.4,2. Radiodiinnschichtchromatographie

Die Markierungsausbeuten wurden speziell im Vorfeld tierexperimenteller Untersuchungen
mit  *Y-[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid  parallel zu den hochleistungsfliissigkeits-
chromatographischen Untersuchungen mittels Radiodiinnschichtchromatographie bewer-
tet. FUr die Messungen wurde Silicage! Si-60 auf Aluminiumunterlage (Merck) verwendet.
2-5 ul der Markierungslésung wurden auf die DC-Streifen aufgetragen und anschlieBend in
der Lautkammer ( Laufmittel: Chioroform / Methanol / Essigsauresey, 7/3/1 (V/V/v)) entwik-
kelt. Die DC-Streifen wurden anschlieBend in 0.5-1 cm Streifen zerschnitten und am y-
Counter (Packard Instruments Company) ausgemessen.
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4.4.3. Radiopapierelekirophorese

Als weitere schnelle Methode zur Bestimmung von Markierungsausbeuten diente die Ra-
diopapierelektrophorese. Hierzu wurden 5 pl der Markierungslésung auf einen 40 cm lan-
gen, vollig mit Elektrolyt benetzten Papierstreifen (MN 260, Machery und Nagel) aufgetra-
gen. Die Enden des Streifens tauchten in eine Elektrolyt-Losung (0.075 M TRIS-Acetat-
Puffer). Die Elektrophoresedauer betrug 1.5 h bei 400 V. Im AnschluB wurde der Papier-
streifen vom Starfleck in Richtung Anode und Kathode in definierte Abschnitte (1 cm) zer-

schnitten und am y-Counter gemessen.

4.5. MeBmethoden
4.5.1.  Arbeiten unter inerten Bedingungen

Die Lésung von Funkiionen zur Bestimmung physikalisch-chemischer Parameter von Me-
tall-Ligand-Verbindungen ist eng gekoppeli an die Glie der Einzelmessungen, gerade in
den Féllen, in denen unabhéngige Gleichgewichte verglichen werden sollen. Vorausset-
zung hierfir sind gréBtmégliche Reinheit aller Edukte sowie inerte Umgebung der Reakti-

onsldsungen [110].
Die zur Messung der

Stabilitdiskonstanien,
der Sauredissoziati-
onskonstanten sowie
zur Eichung des pH-
Meters  verwendete
Anordnung ist in
Abb.4.2. dargestellt.
Um eine inerte Atmo-
sphare zu erreichen,
wurde eine Acryl-Glas-
Box mit Inertgas-Ein-
und-AuslaB  verwen-
det. Die Box wurde
stdndig unter einem
Argon-Strom gehalten.
Das Argon wurde vor-
her durch eine kon-
Zentrierte KOH-
Losung geleitet, um

€<—1 0.1 MKCI

Abb.4.2. Versuchsanordnung fir Untersuchungen
unter inerten Bedingungen
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CO,-Spuren abzufangen, welche sich gerade bei exakten pH-Wert-Messungen negativ
auswirken. Um den Dampfdruck Uber den ReaktionsgefédBen zu erniedrigen, wurde das
Argon durch eine 0.1 M KCI-Lésung geleitet und mit Wasserdampf geséttigt. Zur guten
Durchmischung der Reaktionslésungen wurden diese auf einem Magnetruhrer plaziert.
Zusatzlich wurde auBerhalb der Box eine Blirette an die ReaktionsgefaB3e angeschlossen,
in der die Titrationslosung unter inerten Bedingungen aufbewahrt werden konnten. Die
Temperatur in den Lésungen wurde mittels DurchfluB Gber einen externen Thermostaten
konstant gehalten.

Die Versuchsanordnung der ReaktionsgefaB3e ist in Abb. 4.3. schematisch dargestellt. Die
Loésungen wurden in einem Teflon-GefaB mit geringer Wandstérke gerthrt. Das Teflon-
Gefaf3 war in ein Kupfergefa3 eingefaf3t, weiches an den Thermostaten angeschlossen
war. Im Deckel des Gefédf3es befand sich ein EinlaB fur die Elekirode und eine PEEK-
Kapillare, Uber die Titrationslésungen zugefihrt werden konnte.

n = e e

Elekirode .

b S
MY & S N
S lM.---c Kapillare

25°C,H,0 |~
7/ - - .

y | ~ Radhrer
Teflon ~ < lf (Teflon)

(1mm) upter-

Mantel

Abb.4.3. ReaktionsgefaB zur Bestimmung sensitiver Gleichgewichte

Durch diese Anordnung wurden die Fehler durch Verunreinigung mit Metalien (Reaktions-
und Titrationslésung hatten zu keiner Zeit Kontakt mit Metalloberflachen) sowie anderen
Verunreinigungen (z.B. CO,) minimiert (pH-Drift < 0.002/h).
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45.2. Messung von Komplexierungskinetiken

Die Bestimmung der Komplexierungskinetik im %Y / DTPA-Peptid-System sollte durch die
Isotopenaustauschmethode erfolgen. Der Austauschgrad wurde dabei durch den Vergleich
der komplexierten ®Y-Aktivitat zur freien ®Y*-Aktivitat in der Lésung bestimmt. Fiir diese
Untersuchungen wurde eine 0.28 mM/L %8Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Stammldsung angesetzt.
Vor den Einzelexperimenten wurden definierte Mengen einer 2.9 mM/L YCls-Lésung zu
dieser Stammidsung gegeben, so daB3 ein Yttrium/DTPA-Phe-Gly-Gly-Verhéltnis von
0.95/1 resultierte. Nach ca. 20 min wurde diese konzentrierte Lésung durch Zugabe eines
Standardpuffers verdiinnt. Zu dieser verdlnnten Lésung wurden definierte Menge der
YCls-Losung gegeben (Zeitpunkt: t, flir die Isotopenaustauschreaktion). Die Reaktionen
wurden in einem Reactivial (Wheaton, Aldrich) mit Teflon-Rihrer und Schraubverschiuf3
durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen der Reaktionslésungen betrug 2 ml. Die Reaktion wur-
de bis zum Erreichen des durch die Stéchiometrie Y-DTPA-Phe-Gly-Gly/YCl; vorgegebe-
nen Gleichgwichtes verfolgt. Bei festgelegten Zeitpunkten wurden 100 pl der Reaktionsl6-
sung entnommen und auf eine mit KCl, pH 7 konditionierte Kationenaustauscher Kartu-
sche (SCX, 500 mg, Merck) gegeben. Die *Y-DTPA-Peptid-Fraktion wurde anschlieBend
mit 2 ml 0.1 N KC! eluiert. Die Elution der freien *Y**-Aktivitat erfolgte mit 3 ml 0.15 M
NasCitrat-Losung. Die beiden Fraktionen sowie der Nachlauf wurden am y-Counter ge-

messen.

4.5.3. WMessung von Komplexstabilitaten

Zur Berechnung von Stabilitatskonstanten waren eine inerte Atmosphéare als auch Rea-
genzien hdéchsten Reinheitsgrades erforderlich. Die Stabilitdtsuntersuchungen wurden un-
ter den in Abschnitt 4.5.1. beschriebenen Arbeitsmethoden durchgefiihrt.

Die Konzentrationen der DTPA-Peptide in der 0.1 N KCI lagen zwischen 0.5-1 mM/L. Das
Anfangsvolumen betrug 27 ml. Die pH-Werte der Lésung wurden durch Zugabe einer 0.1
N HCI bzw. 0.1 N KOH eingestellt. Zur Bestimmung der Aktivitatsverteilung *3Y-EDTA / ®Y-
DTPA-Peptid wurden 2-5 Einzelmessungen 15 min - 120 h nach pH-Konstanz (pH + 0.002)
durchgefiihrt. 100-300 ul der Losung wurden auf eine mit 0.1 N KCI konditionierte RP-
Kartusche (Lichrolut® EN, 200 mg, Merck) gegeben. Zur Abtrennung des *Y-EDTA wurde
die Kartusche zweimal mit jeweils 3 ml 0.1 N KCI gespiilt. Die Elution des ®Y-DTPA-
Peptides erfolgte mit zweimal 3 ml MeOH. Zur Bestimmung der Aktivitaten wurden die Ein-
zelfraktionen am y-Counter gemessen.

Die Aktivitatsverteilung der 4 Fraktionen ist flr ein typisches Beispiel in Abbildung 4.4. dar-
gestellt.
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Die KCI-Fraktionen spiegeln hierbei den Anteil des ®8y.EDTA und die MeOH-Fraktionen
den Anteil des ®Y-DTPA-Peptides im Komplexgleichgewicht wieder.

80
Abb.4.4

Verteilungsmuster der 0.1 N KC| und MeOH-
Fraktionen fiir das Komplexgleichgewicht Y-
EDTA / ®8Y-[DTPA-(D)Phe'-Octreotid auf einer
RP-Kartusche

(pH 4.700, n=3, Bkg: Untergrund)
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4.5.4. Aktivitatsmessungen

Die Bestimmung von Radioakiivitdisverteilungen in HPLC-chromatographischen Analysen
erfolgte bei genilgend hoher Alkdivitat on line (s. Kapitel 4.4.1.). Zusaizlich wurden die Akii-
vitat-Peaks in einzelnen Fraktionen aufgefangen. Diese Fraktionen, sowie die Einzelirak-
tionen aus kinetischen und Stabilitatsuntersuchungen, wurden zur Bestimmung der Aktivi-
tatsverteilung an einem Auto-Gamma-Zahisystem (Cobra®, Modell 5002, Packard Instru-
ments Company) gemessen. Im Falle des 88y wurden zwei Energiefenster eingestellt (800-
1000 keV und 1600-2000 keV). Analysen von ®"Ga-Verteilungen erfolgten in einem Ener-
giefenster von 200-400 keV. Die Zahldauer lag je nach Aktivititsmenge bei 2 -15 min, wo-
durch der statistische Fehler bei < 1% lag. Durch Messung von 10-20 Proben des HPLC-
Eluens bzw. 0.1 N KCI wurde der Untergrund (Bkg) bestimmt, gemittelt und automatisch
subtrahiert. Quantitative Aktivititsmessungen bzw. Aktivititsmessungen von Proben mit
geringer Aktivitat erfolgten durch Auswertung der 1836 keV-y-Linie des ®®Y an kalibrierten
Ge(Li)- und HPGe-Detektoren.

4.5.5. pH-Messung

Die pH-Werte wurden mit einem Mikroprozessor-pH-Meter 764 von Knick (pH-Bereich:
-2.000...+16.000) gemessen. Die Temperaturkompensation erfolgte automatisch Uber ei-
nen Pt-1000 Temperaturfiihler. Als Elektrode diente eine Halbmikro-pH-Einstabmefkette

(Schaftdurchmesser 6 mm) von Ingold.
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Das pH-Meter wurde durch Bestimmung der Steilheit der Elektroden (mV/pH) sowie deren
Nullpunkt (pH bei 0 mV) geeicht. Hierzu wurden definierte Mengen einer 0.1 N HCI-Ldsung
zu einem definierten Volumen 0.1 N KCl gegeben. Die Protonenaktivitat in der Losung
wurde berechnet und das pH-Meter entsprechend eingestellt. Diese Lésung wurde an-
schlieBend gegen 0.1 N KOH titriert. Durch Vergleich der berechneten und gemessenen
Protonenaktivitat im sauren Bereich konnten Steilheit und Nullpunkt ermittelt werden. Fur
jede verwendete Elektrode wurden diese Daten bestimmt und jeweils durch drei unabhan-
gige Titrationen auf ihre Genauigkeit Uiberprift.

Vor allen Experimenten wurden die elektrodenspezifischen Daten in das pH-Meter einge-
geben und anhand von Standardpuffern Uberpriift.

4.5.5.1. Eichung der 0.1 N KOH

Als Standard KOH wurde eine Titriplex-L6sung von Merck verwendet. Naturgeman bein-
halten diese Ldsungen kleine Mengen an Carbonat, die die MeBergebnisse verfalschen.
Der Anteil an Carbonat wurde Uber einen Gran ‘s-Plot [111] ermittelt.

Im Gran’s Plot wird ¢:

¢ = (Vy+ Vioy ) 10*°

Vo Ausgangsvolumen
(23) Vion Volumen KOH zugegeben
R pH - Meter — Anzeige
ot beipH > 7
i beipH< 7

gegen die zugegebenen ml KOH aufgetragen.
In Abb. 4.5. ist eine typische Titrationskurve flir 0.1 N KOH vs. pH dargestellt.
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Die Differenz der beiden x-Achsenabschnitte spiegelte den Gehalt an Carbonat wieder. In
diesem Plot berechnet sich der Carbonat-Anteil zu 1.25%.
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4.6. Radiopharmakologische Untersuchungen

4.6.1. Bestimmung der Lipophilie von % Ga-[DFO-B-Linker-(D)Phe']-Octreo-
tiden und ®Y-[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid

Die Lipophilie der *Y- bzw. ¥Ga-markierten Octreotide wurde durch Bestimmung des
Octanol-Wasser-Verteilungs-Koeffizienten (log P) ermittelt [cf.112,113]. 15 pul der Metali-
Ligand-Peptid-Lésung (1mM/L) wurden zu einem Gemisch aus 0.485 ml 0.1 M
NaOAc/HOAc bzw. 0.1 M KH:PO./NaHPO,-Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten und
4 ml n-Octanol gegeben. Diese Gemische wurden bei RT ca. 5 min geschittelt und zur
Phasentrennung zentrifugiert. Der Koeffizient wurde durch Vergleich der Aktivitat eines 2
ml Aliquots der Octanol-Fraktion gegeniber der Restmischung bestimmt. Die Aktivitats-
messung erfolgte in einem y-Counter mit Probenwechsler der Fa. Packard.

4.6.2. Bestimmung der metabolischen Stabilitat in Blut, Leber, Urin, Pan-
kreas und Tumor

Die Analytik der metabolischen Stabilitit der im Tierexperiment untersuchten Verbindun-
gen ®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octrectid und ¥Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe'}-Ocirectid erfolgie
mitiels Radio-HPIL.C.

Die Urinproben wurden direkt der Blase der Versuchstiere (Ratten) entnommen, mit dem
Funffachen des HPLC-Eluens verdunnt und aufgegeben. Die Blutfraktionen wurden zen-
trifugiert und das Uberstehende Serum von Blutpldtichen befreit. Zur Untersuchung der
Aktivitat in Leber, Pankreas und Tumor wurden 0.2-0.5 g schwere Gewebsproben nach
Versuchsende entnommen und nach Zugabe von 2-3 mi CH;CN/MeOH (50/50;v/v) homo-
genisiert. Die Suspensionen wurden zentrifugiert und Aliquote der Uberstehenden Losung
Radio-HPLC-chromatographisch analysiert. Die Bestimmung der Aktivitdtsverteilung er-
folgte durch Fraktionierung entlang der Chromatogramme und anschlieBender Messung

am y-Counter bzw. Ge(Li)-Detektor.

4.6.3.  Durchfiihrung tierexperimenteller Studien

In tierexperimentellen Studien wurden méannliche und weibliche LEWIS-Ratten (250-300g)
(Iffa Credo, Lyon, Frankreich) verwendet. Als Tumor-Modell stand ein exokrin pankreati-
scher Inselzell-Tumor zur Verfiigung. Der Tumor wurde den Ratten durch subkutane Injek-
tion einer Zell-Suspension in die Scapular-Region (5-7 Tage vor den Tier-Versuchen) im-
plantiert.
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Vor der Applikation der Radiopharmaka wurden die Ratten 1 min mit Isofluran betaubt und
anschlieBend durch Injektion von Pentobarbital (60 mg/ml in 0.9%iger NaCl) narkotisiert.
Die Injektion der Radiopharmaka erfolgte in die vena jugularis.

In ex vivo-Bioverteilungsuntersuchungen wurden die Ratten nach definierten Zeiten getd-
tet, die Organe entnommen, und am y-Counter gemessen.

Fir dynamische in vivo-PET-Messungen stand ein Scanditronix’GE Scanner PC4096-15B
[114] zur Verfligung. Vor den PET-Messungen wurden die Ratten auf dem Scanner fixiert
und eine Ganzkdrper-Transmissionsmessung durchgefihrt.

Nach den PET-Messungen wurden die Ratten fir ex vivo-Bioverteilungsuntersuchungen
getdtet und die Organe am y-Counter gemessen.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1. Untersuchungen am DTPA-Peplid-System

Zur Darstellung von DTPA-Peptid-Systemen, in denen das DTPA direkt Uber eine Car-
boxyl-Funktion an das Peptid gekoppelt ist, existieren mehrere Ansétze. Diese Ansétze
beinhalten die Aktivierung einer Carbonsaure durch Bildung von Anhydriden, gemischten
Anhydriden und Estern. (Schema 5.1.)

O
Schema 5.1.
DTPA"{ Aktvierung  einer
Carbonsauren von

O DTPA

N-Hydroxysuccin-
imidyi-Fster Alkylester

Bisanhydrid gemischies Anhydrid

Die Vor- und Nachteile der einzelnen Aktivierungsmethoden sind in Tabelle 5.1. zu-
sammengefalt.

Tab.5.1. Vergleich der Aktivierungsmethoden von Carboxyl-Funktionen zur nuklearmedizi-
nischen Anwendung

Vorteil Nachteil

Gemischtes Anhydrid [36] e schnelle Reaktion e unspezifisch

e nicht isolierbar

e hydolyseempfindlich

Bisanhydrid [60] e schnelle Reaktion e cross-linking

e spezifisch e hydrolyseempfindlich
(pH Kontrolle)

N-Hydroxy-Succinimid-
Pentaester [115]

»Stabil* in waBriger L6-
sung

cross-linking
langsame Reaktion

N-Hydroxy-Succinimid-
Monoester [116]

keine cross-linking-
Produkte

Darstellung schwierig
langsame Reaktion
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Die gemischte Anhydrid-Methode zeichnet sich durch hohe Reaktionsféhigkeit aus, ist da-
durch aber unspezifisch. Die Reaktion mit Tyrosin und Cystein liefert Produkte, die in vivo
instabil sind. Die Aktivierung mit N-Hydroxy-Succinimdyl-Estern bietet die Mdglichkeit auch
bei relativ hohen pH-Werten hohe Reaktionsausbeuten zu erzielen. Bei Verwendung von
Pentaestern werden jedoch vernetzte Strukturen moglich. Die Verwendung von Mo-
noestern wird hauptséchlich durch seine Darstellung erschwert. Die Bisanhydrid-Methode
bietet zwar auch die Mdglichkeit des cross-linkings, hat jedoch aufgrund der einfachen
Herstellung sowie der spezifisch steuerbaren Reaktion Vorteile. Da DTPA-BA kommerziell
erhaltlich ist, werden direkte Kopplungen von DTPA in den meisten Fallen mit dem zykli-
schen Anhydrid durchgefihrt.

Zur Synthese verschiedener DTPA-Peptid-Systemen wurde dieser Darstellungsweg ge-
wahit.

Die Peptide mit der N-terminalen Aminoséure Phenylalanin wurden entsprechend dem N-
Terminus des Octreotid (SMS 201 995) ausgewahit, da die weiteren Untersuchungen an
dem DTPA-Peptid-System direkt auf Octreotid (ibertragen, bzw. Abhé&ngigkeiten von der
Peptidsequenz beriicksichtigt werden sollten.

e NH,-Phenylalanin-Glycin-Glycin-COOH (Phe-Gly-Gly)

e NHy-Phenylalanin-Glycin-Phenylalanin-Glycin-COOH (Phe-Gly-Phe-Gly)
e NH,-Phenylalanin-Tryptophan-COOH (Phe-Trp)

e NH,-Phenyialanin-Tyrosin-CONH, (Phe-Tyr)

s NHy-Phe'-e-BOC-Lys®Octreotid (BOC-Octreotid)

5.1.1.  EinfluB der Eduki-Konzentrationen auf das cross-linking

Das Reaktionsverhalten von DTPA-BA mit den gewahlten Peptiden und die daraus resul-
tierende Produktzusammensetzung wird in erster Linie von den Edukt-Konzentrationen
abhéngen. Da beide aktivierte Gruppen des DTPA-BA gleiche Reaktionswahrscheinlichkeit
besitzen, muf3 der Gang der Reaktion durch das Eduktverhaltnis kontrolliert werden. Am
Beispiel des Tripeptides Phe-Gly-Gly ist in Abb. 5.1. die Abhangigkeit der Ausbeute an
DTPA-Phe-Gly-Gly bzw. DTPA-(Phe-Gly-Gly), vom Eduktverhéltnis aufgetragen.
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Die Ausbeute an DTPA-Phe-Gly-Gly nahm stetig mit steigendem [DTPA-BAJ/[Phe-Gly-
Glyl-Verhalinis zu. Bei Edukiverhalinissen > 10 solite die Reaktion fast quantitativ das ge-
wilinschie Produki liefern. Limitiert war die Steigerung der Ausbeuie an DTPA-Phe-Gly-Gly
vor allem durch die Loslichkeit der Edukte in diesem Medium. Héhere Wasseranteile be-
gunstigten zwar die Loslichkeit der Peptide, bedingten jedoch teilweise die Hydrolyse des
DTPA-BA, wodurch der pH Wert der Losung betrachtlich sank und die Reaktion er-
schwerte. Sehr hohe Konzentrationen an DTPA-BA wirkten sich wiederum bei der Isolie-
rung der Produkte negativ aus, da eine Fixierung der Peptide auf der RP-Phase um so
schwieriger wurde je héher die Konzentration an DTPA in der Lésung war. Zur Darsteliung
der DTPA-Peptide wurde aus diesem Grund ein Eduktverhéaltnis [DTPA-BA)/[Peptid] von 5
gewahit.

5.1.2.  Markierung der DTPA-Peptide mit **°y

Die Markierung der dargesteliten DTPA-Peptide mit ®®Y erfolgte in Analogie zu unter-
suchten *Y-DTPA-Systemen [cf. 117] durch Zugabe einer 86’mY-Ace’tat-Pufferl(jsung zZu
definierten Mengen einer DTPA-Peptid-Stammiésung. Die konzentrierte 2®°Y-DTPA-
Peptid-Losung wurde anschlieBend mit dem experimentell vorgegebenen Standardpuffer
bzw. isotonischer NaCl-Lésung verdiinnt. Es konnte erwartet werden, daf3 in Puffersyste-
men, in denen das beteiligte Puffer-Anion keine stabilen Komplexe mit Yttrium bildet
(Acetat, Chlorid, HEPES...), die Komplexierung liber weite pH-Bereiche mit schneller Kine-
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tik erfolgt (DTPA: Komplexbildung >90% in 5 min bei einem DTPA/Yitrium-Verhaltnis
1/0.95 und DTPA-Konzentrationen von 1-10° M/L [118]).

Die Annahme, dafB3 die Komplexierungskinetik fur den tragerfreien Fall mit ,Pseudo-erster
Ordnung” verlauft, bietet im Rahmen von kinetischen Untersuchungen die Mdglichkeit,
diesen sehr schnell verlaufenden Teilschritt gegeniiber anderen zeitabhangigen Teil-
schritten zu vernachlassigen. Jedoch bei Anwesenheit von komplexfahigen Liganden (z.B.
Citrat), die ebenfalls stabile Y-Komplexe bilden [119] und somit in jedem Fall (iber die Kon-
zentrationsabhéngigkeit in das Komplexgleichgewicht eingreifen, werden zeitabhéngige
Markierungsausbeuten mef3bar sein. Die Markierung wurde deshalb in den meisten Fallen
in NaOAc bzw. NH,OAc-Puffern im pH-Bereich von 4.5 - 6 durchgefihrt. Unter diesen Be-
dingungen (0.05 M NaOAc, pH 4.5) wurden Markierungsausbeuten von >98% direkt nach
der Zugabe der *®Y-Acetat-Losung erzielt.

Eine hochdruckflussigkeitschromatographische Analyse von **Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid
ist in Abbildung 5.2. dargestellt.

50 Abb. 5.2.
Chromatogramm von Y-
[DTPA-(D)Phe'] -Octreotid

40 HPLC: Nucleosil RP-18-5,
1 mi/min;
— Fraktionierung 0.5 mi/min;
2% ” Gradient  A:  0.05 M

,,,,,,,

NaOAc, pH 4.5; B: MeOH;
40 —80 %B; 0—20 min

Akdivitai

20 +

10 1

Minuten

Die Reproduzierbarkeit der Radio-Chromatogramme von *Y-DTPA-Peptiden war ent-
scheidend abhéngig von der Anordnung bzw. Reinigung des HPLC-Systems. Vergleiche
zwischen Aliquoten und Gesamtfraktionen der Chromatogramme zeigten deutlich, daB die
Produkte entlang der Analyse eine Freisetzung des Metalles zulieBen. Aktivititen wurden
dabei hauptséchlich im Bereich des Injektionsventils als auch in Bereichen der Saulen-
Fritten gefunden, in denen die Aktivitdt an Ablagerungen nachgewiesen wurde. Aus die-
sem Grunde wurden HPLC-Systeme verwendet, in denen das zu analysierende Produkt zu
keiner Zeit in Kontakt mit Metalloberflache stand. Verunreinigungen vor der Saule wurden
durch Einsatz von vorgeschalteten Fritten verhindert, die zu gegebener Zeit, d.h. wenn das
Verhéltnis zwischen Aliquot und Gesamtelution der Aktivitét keinen Vergleich mehr zulieB,
im Saurebad behandelt wurden. Durch die Optimierung der HPLC-Anordnungen konnten
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ca. 10 Chromatogramme durchgefuhrt werden, in denen die Wiederfindungsrate in der
Gesamteiution 100% im Vergleich zum Aliquot betrugen. Parallel wurden die Markierungs-
ausbeuten von *Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid mittels Radiodiinnschichtchromatographie

Uberpriift.

5.1.3. Komplexierungskinetik von DTPA-Peptiden mit ®Y

In Kapitel 5.1.2. wurde bereits auf die schnelle Komplexierung von tragerfreiem Yttrium
durch DTPA-Peptide hingewiesen. Diese Feststellung beinhaltet aber keinerlei Aussagen
{ber die Anderungsméglichkeiten der Reaktionsgeschwindigkeit sowie die diese Anderung
herbeiflihrenden Faktoren. Betrachtet man die Komplexierung als einen mehrstufigen Pro-
zeB, so sollte der Mechanismus der Metall-Ligand-Bindungsbildung und die Geschwindig-
keit dieser Reaktion in waBriger Lésung auBer vom Metall und Komplexbildner noch durch
andere Faktoren beeinfluBt werden kénnen. Gerade im Falle der Polyaminopolycarboxyl-
Sduren, die sich durch eine Anzahl von Protonierungsstufen auszeichnen, muf3 vor der
Komplexierung die Deprotonierung erfolgen. Dieser Vorgang geht einher mit einer Eniro-
pie- und Enthalpieverschiebung die durch das System aufgebracht werden muf3 [cf. 90].
Ausgehend von dem gebildeten Komplex steht gerade im Hinblick auf nuklearmedizinische
Fragen die Umkomplexierung bzw. Dekomplexierung der Metalle im Vordergrund. Aussa-
gen ilber die Kineiik dieser Reaktionen kénnen als Eignungskriterium fiir Radiopharmaka
als auch ilir relevante bioanorganische Prozesse herangezogen werden,

Mechanistisch lassen sich Dekomplexierungsreaktionen in zwei Gruppen teilen.

e Dissoziationsmechanismus
e Assoziationsmechanismus

Die wesentlichen Unterschiede sind im Schema 5.2 dargestellt.

Beim Dissoziationsmechanismus steht die Freisetzung des Metalles im Vordergrund. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt beinhaltet die Lockerung der Metall-Ligand-Bindung
(ki<<kz3). Die Reaktionskinetik einer solchen Reaktion sollte demnach 1.Ordnung sein.
Der Assoziationsmechanismus geht von einer durch den eintretenden Liganden bzw. das
eintretende Metall einsetzenden Umkomplexierung aus (k4s<<ks7). Die Geschwindigkeit
einer solchen Reaktion sollte demnach 2.0rdnung sein.
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Schema 5.2.
Mechanismen der
Dekomplexierung
von Metall-Chelat-
Komplexen

Dissoziationsmechanismus

Assoziationsmechanismus

Diese schematische Darstellung gibt jedoch nicht die Gleichgewichte wieder, denen der
Ligand (Protonierung) bzw. das Meiall (Hydrolyse, Liganden) unierliegen. Sind diese
Gleichgewichte geschwindigkeitsbestimmend, so wird die eigentliche Komplexierung se-
kundar. Reakiionsgeschwindigkeiten werden dann nur durch die beeinflussenden Para-
meter auf die Einzelkomponenten in der Lésung bestimmt. Wie in der organischen Chemie
lassen sich Komplexierungsreaktionen nicht starr dem Assoziations- bzw. Dissoziations-
mechanismus zuordnen. Zwischenstufen wie z.B. Ip (dissoziativer Austauschmechanis-
mus) oder |, (assoziativer Austauschmechanismus), die Beeinflussungen von eintretenden
Liganden auf die Metall-Ligand-Bindung der ersten Koordinationssphére durch Ausbildung
eines ,AuBBensphdren-Komplexes® beschreiben, machen die Aufstellung exakter Ge-

schwindigkeitsgesetze schwierig.

Die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit bzw. der Geschwindigkeitskonstanten wur-
de im weiteren unter Berlcksichtigung der beeinflussenden Parameter modellhaft fur
DTPA-Phe-Gly-Gly durchgefiihrt. Die ermittelte Gleichung sollte dann auf die strukturell
verwandten DTPA-Peptide Ubertragbar sein und zur Bestimmung der Geschwindigkeits-
konstanten fiihren. Darilber hinaus sollten Anderungen der Geschwindigkeitskonstante in
diesem Zusammenhang direkt den EinfluB der Peptidsequenz widerspiegeln.
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5.1.3.1. Abhingigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y** von der
Konzentration lberschiissiger Metall-Kationen

Wie in Schema 5.2. dargestellt sollte im Falle eines Assoziationsmechanismus die Reakti-
onsgeschwindigkeit eine Funktion der Metall-Kationen-Konzentration in der Lésung sein.
Die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit der Umkomplexierung im System natBBy.
DTPA-Phe-Gly-Gly / "™Y* erfolgte mittels Isotopenaustausch. Die fiir die Bestimmung zu-
grunde liegenden Gleichungen wurden bereits in Kapitel 3.2.1. beschrieben.

In Abbildung 5.3. ist die Kinetik des Isotopenaustausches fiir drei verschiedene Eduktver-
haltnisse [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] / [Y*] dargestellt. Aus dem Abfall des prozentualen An-
teils von *8Y-DTPA-Phe-Gly-Gly in den ersten 15 min wurde deutlich, daB unabhangig vom
Metalliberschuf3 die Reaktionsgeschwindigkeit flir alle drei Ansatze nahezu gleich war. In
Abbildung 5.3. ist zuséatzlich die Zeitabhangigkeit des Austauschgrades A in der Form In(1-

A) vs. Zeit dargestellt (kieine Abbildung).
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Abbildung 5.3. Anderung des ®Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Anteils mit der Konzentration an Y
(Kleine Abbildung: Anderung von In(1-A) vs. Zeit fiir verschiedene Eduktverhélt-
nisse); [DTPA-Phe-Gly-Gly]: 3.0-10° M/L = const.; 0.1 M KCI; 22°C
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Im Bereich kleiner Austauschraten lagen alle MeBpunkte auf einer Geraden. In der Nahe
des Gleichgewichtes differierten die Werte aufgrund der logarithmischen Auftragung na-
turgeman, wodurch die Steigungen der Geraden aus den Einzelversuchen leichte Abwei-
chungen zeigten. Aus den Steigungen der Geraden lieB3 sich die Reaktionsgeschwindigkeit

R ermitteln:

3In(1-21) [Y-DTPA—PHE-GLY-GLY]-[Y*]

(24) 3t = ~RIY*7£[Y_DTPA—_PHE-GLY- GLY]

Tabelle 5.2. vergleicht die nach Gleichung (24) berechneten Werte fur die Steigung A und
die Reaktionsgeschwindigkeit R [104].

Tabelle 5.2 Ergebnisse der Berechnung von A, R und ky fiir das Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-System

[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly][/Y*] Als™ R[ML"s™] ky [M's™
1/1 2.28.10° 3.13.10°® 1.14107%
1/2 2.13.10° 3.87.10° 1.42.10°
1/5 1.26.10° 2.77-10® 1.05.10

£ ol P W antratinmatmrh S lmiaan mabiao T & Y 1 e Lt on e e
Da R iy die drel Konzentrationsverndlinisse nahezu konstant war, muBie die Reaktions-

geschwindigkeit durch:
(25) R = ky [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]

beschrieben werden kdénnen. Die Geschwindigkeitskonstante ky war also nur konstant,
wenn die Reaktion unabhéngig von der Konzentration des Uberschissigen Y** war. Die
Uber Gleichung (25) berechneten Geschwindigkeitskonstanten sind ebenfalls in Tablelle
5.2. aufgefiihrt. Mit dieser Aussage konnte somit ein reiner Assoziationsmechanismus un-
ter Beteiligung von Y* ausgeschlossen werden. Die Dekomplexierung wilrde nur dann
assoziativ verlaufen, wenn das Lésemittel geschwindigkeitsbestimmend am Ubergangszu-
stand beteiligt ware und diesen assoziativ stabilisierte. Dieses Ergebnis stimmte mit Re-
sultaten von Stimmel et al. [120] tberein, wonach auch andere Metall-Kationen wie Fe?*,
Ca® und Zn** keinen EinfluB auf die Komplexierung von Y* durch freies DTPA hatten.
Unabhéangig von der exakten mechanistischen Beschreibung der Metall-Kationen-Beein-
flussung konnte in Hinblick auf das in vivo Verhalten von Y-DTPA-Peptiden angenommen
werden, daf3 eine Destabilisierung der Komplexe nicht primér durch die Anwesenheit von
Metall-Kationen im Blut oder Gewebe hervorgerufen wiirde bzw., daB3 dieser EinfluB ge-
gentber anderen Parametern vernachlassigt werden kénnte.
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5.1.3.2. Abhédngigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y?** von der
Konzentration an Y-DTPA-Phe-Gly-Gly

In Kapitel 5.1.3.1 wurde gezeigt, daB der Isotopenaustausch zwischen *Y-DTPA-Phe-Gly-
Gly und freiem ®Y® unabhéngig von der Konzentration an freiem Y** war. Offen bleibt, ob
und wieweit die Konzentration an Y-DTPA-Phe-Gly-Gly EinfluB auf die Dekomplexierung
bzw. Umkomplexierung des Yttriums hatte.

Zur Uberpriifung wurde der Isotopenaustausch zwischen Y-DTPA-Phe-Gly-Gly und Y** bei
einem Verhaltnis von 1 / 1 fir drei verschiedene Ausgangskonzentrationen an Y-DTPA-
Phe-Gly-Gly durchgefiihrt. Die Kinetik des Isotopenaustausches sowie die Anderung des
Austauschgrades A, in der Form In(1-A) vs. Zeit sind in Abbildung 5.4. dargestellt.
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Abbildung 5.4. Anderung des 88Y-DTPA-Phe—GIy-(:"ly-Anteils mit der Konzentration an Y-DTPA-Phe-
Gly-Gly

(Kleine Abbildung: Anderung von In(1-A) vs. Zeit fiir verschiedene Konzentrationen);
[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] /[ Y*] = 1/1, 0.1 M KCI; 22°C

Im Gegensatz zur Reaktion bei variabler Y**-Konzentration war das Reaktionsverhalten

von der Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Konzentration abhangig. Fur die Steigung A (kleine Abbil-
dung), Reaktionsgeschwindigkeit R und Geschwindigkeitskonstante ky unter der Annahme
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einer Reaktion 1. Ordnung bzgl. der Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Konzentration ergaben sich fol-
gende Werte:

Tabelle 5.3. Ergebnisse der Berechnung von A, R und ky

[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] Als™ R[ML"s™ ky [s™]
1.7510° M 0.87.10° 7.58.10° 4.33.10™
2.75-10°M 1.50.10° 2.06.10°® 7.49-10
27.510°M 31.1.10° 4.2810°° 1.57.10°

Die berechneten Geschwindigkeitskonstanten waren nicht konstant, womit die zugrunde
liegende Reaktionsgleichung in der Form:

-5,0

(26) R = ky [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]

55k

nicht gelten konnte. Legt man alternativ eine
Gleichung der Form: 6]

7,0+

log R

27) R = ky [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]"

-75

zugrunde, sollie die Auitragung von logiR vs. e
log[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] eine Gerade erge- as}
ben, deren Steigung die Molekularitat der Y-

DTPA-Phe-Gly-Gly-Konzentration in der Re-
aktionsgleichung widerspiegeln wiirde.

. L
5,0 4,5 4,0 -3,5

log ( Cy.prPa-phe-Gly-Gly)

. Abb. 5.5
Die Auftragung von logR vs. log[Y-DTPA- Bestimmung der Molekularitat (n) von
Phe-Gly-Gly] in Abb. 5.5. ergab eine Gerade Y-DTPA-Phe-Gly-Gly in der Reakti-
mit der Steigung: onsgleichung (27)
(28) o logR = 2306

dlog[Y —DTPA —Phe —Gly — Gly]

Die Molekularitat (n) von [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] in der Reaktionsgleichung sollte demnach
2.3 betragen.

Die Richtigkeit dieses Ergebnisses kdnnte allerdings erst angenommen werden, wenn alle
beeinflussenden Parameter bestimmt wurden. Die unter diesen experimentellen Bedin-
gungen gemessenen Kinetiken des Isotopenaustausches in Abhéangigkeit von der Y-
DTPA-Phe-Gly-Gly-Konzentration beinhalteten nicht die fehlende Annéherung der Werte
bezlglich der durch die Auflésung des DTPA-Peptides in der waBrigen Lésung verur-
sachten pH-Wert-Anderungen. Alle Versuche wurden in 0.1 N KCI durchgefiihrt, wodurch




60

eine Abpufferung des Systems nicht angenommen werden konnte. Dal3 der pH-Wert der
Lésung und somit die Konzentration an H*-lonen einen starken EinfluB auf das Reaktions-
geschehen hatte, wird im Folgenden diskutiert.

5.1.3.3. Abhingigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y** vom pH-
Wert der L6sung und unterschiedlichen ionischen Zusétzen

Die in den beiden vorherigen Abschnitten diskutierten Konzentrationsabhéngigkeiten der
Isotopenaustauschreaktion ®Y-DTPA-Phe-Gly-Gly/®Y* zeigten, daB die freie Yttrium-
Konzentration in der Lésung unter diesen Bedingungen keine geschwindigkeitsbestim-
mende Rolle in dieser Reaktion spielte. Das der Isotopenaustausch trotzdem erfolgt, impli-
ziert eine Freisetzung des Yttriums aus der Komplexstruktur mit anschlieBender ermneuter
Komplexierung. Flr die Isotopenaustauschreaktion kénnte nun ein alternativer Reaktions-
mechanismus aufgestellt werden. Der geschwindigkeitsbestimmende Teilschritt in dieser
Reaktion sollte die Freisetzung des Y** sein. Die nachfolgende erneute Komplexierung der
freien Y**-Kationen sollte nach den Ausfilhrungen in Kapitel 5.1.2. sehr schnell erfolgen.
Offen bleibt, welche Fakioren diesen ersten Teilschritt beeinflussen.

Nach der Freisetzung des Metall-Kations unterliegen die funktionellen Gruppen des Kom-
plexbildners wieder den Protonierungsgleichgewichten der wéaBrigen Losung. Wirde das
DTPA-Peptid nach der Freisetzung des Y** protoniert werden, miiBte vor bzw. durch die
nachiolgende Komplexierung des Y*" wiederum eine Deprotonierung erfolgen. Fiir diesen
Reakiionsmechanismus konnie somit ein siarker Einflu3 der Protonenkonzeniration am
Gang der Reaktion angenommen werden. Fir viele Metall-Polyaminopolycarboxyl-
Komplexe wurde die Abhéngigkeit der Komplexierung vom pH-Wert experimentell nach-
gewiesen. Fur die Komplexierung bzw. Dekomplexierung wurden z.T. komplizierte Reakti-
onsschemata aufgestellt, um die Rolle der Protonen beschreiben zu kénnen [cf.121].

Am Beispiel der Umkomplexierung von Ni-EDTA + Cu®* — Cu-EDTA + Ni** soll in Schema
5.3. verdeutlicht werden, wie komplex die scheinbar einfachen Reaktionen aufgebaut sind.
Schema 5.3. gibt nur eine vereinfachte Darstellung des Reaktionsmechanismus wiedet,
beschreibt aber anndhernd den fir diese Reaktion beobachteten Verlauf [cf. 122]. Uber-

tragen auf die Isotopenaustauschreaktion:
Y-DTPA-Peptid + Y* <> Y-DTPA-Peptid + Y**

waren Cu® und Ni** durch Y* bzw. EDTA durch das DTPA-Peptid zu substituieren.
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Auffaltung des EDTA durch Protonen
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Auffaltung des EDTA durch Cu

Schema 5.3.  Schematischer Transfer von EDTA zwischen Ni®* und Cu®" [122]

Qualitativ lieferte das Reaktionschema folgende Aussagen:

Die Reaktion war erster Ordnung (d.h. unabhangig von der Cu®*-Konzentration) bei
[Cu?*] Klein [H™] grof3 = ke 5 geschwindigkeitsbestimmend
[Cu®] mitiel [H*'] klein = k; 2 geschwindigkeitsbestimmend
[Cu?*] sehr grof3 [H'] klein = k4 5 geschwindigkeitsbestimmend

und 2. Ordnung (d.h. abhéngig von der Cu**-Konzentration)
[Cu®] klein [H*] klein = ks¢ geschwindigkeitsbestimmend
[Cu®] groB [H*] klein = k45 geschwindigkeitsbestimmend

Diese Aussagen verdeutlichen, daB bei kleinen bis sehr groBen Cu?**-Konzentrationen die
Reaktion durch Protonen katalysiert werden kann und die Auffaliung der Komplexbildners
durch Protonen geschwindigkeitsbestimmend wird.

Schema 5.3. verdeutlicht weiterhin, daf3 die Protonierung des Komplexbildners ein mehr-
stufiger Prozess ist. Wirde ein Komplex gebildet, in dem alle koordinationsfahigen Stellen
des Metalles durch die Polyaminopolycarbonséure abgesattigt waren (In-DTPA; KZ 8) [61],
wurde der EinfluB der Protonen sich sicherlich im Vergleich zu Komplexen (Ga-DTPA; KZ
6) [123], in denen mindestens zwei funktionelle Gruppen des DTPA nicht in die Koordinati-
on einbezogen sind, unterscheiden.

Bei der Komplexierung von Yitrium durch DTPA-Peptide, in denen das DTPA nur noch
Uber 7 koordinationsfahige Gruppen verflgte, Yttrium im freien Y-DTPA-Komplex aber die
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Koordinationszahl 8 hat, ist eine Voraussage (ber das pH-Verhalten ohne Kenntnis der
Struktur der Y-DTPA-Peptide im waBrigen Medium nicht méglich.

Ausgehend von dem beschriebenen Isotopenaustauschgleichgewicht (Gleichung (24))
wurde der EinfluB der H'*-lonenkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit Gberprift.
In diesem Fall wurden unterschiedliche Puffergemische verwendet, deren Pufferbereich
sich teilweise Uberlappten. Dadurch konnten gleichzeitig Lésungen mit unterschiedlichen
ionischen Zuséatzen verglichen werden.

In Abbildung 5.6. ist die Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit mit dem pH-Wert der
Loésung in 0.1 N KHPhthalat/0.1 N HCI-Puffer dargestellt.

Die Annahme, der pH-Wert der Losung wirde aufgrund der strukturellen Gegebenheiten
des DTPA-Peptid Molekiils mit seinen 7 Protonierungsstufen direkten EinfluB auf das
Komplexierungsverhalten von Y* / DTPA-Peptid haben, wurde eindeutig nachgewiesen.
Mit steigender H*-lonenkonzentration nahm die Kinetik der Isotopenaustauschreaktion
stetig zu. Da alle Versuche unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden, war
eine durch andere Faktoren hervorgerufene Beeinflussung des Reaktionsgeschehens
ausgeschlossen.

pH-Wert o 44 o 42 2 40 v 36 © 34 o 24
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Abbildung 5.6. Anderung des Anteils von 88Y-DTPA-Phe-GIy-GIy in der Isotopenaustauschreaktion
8Y.DTPA-Phe-Gly-Gly/ ®Y* mit der Konzentration an H™-lonen im Phthalat-Puffer
(rechte Grafik: Anderung von In(1-A) vs. Zeit mit dem pH-Wert)
RT (21 °C); 0.1 N KHPhthalat/0.1 N HCI; [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] = 3.24-10°
Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / Yitrium : 1 /3.11

Uber die berechneten Steigungen in der Auftragung In(1-A) vs. Zeit konnte die McKaysche
Gleichung ausgewertet werden.

Vorab wurden weitere pH-Wert-Abhéngigkeiten im Acetat- sowie Glycin-Puffer gemessen
und mit den obigen Datenpunkten verglichen. Uber die Auswertung dieser Versuche sollte
gleichzeitig eine Abhangigkeit von ionischen Zusatzen offensichtlich werden, da die pH-
Bereiche der verwendeten Puffer so gewahit wurden, daf3 ein direkter Vergleich méglich
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war. In Abbildung 5.7. und Abbildung 5.8. sind die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen

dargestellt.
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Abbildung 5.7. Anderung des Anteils von 88Y-»D‘I’"If-"A-F’!'\e»G‘zIymedy in der Isotopenaustauschreaktion
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Anteil von ®Y-DTPA-Phe-Gly-Gly [%]

8y.DTPA-Phe-Gly-Gly/ ®Y* mit der Konzeniration an H*-lonen im Acetat-Puffer
(rechte Grafik: Anderung von In(1-A) vs. Zeit mit dem pH-Wert)

RT (21 °C); 0.1 N NaOAc/0.1 N HOAg; [DTPA-PHE-GLY-GLY] = 3.24-10°
Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / Yitrium : 1/ 3.11
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Abbildung 5.8. Anderung des Anteils von 88Y-DTPA-Phe-GIy-GIy in der Isotopenaustauschreaktion

8Y-DTPA-Phe-Gly-Gly/ ®Y** mit der Konzentration an H*-lonen im Glycin-Puffer
(rechte Grafik: Anderung von In(1-A) vs. Zeit mit dem pH-Wert)

RT (22 °C); 0.1 N Glycin/0.1 N NaCl/0.1 N HCI;

[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] = 0.86-10 ° M ; Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / Yttrium : 1/7.23
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In beiden Darstellungen war die prinzipielle Abhangigkeit von der H*-lonen-Konzentration
den Ergebnissen im Phthalat-Puffer-System vergleichbar. Im 0.1 N Acetat-Puffer lag dar-
Uber hinaus der zeitliche Verlauf des Isotopenaustausches auf einer Zeitskala, die genaue
Messungen zulie3 und somit gute Daten flr eine Anpassung im In(1-A) vs. Zeit-Diagramm
lieferte.

Die Kinetik des Isotopenaustausches der Versuchsreihe im Glycin-Puffersystem war trotz
kleinerer Konzentration an Y-DTPA-Phe-Gly-Gly sehr schnell, wodurch das Gleichgewicht
bereits nach 5 Minuten erreicht war. Zeitabhangige Anderungen von Aktivitatsverteilungen
in der Nahe des Gleichgewichtes sind naturgeméfB sehr gering, wodurch die Auswertung
der Austauschgrade in diesen Bereichen stark fehlerbehaftet sein muB3te. Aus diesem
Grunde spiegelten die Geraden im In(1-A) vs. Zeit-Diagramm nur N&herungswerte wieder.
Abweichungen der berechneten Reaktionsgeschwindigkeiten sowie der Geschwindigkeits-
konstanten von den Werten, bestimmt aus den Experimenten im KHPhthalat- bzw. Acetat-
Puffer, sollten der Glite der Datenpunkte entsprechend gewertet werden.

Die aus den MeBwerten berechneten Steigungen im In(1-1) vs. Zeit-Diagramm sowie die
Reaktionsgeschwindigkeiten und Geschwindigkeitskonstanten sind unter der Annahme,
die Austauschreaktion ware 1.0rdnung bezogen auf [H'], in Tabelle 5.4. zusammengefaft.

Tabelle 5.4. Reaktionsparameter des Isotopenaustauschgleichgewichtes Y-DTPA-Phe-
Gly-Gly / Y* in Abhéngigkeit vom pH-Wert der Losung
[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] : 3.24-10°M/L (0.1 M Aceiai (A), 0.1 M Phihalai (P))
[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]/ [Y*] = 1:3.11; RT
[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] : 0.86-10°M/L (Glycin) (G)
[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] / [Y*] = 1 : 7.23; RT

pH-Wert [H] A[107] R[10®%  ky[10°]  kykorrigiert
(Anion) [s™ ML's"] [M%']  (siehe Text)
3.0 (G) 1.00-10° 56.18 42.42 57.41 6.212.10°
3.2 (G) 6.31.10* 20.63 15.58 33.41 4.991.10°
3.4 (P) 3.98-10* 46.97 115.3 27.53 21.43.10°
3.4 (G) 3.98.10 10.76 8.126 27.62 5.698.10°
3.6 (P) 2.51.10* 10.71 26.29 9.918 10.70-10°
3.85(A) | 1.41.10* 4,877 11.97 8.059 12.99-10°
4.0 (P) 1.00-10* 3.032 7.443 7.077 14.4810°
4.1 (A) 7.94.10° 2.057 5.049 6.045 21.43-10°
4.2 (P) 6.31.10° 1.592 3.908 5.889 16.63-10°
434 (A) | 45710° 0.926 2.273 4.729 16.74-10°
4.4 (P) 3.98.10° 0.718 1.762 4.210 16.42.10°
4.7 (A) 1.99-10° 0.236 0.579 2.761 17.53.10°
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Fur die Reaktionsgleichung wurde weiterhin eine Abhéngigkeit von der Y-DTPA-Peptid-
Konzentration des Typs [Y-DTPA-Peptid]* angenommen. Die Werte wurden unabhéngig
vom Elektrolyten mit steigendem pH-Wert aufgelistet, wodurch ein direkter Vergleich zwi-
schen den einzelnen Anionen moglich war.

Aus den berechneten Steigungen A des In(1-A) vs. Zeit-Diagramm wurde deutlich, daf
eine Abhé&ngigkeit der Reaktion von dem pH-Wert der Lésung und damit der H'-lonen-
Konzentration bestand. Ausgehend von niedrigen pH-Werten folgte eine stetige Abnahme
der Reaktionsgeschwindigkeit. Die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit erwies sich
dabei als unabhangig vom Elektrolyten. Bei niedrigen pH-Werten gingen aufgrund der
schnellen Reaktionsgeschwindigkeit im Glycin-Puffer-System erwartungsgemafB grof3e
Fehler bei der Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten ein (s.0.). Die im Vergleich
zum Phthalat- und Acetat-Puffer abweichenden Geschwindigkeitskonstanten waren des-
halb nicht als ein elektrolytabhéngiger Effekt zu interpretieren.

Das die Reaktionsgleichung des Isotopenaustausches in der angenommenen Form
R = ky - [Y-DTPA-Phe-Gly-GlyJ>- [H*] nicht richtig sein konnte zeigte sich an den unter die-
ser Annahme berechneten Geschwindigkeitskonstanten, die keine Konstanz in dem be-
trachteten pH-Bereich aufwiesen (Tabelle 5.4.).

Die korrigierten ky-Werte in Tabelle 5.4. sind die Geschwindigkeitskonstanten, die aus den
Austauschgraden der Isotopenaustauschreaktion unter Verwendung einer modifizierten
Reaktionsgleichung berechnet wurden, die aus der Betrachtung der pH-Abhangigkeit des
Isotopenaustausches abgeleitet wurde. Die Reaktionsgleichung, die zur Berechnung die-
ser Geschwindigkeitskonstanien fithri, wird im Folgenden hergeleitet.

Legt man eine allgemeine Reaktionsgleichung der Form:

(29) R=ky [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]" -[HT ™
zugrunde, folgt durch Logarithmieren:

(30) log(R) =log(k, )+n-log([Y —DTPA —Phe - Gly — Gly]-m-pH

Eine Auftragung logR vs. pH sollte eine Gerade ergeben, deren Steigung die Molekularitat
m der H*-lonen-Konzentration bzgl. des Isotopenaustausches liefert.
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S Abbildung 5.9.
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Abbildung 5.9. bestitigte diese Form der Reakiionsgleichung und verdeutlichte dariiber

hinaus zwei weiiere Eigenschatien der Reaidion.

-t

Die Reaktion war unabhéngig von der Art des Hintergrundelektrolyten.

2. Die Steigungen der Regressionsgeraden (Acetat/Phthalat: 1.659; Glycin: 1.794)
lieBen einen komplizierteren Mechanismus vermuten, in dessen Zwischenstufen die
Konzentrationen der H*-lonen beteiligt waren.

Aus den nahezu parallelen Geraden der Abbildung 5.9. lie3 sich wiederum die Molekulari-
tdt von [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] bestimmen. Nach Gleichung (30) sollite der Y-
Achsenabschnitt der Regressionsgeraden im logR vs. pH-Diagramm den Wert log(k) +
n-log[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] liefern, wobei zur Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten
in Tabelle 5.4. n = 2 gesetzt wurde. Vergleicht man die berechneten Y-Achsenabschnitte
der Glycin- und Acetat/Phthalat-Versuchsreihen, welche bei unterschiedlichen [Y-DTPA-
Phe-Gly-Gly]-Konzentrationen durchgefilinrt wurden, so sollte durch Gleichsetzten der Y-
Achsenabschnitte und Eliminierung der Geschwindigkeitskonstanten ky, unter der Voraus-
setzung ky = const. im Acetat/Phthalat- und Glycin-Puffer, die Molekularitat n direkt be-
stimmbar sein. Da im Glycin-Diagramm der gréB3te Fehler in der Regressionsgeraden auf-
trat wurde die Steigung des Acetat/Phthalat-Systems auf die Datenpunkte des Glycin-
Systems angewendet. Fur die Molekularitdt n von Y-DTPA-Phe-Gly-Gly ergab sich ein
Wert von 0.984, d.h. eine sehr gute Ndherung auf 1. Die Reaktionsgleichung des Iso-
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topenaustauschgleichgwichtes konnte unter Verwendung von n = 1 und m = ~ 1.7 (Gleich-
ung (30)) somit ndherungsweise mit:

(31) R=ky -[Y —=DTPA —Phe - Gly - Gly]-[H*]""

aufgestellt werden. Eine Uberpriifung der Reaktionsgleichung erfolgte an den Daten der
Abhangigkeit des Isotopenaustausches von der Konzentration an Y-DTPA-Phe-Gly-Gly
(Kapitel 5.2.3.2). Ohne Berlcksichtigung des pH-Einflusses auf die Reaktion war eine Mo-
lekularitat von 2.3 berechnet worden. Nicht betrachtet wurde bei diesem Ansatz, daf3 die
Komplexierung des Yttriums durch das gekoppelte DTPA die 4 Protonen des DTPA frei-
setzte und somit die H*-Konzentration der Lésung veranderte. Weiterhin wurde das Proton
der C-terminalen Carbonsaure des Phe-Gly-Gly in Abhéngigkeit vom pH-Wert der Lésung -
freigesetzt und lieferte dadurch einen zuséatzlichen Beitrag zur Protonenkonzentration. Die
berechneten H*-Konzentrationen sowie die Geschwindigkeitskonstanten unter Verwen-
dung von Gleichung (31) sind in Tabelle 5.5. zusammengefaft.

Tabelle 5.5. Ergebnisse der Berechnung von A, R und ky

[Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] [H*] R[ML"s™] ky M7
1.7510° M 0.875-10* M 7.58.10° 3.43.10°
2.75 10" M 1.375-10" M 2.06-10° 2.75-10°
275 .90°M 1.10-10° M 4.28.10° 1.67-10°

Die Reaktionsgleichung (31) wurde ruckwirkend auf die Daten der pH-Abhéngigkeit des
Isotopenaustausches angewendet und lieferte ky-Werte (Tabelle 5.4.: ky Kkorrigiert), die
gerade im Bereich hoher MeBgenauigkeit (pH 3.9 - 4.7) gute Konstanz aufwiesen.
SchluBfolgernd kann die Reaktionsgeschwindigkeit des Isotopenaustausches fir den be-
trachteten pH-Bereich in erster Naherung durch Gleichung (31) beschrieben werden. Ge-
schwindigkeitsbestimmend erwiesen sich die Konzentrationen des eingesetzten Y-DTPA-
Phe-Gly-Gly und der pH-Wert der Lésung wéhrend die Metall-Kationen keinen EinfluB auf
die Umkomplexierung bzw. Dekomplexierung zeigten. Die Reaktionsgeschwindigkeitsglei-
chung lieferte in diesem Zusammenhang einen guten Ansatz zur Beschreibung des Reak-
tionsverlaufes, war aber sicherlich nicht geeignet, um den Gesamtprozef3 der Destabilisie-
rung des Komplexes und die darin beteiligten Zwischenstufen mechanistisch zu beschrei-
ben. Ein Vergleich mit dem in Schema 5.3. gezeigten Reaktionsmechanismus 143t auch fir
das Y-DTPA-Peptid-System einen mehrstufigen Prozess erwarten. Unter den experimen-
tellen Bedingungen der Isotopenaustauschreaktion konnte nur die Summe aller parallel .
ablaufender Einzelprozesse gemessen werden, wodurch die Aussagen der Reaktionsglei-
chung nur qualitativ sein konnten.
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Unter Verwendung der erstellten Reaktionsgleichung konnte nunmehr der Einflu3 der lo-
nenstarke der Losung als auch der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit unter-

sucht werden.

5.1.3.4. Abhéngigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y** von der
Temperatur

In den vorangegangenen Abschnitten wurde die Reaktionsgleichung des Isotopenaustau-
sches Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / Y* in Bezug auf die geschwindigkeitsbestimmenden Kom-
ponenten evaluiert. Die aus den Darstellungen gewonnenen Reaktionsgleichungen lieBen
sich in der Gleichung (31) vereinen und lieferten dabei eine gute Naherungsgleichung zur
Beschreibung des Isotopenaustausches und damit fir die Dekomplexierungsreaktionen
des Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Systems.

Die Temperatur als weiterer beeinflussender Faktor der Geschwindigkeitskonstante der
betrachteten Reaktion sollte zusétzliche Aufschilisse Uber den Reaktionsablauf liefern. Zu
diesem Zwecke wurde das Verhalten des Isotopenaustauschgleichgewichtes als Funktion
der Temperatur betrachtet. Der EinfluB der Temperatur sollte danach Riickschlusse auf
den temperaturabhéngigen Faktor der Geschwindigkeitskonstante zulassen [124].

In Abb. 5.10. ist die zeitliche Anderung des Anteils von ®Y-DTPA-Phe-Gly-Gly in der Iso-
topenaustauschreakiion 10r fUni verschiedene Temperaiuren aufgetragen. Aufgrund der
starken Anderung der Reakiionsgeschwindigkeit mit zunehmender Temperatur wurden fiir
héhere Temperaturen kleinere Konzentrationen des Y-DTPA-Phe-Gly-Gly verwendet, um
meBbare Werte entfernt vom Isotopenaustauschgleichgewicht zu erhalten.

In der Auftragung In(1-1) vs. Zeit wurde die drastische Anderung des Austauschgrades mit
steigender Temperatur deutlich (kleine Abbildung). Uber die Steigungen der Geraden im
In(1-A) vs. Zeit-Diagramm wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten bestimmt. Die Berech-
nung der Geschwindigkeitskonstanten k; erfolgte nach Gleichung (31). Die Ergebnisse
dieser Berechnungen sind in Tabelle 5.6. zusammengefaft.
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Abb. 5.10. Abhéngigkeit des Anteils von %8Y-DTPA-Phe-Gly-Gly in der Isotopenaustauschreak-

tion von der Temperatur der Lésung
Reaktionsvolumen: 2 ml; 0.1 N KHPhthalat/0.1 N NaOH; pH 4.2

Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / Y** = 1/3.11

20°C, 35°C, 45°C: [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]: 3.24-10° M/L

55°C: [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]: 1.70-10° M/L

65°C: [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]: 1.05-10° M/L

(kleine Graphik: Anderung von In(1-A) mit der Zeit fur die Temperaturabhangigkeit)

Temperatur: O 20°C [ 85°C A 45°C v 55°C <O 65°C

100 0

<
80 | =
=

40

Antell von **Y-DTPA-Phe-Gly-Gly [%]
gg

20

0 5 10 15 20 25

Zeit [min]

Tabelle 5.6. Reaktionsparameter des Isotopenaustauschgleichgewichtes Y-DTPA-Phe-Gly-Gly /
Y*in Abhangigkeit von der Temperatur
(0.1 M KHPhthalat pH 4.2) [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] / [Y*] =1 : 3.11

Temp. | [Y-DTPA-P.] A[107] R[10% kr
[°C] IM/L] [8'1] M L s-1] [M'1 .7L1.7 S-1]
20 3.24.10° 1.29 3.17 1.35.10°
35 3.24-10° 3.41 8.37 357-10*
45 3.24.10° 6.15 15.10 6.43-10*
55 1.70-10° 8.95 11.50 9.35.10*
65 1.05.10° 13.56 10.67 14.16-10"
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Die Variation der Geschwindigkeitskonstanten mit steigender Temperatur kénnte nach
Arrhenius zur Bestimmung der Aktivierungsenergie flr die Reaktion herangezogen wer-
den. Nach Arrhenius gilt fur die Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion:

—EA EA
— . RT = — r——
(32) k=A-e bzw. Ink = InA BT

Eine Auftragung von Ink vs. 1/T solite als Steigung den Wert -Ea/R (Ea= Aktivierungsener-
gie) liefern. Der Y-Achsenabschnitt InA ergibt einen Ausdruck flr den praexponentiellen
Faktor (StoBfaktor A). In Abbildung 5.11. sind die Geschwindigkeitskonstanten kr aus Ta-
belle 5.6. gegen die Temperatur der Losung in der Form Inky vs. 1/T aufgetragen.

Abbildung 5.11.

12 Bestimmung des praexpo-

O nentiellen Faktors und der

Aktivierungsenergie  durch

o Auftragung Inky vs. 1T
(Temperatur in Kelvin)

1=

Ink;

R ] . . A . J . . . . |
0,0030 0,0032 0,0034

1T [1/K]

Die Regressionsgerade lieferte fiir den Y-Achsenabschnitt einen Wert von InA = 29.4. Der
praexponentielle Faktor berechnete sich damit zu 5.8-10"2. Aus der Steigung A der Re-
gressionsgeraden von - 5830 lieR3 sich nun die Aktivierungsenergie bestimmen.

A=-5830=-E

J
A i - R
R mit R=8.3143 [K-M

- E,=48.4 [—',a—’]

Erweitert man dieses Konzept auf die Eyring ‘sche Theorie des Ubergangszustandes, so
gilt aus der Herleitung des aktivierten Komplexes fur die Geschwindigkeitskonstante k:

kT o8 et

(33) k=Te R .g AT




71

Die Aktivierungsenthalpie AH* kann in fliissigen und festen Systemen néherungsweise
durch den Ausdruck AH® = E, - RT [124] beschrieben werden. Fur AH* wurde ein Wert von
AH* = 45.9 kdM™ berechnet.

Ein Vergleich mit der Arrhenius-Theorie der Geschwindigkeitskonstanten zeigt, daf3 der
priexponentielle Faktor durch den Ausdruck: kTe/h-e*%*" gegeben ist

(k: Boltzmann-Konstante (1.38062:10%° JK); h: Planck’sches Wirkungsquantum
(6.62620-10° Js); R: Gaskonstante (8.3143 JK'M™); e: Euler‘sche Zahl (2.7183)).

Fur die Isotopenaustauschreaktion ergibt sich somit die Aktivierungsentropie AS* zu:

-8.7 JK'M".

In der Literatur sind nur wenige Daten von Aktivierungsparameter CDTA
ahnlicher Systeme beschrieben. Ein Beispiel ist die Umkomplexie-

OH
rung einiger Lanthanid- wund Y-Komplexe der 1,2- o)\’ fo)
Diamincyclohexan-Tetraessigsdure (CDTA) mit Cu®, die ebenfalls N\/H—OH

geschwindigkeitsbestimmend von der Protonenkonzentration ab- 0
hangt. In Tabelle 5.7. sind die von G.A.Nyssen und N/—<OH
D.W.Margerum [125] berechneten Werie der Aktivierungsenthal- bﬁo
pie und Aktivierungsentropie fur die pH-abhéngige Reaktion: La-

CDTA + Cu®* < Cu-CDTA + La* einiger Lanthanid-CDTA-
Komplexe aufgefihrt.

Tabelle 5.7, Aldivierungsparameier der H -abhangigen Teilreakiionen fir die Realdion
La-CDTA + Cu® «» Cu-CDTA + La® einiger La-CDTA-Komplexe [125] im
Vergleich zur Isotopenaustauschrealdion im Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Sysiem

(Y-DTPA-P.)
AHF kM | ASF UK'MT]

La-CDTA — Cu-CDTA 54.4 21.7
Gd-CDTA — Cu-CDTA 53.5 -61.9
Dy-CDTA — Cu-CDTA 53.1 77.4
Tm-CDTA — Cu-CDTA 72.8 -28.8
Lu-CDTA — Cu-CDTA 80.3 -8.8
Y-CDTA — Cu-CDTA 61.5 -46.0
Y-DTPA-P. - Y-DTPA-P. 45.9 -8.7

Der Vergleich der Aktivierungsparameter verdeutlicht die Parallelen der Umkomplexie-
rungsreaktionen. Da die Aktivierungsparameter der CDTA-Versuche den geschwindig-
keitsbestimmenden, H*-abhangigen Teilschritt der Umkomplexierung beschreiben, konnte
fur die Isotopenautauschreaktion ein ahnlicher Mechanismus angenommen werden. Ab-
solut-Vergleiche der Daten waren aufgrund der strukturellen Unterschiede zwischen CDTA
und DTPA-Phe-Gly-Gly naturgemaf nicht méglich. Die flir die Isotopenaustauschreaktion
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berechnete Enthalpie richtete sich hierbei ausschlieBlich auf den Ubergangszustand, da
nach dem im Kapitel 3.2.1. erlauterten Eigenschaften von Isotopenaustauschreaktionen

die Gesamtreaktion mit AH = 0 ablauft.

5.1.3.5. Abhingigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y** von der
lonenstérke

Bei Untersuchungen von Reaktionen in waBriger Lésung unter Beteiligung von konzentra-
tionsabhangigen Termen geben die MeBdaten ein reales System wieder. Reaktionsglei-
chungen sind hingegen aus theoretischen Betrachtungen idealer Lésungen bzw. idealer
Gase hergeleitet worden, missen demnach um den Anteil des vorliegenden realen Sy-
stems faktorisiert werden.

Betrachtet man ein System unter Beteiligung unterschiedlicher lonen in waBriger Losung,
so sind die vorgegebenen Konzentration um den Faktor des Aktivitdtskoeffizienten veran-

dert.
Aus der Herleitung der Aktivitdtsbeziehungen in realen Ldsungen folgt:

a=y-c O<y<1

(34) .
a—=c¢c und y—>1 fire—> 0

a: Akiivitat; y. Akiivitaiskoefiizient; ¢: Konzentration.

Der Aktivitdtskoeffizient 148t sich als Funktion der lonenstérke I der Lésung beschreiben.
Fir waBrige Lésungen bei 298 K und geringen lonenstérken kdnnte nach Davies [126] der
Aktivitatskoeffizient durch folgende Formel abgeschétzt werden:

(35) logy, =-a-(z"-z" )-[T_?_/iﬁ—bl) mit I=%Z (cj -z? )

i

I: Gesamtionenstérke; z: Ladung der individuellen lonen; ¢;: Konzentration der individuellen lonen;
a,b: Debye-Hiickel-Koeffizienten

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Isotopenaustauschreaktion im Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-
System sollte demnach bei verschiedenen Konzentrationen des Hintergrundelektrolyten
eine Funktion des Aktivitatskoeffizienten sein. In logarithmierter Form folgt flir die Reakti-
onsgeschwindigkeit des Isotopenaustausches:

(%0) logR =logk, +log([Y ~DTPA-PH']" }+log( #v-omens. 77 )
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Bei einer Auftragung der lonenstérke in der Form I gegen logR sollte durch Extrapolation
von I-0 die Reaktionsgeschwindigkeit bei unendlicher Verdinnung resultieren. In einer
Versuchsreihe wurden dazu die Reaktionsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen lonen-
starken als inert betrachteter Grundelektrolyte bestimmt. Das Resultat ist in Abbildung

5.12. dargestellt:

100

90

80

70

®Y-DTPA-Phe-Gly-Gly [%)]

60 |-

50

0.001 N KCI
0.01 NKCI
0.05 N KCl
0.5 N KCI
1 NKCI
3N KC!

oA B>0o

20

Zeit [min]

Abbildung 5.12.

Abhangigkeit der Isotopenaus-
tauschreaktion von der Konzen-
tration des Hintergrundelektro-
lyten

(0.01, 0.05 N KCI. [Y-DTPA-
Phe-Gly-Gly] / [Y**]=1/1)
(0.001, 0.5, 1.0, 3.0 N KCI: [Y-
DTPA-Phe-Gly-Gly] / [Y*] =1/
1.16); 21°C; [Y-DTPA-Phe-Gly-
Gly}: 2.13-10° ML

Die Reaktionsgeschwindigkeit nahm mit wachsender Konzentration an KCl stetig ab. Die
aus der Auftragung des Austauschgrades in der Form log(1-A) vs. Zeit berechneten Daten
(Auftragung nicht abgebildet) wurden in Tabelle 5.8. gegenlibergestelit.

Tabelle 5.8. Reaktionsparameter des Isotopenaustauschgleichgewichtes Y-DTPA-Phe-

Gly-Gly / Y* in Abhangigkeit von der lonenstarke

21°C; [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly}: 2.13-10°° M/L
(0.01, 0.05 N KCI: [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] / [Y*] =1 /1)
(0.001, 0.5, 1.0, 3.0 N KCI : [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly] / [Y*] = 1/1.16)

KCl lonenstirke A[-109 R[10%  Faktor
[M/L] I s [ML's"]  (ideal)
0.001 1.222.10° 1.78 2.03 0.93
0.01 1.020-10 1.74 1.85 0.84
0.05 5.020-10 1.67 1.78 0.81

0.5 0.5002 0.99 1.13 0.52

1.0 1.000 0.98 1.12 0.51

3.0 3.000 0.21 0.24 0.11
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Eine Auftragung von VI vs. log R sollte nach Gleichung (36) eine Kurve ergeben deren
Verlauf durch Gleichung (35) beschrieben werden kann. Die Auftragung ist in Abbildung
5.13. dargestelit. Die MeBwerte wurden durch Variation der Koeffizienten a und b iterativ
an Gleichung (34) angepaft.

Lol Abb.5.13.
' Anderung der Reaktionsgeschwin-
digkeit mit der lonenstarke der
8l Lésung
’ (Auftragung von logR vs. V1)
a: 0.6863; b: 0.0624
-8,0 F .
o
o
L2
.8,2 -
-84
8,6 | o
0 1 2

\‘/ I

Abbildung 5.13. zeigie, daf3 sich das Verhalten der Reakiionsgeschwindigkeit iiber weite
Bereiche durch Gleichung (36) beschreiben liel3.

Die lterationskurve lieferte einen Y-Achsenabschnitt von logR, = -7.66 (R, = 2.19-10°®). Die
Abweichungen vom idealen Verhalten kénnten somit durch den Quotienten R/R, ausge-
drickt werden. Die darliber berechneten Faktoren wurden in Tabelle 5.8. zusammenge-
faBt. Bei sehr kleinen Konzentrationen des Hintergrundelektrolyten wurde der Beitrag der
Reaktionsmischung zur lonenstdarke gemaB der angegeben Formel zur Berechnung der
lonenstérke in die Gesamtionenstarke einbezogen. Bei KCI-Konzentrationen > 0.05 M war
dieser Anteil vernachlassigbar.

Zusammenfassend kann das Verhalten der Isotopenaustauschreaktion in waBrigem Medi-
um in einem Bereich, in der die lonenstérken < 0.05 M sind, als annéhernd ideal bezeich-
net werden. Die vorangegangenen Versuchsreihen, die in den meisten Fallen bei einer
lonenstérke von 0.1 durchgefihrt wurden, sollten entsprechend mit dem Faktor Ry1/Ro
der lterationskurve in Abbildung 5.13. korrigiert werden.
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5.1.3.6. Abhingigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y** von der
Pepiidsequenz

In den vorherigen Abschnitten wurden alle physikochemischen Parameter bestimmt, die
die Isotopenaustauschreaktion beeinflussen kdnnten. Als weiterer biochemisch relevanter
Parameter koénnte die Peptidsequenz des Y-DTPA-Peptid-Systems die Reaktionsge-
schwindigkeit und damit die Geschwindigkeitskonstante verédndern. Da gerade sterische
Komponenten bei der Ausbildung von Komplexverbindungen eine wesentliche Rolle in der
Stabilitdt und Komplexierungskinetik einnehmen, wiirden unglinstige konfigurative und
konformative Gegebenheiten sich in erhdhter bzw. verminderter Stabilitat oder Kinetik der
Komplexverbindungen darstellen [cf.127,128]. In Abschnitt 5.1.3.4. wurde bereits durch die
Abhangigkeit der Reaktion von der Temperatur der Lésung gezeigt, daB die Entropiednde-
rung zum Erreichen des Ubergangszustandes eine untergeordnete Rolle spielte. Es wurde
ferner gezeigt, daB sich die Dekomplexierung auf eine mdéglicherweise Protonen-
katalysierte Reaktion zuriickflihren lieBe. Diese beiden Erlduterungen legten nahe, daf3 bei
Verwendung von Peptiden mit dhnlicher Sequenz eine starke Anderung des Reaktionsver-
haltens nicht erwartet werden konnte. Dies sollte im Experiment iberpriift werden.

Zur Untersuchungen des Verhaltens unterschiedlicher DTPA-Peptid-Systeme wurden die
in Abschnitt 4.2.1.2. dargesteliten Verbindungen verwendet. Da alle Peptide als koppelnde
Aminoséure die Phenylalanin-Gruppe besaBen und die Peptid-Sequenzen nur sehr klein
waren, sollien sterische Effekie prakiisch auszuschlieBen sein. Anderungen des Komple-
xierungsverhaliens bei Verwendung unterschiedlicher NHy-Phe-Peptide sollien demnach
auf direkie indukiive Einflisse der Peptidsequenz auf das Phenylalanin und liber dieses
auf das DTPA zurlickzufiihren sein.

Zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit der Isotopenaustauschreaktion wurden vier
DTPA-Peptide verwendet. Um den zeitlichen Verlauf der Reaktion (iber weite Bereiche
verfolgen zu kénnen wurde in allen Féllen ein 0.1 N KHPhthalat-Puffer, pH 4.4 verwendet.
Die Konzentrationen der DTPA-Peptide waren in allen Reaktionen ungeféhr gleich (Tabelle
5.9.), so daB eine durch die Komplexierung des Yttriums hervorgerufene pH-Anderung
vernachlassigt werden konnte. In Abbildung 5.14. sind die Ergebnisse der Isotopenaus-
tauschreaktion Y-DTPA-Peptid / Y** zusammengefaft.
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Abbildung 5.14. Abhéngigkeit des Isotopenaustausches Y-DTPA-Peptid / Y** von der Peptid-
Sequenz
21°C; Reaktionsvolumen 2 ml; 0.1 N KHPhthalat, pH 4.4;
[Y-DTPA-Peptid) / [Y*]:1/4

Das Reaktionsverhalten der vier verwendeten DTPA-Peptide wies erwartungsgeman keine
signifikanten Unterschiede auf. Die aus der Auftragung In(1-A) vs. Zeit bestimmten Daten
sind in Tabelle 5.9. zusammengefa3t. Da der Isotopenaustausch bei gleicher Temperatur
und in einem 0.1 N KHPhthalat-Puffer, pH 4.4 durchgefiihrt wurde, wurde als einzige Va-
riable neben der Peptidsequenz die Konzentration des DTPA-Peptides betrachtet.
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Tabelie 5.9. Reaktionsparameter des Isotopenaustauschgleichgewichtes Y-DTPA-Phe-
Giy-Gly / Y*in Abhangigkeit von der Peptidsequenz
21°C; [Y-DTPA-Peptid] / [Y*]: 1/ 4; 0.1 N KHPhthalat-Puffer, pH 4.4.

Peptid [DTPA-Peptid] A[10%  R[107] ky
[M/L] [3-1] [ML-1S-1] [M-1.7L1.7S-1]
Phe-Gly-Gly 0.3243-10% 0.72 1.86 17.34-10°
Phe-Gly-Phe-Gly 0.33003:-10™ 0.64 1.70 15.52.10°
Phe-Trp 0.32676-10™ 0.54 1.43 13.22.10°
Phe-Tyr 0.34635-10™ 0.57 1.67 13.701 0®

Die Geschwindigkeitskonstanten wurden Uber die im Gang der Untersuchungen bestimmte
Naherungsgleichung (Gleichung (31)) flr die Isotopenaustauschreaktion berechnet und
bestatigen deren Anwendbarkeit. Die fir die Einzelversuche berechneten Geschwindig-
keitskonstanten zeigten keine wesentlichen Unterschiede. Offensichtlich besaf3 die Pep-
tidsequenz keinen EinfluB auf die Reaktionsfiihrung des Isotopenaustausches.’

5.2. Bestimmung der Séduredissoziationskonstanten von DTPA-Peptiden

Die Charakierisierung von mehrbasigen Chelat-Bildner gehi immer einher mit der genauen
Beschreibung jeder Protonierungssiufe der einzelnen funkiionellen Gruppen innerhalb die-
ser Molekile. In Abschnitt 3.2.2. wurde bereits beschrieben aufgrund welcher Formalismen
die Kenntnis dieser Daten zur Beschreibung von Komplexgleichgewichten und zur Berech-
nung von Gleichgewichtskonstanten notwendig waren.

Die Beschreibung eines Systems kann jedoch nur erfolgen, wenn die MeBgenauigkeit der
analytischen Methodik eine Unterscheidung einzelner Stufen erméglicht. Zur exakten Be-
stimmung von Sauredissoziationskonstanten in einem mehrbasigen-System sollten sich
die pKs-Werte der einzelnen Komponenten um Werte von 1.5 (d.h. mehr als eine GréBen-
ordnung in Ks) unterscheiden [cf. 110].

Betrachtet man nuklearmedizinisch relevante Systeme wie z.B. DTPA-gekoppelte Proteine
und Antikérper, so sind die Sdurdedissoziationskonstanten nicht denen der isolierten Sy-
steme gleichzusetzen [107]. Aufgrund induktiver Effekte innerhalb der Aminoséure-Ketten
werden kleine Unterschiede in den Sauredissoziationskonstanten entstehen. Da die Rich-
tung dieser Verschiebung nicht exakt vorhersagbar ist, wird mit steigender Anzahl abstra-
hierbarer Protonen die Bestimmung der Einzelwerte jeder Stufe schwieriger. Die Art der
Verschiebung wird am Beispiel Glycin und die daraus ableitbaren Poly-Glycinen verdeut-
licht [128].

® Eine abschlieBende Bewertung dieser Daten erfolgt in Kapitel 5.4.
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Ausgehend von der Aminoséure Glycin mit einem pKs-Wert von 9.60 fur die Ammonium-
gruppe reduziert sich

dieser Wert durch . . . .
Aminoséure/Oligopeptid

Bildung von Oligopeti- PKs (NHz+)

den des Glycins, d.h. 0

Diglycin, Triglycin und 9.60 NHZ\/U\OH

Tetraglycin.

im Fall des DTPA
kénnten die Carbon-
sdurereste als Teil-
struktur eines N-
alkylierten Glycins

0 0o
betrachtet werden. 7.96 NHZ\/U\N H/\n/NH\/u\ OH
o

0]
8.13 NFE\)LN OH
Y

Aus Schema 5.3. wur-
de deutlich, daB3 die

0 0
Umwandlung des
Carbonséurerestes 7.97 NHZ\\)’LNH/\W NH\/U\NW OoH
unter Ausbildung einer 0] O
Amidbindung zur Er- Schema 5.8.  pKs-Werte der Ammoniumgruppe von Glycin, Digly-
niedrigung des pKs- cin, Triglycin und Tetraglycin

Wertes der Ammoni-

um-Gruppe Ghit. Dieser Effeki, angewendet aui das DTPA-Pepiid-Sysiem, liel3 erwarien,
daf3 auch in dieseim Sysiem die pKs-Werte der sekundaren Amine reduzieri wiirden. Fiir
die exakte Bestimmung von Stabilitdtskonstanten ist die Kenntnis der Sauredissoziations-
konstanten des betrachteten Komplexbildners essentiell. In diesem Fall wirde dieses je-
doch bedeuten, daB3 1. die pK-Werte des freien Liganden nicht mit denen der gekoppelten
Strukturen gleichzusetzen wéren und 2. durch die Erniedrigung der pK-Werte die Kon-
zentration des véllig deprotonierten Liganden bei Abnahme des pH-Wertes gegentber
dem freien Liganden erhéht wiirde. Die Auswirkung dieses Phanomens wird in den folgen-
den Kapiteln diskutiert.

5.2.1. Bestimmung der Séauredissoziationskonstanten von DTPA-Phe-Gly-
Gly-COOH

Fir das DTPA-Phe-Gly-Gly-COOH, bei dem nur die C-terminale Carboxyl-Funktion als
zuséatzliche Protonierungsstufe zu erwarten ist, wurden die Sauredissoziationskonstanten
per Titration bestimmt. Die Titration erfolgte unter Argon-Schutzgas in der in Abschnitt
4.5.1. dargestellten Anordnung. Die Titrationen wurden teilweise nach Zusatz einer Stan-
dard 0.1 N HCI durchgefiihrt, um genauere Werte niedriger pKs-Stufen zu erhalten. Vor
jeder Titration erfolgte eine Uberpriifung der Elektroden-Daten der jeweiligen Elektrode
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durch Titration von 0.1 N HCI mit 0.1 N KOH. Diese Daten wurden, wie in Abschnitt
4.5.5.1. beschrieben, zur Berechnung der Carbonat-Anteils in der Standard KOH verwen-

det.

Zur |dentifizierung bzw. Zuordnung der jeweiligen Sauredissoziationskonstanten im DTPA-
Peptid-Molekiil muBte vorab der pK-Wert der C-terminalen Carbonséure im Molekiil be-
stimmt werden. Hierzu wurde Phe-Gly-Gly gegen 0.1 N KOH titriert und die pKs-Werte be-
stimmt. Das Ergebnis dieser Titration ist in Abbildung 5.15. wiedergegeben.

10 : —
‘ : Abbildung 5.15.

Titration von Phe-Gly-Gly

[Phe-Gly-Gly]: 7.293-10° MIL;

Zugabe 2.0 ml 0.1 N HCI;

RT; Volumen: 27 mi

Titrans: 0.1 N KOH

[a]: Mol KOH / Mol Peptid

pH

-0,5 0,5

Aquivalent KOH [a]

Die pKs-Werte lieBen sich auf der pH-Skala bei den Halb-Neutralisationspunkten ablesen (-
0.5 a; 0.5 a). Die negativen a-Werte resultieren dabei aus der Zugabe von 0.1 N HCI, die in
die Rechnung einbezogen werden muBte. Die genaue Bestimmung der pKs-Werte erfolgte
durch das lIterationsprogramm PKAS von R.J.Motekaitis (Version10/10/91; Fortran77)
[129]. In diesem Programm werden die MeBdaten bzgl. der Vorgaben (Konzentration, zu-
gesetzte Sadure, Carbonat-Anteil, Volumen, Molaritit-Base; pH-Korrektur) iterativ angepaf3t
und das Minimum der Fehlerquadrate bestimmt.

Die Titration von DTPA-Phe-Gly-Gly erfolgte in entsprechender Art und Weise.

In Abbildung 5.16. ist die Titrationskurve fir DTPA-Phe-Gly-Gly in 0.1 N KCI wiedergege-
ben. Es wurden die Ergebnisse mit und ohne Zusatz von 0.1 N HCI (ibereinandergelegt.
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11

©  DTPA-Phe-Gly-Gly

8 - a4 DTPA-Phe-Gly-Gly
+2ml 0.1 NHCI

pH

25 -156 -05 0,5 1,5 2,5 3,6 45 55

Aquivalent KOH

Titration von DTPA-Phe-Gly-Gly und Phe-Gly-Gly mil 0.1 N KOH

O [DTPA-Phe-Gly-Gly]: 2.881.10°° M/L

A [DTPA-Phe-Gly-Gly): 2.608-10° M/L + 2 ml 0.1 M/L HCI
RT; Reaktionsvolumen 25 ml (27 mi bei HCI-Zugabe)

Abbildung 5.16.

Eine Bestimmung der exakten pKs-Werte war in diesem System weitaus schwieriger. Die
MeBdaten an den Halb-Neutralisationspunkten fielen nicht exakt mit den Sattelpunkten des
Polynoms zusammen. Die Korrektur der Me3daten erfolgte wiederum mit dem lterations-
programm von Motekaitis. Die Uber die lteration bestimmten Daten sowie der minimierte
Gesamtfehler sind in Tabelle 5.10. zusammengefaBt. Das Ergebnis der Konzentrationskor-
rektur wurde als Korrektur der Ergebnisse der DTPA-Peptid-Synthesen (bernommen
(Peptid-Anteil: Titration) und anschlieBend bei Einwaagen von DTPA-Peptiden in die Be-

rechnung der Molaritét einbezogen.
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Tabelle 5.10.  Ergebnisse der pK,-Wert-Korrektur fir die Titrationskurven Abb.5.15. und Abb.5.16.
(lteration mit Computerprogramm: PKAS; R.J.Motekaitis; 1991 [129])

DTPA-Phe-Gly-Gly | DTPA-Phe-Gly-Gly | Phe-Gly-Gly
+2ml 0.1 NHCI
Konzentration (Vorgabe) [M/L] 2.881.10° 2.608-10°° 7.293-10°
Konzentration (korrigiert) [M/L] 2.771-10° 2.50310°° 7.239-10°
A (Gesamtfehler) [Alog[H']] 0.0179 0.0132 0.0577
pKs (COOH) (DTPA) 2.20+0.005 2.19+0.007
pKs (COOH) (Phe-Gly-Gly)) 3.41+0.028 3.38+0.004 3.46+0.095
pKs (NH") (DTPA) 4,150.011 4.1240.012
pKs (NH*) (DTPA) 6.530.017 6.52+0.020
pKs (NH2") (Phe-Gly-Gly) 7.47+0.028
pKs (NH") (DTPA) 10.4740.033 10.49+0.033

Die Ergebnisse in Tabelle 5.9. verdeutlichten die gute Reproduzierbarkeit der MeBergeb-
nisse auch nach Zugabe der 0.1 N HCl. Die Zuordnung der pKs-Werte erfolgte entspre-
chend den Untersuchungen am DTPA-System, in denen die ersien drei Protonierungssiu-
fen den teriidiren Aminen des DTPA zugeordnet werden konnten. Die Zuordnung der pKs-
Stufe der C-terminalen Aminoséure im DTPA-Phe-Gly-Gly-System erfolgie durch direkien
Vergleich mit den Werten des Phe-Gly-Gly-Systems. Eine Gegeniiberstellung der pKs-
Werte des DTPA-Phe-Gly-Gly mit den pKs-Werten des DTPA erfolgt im nachsten Abschnitt
unter Verwendung aller evaluierten Titrationskurven der DTPA-Peptid-Systeme.

5.2.2. Bestimmung der Séuredissoziationskonstanten von DTPA-Phe-Gly-
Phe-Gly-COOH, DTPA-Phe-Tyr-NH, und DTPA-Phe-Trp-COOH

Wie in Abschnitt 5.2.1. gezeigt, lieferten die Titrationskurven flir DTPA-Phe-Gly-Gly-COOH
gute und reproduzierbare Werte der Séuredissoziationskonstanten in diesem System. Im
Folgenden sollten diese Daten mit den Ergebnisse der anderen DTPA-Peptide (DTPA-
Phe-Gly-Phe-Gly-COOH, DTPA-Phe-Tyr-NH, und DTPA-Phe-Trp-COOH) verglichen wer-
den. Anderungen von den MeBwerten des DTPA-Phe-Gly-Gly-Systems sollten dabei direkt
den EinfluB der Peptidkette auf die Basizitat der funktionellen Gruppen im DTPA-Molekiil
widerspiegeln.

Die DTPA-Peptide wurden mit und ohne Zusatz von 0.1 N HCI titriert. Weiterhin erfolgte
eine Titration des jeweiligen Peptides zur Bestimmung der zusétzlich vorhandene Protonie-
rungsstufen.
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.11. aufgefiihrt und den Daten des DTPA-Phe-Gly-Gly-
Systems sowie DTPA gegenibergestellt. Zum besseren Vergleich der DTPA-gekoppelten
Peptide wurden Literaturwerte &hnlicher DTPA-Systeme hinzugeflgt.

Tabelle 5.11.  Vergleich der Sauredissoziationskonstanten unterschiedlicher DTPA-Systeme
(DTPA-PA: DTPA-Mono-Propylamid; DTPA-PE: DTPA-Mono-Propylester)

pKs PKs1 PKs2 PKss PKss

DTPA [91] 1.82 2.65 4.28 8.53 10.45

DTPA-Phe-Gly-Gly 2.19 413 6.52 10.48

DTPA-Phe-Gly-Phe-Gly 2.46 4.22 659 ~ 10.68
DTPA-Phe-Tyr -NH, 2.49 3.83 6.33 9.87

DTPA-Phe-Trp 2.91 452  8.71 10.46
DTPA-PA [107] 1.8 3.8 6.4 9.9
DTPA-PE [107] 1.8 3.8 6.6 9.8

Die Daten in Tabelle 5.11. verdeutlichten die Parallelen der betrachteten Systeme. Ausge-
hend von den pKs-Werten des DTPA zeigte sich besonders bei der 3. Protonierungsstufe
in den DTPA-gekoppelten Peptiden eine starke Verminderung der Basizitdt der Amin-
Stickstoffatome. Obgleich in den Literaturdaten fir DTPA-PA und DTPA-PE keine Fehler-
bereiche angegeben wurden, war auch hier ein direkier Vergleich mit den DTPA-Pepiiden

moglich.

Gerade im Hinblick auf die Berechnung von Stabilitdtskonstanten mehrbasiger Komplex-
bildner mit Metall-Kationen war dieses Verhalten von besonderem Interesse. In Abschnitt
3.1. wurde bereits darauf hingewiesen, daf die Sauredissoziationskonstanten als Para-
meter der Gesamtkonzentration der Komplexbildners in das Komplexgleichgewicht einflie-
Ben. Die exakte Berechnung der Gleichgewichte flhrt nur unter der Verwendung der vollig
deprotonierten Form des Komplexbildners zur tabellierten Gesamt-Bildungskonstante des
Komplexes. Da diese Form bei DTPA-gekoppelten Proteinen bzw. Peptiden oftmals nicht
genau definiert werden konnte, waren nur Naherungen tber Derivate méglich. Dal3 gerade
diese Néherung, die fir DTPA bzw. DTPA-Derivaten durchgeflihrt wurden, von erheblichen
Fehlern begleitet war, wurde aus den Unterschieden der pK,-Werten in Tabelle 5.11. deut-
lich.

Eine Modellrechnung fur einer Gleichgewichtsbestimmung bei z.B. pH 6 wiirde bei glei-
chen realen Gesamtkonzentrationen unterschiedliche Konzentrationen der deprotonierten
Form liefern (IDTPA*]/ [DTPA-Phe-Gly-Gly*]/ [DTPA-PA*]= 0.0137/ 1 / 4,7824). Fir die
berechneten Stabilitdtskonstanten (log B) lagen die Werte im Verhéltnis zum DTPA-Phe-
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Gly-Gly-System fiir DTPA nach Gleichung (12) um 1.864 unter und fir DTPA-PA um 0.68
Uber dem tatsachlichen Wert.

Eine Evaluierung eines komplexen Systems, das sensibel auf Anderungen von Gleichge-
wichten reagiert, wére bei diesen Abschétzungen quantitativ unzureichend. In biologischen
Systemen, in denen eine Vielzahl von Parametern einflieBt, muBte eine Bewertung in dem
Augenblick scheitern, in dem sich die bedingenden und in den meisten Féallen dynami-
schen Komplexgleichgewichte Uberlagerten. Da in diesen Systemen weder die Kom-
plexgleichgewichte als zeitlich konstant angesehen werden konnten und ferner die sie be-
einflussenden Parameter der gleichen Dynamik unterlagen, waren Fehlerabschatzungen,
die GréBenordnungen Uberstrichen, kein geeigneter Ansatz, konkrete Aussagen zu ma-
chen.

Aus diesem Grund wurde ein neuer Ansatz (Abschnitt 5.2.4.) entwickelt, der die Berech-
nung von Gleichgewichten auch in komplizierteren Systemen zulieB und in dessen Gang
die Parameter zur Darstellung dieser Gleichgewichte ermittelt werden konnten.

5.2.3. Bestimmung der Gesamt-Stabilitdtskonstanten (B,) von DTPA-
Peptiden durch potentiometrische Titration

Eine klassische Methode zur Bestimmung der Brutio-Stabilitaiskonstante von Metallkom-
plexen stelli die potentiometrische Titration dar [cf. 130]. Die Titration eines Komplexbild-
ners wie z.B. DTPA-Phe-Gly-Gly liefert die Sauredissoziationskonstanie des beirachieten
Systems. Durch die Komplexierung von Yiitium durch DTPA-Phe-Gly-Gly werden alle
Protonen der an der Komplexierung beteiligten funktionellen Gruppen freigesetzt und koén-
nen titriert werden.

Die Titrationskurven fur DTPA-Phe-Gly-Gly und Y-DTPA-Phe-Gly-Gly sind in Abbildung
5.17. gegenlbergestellt.
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Abbildung 5.17. Titrationskurven fir DTPA-Phe-Gly-Gly und Y-DTPA-Phe-Gly-Gly
[DTPA-Phe-Gly-Gly]: 2.881-10° M/L; [Y-DTPA-Phe-Gly-Gly]: 2.4318-10°° M/L
21°C; 0.1 N KCI; Titrans: 0.1 N KOH.

Die Titrationskurve von Y-DTPA-Phe-Gly-Gly zeigte deutlich, da3 durch die Komplexierung
insgesamt 4 Protonen freigesetzt wurden. Das flinfte Proton konnte dem C-Terminus des
Peptides zugeordnet werden. Nach der Neutralisation der Protonen stieg der pH-Wert ent-
sprechend der zugesetzten KOH an. Das in diesem Zusammenhang keinerlei weitere
Protonierungsstufen titriert werden konnten deutete darauf hin, daB analog dem freien
DTPA die Koordination des Y* tber die 3 Stickstoffatome erfolgte. Ob alle 4 Carboxyl-
Funktionen an der Komplexierung beteiligt waren, konnte aufgrund der niedrigen pKs-
Werte dieser Gruppen aus der Titrationskurve nicht direkt geschlossen werden. Die Analy-
se der Datenpunkte durch Iteration mit dem Programm PKAS [129] ergab die in Tabelle
5.12. wiedergegebenen Daten.
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Tabelle 5.12. Iterationsdaten bestimmt mit PKAS [129]

DTPA-Phe-Gly-Gly Y-DTPA-Phe-Gly-Gly
Konzentration (Vorgabe) [M/L] 2.88-10° 2.43-10°
Konzentration (korrigiert) [M/L] 2.7710°° 2.34-10°
A (D-Fehler) [Alog[H] 0.018 0.010
pKs (Phe-Gly-Gly -COOH) ) 3.41+0.03 3.41+0.02

Die aus Abbildung 5.17. berechnete Sauredissoziationskonstante flr das flinfte Proton des
Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Systems konnte demnach exakt der C-terminalen Carbonséure des
DTPA-Phe-Gly-Gly-Systems zugeordnet werden.

Die Bestimmung der Stabilitdtskonstante des Y-DTPA-Phe-Gly-Gly erfolgte danach (iber
das Computerprogramm BEST von Motekaitis [131]. Der Algorithmus, der diesem Pro-
gramm zugrunde iiegt, basiert auf der Massenbilanz (T)) der i-ten Komponente in Abhan-
gigkeit von der k-ten Spezies summiert lber all Spezies (s) in der Lésung. Jede Konzen-
tration ist dabei wiederum ein Produkt der Brutto-Bildungskonstante (B) und der individu-
ellen Komponentenkonzentration [C,,] mit dem stéchiometrischen Koeffizienten (ei ).

(37) I = ; ey By E? [Cn 1%

Die simultanen Gleichungen der Einzelgleichgewichie werden dann nach Vorgabe eines
Schatzwertes fUr die Stabilitdtskonstante geldst und die Fehler der MeBdaten iterativ mini-
miert.

Die Auswertung der Titrationsdaten von Y-DTPA-Phe-Gly-Gly (Abb.5.17.) mit einem
Schatzwert der Stabilitatskonstante von logp = 19.5 lieferte keine zufriedenstellenden Er-
gebnisse fur die Stabilitatskonstante. Der groBBe Fehler von logA = 1.5 wurde zum einen
darauf zuriickgefiihrt, daB die zusétzlich vorhandene Protonierungsstufe des Peptides eine
genaue Bestimmung der Einzelkonponenten C., nicht zulieB. Zum anderen zeigte die
Titrationskurve keine offensichtlichen Anderungen in hohen pH-Breichen, was auf eine
sehr hohe Stabilitatskonstante hinwies und somit eine Auswertung mittels potentiometri-

scher Titration erschwerte.
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5.2.4. Bestimmung der Gesamt-Stabilititskonstanten von DTPA-Pepftiden
durch Ligandenverdrangung

Die Berechnung von Gesamt-Bildungskonstanten sehr stabiler Komplexe erfolgte in den
meisten Fallen durch Verdrangungsreaktionen [cf. 132,133,134]. Die Verdrdngung des
Metalles aus einer Komplexstruktur konnte dabei entweder durch ein konkurrierendes

Metall-Kation oder durch einen konkurrierenden Liganden erfolgen.
Bei einer Ligandenverdrangungsreaktion ausgehend von einem Komplex MA 148t sich die
Verschiebung des Gleichgewichtes in der Losung durch den konkurrierenden Liganden B:

(38) MA®C™ L B™ « MBM™ 4+ A™
durch eine Gleichgewichtskonstante Kg beschreiben:

MB - TAm
Bue
(39) Ko = %B“" ][MA]i["‘""*% ) B:A

Die Gleichgewichtskonstante Kg l&4Bt sich wiederum aus den Gleichgewichtskonstanten
der individuellen Komplexgleichgewichte (Bua, Bus) herleiten. Die genaue Herleitung sowie
die Gleichgewichie der Einzelkomponenien wurde in Abschnitt 3. beschrieben. Die Losung
dieser Gleichung wirde bei Kenntnis aller Komponenten die gesuchte Gesami-
Stabilitatskonstante (Bma) des betrachteten Komplexes liefern. Voraussetzung fur die Los-
barkeit der Gleichung ist, daB neben dem untersuchten Gleichgewicht keine weiteren
Komplexformen zu betrachten sind. In den Fallen, in denen protonierte Metall-Ligand-
Spezies mit relevanter Stabilitdt sowie andere Gleichgewichtsbeinflussungen, z.B. konkur-
rierende Hydrolyse des Metall-Aquo-Komplexes, in das Gleichgewicht eingehen, muBten
die einzeinen Terme entsprechend den vorliegenden Massenbilanzen und schrittweisen
Bildungskonstanten erweitert werden.

In Abschnitt 3.2.2.1. wurde bereits eine neue Mbglichkeit der Komplexstabilitatsbestim-
mung beschrieben, die unter den gemachten Voraussetzungen auch ohne vorherige
Kenntnis der Sauredissoziationskonstanten des betrachteten Komplexbildners eine Be-
rechnung erméglichen sollte. Das Prinzip dieser Methode basierte wiederum auf der Li-
gandenverdrangungsreaktion, die jedoch unter Verwendung sehr kleiner Metall-lonen-
Konzentrationen erfolgte. Um diese geringen Metall-lonen-Konzentrationen als auch eine
geeignete MeBmethodik zur Bestimmung des Gleichgewichtes gewahrleisten zu kénnen,
bot sich der Einsatz trdgerfreier Radiometalle an. Fiir die Beschreibung des Gleichge-
wichtes lieBen sich die gleichen Kriterien anflihren, die auch bei makroskopischen Unter-
suchungen galten. Im Gegensatz zu makroskopischen Systemen war jedoch die Konzen-
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trationen der véllig deprotonierten Form des Liganden, die in die Gleichung flr die Ge-
samt-Bildungskonstante B, einging, gegenliber der Metallkonzentration selbst bei hiedrigen
pH-Werten im standigen UberschuB. Ist die Stabilitdtskonstante des gebildeten Komplexes
viel gréBer als die Stabilititskonstante von Konkurrenzgleichgewichten in der Ldsung,
sollte die Gleichgewichtskonstante Kg der Lésung direkt den Wert der Gleichgewichtskon-
stante der Reaktion:

(40) M™ + A™ o MAC™ o K= ————[MA(n_m)+] =K
NTRCE

=P,

liefern. In dieser Gleichung beschreiben die Exponenten n+ und m- die Ladung der Spezi-
es, die den Komplex mit der groBten Stabilitatskonstante ausbilden. Fur den Konkurrenzli-
ganden gilt die entsprechende obige Gleichung, so daf3 das Verhalinis beider Gleichge-
wichte das Losungsgleichgewicht beschreibt. Fir das Gleichgewicht in der Ligandenver-
drangungsreaktion 143t sich dann Gleichung (39) umstellen:

e A BN B 7N
(41) Ka = [Blw~][MA(n—m)+] = Bun = Pua =Bus- [ A"‘“]' [MB(“‘“”]

Waren die Sauredissoziationskonstanten der beteiligten Liganden bekannt, kénnten die
Konzentrationsn [Bh] und [A™] bei jedem pH-Weri berechnet werden.

Die Bestimmung der deprotonierten Formen der Komplexbildner erfolgt Gber die Séuredis-
soziationsgleichgewichte, die durch Titrationen gemessen werden koénnen. Die Gesami-
Stabilitatskonstante Bua knnte dann unter Verwendung der Gesamt-Stabilitdtskonstanten
des Konkurrenzliganden Bus durch Messung der Radioaktivititsverteilung [MA®™"] /
[MB™"] bestimmt werden.

Die Uberpriifung dieses Ansatzes erfolgte durch Verwendung der DTPA gekoppelten Mo-
dell-Peptide: DTPA-Phe-Gly-Gly, DTPA-Phe-Trp und DTPA-Phe-Tyr. Bestimmt werden
sollte die Gesamt-Bildungskonstante des Yttrium-Komplexes dieser Verbindungen. Im
Hinblick auf die Berechnung von Stabilitdtskonstanten von Komplexen mit Komplexbild-
nern, deren Sauredissoziationskonstanten unbekannt sind, stand gerade das pH-Verhalten
der Ligandenverdrangungsreaktion im Vordergrund.

5.2.5. Bestimmung der Gesamt-Stabilitdiskonstanten von DTPA-Phe-Gly-
Gly

Unter der Annahme, daf3 nur die jeweils stabilste Form des Komplexes gebildet wirde,
sollte die Konzentration des Komplexes eine Funktion von [A™] und damit eine Funktion
des pH-Wertes sein (Abschnitt 3.2.2.1.). Da dieser Ansatz entsprechend flr den Konkur-
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renzliganden gelten muBte, sollte sich das Verhaltnis der deprotonierten Formen beider
Liganden nicht linear mit dem pH-Wert andern. Vielmehr sollte bei einer Auftragung
[MAY/[MB] vs. pH in Bereichen der Sauredissoziationskonstanten des betrachten Komplex-
bildners ein Wendepunkt auftreten. Der Kurvenverlauf wiirde einer Auftragung in Abb. 3.1.
entsprechen, d.h. aus dem Kurvenverlauf soliten die Sduredissoziationskonstanten sowie
die stabilste Form des Komplexes ablesbar sein.

Der Ansatz wurde anhand der Ligand-Ligand-Verdrangungsreaktion:

%Y —DTPA -Phe - Gly - Gly + EDTA <> DTPA —Phe - Gly - Gly + ®*Y -EDTA

tiberpriift. Die Bestimmung der Komplexverhltnisse ®Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / ©Y-EDTA in
Abhangigkeit vom pH-Wert ist in Abbildung 5.18. wiedergegeben.

s Abb.5.18.
Ligandenverdangungsreaktion %Y-
5L DTPA-Phe-Gly-Gly / ®Y-EDTA in

Abhéngigkeit vom pH-Wert bei ver-
schiedenen Konzentrationsverhaltnis-
sen der beteiligten Liganden.
T:25°C; 0.1 NKCI

£
>

88Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / 88Y-EDTA
w
T

o [DTPA-Phe-Gyl-Gyll/ [EDTA] = 1 : 1.158
& [DTPA-Phe-Gly-Gly}/[EDTA) = 1 : 2.939
O  [DTPA-Phe-Gly-Gly]/[EDTA] = 1 : 5791
or ! I I

3 4 5 6 7 8

pH

Das Komplexverhéltnis wuchs mit steigendem pH-Wert stetig an. Im Bereich von pH 4 und
pH 6.5 wurde diese Anderung maximal (Wendepunkt). Dieser Effekt erwies sich als unab-
héngig vom eingesetzten Ligandenverhéltnis. Sollte Gleichung (41) gelten und keine pro-
tonierten Zwischenstufen der Liganden an der Reaktion beteiligt sein, sollten die drei Kur-
ven durch Normierung ineinander (berflihrbar sein. Zur Normierung wurde alle Ausgangs-
konzentrationsverhéltnisse der Liganden mit 1 festgelegt. Das Ergebnis ist in Abb.5.19.

dargestellt.
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Abb.5.19.

Darstellung der Komplexverhéltnisse
8y.DTPA-Phe-Gly-Gly / %Y-EDTA vs.
pH normiert auf ein Konzentrationsver-
haltnis DTPA-Phe-Gly-Gly / EDTA = 1

16 -

14

12

10 -

%Y-DTPA-Phe-Gly-Gly / ®*Y-EDTA

Tatséchlich befanden sich alle Werte in guter Deckung. Die in Abbildung 5.19. wiederge-
geben Kurve gibt die polynome Regressionskurve an die vereinigten Datenpunkte wieder.
Im Bereich pH 4.0 und pH 6.5 wurden die Wendepunkte bestimmt. Die exakten Werte be-
rechneten sich zu: pH 4.13 und 6.66. Nach den Vorhersagen (Kapitel 3.2.2.1.) sollten die-
se Wendepunkie (W.P.) gerade die py-Werte des DTPA im DTPA-Phe-Gly-Gly-System
beschreiben. Ein Vergleich mit den Tiirationsdaten aus Abschnitt 5.2.1. zeigte die guie
Ubereinstimmung der Werie:

Tabelle.5.13.  Vergleich der Sauredissoziationskonstanten bestimmt durch Titration (pKs) und Li-
gandenverdrangung (W.P.)

PK, W.P.
4,12 413
6.52 6.66

Die Ubereinstimmung der MeBwerte mit den durch Titration bestimmten pK<-Werten be-
statigte, daf3 nach Gleichung (41) Uber die Messung der pH-abhéngigen Ligandenverdran-
gungsreaktion bei einer Auftragung der Komplexverhéltnisse im Gleichgewicht vs. pH
durch Berechnung der Wendepunkte die Sauredissoziationskonstanten des beteiligten
Liganden bestimmbar waren®. Diese Méglichkeit bot somit den ersten Schritt zur Bestim-
mung von Komplexgleichgewichten mit Liganden, deren Sauredissoziationskonstanten
nicht bekannt waren. Diese wurden entlang der pH-Abhéngigkeit der Ligandenverdran-

% Der scheinbar groBe Fehler des zweiten W.P. wird in Abschnitt 5.4. diskutiert
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gungsreaktion durch die Anwendbarkeit der Gleichung (41) erhalten und konnten in die

Berechnung der Gesamt-Stabilitdtskonstante einbezogen werden.
Die Bestimmung der Gesamt-Stabilitdtskonstante konnte anschlieBend direkt durch An-
wendung von Gleichung (41) erfolgen. Durch Umstellen und Logarithmieren folgte:

M (n-m)+ Am—
“2) l0g (Jz5mm) + 109 (Bus) = 109 (Bya) + log (5)

Eine Gleichung (42) entsprechende Auftragung sollte eine Gerade ergeben mit der Stei-
gung 1 und dem Y-Achsenabschnitt logBwa. Der Berechnung der Ligandenkonzentrationen
lagen die in Tabelle 5.14. aufgefihrten pKs-Wert zugrunde.

Tabelle 5.14.  Zur Berechnung der Ligandenkonzentrationen verwendete
Séuredissoziationskonstanten

P K51 P KsZ p KS3 p Ks4

DTPA-Phe-Gly-Gly 219 413 652 1048
EDTA [91] 200 268 6141  10.17

Die Auftragung fur die MeBergebnisse der Y-DTPA-Phe-Gly-Gly-Untersuchungen in
Abb.5.20. ergab eine Regressionsgeraden miit der Steigung 0.887 und einem Y-
Achsenabschnitt von 19.66.,

20
Abb.5.19.

- Bestimmung der Gesamt-
Stabilititskonstante von Y-
DTPA-Phe-Gly-Gly durch eine
Auftragung entsprechend Gilei-
chung (40)

log([*Y-DTPA-Phe-Gly-Gly)/[*®Y-EDTA]) + 18.08

-2

log ([DTPA-Phe-Gly-Gly*V[EDTA*])
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Fur die Gesamt-Stabilitdtskonstante von Y-EDTA wurde der Literaturwert logp = 18.08
[91] verwendet. Die Abweichung der Regressionsgeraden von 1 wurde auf die Fehler der
pKs-Wert-Bestimmung des DTPA-Phe-Gly-Gly zurlickgefiihrt. Gerade im Bereich sehr
niedriger pH-Werte als auch im Bereich sehr hoher pH-Werte war die Bestimmung der
pKs-Werte mittels Titration mit gréBeren Fehlern behaftet. Dieses galt nicht nur fiir die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Titrationen, sondern auch fur die in der Literatur tabellierten
Werte. In Abbildung 5.20. zeigte sich dieses Verhalten besonders in den Abweichungen
von der Regressionsgeraden bei grof3en Ligandenverhaltnissen (hoher pH-Wert). Ferner
gingen gerade in diese MefBwerte kinetisch bedingte Fehler ein, die in Abschnitt 5.4. disku-
tiert werden.

Grundsétzlich erwies sich diese Methode als gute Variante zur Bestimmung der Gesamt-
Stabilitatskonstanten von mehrbasigen Komplexbildnern mit Metall-Kationen. Auch durch
Variation der Steigung der Regressionsgeraden lag der Fehler im Bereich von 0.3. Das
Ergebnis dieser Untersuchungen lieferte somit die Gesamt-Stabilititskonstante von Y-

DTPA-Phe-Gly-Gly: logB= 19.7+0.3.

5.2.6. Bestimmung der Gesami-Stabilitédtskonstanten (,) von Y-DTPA-Phe-
Trp und Y-DTPA-Phe-Tyr-NH,

Neben der Berechnung der Gesamt-Siabilitdiskonsianie von DTPA-Phe-Gly-Gly wurden
zur Uberprifung des Ansaizes die Bildungskonstanten fiir DTPA-Phe-Trp und DTPA-Phe-
Tyr-NH; bestimmt.

Da die Ergebnisse aus Abschnitt 5.2.5. zeigten, daB bei der Anwendung kleiner Metall-
lonen-Konzentrationen das Gleichgewicht der Reaktionslésung direkt durch Gleichung (41)
ausgedruckt werden konnte, wurde zur Bestimmung der Stabilitdtskonstante von Y-DTPA-
Phe-Trp und Y-DTPA-Phe-Tyr-NH, keine polynome Regression durchgefiihrt, sondern
Gleichung (41) direkt auf die Datenpunkte im [Y-DTPA-Peptid)/[Y-EDTA] vs. pH-Diagramm
angewendet.

Gleichung (41) wurde dazu mit den in Abschnitt 3.1. beschriebenen Ausdriicken fir die
Sauredissoziationsgleichgewichte der Liganden erweitert (Gleichung(43).
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[Y_ DTPA ‘P-] - Koi Koz Kps Kpa . By_oreae. . [DTPA' P-] . A
[Y-EDTA] Ker Keo - Kes ‘Kes  By_eora [EDTA]

(43)
KE1 KE1'KE2 KE1'KE2'KE3 KE1'K52'KES'KE4
1+ + + .
N 0 N [T
1+KD1 +KD1'KDZ +KD1'KD2'KDS +KD1‘K02'KDa‘KD4
] [T [H]’ [T’

Kpi.4 = Sauredissoziationskonstanten des DTPA-Peptides; Kgy.4 = Sauredissoziationskonstanten des
EDTA; [H] = Konzentration der Protonen in der Lésung; [DTPA-P.], [EDTA]: Gesamtkonzentration
der eingesetzten Liganden

Bei der Gegenuberstellung der MeBpunkte und der nach Gleichung (43) berechneten
Werte wurden zur Vereinfachung die tabellierten Séuredissoziationskonstanten des EDTA
(K1) (Tabelle 5.14. [91]) eingesetzt. Zur Minimierung der lterationsschritte wurden fir die
Konstanten Kpi.4 Schatzwerte (Kpi: 107 Koot 10%; Kpg: 105 Kps: 107°) vorgegeben, die
mit den erwarteten K-Werten (Tabelle 5.11.) vergleichbar waren. Der theoretische Kur-
venverlauf, beschrieben durch den Ausdruck A in Gleichung (43), wurde durch Variation
der Konstanten Kpys mit dem durch die MeBpunkte vorgegebenen Kurvenverlauf in Uber-
einstimmung gebracht. Die Variation erfolgte bis zur iterativen Minimierung der Divergenz
zwischen theoretischem und realem Kurvenverlauf.

Die Ergebnisse der Vertellung der Yitrium-Komplexe in der Ligandenverdrdngungsreakiion
zwischen DTPA-Phe-Trp / EDTA und DTPA-Phe-Tyr-NH, / EDTA in Abhéangigkeit vom pH-
Wert sind in den Abbildungen 5.20. und 5.21. dargesielit.

Abb.5.20,

Komplexverhéltnisse **Y-DTPA-
Phe-Tyr-NH, / ®Y-EDTA vs. pH.
Der Kurvenverlauf wurde nach
Gleichung (43) berechnet
Vorgaben: pKg4 (EDTA): 2.00;
2.68; 6.11; 10.17
[DTPA-Phe-Tyr]: 0.765 mM/L
[EDTA}: 3.386 mMIL;

25°C; 27 ml

®Y.DTPA-Phe-Tyr / %8Y-EDTA
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Die eingezeichneten Fehlerbreiten (s) wurden durch Wichtung (1/s°) in der Regression

bertcksichtigt.

14 |-

10 +

88Y.DTPA-Phe-Trp / ®Y-EDTA

pH

Abb.5.21.
Komplexverhiltnisse ®Y-DTPA-
Phe-Tyr-NH, / ®Y-EDTA vs. pH.
Der Kurvenverlauf wurde nach
Gleichung (43) berechnet
Vorgaben: pKgi.4 (EDTA): 2.00;
2.68; 6.11; 10.17
[DTPA-Phe-Tyr]: 1.0125 mM/L;
[EDTA}: 2.9572 mM/L; 25°C; 27
ml

Enisprechend den Ansaizen im DTPA-Phe-Gly-Gly- / EDTA-System liellen sich die ge-
messenen Daienpunkie iierativ an die Gleichung (43) anpassen. In die lteration gingen die
Ks-Literaturwerte des EDTA ein. Die Ks-Werte, einerseits als Resultat der Datenauswer-
tung mit Gleichung (43) und andererseits bestimmt durch Titration, sind fir das Y-DTPA-

Phe-Tyr-NH;- und Y-DTPA-Phe-Trp-System in Tabelle 5.15. gegentibergestelit.

Tabelle 5.15.  Vergleich der pK-Werte des DTPA-Phe-Tyr und DTPA-Phe-Trp aus der Ligan-
denverdrangungsreaktion (L.V.) mit den Titrationsdaten aus Abschnitt 5.2.1.

Ligand PKs1 pKs2 pKss PKss

EDTA 2.00 2.68 6.11 1017
DTPA-Phe-Tyr-NH, (L.V.) 1.80£0.20 3.96+0.15 6.15£0.40 9.74%0.35
DTPA-Phe-Tyr-NH, (Titration) | 2.58+0.10 3.83+0.03 6.33+0.04 9.87+0.03
DTPA-Phe-Trp (L.V.) 1.8020.20 4.05+0.45 6.3240.40 9.07+0.28
DTPA-Phe-Trp (Titration) 2.9110.03 4.52+0.06 6.71+£0.03  10.46+0.03

Gute Ubereinstimmung wurde fir die K<-Werte gefunden, die im tatséchlich gemessenen
pH-Bereich lagen (pH 3 ~ 9), d.h. K2 und Kg;. Die Datenanpassung im Bereich hoher (Kss)
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und sehr niedriger (K1) pH-Werte war naturgeman mit gréBeren Fehlern behaftet. Da die-
ses sowohl flir die Iteration der Titrations- als auch fur die Ligandenverdrdngungsreakti-
ons-Daten galt, war die Beurteilung des korrekten Wertes schwierig.

Nach Gleichung (42) sollten die Datenpunkte im log([Y-DTPA-Peptid]/[Y-EDTA])+18.08 vs.
log([IDTPA*)/[EDTA*])-Diagramm unter Verwendung der Sauredissoziationskonstanten der
DTPA-Peptide auf einer Geraden mit der Steigung 1 liegen. Fir die MeBreihen Y-DTPA-
Phe-Tyr-NH, und Y-DTPA-Phe-Trp sind die Auftragungen in den Abbildungen 5.22. und
5.23. dargestellt. Zur Berechnung des Ligandenverhéltnisses wurden die S&uredissoziati-
onskonstanten aus der Berechnung der Gleichung (43) verwendet.

180

17,5 =

fog({®Y-DTPA-PHE-TRPJ[*Y-EDTA]) + 18.08
1og((®Y-DTPA-Phe-Tyr)[®Y-EDTA})+18.08

17,0 ! L

17,6 !

L o ! 00 0.2 0,4 0,6 0,8 1,0 1
log([DTPA-PHE-TRP*Y[EDTA*) log(IDTPA-Phe-Tyr“JEDTA*])
Abb 5.22, Abb.5.23.
Bestimmung der Stabilittskonstante flr Bestimmung der Stabilitatskonstante fir
Y-DTPA-Phe-Trp aus der Ligandenver- Y-DTPA-Phe-Tyr-NH, aus der Ligandenver-
drangungsreaktion nach Gleichung (42). drangungsreaktion nach Gleichung (42).

Aus den Abb.5.22. und Abb.5.23. konnten die Stabilitatskonstanten fur Y-DTPA-Phe-Trp
(log B = 18.5410.1) und Y-DTPA-Phe-Tyr-NH, (log B = 18.7410.1) bestimmt werden. Die
einzelnen Sauredissoziationskonstanten konnten dabei im Gang der Ligandenverdran-
gungsreaktion ermittelt werden. Die pKs-Werte auBerhalb des MeBbereiches wurden dabei
Uber die Gleichung (43) angenahert und liefern aus diesem Grunde nur unzureichend ge-
naue Werte. Dieser Umstand wird in Abb. 5.23. durch Abweichungen bei sehr niedrigen
als auch sehr hohen Konzentrationsverhéltnissen der deprotonierten Liganden deutlich.

Zusammenfassend waren die Anzahl der Datenpunkte sowie der MeBbereich mafgeben-
de Faktoren bei der exakten Bestimmung der Sauredissoziationskonstanten. Jede Abwei-
chung von den tatséchlichen K-Werten wirkte sich direkt durch Verschiebung der Regres-
sionsgeraden im log([Y-DTPA-Peptid)/[Y-EDTA]) + 18.08 vs. log([DTPA-Peptid* J/[EDTA"])
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-Diagramm aus, wodurch die Stabilitatskonstante zwangsléufig auch dann mit grof3en
Fehlern behaftet war, wenn die Regressionsgerade eine exakte Steigung von 1 lieferte.
Diese Steigung resultierte aus der Anpassung von Gleichung (43) an die MeBBergebnisse
und mufte in der Regression 1 ergeben, auch wenn die Einzeldaten relativ stark von der

Geraden abwichen.

Die Gesamt-Stabilitidtskonstanten, die aus den vorangegangenen Versuchen bestimmt
wurden, standen weitesgehend im guten Einklang mit ahnlichen Me-DTPA-Systemen
[107]. In Tabelle 5.16. sind einige dieser Systeme gegenibergestelit.

Tabelle 5.16. Vergleich der Gesamt-Stabilitatskonstanten von Y-DTPA-Systemen mit Gd-DTPA-

Systemen
Y-DTPA-Systeme logB Gd-DTPA-Systeme [107] logB
Y-DTPA 22.05 Gd-DTPA 22.46
Y-DTPA-Phe-Gly-Gly 19.7 Gd-DTPA-PA 19.68
Y-DTPA-Phe-Trp 18.54 Gd-DTPA-PE 18.91
Y-DTPA-Phe-Tyr 18.74 Gd-([DTPA}41)-BSA 18.80°
Gd-([DTPA}ss)-lgG 18.87°

% Fur die Berechnung wurden die Sauredissoziationskonstantien des DTPA-PA
(Tabelle 5.10.) verwendet,

(Gd-DTPA-PA: Gd-DTPA-Propylamid; Gd-DTPA-PE: Gd-DTPA-Propylester;
Gd-([DTPA]y)-BSA: Gd-DTPA-Rinderserum-Albumin;

Gd-([DTPA)s5)-lgG: Gd-DTPA-Immunoglobulin G)

Tendenziell zeigten sowohl das Y-DTPA-System als auch das Gd-DTPA-System eine Re-
duzierung der Komplexstabilitdtskonstante durch Blockierung einer Carboxyl-Funktion des
DTPA. Die Bestimmung der Gesamt-Stabilititskonstanten der Gd-DTPA-Systeme erfolgte
spektrophotometrisch, wobei die Sauredissoziationskonstanten des DTPA-PA verwendet
wurden. Dieser Ansatz entspricht der in Kapitel 3.2.2. dargestellten Methodik, Gesamt-
Stabilitatskonstanten von Komplexsystemen, die nicht direkten Messungen zugénglich
sind, Uber ,meBbare” Derivate zu berechnen.

5.2.7. Bestimmung der Gesamt-Stabilitidtskonstanten (B,) von Y-[DTPA-
(D)Phe’]-Octreotid

Bei der Entwicklung von Yttrium-Komplexen hoher Stabilitét in Hinblick auf mégliche An-
wendungen von *Y-Radiotherapeutika war die Kenntnis der Gesamt-Stabilitatskonstante
zusammen mit Aspekten der Komplexierung zentraler Bestandteil zur Abschéatzung der in
vivo-Stabilitdt der Komplexe. Fir viele nuklearmedizinische Zwecke erfolgte diese Cha-
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rakterisierung lediglich empirisch, jedoch wére schon aus dosimetrischen und ethischen
Grinden grundsétzlich die vorherige exakte physikochemische Messung vorzuziehen.

Als finale Anwendung der in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Methode sollte
dazu beispielhaft die Gesamt-Stabilitatskonstante (B,) von Y-[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid
([Y]-SDZ 215-811) bestimmt werden. Eine Kombination der kinetischen Daten mit der Sta-
bilititskonstante des Komplexes sollte Entscheidungen (iber die Anwendbarkeit dieses
Systems ermdglichen.

Die Sauredissoziationskonstanten waren nicht bekannt, sollten sich aber im Verlauf der
Untersuchungen berechnen lassen und letztendlich die Gesamt-Stabilitatskonstante des
Komplexes liefern. Da die Bestimmung der 1. und 4. pK,-Stufe bisher nur unzureichend
erfolgte, sollte die Anzahl der Datenpunkte gerade in diesen pH-Bereich optimiert werden.
In Abbildung 5.24. sind die Ergebnisse aus zwei Versuchsreihen zusammengefaf3t. Die
Daten wurden flr Ausgangskonzentrationsverhaltnisse der Liganden von 1/ 14.8 und 1/
3.35 bestimmt. Die Datenpunkte des ersten Ligandenverhéltnis (1/14.8) wurden durch
Normierung den Werten der zweiten Versuchsreihe angepaft.

*®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid / ®V-EDTA

10

Abb. 5.24. Komplexverhaltnisse %Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid / *Y-EDTA vs. pH
[DTPA-(D)Phe']-Octreotid: 0.278 mM/L; [EDTAJ: 0.931 mM/L; 25°C; 27 mi 0.1 N KCl
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Die lteration der Datenpunkte an den H'-abhangigen Term der Gleichung (43) erfolgte
durch Variation aller beteiligten Protonierungsstufen der beiden Konkurrenzliganden, d.h.
die Anpassung der Daten erfolgte nicht an die tabellierten pKs-Werte des EDTA.

Abbildung 5.24. verdeutlichte die gute Korrelation zwischen MeBwerten und der theoreti-
schen Beschreibung der Komplexgleichgewichte durch Gleichung (43). Die Fehlerbreiten
der MeBwerte wurden durch Wichtung in der lteration berlcksichtigt. In Bereichen niedri-
ger pH-Werte (pH 2-5) konnten die Wendepunkte in Abbildung 5.24. und damit die jeweils
ersten beiden K;-Werte der beteiligten Liganden mit hoher Genauigkeit bestimmt werden.
Die in Abbildung 5.24. dargestellten Datenpunkte représentieren die Mittelwerte aus jeweils
drei Einzelmessungen. Trotz der groBen Datenfiille wirkte sich die relativ groBe Standar-
dabweichungen in héheren pH-Bereichen direkt auf die Genauigkeit der Ks-Werte nach
Gleichung (43) aus. Die Ergebnisse der pK.-Bestimmung fir [DTPA-(D)Phe']-Octreotid
und EDTA sind in Tabelle 5.17. zusammengefaBt. Ergdnzend wurden die tabellierten pKs-
Werte des EDTA gegeniibergestellt.

Tabelle 5.17.  Ergebnis der pKs-Wert-Berechnung fiir [DTPA-(D)Phe']-Octreotid und EDTA

aus Abb.4.26
% pKs-Werte aus A.E.Martell; Stability Constants of metal-ion complexes [91]

pKs1 pKs2 pKss pKss

[DTPA(D)Phe'|Ocireotid | 1.8940.1  3.9240.08  6.90+0.03  10.0740.02
EDTA 2.00£0.1 2.74+0.08  6.64+0.03  10.80+0.02
EDTA® 2.00£0.1 2.68£0.1  6.11+0.02  10.17+0.02

Ein Vergleich der berechneten pKs-Werte des EDTA mit den Literaturdaten verdeutlichte
die gute Ubereinstimmung der pKg; und pKs, . Die Abweichung der Sauredissoziationskon-
stanten pKss und pKss des EDTA von den tabellierten Werten muBte in Hinblick auf die
gréBeren Fehler im héheren pH-Bereich akzeptiert werden. Grundsétzlich zeigte sich aber,
daf3 sich Gleichung (41) direkt auf das Losungsgleichgewicht anwenden lie3 und somit die
Moglichkeit bot, pKs-Werte auf diese Art zu bestimmen.

Durch Einsetzten der Werte in Gleichung (41) konnte im Folgenden die Stabilitatskon-
stante von Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid analog den Untersuchungen in Abschnitt 5.3.6.
bestimmt werden. Zur Berechnung des Konzentrationsverhaltnisses [[DTPA-(D)Phe'l-
Octreotid“/[EDTA*] wurden die tber Gleichung (43) bestimmten pK.-Werte der beiden
Liganden verwendet.
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19,5
Abb.5.25.

Bestimmung der Gesamt-
Stabilitatskonstante von
Y-[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid
im log((®®Y-[DTPA-(D)Phe'}-
Octreotid]/[*°Y-EDTA]) + 18.08
vs. log([[DTPA-(D)Phe']-Octre-
otid*][EDTA*))-Diagramm aus
den Daten in Abb.5.24.

19,0

18,6

18,0

17,6

log(®Y-[DTPA-(D)Phe'-Octreotid] / [*°Y-EDTA]) + 18.08

17.0 ! ! ! I I
0 -1 -2

log([[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid* Y[EDTA"])

Die Regressionsgerade in Abb.5.25. lieferte einen Y-Achsenabschnitt von 19.25 + 0.05.
Aufgrund der groBen Anzahl der Datenpunkie und der guten Anpassung der Gleichung
{43) an die MeBpunkie konnie dieser Wert als gesichert angesehen werden, obwohi die
experimentell ermitielien und in die Berechnung nach Gleichung (43) eingefihrien pKs-
Werte des EDTA (Tab.5.15) von den Literaturwerten etwas abwichen. Eine Bewertung des
Gleichgewichtes mittels Gleichung (43) alternativ unter Verwendung der pKs-Literaturwerte
des EDTA lieferte nur eine schiechtere Kurvenanpassung und bedingte damit starker feh-
lerbehaftete pKs-Werte des [DTPA-(D)Phe']-Octreotid.

5.3. Bestimmung der Lipophilie von ®Y-[DTPA-(D)Phe’]-Octreotid

Neben den physikochemischen Parametern der ®Y-DTPA-Peptid-Systeme ist in Hinblick
auf medizinische Anwendungen die Lipophilie der Substanzen von besonderem Interesse
[135]. Fir ®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid muBte im Vergleich zu anderen Octreotid-
Derivaten eine hohe Hydrophilie, d.h. ein niedriger Verteilungskoeffizient (log P) im Octa-
nol/Wasser-System erwartet werden [cf. 136,137].
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Abb. 5.26. 200
Abhangigkeit des Vertei-
lungskoeffizienten (log P) von
®Y.[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid
vom pH-Wert 205
(n-Octanol; 0.1 N Acetat-
Puffer (pH 3.8-5.8); 0.1 M
Phosphat-Puifer (pH: 5.3-8.3) 210 L
RT; n=5) ’
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Die Strukiur des Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid-Komplexes lieB je nach Komplexstruktur
unterschiedliche Ladungsanteile zu. Interesaant in diesem Zusammenhang war das Ver-
halten des Komplexes bei Variation des pH-Weries. In Abb.5.26. ist der Verieilungskoeiii-
zient von 88Y»[DTF’PF(D)Phe1]='(3ctreo'cid fur verschiedene pH-Werte aufgetragen.

Die Lipophilie von ®Y-DTPA-Octerotid erwies sich als unabhingig vom pH-Wert der L6-
sung. Dieses experimentelle Verhalten lieB Ruckschiisse auf die Komplexstruktur zu.
Demnach sollten in dem betrachteten pH-Bereich keine drastischen konformativen oder
Ladungsénderungen auftreten bzw. diese intramolekular kompensiert werden. Der Amin-
stickstoff der Lysin-Funktion im Octreotid mit einem pKs-Wert > 9.5 sollte erst bei héheren
pH-Werten deprotoniert werden und dadurch zu einer gesteigerten Lipophilie von Y-
[DTPA-(D)Phe']-Octreotid filhren. Eine eventuelle Anderung der Koordinationssphére des
Metallions (z.B. KZ 7 — KZ 6) im betrachteten pH-Bereich konnte aus Unkenntnis Uber
dadurch auftretende Ladungsverschiebungen nicht geklart werden.

54. Zusammenfassende Beurteilung der DTPA-Peptid-Systeme

Komplexierungskinetik als auch thermodynamische Stabilitat von Yitrium-Komplexen sind
gerade in Hinblick auf die nuklearmedizinisch nutzbaren Isotope %Y und ®Y von besonde-
rem Interesse. Die Bestimmung dieser physikochemischen GroBen von Yitrium-
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Komplexen in waBrigem Medium unter EinfluB verschiedener Parameter sollte eine Ab-
schatzung ihres in vivo-Verhaltens ermdglichen.

Untersuchungen Uber die Isotopenaustauschreaktion von 8yY.-DTPA-Peptiden mit Y* am
Beispiel des Y-DTPA-Phe-Gly-Gly (Abschnitt 5.1.3.1.-5.1.3.6.) lieferten durch die Betrach-
tung der an der Reaktion beteiligten Spezies einen Ausdruck fir die Kinetik dieser Reakti-
on, die das Verhalten im betrachteten pH-Bereich anndhernd beschrieb.

(31) R =k, [Y ~-DTPA —Phe - Gly - Gly]-[H" ]

Die Reaktion erwies sich dabei unabhéngig von der Y*-Konzentration, zeigte jedoch ein
stark pH-abhangiges Verhalten. Aus den kritischen Betrachtungen der jeweiligen Reakti-
onsbedingungen resultierte in allen Fallen annéhernd die Gleichung (31). Ein Vergleich mit
ahnlichen Komplexsystemen (Ni-CDTA + Cu®* <> Cu-CDTA + Ni** (Kapitel 5.2.3.3.)) deu-
tete darauf hin, daB Gleichung (30) den protoneninduzierten Teilschritt zur Auflésung des
Y-DTPA-Peptid-Komplexes innerhalb der Isotopenaustauschreaktion beschrieb. Da die
Bildung des Y-Komplexes keinen EinfluB auf die Isotopenaustauschgeschwindigkeit hatte
und somit das einiretende Metall-Kation substituierbar wére, sollie Gleichung (31) allge-
mein flr Dekomplexierungs- bzw. Umkomplexierungsreaktionen von Y-DTPA-Peptid-
Komplexen gelten.

Aus den experimentellen Daten konnte fiir die Geschwindigkeitskonstante k ein Weit von
1.6-10" (M""s™) bestimmt werden. Aus der Temperaturabhéngigkeit der lsotopenaus-
tauschreaktion wurde eine Aktivierungsenergie von 48 kJ/M berechnet. Legt man fur die
Isotopenaustauschreaktion die Dekomplexierung als geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt zugrunde, so 148t sich die Reaktion zum Ubergangszustand hypothetisch formulie-
ren als:

(44) Y —DTPA —Peptid + 17 H* — [Y** + DTPAH,, |

Mit den berechneten S&uredissoziationskonstanten des DTPA-Phe-Gly-Gly und der Ge-
samt-Stabilitatskonstante liee sich die freie Reaktionsenthalpie fir diese Reaktion mit ~
30 kJ/M abschatzen. Da die Gesamtreaktion sicherlich komplexer war als die skizzierte
Reaktion (Gleichung (44), wiirden in die Aktivierungsenergie weitere energieabhangige
Terme einflieBen. Die Zahlenwerte verdeutlichten jedoch, daB die Energie der Dekomple-
xierung bei hoher Gesamt-Stabilitdtskonstante (log Borra-phe-aiy-ay ~ 19.5 = ~ 110 kJ/M )
teilweise durch die Protonierung des Liganden kompensiert werden konnte.

Da diese Eigenschaften der Reaktion unabhéngig von der Art des gekoppelten Peptides
waren, sollte der Reaktionsverlauf der Dekomplexierung allgemein flir Y-DTPA-Systeme
gelten, in denen eine Carboxyl-Funktion des DTPA in eine Amid-Gruppe umgewandelt
wurde.
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Fur die betrachteten Y-DTPA-Peptide wurden vergleichbare Gesamt-Stabilitats-konstanten
bestimmt (Tab.5.18), wobei durch die Verwendung geringer Metallkonzentrationen und hier
in der Form tragerfreien ®Y die Berechnung ohne Kenntnis der Sauredissoziationskon-
stanten der DTPA-Peptide erfolgen konnte.

Die Gegenlberstellung der Literatur-Daten von Gadolinium-DTPA-Komplexen [107] und
den hier berechneten Gesamt-Stabilitdtskonstanten der Yttrium-DTPA-Komplexe zeigte,
daB die neue Methodik tendenziell vergleichbare Ergebnisse lieferte. Zum Vergleich sind
die Gesamt-Stabilitdtskonstanten der Gd-DTPA-Systeme sowie die Differenz zu der Ge-
samt-Stabilititskonstante des Gd-DTPA ebenfalls in Tabelle 5.18. aufgefihrt.

Tabelle 5.18. Gesamt-Stabilitdtskonstanten der untersuchten DTPA-Peptide im Vergleich zu Gd-

DTPA-Systemen [107]

Y-DTPA-Peptid log B A (logB-logBorea)
Y-DTPA 22.05 0
Y-DTPA-Phe-Gly-Gly 19.7+£0.3 -2.35
Y-DTPA-Phe-Tyr-NH, 18.7440.1 - 3.31
Y-DTPA-Phe-Trp 18.54+0.1 - 3.51
Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid 19.25+0.05 -2.80
Gd-DTPA 22.26 0
Gd-DTPA-PA 19.68 -2.58
Gd-DTPA-PE 18.91 - 3.35
Gd-([DTPA]41)-BSA 18.80 -3.46
Gd-([DTPA]s5)-1gG 18.87 -3.39

Die gute Korrelation zwischen den Gd-DTPA-Systemen, deren logB-Werte spektrophoto-
metrisch bestimmt wurden, und den Y-DTPA-Systemen, deren Konstanten mit der be-
schriebenen neuen Methodik bestimmt wurden, machte deutlich, daB Gesamt-
Stabilitatskonstanten auch in Systemen berechenbar sind, in denen die Sauredissoziati-
onskonstanten der Komplexbildner nicht vorher meBbar waren. Die fir die Gd-DTPA-
Systeme durchgefiihrten Derivatisierungen des Komplexbildners zur Bestimmung der pKs-
Werte dieser Derivate, die dann als Ndherungswerte fir die Berechnung der Stabilitats-
konstante der Gd-DTPA-Protein-Systeme verwendet wurden, war nicht mehr notwendig.
Da in diesem neuen Ansatz keine Naherungen gemacht werden muBten, sollten die dar-
Uber bestimmten Gesamt-Stabilitdtskonstanten die exakteren Werte widerspiegeln.

Die groBere Streuung der Einzeldaten bei héheren pH-Werten in den Stabilitatsuntersu-
chungen muBte als Effekt der langsameren Komplexierungskinetik in diesen Bereichen
gewertet werden. Da naturgemaB ein Gleichgewicht nur reproduzierbar gemessen werden
kann wenn dieses zeitunabhéngig ist, differierten die MeBwerte zwangslédufig in den Féllen,
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in denen das Gleichgewicht nicht véllig eingestellt war. Aufgrund der pH-abhangigen Kine-
tik und dadurch bedingten langsameren Gleichgewichtseinstellung wurden die Zeitinter-
valle zwischen den Messungen mit steigendem pH-Wert vergréBert, um ein zeitlich kon-
stantes Gleichgewicht zu gewahrleisten. Da fir die Kinetik eine Abhangigkeit von [H']"
gemessen wurde, konnte den Anforderungen an die Gleichgewichtseinstellung nur bedingt
Rechnung getragen werden.

In Hinblick auf medizinische Anwendungen sollte die Stabilitdt der Yitrium-Komplexe ge-
nigend hoch sein, um Uber den Zeitraum der Anwendung einen stabilen Komplex ge-
wahrleisten zu kénnen. Betrachtet man die Kinetik der Dekomplexierung in vivo, d.h. bei
pH 7.4, so konnte eine sehr geringe Radioyttrium-Freisetzung aus vergleichbaren Komple-
xen erwartet werden. In vitro-Stabilitatsuntersuchungen von Y-90-markierten Proteinen in
Seren zeigten tatsachlich nur eine sehr langsame Freisetzung des Y-90 Uber mehrere Ta-
ge [cf. 117,138]. In vivo-Untersuchungen an Tiermodellen lieferten jedoch kontrare Ergeb-
nisse. Zum einen koénnte dieses Verhalten unter Berlcksichtigung der stark pH-
abhangigen Dekomplexierungskinetik durch physiologisch bedingte pH-Wert-Senkungen,
die in unterschiedlichen Kompartimenten und hier vor allem im Tumorgewebe nachgewie-
sen wurden, erklart werden. Zum anderen sind Dekomplexierungskinetiken Teilreaktionen
statischer Gleichgewichte. In vivo missen jedoch alle Einzelkomponenten dieser Systeme
als Bestandteile vieler paralleler, dynamischer Gleichgewichte betrachtet werden. Die
Richtung und Kinetik einer Reaktion wire aufgrund der Wechselwirkungen aller simultanen
Reakiionen nichi mit der in isolierten Systemen identisch. Dieses kdnnie in leizier Konse-
quenz zur Desiabilisierung des Komplexes fiihren, wenn eine langsame Dekomplexie-
rungskinetik, die unter in vitro-Bedingungen nur eine geringe Freisetzung des Metalles
vorhersagt, als Teil der Gesamtreaktionen eine untergeordnete Rolle spielt.
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5.5. Untersuchungen am DFO-B-Linker-Peptid-System

Die Beobachtung, daf3 in den Stoffwechselprodukten von Mikroorganismen gebildete Side-
ramine und Sideromycine, Metalle, und hier vor allem Eisen, an Hydroxamat-Gruppen ge-
bunden sind, flhrte zum gesteigerten Interesse an Hydroxamat-Komplexen [cf. 139,140].
Hauptvertreter dieser Verbindungsklasse ist das Desferrioxamin B (Desferal; DFO-B)
(Abb.5.27). Die Untersuchung des Fe-DFO-B-Komplexes lieferte Stabilitatskonstanten von
log Bn ~ 30, die somit um GréBenordnungen Uber den als stabil zu betrachteten DTPA-
Systemen lagen [141]. Die Analogie zwischen Eisen- und Gallium-Komplexen lie3 eine
Darstellung von stabilen Ga-DFO-B-Komplexen erwarten. Da Gallium-68 als Positronen-
Emitter nuklearmedizinisch relevant ist, wurden die Untersuchungen an geeigneten Ga-
Komplexsystemen in der jing-

sten Vergangenheit stark voran

getrieben [cf. 142,143,144]. Im

Gegensatz zum DTPA-System HN P HN P
ist die Kopplung des DFO-B nur CH, (ﬁyéf’ (CH), (C/Hzl)s (CH),

aber die Amin-Funktion , N | N
(Abb.5.27.) méglich. © o+ O OH O  OH
Die Kopplung von DFO-B an
Peptide oder Proteine kann nur

Abb.5.27. Desferrioxamin B (DFO-B)

dann  unier Ausbildung  von

Amidbindungen erfolgen, wenn entweder direki Carboxyl-Giruppen an den Zielsubsianzen
zur Verfigung stehen oder Brickenmolekille mit entsprechenden funkiionellen Gruppen
eingefligt werden. Das Konzept der EinfUhrung von ,Linkern“ bot in diesem Zusammen-
hang die Méglichkeit, strukturelle Anderung gezielt metabolischen bzw. pharmakologi-
schen Gegebenheiten anzupassen [cf. 83,84].

Voraussetzung fir diesen Ansatz war eine glinstige Reaktionsflihrung bei der Einflihrung
des DFO-B als auch eine genligend hohe Stabilitdt des in diesem Falle gebildeten Ga-
DFO-B-Komplexes nach der Kopplung. Die Kopplung von DFO-B durch Ausbildung einer
Amidbindungen muBte, wie in Abschnitt 5.1. fiir das DTPA-System beschrieben, Uber akti-
vierte Carbonséuren erfolgen. Durch die cross-linking-Untersuchungen an Proteinen stan-
den eine Anzahl von homobifunktionellien als auch heterobifunktionellen Verbindungen zur
Verfiigung [cf.145]. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde das Reaktionsverhalten der
Disuccinimidylester verschiedener Bicarbonsauren untersucht. Die Reaktionsfihrung wur-
de so gewéhlt, daB sich die Ergebnisse an Modell-Peptiden direkt auf die Anforderungen
des Zielsystems DFO-B/Octreotid Ubertragen lieBen.
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5.5.1. Synthese von DFO-B-gekoppelten Modell-Peptiden mit Disuccin-
imidylestern als variable Linker

Vorbereitende Untersuchungen wurden an kleinen Modell-Peptiden mit N-terminaler
Phenylalanin-Gruppe durchgefiihrt. Fur die Synthese wurden verwendet:

Phe-Trp; Phe-Tyr-NH,; Phe-His-OMe; Phe-Gly-Gly; Phe-Gly-Phe-Gly; Phe-Ser-Val.

Als Linker wurden 4 verschiedene homobifunktionelle Disuccinimidylester verwendet: DSG:
Disuccinimidylgiutarat [146]; DSS: Disuccinimidylsuberat [147]; EGS: Ethylenglycolbis-
(succinimidylsuccinat) [148]; DSP: Dithiobis-(succinimidylpropionat) [149].

DSG '
Disuccinimidylglutarat EfN\oj\/\io/%j
(¢] o

DSS
Disuccinimidylsuberat

(0]

(0]
DSP
Dithiobis (succinimidylpropionat) 5“‘\0/?\/\3/3 O,
( \/\(g/

O

EGS | : «
Eihylenglycoibis(succinimidylsuccinat) éﬁi&oi\/ﬂf&/\oj\/xr%%j
0 (6] (0]

O

Die Kopplung an DFO-B erfolgte nach Schema 5.4.

Der erste Reaktionsschritt beinhaltete die Reaktion des Amin-Stickstoffs des Phenylalanins
mit dem Succinimidylester der Dicarbonsauren. Die Reaktion wurde in DMSO unter Zu-
satz von Diisopropylethylamin als Base durchgeflihrt. Das Zwischenprodukt 1 wurde direkt
im Anschluf3 mit DFO-B umgesetzt (2). (Schema 5.4.)

Aufgrund der Natur der homobifunktionellen Linker war im ersten Reaktionsschritt die
Méglichkeit der Bildung von cross-linking-Produkten gegeben. Die Reaktionsflihrung sollte
dabei durch Anderung der Eduktverhltnisse steuerbar sein. Im zweiten Reaktionsschritt
konnten anschlieBend alle reaktionsfahigen Zentren durch einen UberschuB an DFO-B
umgesetzt werden. DFO-B wird in dieser Reaktion als DFO-B-Mesylat eingesetzt und be-
darf der Hilfsbase zur Deprotonierung der Ammoniumgruppe am DFO-B.
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Schema 5.4.
Reaktionsschema zur Kopplung
von DFO-B an Peptide. Lmke ,jlj

DMSO
Diisopropylethylamin

(o]
(0]
' @

DFO\/\/\/NHZ

DFO\/\/\/NH\I/M\( H’R

]

5.5.2, Abhdngigkeit der Reaktion von Disuccinimidylestern mit Pepliden
vom Edukiverhéltnis

Der EinfluB der Eduktverhaltnisse auf die Reaktionsfiihrung wurde untersucht. Als Modell
ist die Reaktion von EGS mit Phe-Trp in Abhdngigkeit von den Eduktverhéltnissen darge-
stelit. (Abb.5.28. und Abb.5.29 ).

100

1/5 Abb. 5.28,

Kinetik der Reaktion EGS+Phe-Trp fiir verschie-
dene Eduktverhéltnisse

[Phe-Trp}: 1.5-10°° M/L; DMSO; RT

H [} o]
o o o

Ausbeute EGS-Phe-Trp [%)]

n
o

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]
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Bereits bei einem Eduktverhaltnis von EGS / Phe-Trp von 5/ 1 wurden nach 30 min Reak-
tionszeit Ausbeuten von 90% erreicht (Abb.5.28.).

20 _ , Abb.5.29.

1 min Bildung von cross-linking Produkten im System
25 = 10min | EGS + Phe-T

w30 min P

memmn 60 iR

e
<o

ke
<3

o

Cross-linking (Phe-Trp-EGS-Phe-Trp) [%]
o

<

2
Verhéltnis EGS / Phe-Trp

Der Anteil der cross-iinking-Produkte, also [Phe-Trp-EGS-Phe-Trp], wurde bei diesem
Verhéltnis auf 7%, bezogen auf EGS, reduziert (Abb.5.29). Reaktionen bei niedrigeren
Eduktverhaltnissen bis hin zu einem zweifachen UberschuB an Phe-Trp (EGS / Phe-Trp: 1
/ 0.5) resultierten in einem erwartet hohen Anteil des nicht erwiinschien Nebenproduktes

von big zu 30%.

Die anschlieBende Umsetzung erfolgte durch Zugabe eines zweifachen Uberschusses an
DFO-B (bezogen auf EGS), wodurch alle vorhandenen aktivierten Carbonséuren umge-
setzt wurden. Aus der Nebenreaktion ist in diesem Zusammenhang ein Produkt DFO-B-
EGS-DFO-B zu erwarten, daf3 im gleichen Anteil wie das cross-linking-Produkt entsteht.
Die Abtrennung des Reaktionsproduktes erfolgte am zweckméBigsten durch préparative

HPLC.

Die Ausbeuten aus den Reaktionen der 6 zur Verflugung stehenden Peptiden mit DSS und
DFO sind in Tabelle 5.19. zusammengefaB3t. Das Reaktionsverhalten der betrachteten
Peptide erwies sich als annéhernd gleich. Einzige Ausnahme war in diesem Zusammen-
hang das Phe-His, das erwartungsgeméaB (s. Abschnitt 5.2.) instabile Nebenprodukte
durch Reaktion des Histidyl-Restes mit den Succinimidylestern lieferte [150]. Auch in den
EGS- bzw. DSG-Systemen waren die Reaktionsausbeuten mit den in Tabelle 5.19. darge-
stellten Ausbeuten vergleichbar.
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Tabelle 5.19.  Ausbeuten der Kopplung von Modell-Peptiden mit DFO-B durch Verwendung von
Disuccinimidylsuberat
[Peptid]: 1.5-10"° M; [Peptid/[DSS]: 1 / 5; [DSSY[DFO-B]: 1 / 2; DMSO; Diisopropy-
lethylamin; RT; 60 min
% Hauptséchlich nicht definierte Nebenprodukte

Peptid Edukt Produkt Produkt cross-linking
(Peptid) 1 2 (Pept.-EGS-Pept.)
Phe-Trp 2.0% 91.9% 83% 6.1%
Phe-Tyr 0% 96.4% 89.9% 3.6%
Phe-His 3.1% 64.4% 61.8% - 325%°
Phe-Gly-Gly 0% 99.3% 98.8% 0.7%
Phe-Gly-Phe-Gly 0% 94.8% 94.3% 5.2%
Phe-Ser-Val 0% 99.5% 92.5% 0.5%

Die Reaktionsfuhrung im DSP / Peptid-System erwies sich hingegen als abhangig von der
zugesetzten Base. Im Laufe der Reaktion wurden verschiedene Nebenprodukte gemessen
deren Anteil mit steigender Basenkonzentration zunahm.

Im Weiteren wurde der Ansatz zur Darstellung unterschiedlicher Ga-DFO-B-Octreotide
{Ga-DFO-B-Linker-SMS 201 995) verwendet.

5.5.3. Darstellung verschiedener Ga-DFO-B-Linker-Octreotide im Vergleich
zu  Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe’]-Octreotid

Von P. M. Smith-Jones et al. [53] wurde die Synthese eines Octreotid-Derivates fiir den
Einsatz von *’**Ga entwickelt. Zur Komplexierung des Galliums wurde DFO-B an das
Octreotid gekoppelt. Die Kopplung an das N-terminale Phenylalanin des Octreotides er-
folgte (ber Bernsteinsaure. Im ersten Reaktionsschritt wurde [(D)Phe'-e-BOC-Lys®-
Octreotid mit Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt. Die Kopplung von DFO-B erfolgte an-
schlieBend nach Aktivierung der freien Carbonsdure der Bernsteinsdure mittels
DCCI/HOBT.
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A HoN-Octreotid-Boc HaN-Octreotid-Boc Schema 5.5.
) 2 B) Ch Vergleich der Syn-
1) thesestrategie von
1.) O O~_~© ) 0o o P. M. Smith-Jones
U ] /U\/\)j\ (A) [53] mit dem
- . N
0 o hier beschriebenen
pvP © Ansatz (B) fir
n-Ethy-Diisoprop.-Amin Disuccinimidylglutarat (DSG) .
DFO-B-Octreotide
DMSO; RT
2.) Reinigung v \ 2.} Reinigung
0 0
HOW HN-Octreotid-Boc Boc-Octreotid—NH/u\/\/L g
o}
0 0 (70 %)
3)DFO 3) DFO
Aktivierung (DCCI/HOBT) DMSO / Diisopropy-Ethyl-Amin
DMF
4.) Reinigung 4.) Reinigung
0 0
/u\/\)l\ ~DFO
DFO-NH W HN-Octreotid-Boc Boc-Octreotid-NH NH
98 %
5 5 (98 %)
5) TFA 5.) TFA
6.) Reinigung 6.) Reinigung
o} 0
DFO-NH \’(_}(HN'OCUGOtid Octreotid-NH )]\/\)L NH™ DFO
o] 0

Ziel der neuen Synthesestrategie war es, Uber die Variation des Briickenmolekuls mégli-
che pharmakologischen Anderungen des Molekiils zu bewirken. Beide Synthesevorschlé-
ge sind in Schema 5.5. gegenlbergestelit. Der Syntheseweg (B) ist hierin fur das DSG
zusammengefaft.

Der Syntheseaufwand fir beide Ansétze war vergleichbar. Der Vorteil der Synthese (A) lag
in der Vermeidung von cross-linking-Produkten im ersten Reaktionsschritt. Der zweite Re-
aktionsschritt bedurfte jedoch einer erneuten Aktivierung der Carbonsédure mittels N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid / 1-Hydroxybenzotriazol (DCCI/HOBT), wodurch Umlagerungs-
produkte in Nebenreaktionen auftraten [151]. Grundsétzlich kénnte Synthesweg (B) als
erweitertes Konzept zur Variation der pharmakologischen Eigenschaften von DFO-B-
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Octreotiden betrachtet werden, hatte aber im Falle der Derivatisierung (iber Bernsteinsaure
sicherlich keine Vorteile®.

5.5.4.  Darstellung von [DFO-B-Glutaryl-(D)Phe’]-Octreotid

Die Synthese neuer Ga-DFO-B-Octreotid-Derivate sollte in Hinblick auf pharmakologische
Aspekte im Vergleich zum Ga-SDZ 216 927 von Interesse sein. Die Einfihrung einer Cy-
Kette (Bernsteinsaure) wurde auf eine Cs-Kette (Glutarsdure) und Ce-Kette (Korkséure)
erweitert. Durch Variation der Alkylkette sollte sich der lipophile Charakter der Verbindun-
gen andern [113].

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebene Reaktionsfuhrung wurde HPLC-
chromatographisch verfolgt. Hierbei konnten die jeweiligen Reaktionsprodukte entlang der
Synthese eindeutig zugeordnet werden. Die Chromatogramme der Produkte in der drei-
stufigen Synthese sind in Abbildung 5.30. (ibereinandergelegt.

3]

[4]

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Minuten

Abb. 5.30. HPLC-Chromatogramme der Zwischenprodukte der Reaktion
Boe-Octreotid + Disuccinimidylglutarat + DFO-B.
[1]): Boc-Octreotid
2Lk [Succinimidylglutarat-(D)Phe'-a-Boc-Lyss]-Octreotid
8  [DFO-B-Glutaryl-(D)Phe' -e-Boc-Lys®]-Octreotid
[4]: [DFO-B-Glutaryl-(D)Phe'}-Octreotid
Boc-Octreotid: 3.15-10°° M; Disuccinimidylglutarat: 3.15-10°° M; DFO-B: 6.4-10° M
HPLC: Kromasil RP-18, 5u, UV: 287 nm; Injektionsvol.: 5 pl;
A: 0.1 % HOAc, B: MeCN; Gradient: [1,2,3]: 2-2-40-45-100% B, 0-3-5-20-25 min;
[4]: 2-2-35-100% B, 0-3-5-20-25 min

® DaB die Synthesestrategie (B) sich schon bei geringer Variation im pharmakologischen Gang der
%Ga-markierten Pharmaka auszahlte, wurde im Tiermodell (Abschnitt 6.2.3.) eindeutig gezeigt, wo-
bei die biologische Wirksamkeit des Somatostatin-Analogons nicht beeintrachtigt wurde.




110

Die Reaktion des [e-Boc-Lys®]-Octreotid mit Disuccinimidylglutarat erfolgte mit 10 fachen
UberschuB des Diesters. Die anschlieBende Reaktion zum [DFO-B-GIutaryl-e-Boc-Lyss-
(D)Phe'-Octreotid wurde durch Zugabe eines 2.1fachen UberschuB an DFO-B vervoll-
standigt. AbschlieBend wurde das Zwischenprodukt an der Lys®-Stellung entschiitzt und
lieferte [DFO-B-Glutaryl-(D)Phe']-Octreotid.

Diese Reaktionsflihrung wurde aus den Untersuchungen am DFO-B + Disuccinimidyigluta--
rat + Peptid-System abgeleitet. Die einzelnen Teilreaktionen wurden bzgl. der Eduktver-
héltnisse untersucht.

Der erste Reaktionsschritt beinhaltete wiederum die Reaktion zwischen dem N-terminalen
Phenylalanin des Octreotids und dem Succinimidylester der Glutarséure. Die Kinetik dieser
Reaktion in Abhangigkeit von der Eduktkonzentration ist in Abb.5.31. dargestelit.

Abb.5.31.
Kinetik der Reaktion Disuccinimidyl-
glutarat + Octreotid in Abhédngigkeit
von verschiedenen Edukiverhalinissen
(Octreotid : DSG).
[Boc-Octreotid]: 0.18 mM/L

RT; DMSO; Diisopropylethylamin

80

[0
[

Ausbeuts Suc.-Glut.-Octreotid [%]
3 5

:10

1 20
130

ooPdO
o

Zeit [h]

Die Reaktion bedurfte bei den geringen Boc-Octreotid-Konzentrationen mehrere Stunden
selbst bei hohen Uberschiissen an DSG. Bei einem 10 fachen UberschuB wurden Reakti-
onsausbeuten fur den ersten Teilschritt der Reaktion von >70% (Suc.-Glut.-Octreotid) er-
zielt. Das Zwischenprodukt konnte isoliert und im zweiten Reaktionsschritt mit DFO-B um-
gesetzt werden.

Parallel zu den Untersuchungen an den Modell-Peptiden reagierte die Pentylamin-Funktion
des DFO-B mit dem Succinimidylester der Carbonséure sehr viel schneller ab als die
Aminfunktion des Phenylalanins mit dem Aktivester.

Die Kinetik dieser Reaktion in Abhangigkeit vom Uberschissigen DFO-B ist in Abbildung
5.32. dargestelit.
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19 Abb.5.32.

Abhéngigkeit der Reaktion Suc.-Glut.-
Octreotid + DFO-B von verschiedenen
Eduktverhéltnissen (DFO-B / Suc.-
Glut.-Octreotid).

[Suc.-Glut.-Octreotid]: 0.17 mM/L; RT;
DMSO; Diisopropylethylamin;

Ausbeute DFO-Glut.-Octreotid [%)

Zeit [min]

Ein vollstandiger Umsatz des Zwischenproduktes (1) sollte durch eine 1 / 1-Stéchiometrie
Succinimidyl-Glutarat-Octreotid / DFO-B gewaéhrleistet sein. Reaktionsbeschleunigend

wirkten sich der iberschussige DFO-B-Anteil als auch die Konzentration der zugesetzten
Base aus.

Aufgrund der unterschiedlichen Reaktionskinetiken beider Teilreakiionen sollie eine Art
wEintopfsynthese” durchflihrbar sein. Durch Anpassung der DFO-B-Zugabe kénnte die
Reaktionszeit vermindert und der Uberschu3 an DFO-B minimiert werden. Dieses kénnte
dann von besonderem Interesse sein, wenn nicht nur das Peptid sondern auch der Kom-
plexbildner in nur geringen Mengen zur Verfligung stiinde.

Der Reaktionsverlauf einer Synthese von [DFO-B-Glutaryl]-Octreotid in einer
»Eintopfsynthese” ist in Abbildung 5.33. dargestellt.
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100 Abb. 5.33.
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Die DFO-B-Zugabe zu der Reaktionsmischung wurde kontinuierlich gesteigert (Verhaltnis
DFO-B / Octreotid: rechte Y-Achse). Durch die anfénglich geringe Konzentration an DFO-B
konnte sich das Zwischenprodukt bilden und wurde dann im Laufe der Reaktion durch das
DFO-B in der Losung abgefangen. Diese Reakiionsiiihrung haite den Vortell, dad die Bil-
dung von cross-linking-Produkien weiter reduzieri, jedoch eine vollstandige Umsetzung
des Octreotids nicht mehr erreicht wurde. Die Synthese von [DFO-B-Glutaryl]-Octreotid
Uber eine ,Eintopfreaktion” lieferte Ausbeuten von 75%. Verglichen mit der Zweischritt-
Synthese wurden somit gleiche Ausbeuten erzielt. Der Anteil an cross-linking-Produkten
konnte gesenkt werden, wodurch mittels préparativer HPLC eine hohe Riickgewinnungs-
rate des nicht umgesetzten Octreotides gewéhrleistet war.

An die Kopplung des DFO-B schlof3 sich die Entfernung der BOC-Schutzgruppe an, die
analog dem DTPA-System unter Verwendung von TFA mit nachfolgender Reinigung er-
folgte [152]. Mittels dieser Methode wurden [DFO-B-Glutaryl]-Octreotid und [DFO-B-
Suberyl]-Octreotid dargestelit.

5.5.5, Markierung von [DFO-B-Linker-(D)Phe’]-Octreotiden mit * Ga

Die Markierung von DFO-B-Octreotiden mit ***Ga erfolgte in 0.1 N NH,OAc-Puffer, pH
4.5. Die Komplexierung war in diesem Falle vergleichsweise langsam (~15-20 min = Mar-
kierungsausbeute > 95%) gegentiber der schnellen Kinetik im ®Y-[DTPA-(D)Phe']-
Octreotid-System (< 1 min = Markierungsausbeute > 98% ). Nach ca. 1 h wurden die
Proben mittels HPLC analysiert. Da wie beim ®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid wihrend der
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HPLC-chromatographischen Analyse teilweise Freisetzungen des ®’Ga aus den DFO-
Octreotiden beobachtet wurden, erfolgte parallel die Auswertung der Chromatogramme
stets durch Fraktionierung und Messung am y-Counter. Die Chromatogramme in Abb.5.34.
verdeutlichen, daB die Einfihrung unterschiedlicher Linker in die DFO-B-Octreotid-Struktur
die Retentionszeiten der verschiedenen ¥Ga-DFO-B-Octreotid-Derivate auf der RP-Phase
der HPLC-S&ule zwar beeinfluBten, die Retentionszeitenverlangerung jedoch nicht parallel
mit steigender Anzahl an Methyleneinheiten in der Linker-Struktur zunahm [cf. 153,154].
Zwar zeigte das Suberyl-Derivat erwartungsgeméaf die hdchste Retentionszeit; fir das
Glutaryl-Derivat, das gegenlber dem Succinyl-Derivat um eine Methyleneinheit verlangert
war, wurde allerdings eine klrzere Retentionszeit gefunden.

7 ¥Ga-DFO-B-Glut.-Octreotid

Ga-DFO-B-Suc.-Ocireotid

1 “Ga-DFO-B-Sub.-Octreotid

0.00 2.50 5.00 750  10.00 12,50 15.00 17.50 20.00 2250  25.
Minuten

Abb.5.34.  Radio-HPLC-Chromatogramme von ¥ Ga-[DFO-B-Glutaryl]-Octreotid,
% Ga-[DFO-B-Succinyl]-Octreotid und Ga-[DFO-B-Suberyl]-Octreotid
(Markierung in 0.1 N NH;OAc, pH 4.5; 60 min, RT, HPLC: Kromasil RP-18, 5 um
A: 0.1% HOACc; B: MeCN, Gradient: 15-25-65%B, 0-6-20 min)

Aus den Retentionszeiten auf der RP-Phase einer HPLC-Saule lassen sich erste Zusam-
menhéange zwischen der Lipophilie von Molekiilen ableiten. Danach sollte das Ga-[DFO-B-
Glutaryl]-Derivat hydrophiler sein als das kurzkettigere Ga-[DFO-B-Succinyl]-Derivat. Die
Lipophilie wurde daher im Folgenden im Octanol/Wasser-System bestimmt.

5.5.6. Bestimmung der Lipophilie verschiedener ¢ Ga-[DFO-B-Linker-
(D)Phe']-Octreotide

Aufgrund der direkten Beziehung zwischen der Ldslichkeit von organischen Verbindungen
in wafdrigen Medien und der Membranpermeabilitat ist die Lipophilie ein ausgezeichnetes
Kriterium zur Abschatzung bestimmter pharmakologischer Eigenschaften von biologisch
wirksamen Verbindungen [cf. 155,156]. Die Lipophilie bzw. Hydrophobie ist definiert tber
die Verteilung von Verbindungen zwischen wéaBrigen und organischen Phasen. Am héaufig-
sten findet hierbei n-Octanol als organische Phase Verwendung. Aufgrund der langen Al-
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kylkette und der polaren Hydroxyl-Gruppe wird n-Octanol als gutes Modell flir biologische
Membranen betrachtet [cf. 113].

Mit diesen Modellen kénnen Aussagen Uber z.B. die Permeabilitit von Blut-Hirn-Schranken
[cf. 157], Toxizitat oder Ausscheidungsverhalten der Verbindungen getroffen werden [cf.
136]. Letzteres ist gerade bei der Anwendung von Radiodiagnostika in der Positronen-
Emissions-Tomographie entscheidend, da die die Glte bzw. der Kontrast der PET-
Aufnahmen stark von der Eleminationsgeschwindigkeit aus dem Blutpool abhangen wird.
Renale Ausscheidungen Uber die Nieren sind somit glinstiger, da die Aktivitat relativ
schnell in der Blase akkumuliert wird, wéhrend hepatobildre Ausscheidung zu einer diffu-
sen Aktivitatsverteilung Uiber den gesamten Leber-Galle-Darm-Bereich fihrt.

Zur Beurteilung der Lipophilie von drei ®’Ga-DFO-B-Octreotiden wurden die Octa-
nol/Wasser-Verhiltnisse (log P) bestimmt und mit denen des *Y-[DTPA-(D)Phe'}-
Octreotid-System verglichen. Hierbei sollten sich die Auswirkungen des ,Linker-Konzeptes*
auf die DFO-B-Ocireotid-Derivate zeigen.

Da z.B. die Anzahl der LLadungen ausschlaggebend fur die lipophilen Eigenschaften der
Molekdle sein werden [158], wurde der Verteilungskoeffizient in Abhangigkeit vom pH-Wert
der Ldsung bestimmt. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist fiir die drei DFO-B-
Octreotide: *’Ga-[DFO-B-Succinyl]-Octreotid (C-2) (¥Ga-SDZ 216 927), ¥Ga-[DFO-B-
Glutaryl]-Octreotid (C-3) und ¥Ga-[DFO-B-Suberyl]-Octreotid (C-8) in Abbildung 5.25. zu-

sammengeiaisi.

Abb.5.35. -1,0
Abhangigkeit des Verteilungskoeffizien-
ten (log P) fiir Ga-[DFO-B-Succinyl]-
Octreotid (C-2); ¥ Ga-[DFO-B-Glutaryl]- —— C-6
. . 67 -1,2 - —A— C-3
Octreotid (C-3); "' Ga-[DFO-B-Suberyl}- —o— 02
Octreotid (C-6) vom pH-Wert
(n-Octanol; 0.1 M Phosphat-Puffer; RT:;
n=4) -1,4 -
o
g
-1'6 -
18|
2,0 1 1 | | 1 |
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Die Lipophilie der ¥ Ga-DFO-B-Octreotid-Derivate war konstant im Bereich von pH 5 -7.
Steigerungen dartiber hinaus resultierten in einer Zunahme des log P-Wertes. Das Ver-
halten der Lipophilie der drei *’ Ga-DFO-B-Octreotide beinhaltete somit 2 Phanomene:

1. Die Lipophilie des ¥ Ga-[DFO-B-Succinyl]-Octreotid war héher als die des ¥ Ga-[DFO-B-
Glutaryl}-Octreotid.

Als Folge der Derivatisierung der verschiedenen Octreotide Uber den Einbau unterschiedli-
cher langer Alkylketten sollte mit zunehmender Zahl an Methyleneinheiten die Lipophilie
der Substanzen zunehmen. Das *Ga-[DFO-B-Suberyl]-Octreotid mit einer C-6-Kette als
verbriickende Einheit lieferte erwartungsgeméaB den gréBten Verteilungskoeffizienten der
betrachteten Molekiile. Der Vergleich der C-3-Kette im *’Ga-[DFO-B-Glutaryl]-Octreotid
und der C-2-Kette im ®Ga-[DFO-B-Succinyl]-Octreotid zeigte eine nicht erwartete hohe
Hydrophilie des Glutaryl-Derivates. Dieses Verhalten muBte auf konformative Anderungen
der Gesamtstruktur zurlickgefihrt werden, da das pH-Verhalten der Verbindungen eindeu-
tige Analogieschlisse zulief3®.

2. Die drastische Zunahme des Verteilungskoeffizienten bei pH > 7.

Die Anderung der Lipophilie bei htheren pH-Werten konnte nicht eindeutig geklért werden.
In Hinblick auf Pharmakokinetiken der Molekile wiirde das Akkumulationsverhalten der
Verbindungen in einzelnen Kompartimenten von dem jeweils vorliegenden pH-Werien be-
stimmt werden [cf. 159]. Die Vermutung, daf sich die Zunahme der Lipophilie durch die
Deprotonierung der Ammoniumgruppe der Lys®-Funktion im Octreotid (pK > 9.5) erklaren
lieBe, kann durch einen Vergleich mit der pH-Abhangigkeit der Lipophilie von #Y-[DTPA-
(D)Phe'}-Octreotid (Kapitel 5.2.8.) ausgeschlossen werden, da dort kein Anwachsen der
Lipophilie im pH-Bereich > 7 beobachiet wurde. Ein Vergleich mit Literaturdaten [cf.
160,161] zeigte, daB Verdnderungen der Komplexstrukituren (am Beispiel Fe-DFO-B) nur
im pH-Bereich < 2 gefunden wurden. In diesen Bereichen konnten Komplexe unterschied-
lichen Protonierungsgrades bzw. Hydrolysegrades nachgewiesen werden.

6 Interessanterweise spiegelte sich dieses ,abnorme* Verhalten in den tierexperimentelien Studien
wieder (Kapitel 6.3.), in denen die lipophilen Eigenschaften dem Ausscheidungsverhalten
(Nieren/Leber-Verhéltnis) gegentbergestellt wurden.
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6. Tierexperimentelle Studien

6.1. In vivo-Untersuchungen mit °*®Y-[DTPA-(D)Phe’]-Octreotid

im Tiermodell wurde das in vivo Verhalten von %®¥[Y-DTPA-(D)Phe']-Octreotid untersucht.
Diese Untersuchungen erfolgten durch ex vivo-Bioverteilungs- sowie durch in vivo-PET-

Untersuchungen.

6.1.1. Bestimmung der ex vivo-Bioverteilung von ®Y-[DTPA-(D)-Phe’}-
Octreotid am Rattenmodell

Im Rattenmodell wurden mannliche und weibliche Lewis-Ratten (250-300 g) verwendet.
Das Tiermodell beinhaltete sowohl Kontroll- als auch tumortragende Ratten. Als Tumor-
modell wurde ein exokrin pankreatischer Inselzell-Tumor verwendet [162]. [**Y]SDZ 215-
811 wurde im 0.01 M NaOAc/HOAc-Puffer, pH 6, mit einer spezifischen Aktivitat von ~17
MBqg/uM dargestellt. 50-100 pCi (~ 1.5 MBq) wurden in die vena jugularis injiziert. Die Rat-
ten wurden nach 60 bzw. 120 min getdtet und die Aktivitdtsanreicherung in den Organen

am y-Counier bestimmi.

Die relaiiven Organverieilungen, dargesiellt als Prozent injizierte Dosis pro Gramm
(%iD/g), sind in Tabelle 6.1. zusammengefali3t.

Die Organanreicherungen flr tumortragende und Kontrollratten zeigten keine signifikanten
Unterschiede. Die Tumoranreicherung bei 60 min p.i. war deutlich. Da aber im Vergleich
zum Blut keine héhere Akkumulation gemessen wurde, wére in diesem Fall keinerlei Kon-
trast zwischen Tumor und Hintergrund zu erwarten. Erst bei 120 min p.i. zeigte sich eine
signifikante Minderung der Restaktivitat im Blut, wahrend die Aktivitat im Tumor kaum re-
duziert war
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Tab.6.1. Ex vivo-Bioverteilung von %Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid in Tumorratten
(exokrin pankreatischer Inselzell-Tumor) sowie Kontroliratten 60 und 120 min p.i.

(%iD/g; n=3)

Organ Tumor-Ratten Kontroliratten
60 min p.i. 120 min p.i. 60 min p.i.
Hypophyse 0.6310.17 1.38£1.17 2.03+1.12
Hirn 0.0320.01 0.02+0.01 0.02+0.01
Knochen 1.31£0.21 1.59+0.14 2.08+0.24
Knochenmark 0.06+0.01 0.0310.00 0.10+0.05
Darm 0.1710.04 0.15+0.07 0.08+0.02
Pankreas 0.18+0.02 0.15+0.07 0.14+0.01
Nebenniere 0.25+0.02 0.19+0.04 0.79+0.19
Leber 0.65+0.20 0.76+£0.01 0.24+0.03
Blut 0.4610.05 0.13+0.05 0.16+0.01
Nieren 1.10£0.07 0.9810.16 2.601£0.18
Herz 0.414+0.02 0.27+0.00 0.10+0.01
Lunge 0.50+0.07 0.23+0.05 , 0.16£0.02

Turnor 0.44+0.17 0.39+0.05

Milz 0.86+0.58 0.95+0.15 0.26+0.02

Die Gite eines Radiopharmakons héngt grundsétzlich von dem Verhélinis der akkumu-

Anreicherungen in umgebenden Organen, ab. Zur Beweriung von 8‘:“Ym[”I“F’,llc-([“))Ff)he']v«
Octreotid sind in Tab.6.2. die Tumor-zu-Organ-Verhélinisse einiger Organe zusammen-
gefaft.

Tab.6.2. Tumor/Organ-Verhéltnisse, berechnet aus den Ergebnissen der Tab.6.1. 60 und 120 min
p.i. fur ®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid

Tumor/Organ 60 min /120 min Tumor/Organ 60 min / 120 min
Leber 0.68+0.33/0.51/0.07 Nebenniere 1.761+0.69/2.05+0.51
Niere 0.40+0.16/0.40+0.08 Pankreas 2.44+0.98/2.60+1.26

Knochen 0.3410.14/0.2510.04 Blut 0.9640.38/3.00+1.22
Milz 0.51+0.40/0.4110.08 Darm 2.59+1.17/2.6+1.26

Die Tumor/Organ-Verhdltnisse in der linken Spalte zeigen die ,kritischen” Organe. Leber
und Niere hatten als Ausscheidungsorgane erwartungsgeman groBBe Anreicherungen und
somit kieine Tumor/Organ-Verhéltnisse. Die hohe Anreicherung in der Milz war mit einfa-
chen Modellen nicht interpretierbar.
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Die scheinbar groBe Affinitat des Octreotid-Analogons ®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid zu
Knochen war kaum durch die Somatostatin-analogen Eigenschaften des Pharmakons zu
erklaren, sondern vielmehr auf die Substitutionsfahigkeit des Y* gegeniiber Ca** in der
Hydroxylapatit-Struktur der Knochen zurlickzufilhren [cf. 163]. Dieses Phanomen impli-
zierte eine Instabilitat des Yttrium-Komplexes in vivo. DaB diese Anreicherung in der Kno-
chenstruktur und nicht im Knochenmark erfolgte, wurde durch separate Messung des Kno-
chenmarks (Tab.6.1.) bestatigt.

6.1.2.  Pharmakokinetik von °Y-[DT PA-(D)Phe’]-Octreotid mittels quantita-
tiver Messungen am Positronenemissionstomographen

Die quantitative Erfassung der in vivo-Pharmakokinetik von *Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid
erfolgte mittels der Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Flr diese Untersuchungen
wurden 2 Ratten mit einem exokrin pankreatischen Inselzell-Tumor in der scapular-Region
verwendet. Die PET-Aufnahmen erfolgten dynamisch bis zu 120 min p.i.. In Abb.6.1. sind
die mittels PET quantitativ gemessen Kinetiken der AkitivitAtsakkumulation in Blase, Leber
und Tumor dargestelit.

Die verzégerte Anreicherung der Aktivitat in der Blase sowie deren absoluten Menge be-
statigte die erwartet starke renale Ausscheidung des Pharmakons.

Abb.6.1. O
Aufnahmekinetiken von P S

**Y in Blase, Leber und
Tumor (exokrin pankrea-
tisch) gemessen mit PET
(Auf die injizierte Aktivitat
normiert (nCi/em®/uCiyy.))

Blase

—
o

86y.Aktivititskonzentration [InCifem®/uClipn ]

I3 1 l 1 1 41 1 1 l I 1 I i 1 I 1 i
0 20 40 60 80 100 120

Zeit p.i. [min]

Die Anreicherung der Y-Aktivitat im Tumor hatte ihr Maximum bereits nach 4-5 Minuten
erreicht. Die akkumulierte Aktivitdt wurde jedoch, verglichen mit halogenierten Octreotid-
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Derivaten [56], anschlieBend nur sehr langsam aus dem Tumorgewebe transportiert. Der-
selbe Effekt wurde bei der Leberanreicherung beobachtet. Die langsame Abnahme der
Aktivitdt in Leber und Tumor legte somit wiederum nahe, daB die Aktivitat nicht der des
eingesetzten Pharmakons entsprach, sondern ®Yitrium in nicht zu definierender Form be-
schrieb. Ein Vergleich zweier unterschiedlicher Ratten bestéatigte, daB dieser Effekt kein
individueller Effekt einer Einzelratte war. Abb.6.2. zeigte deutlich die nahezu identische
maximale Anreicherung im Tumorgewebe und die vergleichbar langen Aktivitdtsabnahmen

entlang der Mefzeit.

Abb.6.2. L
An zwei verschiedenen Ratten
mittels PET gemessene Auf-
nahmekinetik des Tumors.
Normierte By Aktivitat
(nCilcm®/uCiry).

88y s ictivitatskonzentration [nCi/fecm 3IuCi,n].]

N I AU SRS R S
20 40 60 80 100 120

=
I
o &

Zeit [min]

Die Aktivitdtskonzentration, gemessen mit PET, und die Aktivitdtskonzentration, bestimmt
durch ex vivo-Bioverteilungsuntersuchungen, sind in Tab.6.3. gegenlbergestellt. Bedingt
durch den Umrechnungsfaktor (nCi/em®/uCi = %iD/g) sollten die Datenpunkte der PET-
Messung (nCi/cm®uCi) um den Faktor 10 gréBer sein als die Daten der Bioverteilungsun-
tersuchungen (%iD/g). Ferner wurde zur Vereinfachung 1 cm® (PET-ROI) = 1 g (ex vivo
Organprobengewicht) gesetzt.

Tab.6.3. Vergieich von ®®Y-Akkumulationen nach ex vivo-Bioverteilung (BV) und in vivo-
Messung (PET) (Angaben in %iD/g)

60 min 120 min
BV PET BV PET
Tumor 0.44 0.35 0.39 0.27
Leber 0.65 0.53 0.76 0.56
Leber/Tumor 1.48 1.51 1.95 2.07
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Beide Untersuchungsmethoden zeigten eine relativ gute Ubereinstimmung. Diese Uber-
einstimmung wurde in der Gegenlberstellung der Organverhéltnisse noch deutlicher. Die
Organakkumulationen, gemessen mit PET oder (iber Bioverteilungsuntersuchungen lieBen
sich somit durch einen Korrekturfaktor ineinander Gberflihren.

6.1.3.  in vivo-Stabilitit von ®Y-[DTPA-(D)Phe’]-Octreotid

Zur Bestimmung der offensichtlichen in vivo-Instabilitat des ®°Y-[DTPA-(D)Phe}-Octreotid
wurden Analysen von Blut, Urin, Leber und Pankreas durchgefuhrt. Die Probenvorberei-
tung wurde in Kapitel 4.6.1. beschrieben. Die chromatographische Analyse etfolgte an-
schlieBend mit HPLC auf einer RP-Phase und durch GelausschluBchromatographie. Das
Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Abb.6.3. und 6.4. zusammengefait

Die Chromatogramme besttigen die Instabilitat des ®Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid in vivo.
Nach 60 min wurde nur ein geringer Anteil des chemisch intakien Pharmakons im Blut so-
wie in den Organen wiedergefunden. Die Aktivitdt konnte nur zu ~10% aus den Organen
extrahiert werden, wodurch Absolutangaben nicht méglich waren.

ByY.[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid

50 (0.01 NaOAc) 30| Abb.8.3.
40 Pankreas (60 mi HPLC-Chromato-
30 | 20 | ankreas (50 min) gramme der Aldivi-
20 titsbestimmung in
10 107 / Urin, Blut, Leber und
of —— — | Pankreas.
20 0 Kromasil RP-18, 5
30} pum; A: 0.01 NaOAc
’ ‘ (pH 5.5); B: MeOH;
R qof UmiEomn 2 Leber (60 min) 4080 %B; 017
P min
= 10
g M
<<
0 0
30 30}
Urin (60 min)
20} 20
Blut (60 min)
10} ‘/\\ 10
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Bei Pankreas- und Leber-Proben konnte dieses auf eine ungeniigende Homogenisierung
zurlickzufihren sein, wéhrend beim Blut eindeutig nachgewiesen wurde, daB die Aktivitat
an Serum-Proteinen gebunden war. Das Zentrifugat der Serumféllung enthielt ~ 90% der
Gesamt-Blut-Aktivitit, wéhrend sich die restlichen 10% auf Blutplattchen und Uberstand
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der Protein-Fallung (s.Abb.(6.3.)) verteilte. In Abb.6.4. ist die Analyse des Blutplasma 120
min p.i. mittels Gelausschluf3chromatographie dargestellt.

20

Abb. 6.4.
Elutionsprofil der Serum Probe nach 120 min
Proteine p.i.
e \ Sephadex G-25; 25 ml; 0.75 M TRIS-Acetat;
pH 7
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Das eingesetzte Pharmakon konnte in den Serumproben nicht in signifikanter Konzentrati-
on nachgewiesen werden. Die Analyse des Serums zeigte vielmehr, daf3 das Radioyttrium
an Serum-Proteine gebunden war. Das dieser Ergebnis richtig sein konnte, zeigten Unter-
suchungen innerhalb einer Dissertation [164] (iber die Bindungsféahigkeit von Yitrium an
Serum-Proteine. In dieser Arbeit konnie gezeigi werden, daB Y™-Kationen mit Phosphat
und Serum-Proteinen terndre Verbindungen bildet, fiir die Stabilitdiskonstanien von logp =
10.9 gemessen wurden. Selbst bei Anwesenheit komplexidhigen Liganden (z.B. Citrat)
wurde die Bildung solcher ternarer Strukturen nachgewiesen.

6.1.4.  Untersuchungen an %Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid zur Minderung der
#Y.-Hintergrund-Aktivitét

Aufgrund der Instabilitat des **Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid-Komplexes und der damit ein-
hergehenden Freisetzung des *Y** wurde in einer Versuchsreihe mit mannlichen Lewis-
Ratten der EinfluB eines injizierten Komplexbildners auf die Minderung der Aktivitat im Blut
und in den Organen untersucht.

Jeweils 3 Ratten wurde nach 40 min 0.03 mg/kg bzw. 0.3 mg/kg (bezogen auf das Korper-
gewicht der Ratten) Ethylendiamintetramethylphosphonsaure (EDTMP) injiziert. Die Tiere
wurden nach 60 min getétet und eine ex vivo-Bioverteilungsuntersuchung durchgefiihrt.




122

Tabelle 6.4. Ex vivo-Bioverteilungsuntersuchungen von 8Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid in mannli-
chen Lewis-Ratten 60 min p.i.. Vergleich zwischen Kontroliratten und EDTMP-
behandelten Ratten (EDTMP-Injektion 20 min p.i.) (n = 3; Angaben in %iD/g)

Organ Kontrollratten 0.03 mg EDTMP/kg 0.3 mg EDTMP/kg
60 min p.i. 60 min p.i. 60 min p.i.
Niere 2.56+0.16 2.251+0.12 2.561+0.19
Leber 0.2410.03 0.3610.09 0.30+0.03
Knochen 0.23+0.01 0.4410.16 0.43+0.16
Blut 0.16+0.01 0.16+0.02 0.1640.02
Milz 0.2610.02 0.4040.12 0.4210.09

Die erwartete Minderung der akkumulierten Aktivitat z.B. in Leber und Knochen konnte
nicht eindeutig nachgewiesen werden. In erster Linie war dieses Ergebnis durch die
schnelle renale Ausscheidung des EDTMP erklarbar, weil dadurch eine hohe lokale Kon-
zentration des Komplexbildners Uber l&ngere Zeitrdume nicht vorliegen konnte.

6.2. Bioverteilung von ® Ga-[Desferrioxamin-B-Succinyl-(D)Phe’]-Ocire-
otid, ’ Ga-[Desferrioxamin-B-Glutaryl-(D)Phe']-Octreotid (| Ga]-Glut.-
Octreotid) und % Ga-[Desferrioxamin-B-Su-beryl-(D)Phe’ ]-Octreotid
(¥’ Ga]-Sub.-Ocireotid)

Die drei Octreotid-Derivate wurden hinsichtlich des in vivo Verhaltens am Rattenmodell
untersucht. Die Evaluierung von %Ga-[Desferrioxamin-B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotid er-
folgte an Tumor-Ratten mit einem exokrin pankreatischen Inselzell-Tumor, wéhrend die
Untersuchungen der beiden neuen Derivate auf Kontrollratten beschrankt wurde.

6.2.1. ex vivo-Bioverteilung von ¥ Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe’]-Octreotid
in Tumor-tragenden Ratten.

Jeweils 5-10 pCi (100 pl) einer *’Ga-[Desferrioxamin-B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotid-
Stammldsung (16 MBg/uM) wurden ménnlichen Lewis-Ratten mit einem exokrin pankreati-
schen Inselzell-Tumor in der scapular Region in die vena jugularis injiziert. Nach 5, 15, 60
und 120 min wurden jeweils 3 Tiere getétet und die Organe nach Entnahme am y-Counter
gemessen. Die hierbei bestimmten Aktivitatsverteilungen sind in Tab.6.5. zusammenge-
faBt.
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Tab.8.5. Ex vivo-Bioverteilung ftir 67Ga—[Desferrioxamin—B-SuccinyI-(D)Phe1]-Octreotid in tumor-
tragenden Ratten. Vergleich zu Untersuchungen an Lewis-Ratten mit einem endokrin
pankreatischen Tumor (n=4). (Angaben in %iD/g)

Organ 5 min 15 min 60 min 60 min 120 min

(Sandoz)

Hypophyse 0.59+0.11 0.5910.16 0.58+0.04 0.71£0.06
Gehirn 0.03+0.01 0.0210.00 0.0110.01 0.0210.01
Knochen 0.20+£0.02 0.2410.02 0.26+0.02 0.33%0.15
Darm 0.15+0.01 0.16+0.02 0.15+0.02 0.27+0.09 0.131£0.03
Pankreas 0.5810.01 0.68+0.03 0.59+0.12 0.331£0.02
Leber 0.48+0.08 0.58+0.04 0.81+0.33 0.21+0.04 | 0.56%0.21
Biut 1.2940.45 0.83+0.04 0.451+0.07 0.16+0.04 0.58+0.23
Nieren 5.0610.64 4.6810.55 4.14+0.36 3.311£0.58 2.7140.26
Herz 0.4510.09 0.35£0.03 0.23+0.03 0.05+0.01 0.2240.11
Nebenniere 1.954+0.30 2.53+0.86 3.35+0.84 2.62+0.35
Milz 0.46+0.13 0.9210.06 1.7410.89 0.14£0.03 0.76£0.29
Tumor 0.34+0.03 0.45+0.16 0.82+0.11 0.38+0.08 0.57+0.18

Aus den Daten der ex vivo-Bioverteilung konnte der zeitliche Verlauf der Aktivitat in den
Organen nachvollzogen werden. Wahrend die Aktivitdtskonzentration im Blut nach Injekti-
on kontinuierlich abnahm, durchlief sie in Organen wie Leber, Nebenniere und Tumor ein
Maxirmurm. Dieser Effeki konnte wiederuin fiir die Leber nicht exakt erkldrt werden, wih-
rend das Anwachsen der Akiiviiat in Nebenniere und Tumor auf die pharmakologischen
Eigenschaften des Somatostatin-Analogen und damit auf die Affinitat zu SRIF-Rezeptoren
zurlickzufuhren war. Aufgrund der stetig abnehmenden Blut-Aktivitdtskonzentration sollte
sich flr diese Organe das Organ/Hintergrund-Verhéltnis positiv bei der Verwendung von
®®Ga und PET auswirken. Als Hauptausscheidungsorgan zeigte die Niere sehr hohe Akti-
vitatsanreicherungen, die aber auch hier stetig mit der Zeit abnahmen.

Ein Gegenlberstellung der Datenpunkte mit den Literaturwerten flr 67Ga-[Desferrioxamin-
B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotid [53] in Tab.6.5. zeigte zwar einige Ahnlichkeiten in den Or-
gananreicherungen, war aber in der Absolutbetrachtung nicht zu vergleichen. Ob dieser
Effekt auf die unterschiedlichen Tumorarten zurlickzuflihren war, kann zu diesem Zeit-
punkt nicht bewertet werden.

6.2.2.  In vivo-Stabilitit von ¥ Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe’]-Octreotid

Die in vivo-Stabilitdt von 67(:“a-[Desferrioxamin-B-SuccinyI-(D)Phe’]-Octreotid wurde hach
5, 15 und 120 min p.i. in Blut, Urin, Tumor, Niere und Leber bestimmt. Die Probenvorbe-
reitung waren entsprechend den Ausfiihrungen in Kapitel 4.6.1..
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Die Blutaktivitat zeigte eine erwartete Abnahme an intaktem Tracer. Nach 120 min war
*Ga in der injizierten Form nicht mehr nachweisbar. Die Aktivitat in Niere und Urin hinge-
gen konnte noch nach 120 min bis zu 30% dem ¥Ga-[Desferrioxamin-B-Succinyl-(D)Phe']-
Octreotid zugeordnet werden. Die Stabilitdat des Tracers in Tumor und Leber konnte nur
unzureichend bestimmt werden, da die applizierte Aktivitat relativ gering und die Aktivitats-
konzentration in diesen Organen niedrig und unzureichend extrahierbar waren.

6.2.3. Ex vivo-Bioverteilung mit ¥ Ga-[DFO-B-Glutaryl-(D)Phe']-Octreotid
(I” Ga]-Glut.-Octreotid) und ° Ga-[DFO-B-Suberyl-(D)Phe’]-Octreotid
(¥’ Ga]-Sub.-Octreotid)

Die Biodistribution von [*’Ga]-Glut.-Octreotid und [*’Ga]-Sub.-Octreotid wurde im Ratten-
modell an mannlichen Lewis-Ratten untersucht. Die Narkose der Ratten wurde entspre-
chend Kapitel 6.1.1. durchgefiihrt. Jeweils 3 Ratten wurde 0.5 MBq [¥’Ga]-Glut.-Octreotid
bzw. [*Ga]-Sub.-Octreotid (80MBq/uM) appliziert. Nach 60 Minuten wurden die Ratten
getdtet und die Aktivitdtskonzentration der Organe am y-Counter bestimmt. Die Ergebnisse
der ex vivo-Bioverteilung sind in Tab.6.6. zusammengefaft.

Die Biodistributionsergebnisse verdeutlichten die hohe Affinitat der [¥Ga]-Octreotid-
Analoga gegeniiber SRIF-Rezeptoren. Die Organe mit erwartet hoher Konzeniration an
Rezeptoren, z.B. Nebenniere, Pankreas und Hypophyse [165,166] zeigien eine hohe Ak-
kumulation des Rezepior-Liganden. Die Akkumulationen in der Leber waren gegenilber
der Niere deutlich niedriger, was auf eine renale Ausscheidung hindeutete.

Tab.6.6. Ergebnisse der Biodistribution von [*’Ga)-Glut.-Octreotid und [¥’Ga]-Sub.-Octreotid in
Lewis-Ratten nach 60 min p.i.. (Angaben in %iD/g; n=3)

[¥’Ga]-Glut.-Octreotid [¥’Ga]-Sub.-Octreotid
60 min 60 min
Hypophyse 3.3910.38 1.30+0.109
Gehirn 0.01£0.01 0.01+0.01
Dinndarm 0.20+0.04 0.20+0.08
Dickdarm 0.18+0.02 0.2410.07
Pankreas 1.20+0.15 1.0710.12
Nebenniere 1.9240.39 1.2240.11
Leber 0.47+0.12 0.5410.11
Blut 0.18+0.05 0.2210.06
Nieren 3.6410.51 5.68+1.38
Herz 0.11+0.02 0.12+0.07
Milz 0.69+0.25 0.6240.19
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6.3. Vergleichende Ubersicht (iber die untersuchten Octreotid-Derivate,
sowie kritische Betrachtungen der Ergebnisse

Die im Kapitel 6. gezeigten Untersuchungen am Rattenmodell sowie die aus den Daten der
Biodistributionen diskutierten Ergebnisse sollten durch direkten Vergleich mit bereits dar-
gestellten und evaluierten Verbindungen, z.B. °I-[Tyr®-Octreotid (['#1]SDZ 204-090) [57],
"In-[DTPA-(D)Phe')-Octreotid (['"'In}jSDZ 215-811) [167] und 2-["®F]Fluorpropionyl-
(D)Phe'-Octreotid [56], Schitisse beziglich des pharmakologischen Verhaltens der Einzel-
komponenten erlauben.

In Kapitel 5.3. und Kapitel 5.5.6. wurden die Ergebnisse der Lipophilie-Untersuchungen
von [®Y][DTPA-(D)Phe'}-Octreotid bzw. [¥Ga]-{DFO-B-Succinyl-(D)Phe']-Octreotid,
[¥’Ga]-DFO-B-Glutaryl-(D)Phe'-Octreotid und [ Ga]-[DFO-B-Suberyl-(D)Phe']-Octreotid
diskutiert. Ein Vergleich der Lipophilie zeigte deutliche Unterschiede. Dieses sollte sich aus
pharmakologischen Gesichtspunkten im Ausscheidungsverhalten der Tracer auBern. In
Abb.6.5. sind aus diesem Grund die Verteilungskoeffizienten den Nieren/Leber-

Verhéltnissen gegeniibergestellt.

Abb.6.5.
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Der dargestelite Kurvenverlauf zeigte eindeutig die Korrelation zwischen dem Verteilungs-
koeffizienten Octanol-Wasser (log P) als einer physikochemischen GréBe und dem Nie-
re/Leber-Verhéltnis als einer physiologischen bzw. pharmakologischen GréBe. Obwoh! die
Datenpunkte der Niere/Leber-Verhdltnisse individuelle GroBen einzelner Versuchstiere
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waren, wodurch die Mittelwerte zwangslaufig relativ groBe Fehler aufwiesen, war eine
grundsétzliche Abhéngigkeit sichtbar. Die lipophilen Eigenschaften der unterschiedlichen
[¥Ga]-Octreotide spiegelten sich in den Akkumulationswerten von Nieren und Leber wie-
der. Die Uberraschend geringere Lipophilie des Glutaryl-Derivates gegentliber dem Suc-
cinyl-Derivat fand ebenfalls im pharmakologischen Gang der beiden Octreotide ihre Ent-
sprechung. Das *Y-[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid, das aufgrund der veranderten Struktur der
DTPA-Einheit eine Koordination des Yttriums mit 6 als auch mit 7 Bindungsstellen méglich
machte, sollte durch die ,innere“ Kinetik des Komplexes im zeitlichen Mittel hdhere La-
dungsanteile, bzw. bei einer 6-fachen Koordination sogar eine Nettoladung mehr tragen.
Die Zunahme der Hydrophilie sollte sich dann in einer erhéhten Ausscheidung Ulber die
Niere zeigen. Das abnorme Verhalten des ¥ Ga-[DFO-B-Suberyl-(D)Phe']-Octreotid, wel-
ches ftrotz seiner lipophilen Eigenschaften unerwartet hohe Nieren-Aktivitats-
akkumulationen zeigte, kann mit diesem einfachen Modell nicht erklart werden.

Neben dem Ausscheidungsverhalten der verschiedenen Octreotid-Derivate war natirlich
vor allem die Rezeptor-Affinitat gegentiber SRIF-Rezeptoren fiir die diagnostische Anwen-
dung entscheidend. In der Literatur wurde das Verhalten verschiedener Octreotid-Derivate
gegenliber SRIF-Rezeptoren untersucht. Hierbei wurden unterschiedliche Rezeptor-
Subtypen identifiziert, die gegenliber einzelnen Derivaten unterschiedliche Affinitdten auf-

wiesen [46,50,169].

Aus den Uberlegungen, daf in den unterschiedliche Organen mit erhdhier Soimatostatin-
Rezepior-Dichie bei unterschiedlichen Affinitaien einzelner Ocireotid-Derivate unierschied-
liche Akkumulation resultierten, wurde in Abb.6.6. der Vergleich der Aktivitdtsakkumulation
in Organen mit erhéhter Rezeptor-Dichte durchgefiihrt. In Abb.6.6. sind die in dieser Studie
gewonnenen Daten der Bioverteilung in ménnlichen Lewis-Ratten mit Literaturdaten vergli-
chen worden.

Es wurden die Datenpunkte 60 min p.i. verwendet. Als Organe mit erhéhter Somatostatin-
Rezeptor-Dichte galten vor allem Hypophyse, Pankreas und Nebenniere. Als Tumormodell
wurde ein exokrin pankreatischer Inselzell-Tumor verwendet (Abweichungen s. Abbil-
dungslegende). Durch die Auftragung der GroBe %iD/g wurde der Masse der einzelnen
Organe nicht Rechnung getragen.
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Hypophyse
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A: "Ga-DFO-B-Glutaryl-Octreotid
5 B: ¥Ga-DFO-B-Suberyl-Octreotid
G: ¥Ga-DFO-B-Succinyl-Octreotid (Tumor)
D: 8Y-DTPA-Octreotid (Tumor)
£: ¥Y.DTPA-Octreotid
F "n-DTPA-Octreotid (Tumor)
&M in-DTPA-RC 160 (Tumor)
H: ™ Te.PnAO-Octreotid (Tumor)
K: "®E-Propionyl-Octreotid (Tumor)
L: "*F-Propionyl-Octreotid
M: *P1-RC160 (Tumor)

Abb.6.6. Datenvergleich der SRIF-Rezepior-Organ-Anreicherungen
Tumormodelle: exokrin pankreatische Inselzell-Tumore; Biodistribution 60 min p.i.
(F: 4 h p.i.[170]; G: 4 h p.i.[147]; H: 1.5 h p.i. [171], (Hypophysen-Anreicherung nicht
dokumentiert); M: 0.5 h p.i.[172])

In dem Fall, in dem die Affinitdt der Somatostatin-Analoga einheitlich und die Bindung an
den komplementiren Rezeptor nur durch die pharmakophore Sequenz der Derivate be-
stimmt wére, sollte die Akkumulation in den skizzierten Organen allein durch die Masse der
Organe und die Rezeptor-Dichte bestimmt sein, was zu einem stets gleichen Verteilungs-
muster fuhren miBte. Durch den Vergleich der die in dieser Studie untersuchten Octreotid-
Derivate ( A, B, C, D, E) wurde deutlich, daB die Anreicherung der Aktivitdt in den einzel-
nen SRIF-Rezeptor-Organen innerhalb der ¥Ga-Derivate ahnlich waren, sich aber nicht
mit den Organverteilungen anderer Derivate vergleichen lieBen. Vielmehr hatte es den
Anschein, daB jedes Derivat verschieden groBBe Affinitdt zu den Rezeptoren in den einzel-
nen Organen besaf3, was zum einen die auf die durch die Derivatisierung bedingten phar-
makologischen Anderungen und zum anderen auf Rezeptor-Subtypen [46,50,169] mit un-
terschiedlichen Affinitten zu einzelnen Derivaten zuriickgeflhrt werden kénnte. Durch den
Vergleich der Organanreicherungen in Tumor- und Kontrollratten wurde ebenfalls deutlich,
daB die Aktivitatsakkumulation in den SRIF-Organen offensichtlich auch eine Funktion der
Tumoranreicherung waren (D-E, K-L). Dieses kdnnte ein statistischer Effekt sein, wenn die
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Rezeptoren entsprechend ihrer Affinitat belegt wiirden, oder aber ein physiologischer Ef-
fekt, der durch die down- oder up-Regulierung von Rezeptoren [46], bedingt durch die bio-
chemische Anderungen bei Anwesenheit von Tumoren, auftritt.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei nuklearmedizinische Aspekte von Metall-Chelat-
Linker-Peptid-Systemen untersucht. Fiir den ersten Aspekt wurde das **Y-DTPA-Peptid-
System hinsichtlich der Komplexierungskinetik, Komplexstabilitdt und Lipophilie evaluiert,
um Aussagen Uber das potentielle Radiodiagnostikum ®*Y-[DTPA-(D)Phe'}-Octreotid bzw.
potentielle 90Y-[DTPA-(D)Phe‘]-Octreotide in der Endoradiotherapie machen zu kénnen.
Flr den anderen Aspekt wurde der Einflul3 von Derivatisierungen Uber Linker-Strukturen
zwischen Komplexbildner und Peptid am Beispiel des DFO-Octreotid bestimmt, um gezielt
pharmakologische Eigenschaften von Octreotid-Derivaten zu variieren.

Zusammenfassend beinhaltete diese Arbeit die physikochemische Bewertung von Metall-
Chelat-Peptid-Systemen in Form ihrer Gesamt-Stabilitdtskonstante bzw. ihrer Reaktionski-
netiken speziell in Hinblick auf eine gezielte Korrelierung zwischen Physikochemie einer-
seits und in vivo-Stabilitat bzw. Radiopharmakologie andererseits.

Als weiter Aspekt wurden Mdglichkeiten zur systematischen Variierung der chemischen
Einbindung des Chelat-Linker-Teiles der Systeme bearbeitet, in Hinblick auf eine Korrelati-
on zu deren pharmakologischen Eigenschatften.

Fur die Bearbeitung beider Themen wurde das Octapeptid Octreotid eingesetzt.

Zur Bestimmung physikochemischer Parameter von Y-DTPA-Peptiden wurden vorab ver-
schieden DTPA-Peptide hergestellt. Zuy Markierung der DTPA-Peptide wurde aufgrund der
langeren Halbwertiszeit (Tq, = 106 d) Y gewahlt. Die Produktion von *°Y erfolgte iiber den
"“Sr(p,x)*Y-Kernproze am Kompakizyklotron CV 28 des Forschungszentrum Jilich
GmbH. Die Synthesen der DTPA-Peptide erfolgten nach einer bekannten Methode durch
Reaktion von DTPA-Bisanhydrid mit der N-terminalen Aminoséure der Peptide. In Hinblick
auf die Evaluierung von [DTPA-(D)Phe']-Octreotid war die N-terminale Aminoséure in allen
Féllen das Phenylalanin. Die Modell-DTPA-Peptide DTPA-Phe-Gly-Gly, DTPA-Phe-Gly-
Phe-Gly, DTPA-Phe-Trp und DTPA-Phe-Tyr-NH, wurden mit Ausbeuten von 55-65% her-
gestelit. Die Reinigung der Systeme erfolgte durch Festphasenextraktion an RP-Phasen
und Anionentauscher-Harzen. Die Synthese wurde schlieBlich analog fiir [DTPA-(D)Phe’-
BOC-Lys®|-Octreotid durchgefiihrt, wobei hier nach der Umsetzung die Abspaltung der
tert.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe (BOC) folgte. Die Gesamtausbeute dieser Synthese
lag bei 50%.

Die Komplexierung des ***®Y durch die DTPA-Peptide erfolgte in den fiir die jeweilige Un-
tersuchung verwendeten Standardpuifern mit Ausbeuten >99%.

Fir die anschlieBenden physikochemischen Untersuchungen wurde ein Apparaturaufbau
zusammengestellt, der Arbeiten unter inerten Bedingungen zulief3.

Um die kinetische Stabilitat der Y-DTPA-Peptide abschatzen zu kénnen, wurde zuerst der
EinfluB der Yttrium-Konzentration und der DTPA-Peptid-Konzentration in 0.1 M Standard-
puffern auf die Dekomplexierungskinetik am Beispiel des Y-DTPA-Phe-Gly-Gly studiert.
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Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde durch Bestimmung des Isotopenaustausches zwi-
schen ®Y und stabilem Y verfolgt und durch Auflésung der McKayschen Gleichung be-
rechnet. Hierbei zeigte sich, daB die Konzentration des DTPA-Peptides Einflul auf die
Isotopenaustauschgeschwindigkeit hatte, die Yttrium-Konzentration jedoch nicht.

Als nachstes wurde der EinfluB des pH-Wertes auf die Isotopenaustauschreaktion unter-
sucht. Die Austauschgeschwindigkeit nahm stetig mit steigendem pH-Wert ab. Durch L6-
sung der McKayschen Gileichung fir die einzelnen Versuchsreihen konnte fur den be-
trachteten pH-Bereich in erster Naherung die Gleichung der Reaktionsgeschwindigkeit des
Isotopenaustausches aufgestellt werden.
-93[®Y —DTPA —Peptid]

ot

Da Gleichung (31) keine Abhéngigkeit von der Yttrium-Konzentration aufwies, konnte die
Reaktionsgeschwindigkeit als allgemeiner Ausdruck fir eine Umkomplexierung bzw. De-
komplexierung angesehen werden. Dieser lieferte fir die Geschwindigkeitskonstante k

einen Wert von 1.6-10* [M"7s™].

31) =k-[Y —~DTPA —Peptid]-[H" " -

Uber die Temperaturabhéngigkeit wurde die Aktivierungsenergie der Isotopenaustausch-
reaktion zu 48 kJ/mol bestimmt und durch Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten in
Medien mit unterschiedlichen lonenstéarken des Hintergrundelektrolyten der EinfiuB der
ionischen Umgebung einbezogen.

Final erfolgie dann die Berechnung der Geschwindigkeiiskonstanten fiir die vier synthefi-
sierten DTPA-Pepiide um den Einfluld der Pepiidsirukiur auf die Dekomplexierung beur-
teilen zu kénnen. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen. Die berech-
neten Geschwindigkeitskonstanten lagen im Bereich von 1.3-1.6:10* [M"7s™]. Dies be-
deutete zwar, daf3 die an das Phenylalanin anschlieBenden Aminosauren in den betrach-
teten Y-DTPA-Peptide keine drastischen Anderungen der Komplexierungskinetik bewirk-
ten, bewies aber nicht, daf dieser Einflu3 ganzlich auszuschlieBen war.

Zur Bestimmung von Gesamt-Stabilitdtskonstanten von Y-DTPA-Peptiden muBten vorab
die Séuredissoziationskonstanten der funktionellen Gruppen des gekoppelten DTPA be-
stimmt werden. Diese waren dem freiem DTPA nicht gleichzusetzen. Durch Titration der
DTPA-Peptide konnten die pK-Werte sehr genau bestimmt werden. Da bei der Titration
der DTPA-Peptide die pKs-Werte der funktionelien Gruppen der Peptide (in diesem Fall die
C-terminale Carbonséure) ebenfalls gemessen werden, wurden diese vorher durch Titra-
tionen der Ausgangspeptide separat bestimmt und dann durch Vergleich mit der Titrati-
onskurve des jeweiligen DTPA-Peptid-Systems fir letztere eindeutig zugeordnet.

Flr die Stabilitdtskonstanten dieser Y-DTPA-Peptid-Systeme konnten Werte von logp ~ 19
erwartet werden. Als methodischer Ansatz wurde deshalb die Ligandenverdrangungsreak-
tion mit EDTA (logBv.eota = 18.08 [91]) gewéhit. Ziel war es dabei, durch den Einsatz von
tragerfreien Yttrium-Kationen Uber die Bestimmung des Komplexgleichgewichtes bei ver-
schiedenen pH-Werten einen direkten Ausdruck fur die Gesamt-Stabilititskonstante ab-
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zuleiten, obwohl alle Protonierungsstufen der Liganden zu betrachten waren. Uber die pKs-
Werte des DTPA in den DTPA-Peptiden und des EDTA konnten die Konzentrationen der
vollig deprotonierten Spezies bei gegebenen pH-Wert berechnet werden. Da die Konzen-
trationen des vollig deprotonierten Liganden gréBer waren als die Radiometall-
Konzentration in der Lésung, spiegelte das gemessene Gleichgewicht direkt das Verhéltnis
der beiden Gesamt-Stabilitatskonstanten von Y-DTPA-Peptid und Y-EDTA in Abhéngigkeit
von den Konzentrationsverhéltnissen der véllige deprotonierten Liganden bei gegebenen

pH-Wert wieder.

Die pH-Abhangigkeit der Ligandenverdrangungsreaktion unter Verwendung tragerfreier
Metall-Kationen wurde durch Kombination der Komplexgleichgewichte und der Protonie-
rungsgleichgewichte des Liganden theoretisch abgeleitet. Nach dieser Theorie solite das
gemessene Komplexverhéltnis in Abhangigkeit vom pH-Wert in Bereichen der pKs-Werte
der Liganden einen Wendepunkt aufweisen.

Der Vergleich der Wendepunkte mit den (iber die Titration bestimmten Sauredissoziations-
konstanten der DTPA-Peptide zeigte, daBB die Mef3ergebnisse die theoretische Vorhersa-
gen bestitigten. Zur Uberpriifung wurde in Umkehrung die fir das Gleichgewicht abgelei-
tete Formel direkt auf die Datenpunkie angewendet. Diese Kurven zeigten nur geringe
Abweichungen von den realen MeBpunkten. Die so bestimmien S&uredissoziationskon-
stanten stimmten in Bereichen hoher MeBgenauigkeit gut mit denen aus Titrationsmes-
sungen berein.

Mit diesen Daien wurden die Stabilitaiskonstanien von logp (*°Y-DTPA-Phe-Giy-Giy)
19.7+0.3, logB (**Y-DTPA-Phe-Tip) = 18.54+0.1 und logp (**V-DTPA-Phe-Tyr-NH,) =
18.7440.1 bestimmt.

i

Diese Methodik lieB die Berechnung von Gesamt-Stabilitdtskonstanten bei verschiedenen
pH-Werten zu und erméglichte darlber hinaus, aus den Kurven die S&uredissoziations-
konstanten der Liganden abzuleiten. Damit sollten diese Konstanten (pK;) auch fir nukle-
armedizinisch relevante Systeme bestimmbar sein, in denen andere Techniken wie z.B.
Titrationen der pKs-Werte des gekoppelten Liganden nicht moglich waren.

Die Bestimmung der Gesamt-Stabilitatskonstante von Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid wurde
schlieBlich auf diese Art und Weise durchgefiihrt. Durch Messung der Komplexverhéltnisse
Y-[DTPA-(D)Phe']-Octreotid / ®Y-EDTA als Funktion des pH-Wertes konnten die pK,-
Werte zu: pKsi= 1.89; pKse= 3.92; pKy3=6.90 und pKss= 10.07 bestimmt werden.

Unter Verwendung dieser Konstanten wurde die Gesamt-Stabilititskonstante mit logB =
19.256 £ 0.05 berechnet. Ein Vergleich mit dem Y-DTPA-System (pKs=1.82; pKs=2.65;
pKss= 4.28; pKs= 8.53; pKss= 10.45; logB = 22.05) zeigte, daB die Kopplung an ein Bio-
molekil eine Erniedrigung der pKs-Werte aller funktionellen Gruppen im DTPA-Molekl
bewirkte. Diese Erniedrigung wirkte sich auf die Konzentration des deprotonierten Ligan-
den und damit auf die Gesamt-Stabilitdtskonstante aus.
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Die Pharmakokinetik als auch die in vivo-Stabilitat von Y-[DTPA-(D)-Phe']-Octreotid wur-
de anschlieBend zum einen in ex vivo-Bioverteilungsstudien und zum anderen in PET-
Studien unter Verwendung des **Y-Analogons (8*; T2 = 14.7 h) untersucht. Die Biovertei-
lungsuntersuchungen zeigten dabei deutlich, daB das Pharmakon in Organen mit hoher
Somatostatin-Rezeptordichte akkumuliert wurde. Die Untersuchungen der metabolischen
Stabilitat in Tumor, Leber, Pankreas, Blut und Urin jedoch belegten, daB3 in vivo eine Frei- .
setzung des Radiometalles erfolgte. Dieses driickte sich ex vivo vor allem in einer erhéh-
ten Knochenakkumulation aus. In den PET-Untersuchungen wurde dieser Umstand durch
eine langsame Eliminierung der Aktivitdt aus Leber und Tumor sichtbar, die in dieser Form
bei intakten Analoga nicht gefunden wurde [56].

Der Versuch, die Eliminierung der freigesetzten Aktivitat durch Injektion von EDTMP als
Komplexliganden zu beschieunigen, konnte experimentell nicht erreicht werden.

Zusammenfassend konnten aus diesen tierexperimentellen Studien fir das Y-DTPA-
Octreotid-System zwei grundséatzliche Aspekte abgeleitet werden. Zum einen wurde ge-
zeigt, daB durch den Einsatz von *Y die PET-Evaluierung relevanter %Y-Octreotid Endo-
radiotherapeutika méglich war. Zum anderen erwies sich das Y-DTPA-Octreotid-System in
der vorliegenden Form als unzureichend stabil. Die Freisetzung des Radiometalles in vivo
konnte somit als Folge der im Verhaltnis zum Y-DTPA niedrigeren Stabilitatskonstante als
auch der pH-abhéangigen Dekomplexierung gewertet werden.

Fiir das zweite Teilgebiet dieser Arbeit wurde eine von der Sandoz AG publizierie Synihe-
se des **®Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)-Phe '-Octreotid in der Art variiert, daB Anderungen der
pharmakologischen Eigenschaften des Radiopharmakons Uber Systemvariationen des
Linkers m&glich waren. Hierzu wurde eine Synthesestrategie auf der Basis von N-Hydroxy-
Succinimidylestern verschiedener Dicarbonséuren entwickelt die es ermdglichen sollten,
den Liganden DFO-B unter Variation verbriickender Gruppen an das Octreotid via der N-
terminalen Phenylalanin-Gruppe zu binden. Auch fur diese Synthesen wurden vorbereitend
Modellpeptide mit N-terminalen Phenylalanin-Gruppen (Phe-Gly-Gly, Phe-Gly-Phe-Gly,
Phe-Trp, Phe-Tyr-NH,, Phe-His-OMe und Phe-Ser-Val) verwendet. Primédres Kriterium
war, die pharmakologischen Eigenschaften hinsichtlich der Ausscheidung des Pharmakons
zu variieren. Dieses sollte zum einen durch Einfiihrung eines metabolisierbaren Linkers als
auch durch die Anderung der lipophilen Eigenschaften des Pharmakons selbst erreicht
werden.

In dem ersten Schritt wurden die Eduktparameter der Reaktion zwischen den Disuccinimi-
dylestern und den Modellpeptiden bestimmt. Hierbei wurden bei einem Eduktverhéltnis
Disuccinimidylester / Peptid = 5 / 1 Ausbeuten von > 90% erzielt. Die weitere Umsetzung
mit DFO-B zum DFO-B-Linker-Peptid erfolgte rasch mit vergleichbaren Ausbeuten. Aus-
nahme dabei stellte das Phe-His dar, daB aufgrund der Bildung von instabilen Histidyl-
estern nur Ausbeuten von 60% ergab. Die optimierten Bedingungen wurden zur Darstel-
lung von zwei Octreotid-Derivaten verwendet. Als verbriickende Dicarbonséuren wurden in
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Anlehnung an die Synthese von DFO-B-Succinyl-Octreotid anstatt Bernsteinséure (C2) die
Glutarséure (C3) und Korkséure (C6) verwendet. Im Rahmen dieser Synthesen wurden die
Reaktionsfithrung beider Teilreaktionen in einer Art ,Eintopfsynthese® vereinigt. Diese Re-
aktion lieferte Gesamtausbeuten von 75% fir [DFO-B-Glutaryl-(D)Phe']-Octreotid und
[DFO-B-Suberyl-(D)Phe']-Octreotid. Die anschlieBende Markierung erfolgte quantitativ mit
®"Ga, welches am Kompaktzyklotron tber die "™'Zn(p,xn)*’Ga-Kernreaktion produziert wor-
den war.

Die Lipophilie (logP) der ¥ Ga-markierten Octreotid-Derivate wurde bestimmt. Die lipophilen
Eigenschaften der synthetisierten Octreotide waren durch die Variation der Linker unter-
schiedlich, wobei interessanterweise keine lineare Abhangigkeit der Lipophilie von der
Lange der Alkylkette in der Linkerstruktur gefunden wurde. Die gréBte Lipophilie konnte
von dem ¥Ga-[DFO-B-Suberyl-(D)Phe']-Octreotid erwartet werden. Der Verteilungskoeffi-
zient (logP) im Octanol-Wasser-System war -1.48 bei pH 5-7, und nahm bis pH 8 auf -1.1
zu. Das “Ga-[DFO-B-Glutaryl-(D)Phe']-Octreotid hingegen zeigte mit logP-Werten von
-1.85 (pH 5-7) und -1.41 (pH 8) im Verhdltnis zum %Ga-[DFO-B-Succinyl-(D)Phe'}-
Octreotid (log P: -1.56 (pH 5-7) und -1.23 (pH 8)) unerwartet niedrige Verieilungskoeffizi-
enten.

Diese lipophilen Eigenschaften solite sich im Tiermodell durch Anderungen des Verhéltnis-
ses zwischen renaler und hepatobildrer Ausscheidung widerspiegeln. Im Rattenmodell
konnte tatsdchlich gezeigt werden, daf3 bei vergleichbarer Somatostaiin-Rezeptor-Affinitai
die hepaiobilare Ausscheidung mii sieigender Lipophilie dei Derivate zunahim. Dies héatle
Konsequenzen iir die Eniwicklung weniger Nieren-akiiver Ocireoiid-Derivate.

Die Untersuchungen der metabolischen Stabilitiat zeigten eine gegentiber dem *Y-DTPA-
Octreotid-System langsamere Freisetzung des Radiometalles, wobei nach 120 min p.i.
auch hier kein intaktes Radiopharmakon mehr nachgewiesen werden konnte. Dieser Um-
stand erfordert darum eine weitere Minimierung der in vivo-Freisetzung von Ga(ill).

Die dargestellten Octreotid-Derivate wurden hinsichtlich ihrer Affinitat zu Somatostatin-
Rezeptoren in Organen mit erhdhter SRIF-Rezeptor-Dichte verglichen. Hierbei zeigte sich,
daB sowohl das *Y- als auch die *Ga-Octreotid-Derivate in Nebenniere, Pankreas und
Hypophyse, den Organen, in denen hohe SRIF-Rezeptor-Dichten nachgewiesen wurden,
bevorzugt akkumulierten. Die absoluten Anreicherungen in diesen Organen waren jedoch
fur die vier untersuchten Octreotid-Derivate verschieden. Ein Vergleich mit Literatur-Daten
bereits evaluierter Octreotid-Derivate belegte, daB offensichtlich die Verteilung auf diese
Organe eine individuelle GroBe jedes einzelnen Pharmakons war und weiterhin von der
Anwesenheit SRIF-Rezeptor-exprimierender Tumore abhing.
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Abkiirzungsverzeichnis

(2,2"-[1,8-Di-Hydroxy-3,6-Di-Sulfo-2,7-Naphthalen-Bis-(Azo)}-Debenzol-
Arsenige-Saure

Gesamt-Bildungskonstante; Gesamt-Stabilitatskonstante
Gesamt-Stabilitdtskonstante des Komplexes MA; MB
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tert.-Butyloxycarbony!
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Bovine serum albumin; Rinderserum-Albumin
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confer
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Ethylenglycolbis-(succinimidylsuccinat)
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Glyein

N,N"-Bis(2-Hydroxybenzyl)-Ethylendiamindiessigséaure

Histidin

1-Hydroxybenzotriazol
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
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Immunoglobulin G

Innere Konversion

Geschwindigkeitskonstante

Geschwindigkeitskonstante in temperaturabhéngigen Versuchen
Geschwindigkeitskonstante in Isotopenaustauschreaktionen
Geschwindigkeitskonstante in lonenstérke-abhéangigen Versuchen
Gleichgewichtskonstante

Gleichgewichtskonstante in Abhangigkeit vom Protonierungsgrad
Gesamt-Hydrolysekonstante des Metall-Aquo-Komplexes
Gleichgewichstkonstante in Abhéngigkeit von der Metali-Hydrolyse
Séuredissoziationsgleichgewichte

schrittweise Bildungskonstanten

Austauschgrad
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= (Coctanol/Cwasser); Lipophilie
Ligand-Ligand-Verdrangungsreaktion
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Positron emission tomography; Positronenemissionstomographie
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Regend of interest
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Anionenaustauscher; Trimethylaminopropyl-Phase
Setin ’
p-lsothiocyanatobenzyl-DOTA
p-lsothiocyanatobenzyl-DTPA

[Tyr®}-Octreotid

[DTPA-(D)Phe']-Octreotid
[DFO-B-SuccinyI-(D)Phe‘]-Octreotid

Octreotid®; Somatostatin-analoges Peptid (Sandoz)
Single photon emission tomography; Einzelphotonenemissionstomo-
graphy

Somatotropin Release Inhibiting Factor
Halbwertszeit

Trifluoressigséure
Tetraazatetradekantetraessigséaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tryptophan

Triethylentetraminhexaessigséure

Tyrosin

Valin




136

9. Literaturverzeichnis

(1]
(2]
(3]
[4]
(5]
[6]
(7]

(8]

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]

[18]
[16]
[17]
8]
[19]
[20]
[21]
(22]
(23]

[24]

[25]

G.Hevesy, Chem.News 108, 166 (1913)

E.O.Lawrence, Phys.Rev. 38, 834 (1932)

M.M.Ter-Pogossian, Spektrum der Wissenschaft 12, 121 (1980)

G.Stdckiin, In: Handbuch der medizinischen Radiologie, Band 15/1B,
Emissionscomputertomographie mit kurzlebigen zyklotronproduzierten
Radionukliden, Springer-Verlag (1989)

K.Wienard, R.Wagner, W.D.Heiss, PET-Grundlagen und Anwendungen der
Positronen-Emissions-Tomographie, Springer-Verlag (1989)

M.M.Ter-Pogossian, In: Principles of Nuclear Medicine; 19: Positron Emission Tomo-
graphy, 342-377, W.R.Saunders Company (1995)

J.Jaszcek, M.W.Tsui, In: Principles of Nuclear Medicine; 18: Single Photon Emission
computed Tomography, 317-327, W.R.Saunders Company (1995)

F.H.Fahey, B.A.Harkness, In: Nuclear Medicine, 19: SPECT Imaging with Rotating
Gamma Camera Systems, 232-246, Mosby-Year Book, Inc. (1996)

D.L.Bailey, J.A.Parker, In: Nuclear Medicine in Clinical Diagnosis and Treatment;
109: Single Photon Emission Computed Tomography, 1315-1326, CHURCHILL
LIVINGSTONE Edinburgh London Madrid Melbourne New York and Tokyo (1994)
S.M.Qaim, G.Stocklin, Radiochim.Acta 34, 25-40 (1983)

F.Helus (Ed.), Radionuclide Production, Boca Raton, Fla: CRC Press (1983)
R.M.Lambrecht, Radiochim.Acta 34, 9-24 (1983)

AM.Mauer, J.Lab.Clin.Med. 120, 828-830 (1992)

R.P.Spencer, In: Nuclear Medicine in Clinical Diagnosis and Treatment, 55: Tumor-
seeking radiopharmaceuticals: hature and mechanisms, 649-665, CHURCHILL
LIVINGSTONE Edinburgh London Madrid Melbourne New York and Tokyo (1994)
G.Stocklin, V.W.Pike (Eds.), Radiopharmaceuticals for Positron Emission
Tomography, Methodological Aspects, Kluwer Academic Publishers (1993)
U.K.Brunner, O.Renn, M.Li, C.F.Meares, In: Principles of Nuclear Medicine; 6: Radio
metals and Their Chelates, W.B.Saunders Company (1995)

S.C.Srivastava, R.C.Mease, Nucl.Med.Biol. 18, 589-603 (1991)

L.Yuanfang, W.Chuanchu, Pure&Appl.Chem. 63, 427-463 (1991)

S.Jurisson, D.Berning, W.Jia, D.Ma, Chem.Rev. 93, 1137-1156 (1993)
W.D.Tucker, M.W.Greene, Am.Nucl.Soc. 1, 160 (1958)

S.J.Lippard, J.M.Berg, Bioanorganische Chemie, Spektrum Akademischer Verlag
(1995)

M.N.Hughes (Ed.), The Inorganic Chemistry of Biological Processes, John
Wiley&Sons (1981)

R.Loevinger, E.Tapha, G.Brownell [Ed.], In:Radiation Dosimetry: Discrete Radioiso-
fope Sources, 693-799, Academic Press, New York (1956)

A.R.Fritzberg, R.W.Berninger,S.W.Hadley, D.W.Wester, Pharm.Res. 5, 325-334
(1988)

L.F.Mausner, S.C.Srivastava, Med.Phys. 19, 503-509 (1993)




[26]

[27]
[28]
[29]
[30]
[31]
[32]
(33]

[34]
[35]
[36]
[37]
[38]
[39]

[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
(48]
[50]
[51]
[52]
[53]
[54]
[55]
[56]

[57]

137

‘'W.A.Volkert, W.F.Goeckeler, G.J.Ehrhardt, A.R.Ketring, J.Nucl.Med. 32, 174-185

(1991)
B.W.Wessels, R.D.Rogers, Med.Phys. 11, 638-645 (1984)

W.J.Skraba, H.Arino, H.H.Kramer, Int.J.Appl.Rad.lsot. 29, 91-96 (1978)

F.Rosch, S.M.Qaim, G.Stocklin, Appl.Radiat.Isot. 44, 677-681 (1993)

R.Taillever, R.Lambenrt, C.D.Phaneuf, L.Leveille, J.Nucl.Med. 33, 1091-1098 (1992)
G.M.Blake, M.A.Zivanovic, R.M.Blaquiere, J.Nucl.Med. 29, 549-557 (1988)
S.M.Larson, D.R.Allen, J.S.Rasey, Z.Greenbaum, J.Nucl.Med. 19, 1245-1249 (1978)
H.Herzog, F.Rdsch, G.Stdcklin, C.Lueders, S.M.Qaim, L.E.Feinendegen,
J.Nucl.Med. 34, 2222 (1993)

K.Fellinger, J.Schmid, Z.inn.Med. 33, 351 (1952)

B.M.Ansell, A.Crook, J.R.Mallard, E.G.L.Bywaters, Ann.Rheum.Dis. 22, 435 (1963)
G.E.Krejcarek, K-L-Tucker, Biochem.Biophys.Res.Comm., 77, 581 (1977)
D.J.Hnatowich, W.W.Layne, R.L.Childs, Science 220, 613 (1983)

S.M.Yeh, D.G.Sherman, C.F.Meares, Analyt.Biochem. 100, 152 (1979)
C.F.Meares, M.J.McCall, D.T.Reardan, D.A.Goodwin, C.I.Diamanti, M.McTigue,
Analyt.Biochem. 142, 68 (1984)

D.M.Goldenberg, J.Cancer Res.Clin.Oncol. 113, 203-208 (1987)

O.A.Gansow, Nucl.Med.Biol. 18, 369-381 (1991)

L.C.Washburn, T.T.Sun, Nucl.Med.Biol. 18, 313-321 (1991)

D.J.Hnatowich, Nucl.Med.Biol. 17, 49-55 (1990)

J.Pless, U.Briner, U.Doepfner, P.Marbach, R.Maurer, T.J.Petcher, J.C.Reubi,
Seand.J.Gastroenterol, 21, 54-64 (1986)

J.C.Reubi, Life Sciences 36, 1829-1836 (1985)

S.W.J.Lamberis, E.P.Krenning, J.C.Reubi, Endocrine Reviews 12, 450-482 (1991)
E.P.Krenning, S.W.J.Lamberts, J.C.Reubi, In: Principles of Nuclear Medicine; 46:
Neuroendocrine and Other Tumors, 1104-1110, W.B.Saunders Company (1995)
S.Reichlin, N.Eng.J.Med. 309, 1495-1501 und 1556-1562 (1983)

W.Bauer, U.Briner, J.Pless, Life Science 31, 1133-1140 (1982)

F.Raulf, J.Perez, D.Hoyer, C.Bruns, Digestion 55, 46-53 (1994)

J.Pless, W.Bauer, U.Briner, W.Doepfner, P.Marbach, R.Maurer, T.Petcher,
J.C.Reubi, J.Vanderscher, Int.Congr.Ser.-Excerpta Med., 683, 319 (1986)
W.H.Bakker, E.P.Krenning, W.H.Breeman, L.J.Hofland, P.Marbach, J.Pless,
J.W.Koper, S.W.J.Lamberts, T.J.Visser, Life Sciences 49, 1583-1591 (1991)
P.M.Smith-Jones, B.Stolz, C.Bruns, R.Albert, H.W.Reist, R.Freidrich, H.R.Méacke,
J.Nucl.Med. 35, 317-325 (1994)

B.Stolz, T.Marina, R.Albert, C.Bruns, P.Koch, H.Macke, Eur.J.Nucl.Med. 21, 437-444
(1994)

J.Brockmann, F.Rdsch, H.Herzog, B.Stolz, C.Bruns, G.Stocklin,
J.Label.Compds.Radiopharm. 27, 519-521 (1995)

H.J.Wester, J.Brockmann, F.Rdsch, B.Stolz, W.Wutz, H.Herzog, P.M.Smith-Jones,
C.Bruns, G.Stécklin, J.Nucl.Med, 36, 113-114 (1995)

W.H.Bakker, E.P.Krenning, W.H.Breeman, J.W.Koper, P.P.Kooij, J.C.Reubi,
J.G.Klijn, T.J.Visser, R.Docter, S.W.J.Lamberts, J.Nucl.Med. 31, 1501-1509 (1990)




[58]
[59]
[60]

[61]
[62]
[63]
[64]
[65]
[66]

[67]
[68]

[69]
[70]

(71]
[72]
[73]

[75]
[76]

[77]
(78]
[79]
[80]
[81]
[82]

[83]

(84]
[85]

[86]
[87]
[88]

138

M.Sundberg, C.F.Meares, D.A.Goodwin, C.T,Diamanti, Nature 250, 587-588 (1974)
D.J.Hnatowich, W.W.Layne, R.L.Childs, /nt.J.Appl.Radiat.Isot. 33, 327-332 (1982)
D.J.Hnatowich, R.L.Childs, D.Lanteigne, A.Najafi, J./mmuno.Methods. 65, 147-157
(1983)

H.R.Mé&cke, A.Riesen, W.Ritter, J.Nucl.Med. 30, 1235-1239 (1989)

D.J.Hnatowich, Nucl.Med.Biol. 17, 49 (1986)

W.C.Cole, S.J.DeNardo, C.F.Meares, J.Nucl.Med. 28, 83 (1987)

R.C.Mease, S.C.Srivastava, J.Nucl.Med. 29, 1324 (1988)

R.C.Mease, S.C.Srivastava, G.E.Meinken, Z.Steplewski, J.Nucl.Med. 30, 934 (1989)
R.C.Mease, S.C.Srivastava, C.Lambert, G.E.Meinken, Z.Steplewski,
J.Label.Compds.Radiopharm. 30, 196 (1990) '

M.K.Moi, C.F.Meares, J.Am.Chem.Soc. 110, 6266 (1988)

J.P.L.Cox, K.J.Jankowski, R.Kataky, D.Parker, N.R.A.Beely, B.A.Boyce,
M.A.W.Eaton, K.Miller, A.T.Millican, A.Harrison, C.Walker,
J.Chem.Soc.Chem.Commun., 797-798 (1989)

C.F.Meares, T.G.Wensel, Acc.Chem.Res. 17, 202 (1984)

R.G.Buckley, P.Barnett, F.Searle, R.Pedley, J.A.Boden, Eur.J.Nucl.Med. 12, 394
(1986)

M.W.Brechbiel, O.A.Gansow, R.W.Atcher, Inorg.Chem. 25, 2772 (1986)
K.K.Bhargava, Z.Y.Zhang, B.S.Chun, J.Labe.Compds.Radiopharm. 30, 216 (1990)
J.Schumacher, R.Matys, H.Hauser, W.Maier-Borst, S.Matzku, Eur.J.Nucl.Med. 12,
397 (1986)

R.C.Mease, 5.C.Srivasiava, G.E.Meinken, Z.Steplewsld,
J.Label.Compds.Radiopharm. 30, 319 (1990)

R.C.Mease, 5.C.Srivastava, G.E.Meinken, Z.Steplewski, J.Nucl.Med. 31, 896 (1990)
S.C.Srivastava, R.C.Mease,G.E.Meinken, L.F.Mausner, Z.Steplewski,

Acta Radiol.Suppl. , 374 (1991)

M.K.Moi, C.F.Meares, M.J.McCall, W.C.Cole, S.J.DeNardo, Anal.Biochem. 148, 249
(1985)

S.V.Deshpande, S.J.DeNardo, D.L.Kukis, J.Nucl.Med. 31, 473 (1990)
O.A.Gansow, K.Kumar, M.W.Brechbiel, J.Nucl.Med. 31, 824 (Abstr.) (1990)
L.C.Washburn, Y.Lee, T.T.H.Sun, J.Nucl.Med. 31, 824 (Abstr.) (1990)

S.F.Carrall, S.L.Bernard, D.A.Goff, R.J.Bauer, W.Leach, A.H.C.Kung,

Bioconjugate Chem. 5, 248-256 (1994)

Y.Arano, T.Inoue, T.Mukai, K. Wakisaka, H.Sakahara, J.Konishi, A.Yokoyama,
J.Nucl.Med. 35, 326-333 (1994)

S.V.Deshpande, S.J.DeNardo, C.F.Meares, M.J.McCall, G.P.Adams, G.L.DeNardo,
Nucl.Med.Biol. 16, 587-597 (1989)

C.H.Paik, S.M.Quadri, R.C.Reba, Nucl.Med.Biol. 16, 475-481 (1989)

M.C.Ward, K.R.Roberts, J.H.Westwood, R.C.C.Coombes, V.R.McCready,
J.Nucl.Med. 27, 1746-1750 (1986)

J.D.Rodwell, V.L.Alvarez, C.Lee, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83, 2632-2636 (1983)
C.F.Meares, M.J.McCall, S.V.Deshpande, /nt.J.Cancer. 2, 99 (1988)

P.A.Williams, A.R.Peacock, Biochem.J. 105, 1177 (1967)




[89]

[90]
[91]

[92]

(93]
[94]

[95]

[96]
[97]

[98]
[99]

[100]

[101]
[102]
[103]
[104]
[105]
[106]
[107]
[108]

[109]
[110]

[111]
[112]
[113]
[114]

[115]
[116]
[117]
[118]
[119]
[120]
[121]

139

R.W.Kozak, A.Raubitschek, S.Mirzadeh, M.W.Brechbiel, R.Junghaus, O.A.Gansow,
A.Waldmann, Cancer Res. 49, 2639-2644 (1989)

J.H.Huheey, Anorganische Chemie, Walter de Gruyter, Berlin New York (1988)
A.E.Martell, R.M.Smith, Critical Stability Constants 1-6, Plenum Press, New York
(1974-1989)

F.Rosotti, H.Rosotti, Determination of Stability Constants, McGraw-Hill Book Com-
pany (1961)

A.Ringbom, Complexation in Analytical Chemistry, Interscience, New York (1963)
F.Basolo, R.G.Pearson, Mechanismen in der anorganischen Chemie; Eine Untersu-
chung von Metall-Komplexen in Lésung, Georg Thieme Verlag, Stuttgart (1973)
A.E.Martell, Coordination Chemistry, Vol.2, ACS Monograph 174; American Chemi-
cal Society, Washington D.C. (1978)

G.Anderegg, Pure&Appl.Chem, 54, 2693 (1982)

E.F.Pfeiffer, G.M.Reaven, Somatostatin Receptor Imaging, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart (1992)

J.W.Yabro, R.S.Bornstein, M.J.Mastrangelo, Seminars in Oncology 21 (1994)
M.V.Lanahan, L.A.Bass, M.J.Welch, C.J.Anderson, J.Label.Compds.Radiopharm.
27, 510-512 (1995)

P.M.Smtih-Jones, B.Stolz, R.Albert, G.Ruser, H.Macke, U.Briner, L.Tolcsvai,
G.Weckbecker, C.Bruns, J.Label.Compds.Radiopharm. 27, 499-501 (1995)
W.T.Anderson-Berg, R.A.Squrie, M.Strand, Cancer Research 47, 1905-1912 (1987)
C.H.Taliaferro, R.J.Motekaitis, A.E.Martell, Inorg.Chem. 23, 1188-1192 (1984)
¥.H.Lisser, Einfihrung in die Kernchemie, Verlag Chemie, Weiheim , (1980)
V.Majer, Grundlagen der Kernchemie, Johann Ambrosius Barth, Leipzig (1982)
H.A.C.McKay, Principles of Radiochemistry, Butterworth, London (1971)
K.M.Subramanian, W.Wolf, J.Nucl.Med. 31, 480 (1990)

A.D.Sherry, W.P.Cacheris, K.T.Kuan, Magn.Reson.Med. 8, 180-190 (1988)
H.Michael, H.Rosezin, H.Apelt, G.Blessing, S.M.Qaim, Int.J.Appl.Radiat.Isot. 32, 581
(1981)

F.Résch, S.M.Qaim, G.Stdcklin, Radiochim.Acta 61, 1 (1993)

A.E.Martell, R.J.Motekaitis, Determination and Use of Stability Constants, VCH Pu-
blishers, New York (1992)

G.Gran, Analyst 77, 661 (1952)

C.Hansch, Accounts Chem.Res. 2, 232 (1969)

A.Leo, C.Hansch, D.Elkins, Chem.Rev. 71, 525-616 (1971)

E.Rota Kops, H.Herzog, A.Schmid, S.Holte, L.E.Feinendegen,

J.Assist.Comput. Tomogr. 14, 437-445 (1990)

A.Najafi, R.L.Childs, D.J.Hnatowich, Int.J.Appl.Radiat.Isot. 35, 554 (1984)
R.G.Buckley, F.Searle, FEBS Letters 166, 202 (1984)

D.J.Hnatowich, F.Virzi, P.W.Doherty, J.Nucl.Med. 26, 503-509 (1985)

A.Harrison, C.A.Walker, D.Parker, Nucl.Med.Biol. 18, 469-476 (1991)

A.Ohyoshi, J./norg.Nucl.Chem. 34, 1955-1960 (1972)

J.B.Stimmel, M.E.Stockstill, F.C.Kull, Bioconjugate Chem. 6, 219-225 (1995)
P.Glenworth, D.A.Newton, J./norg.Nucl.Chem. 33, 1701 (1971)




[122]
[123]
[124]

[125]
[126 ]
[127]

[128]

[129]
[130]

[131]
[132]
[133]
[134]
[135]
[136]
[137]
[138]

[140]
[141]

[142]

[143]
[144]

[145]
[146]
[147]
[148]
[149]
[150]
[151]

[152]

140

D.W.Magerum, D.L.Janes, H.M.Rosen, J.Am.Chem.Soc. 87, 4463 (1965)
R.J.Motekaitis, A.E.Martell, Inorg.Chem. 19, 1646-1651 (1980)

W.J.Moore, D.O.Hummel, Physikalische Chemie, Walter de Gruyter, Berlin,New-
York (1976)

G.A.Nyssen, D.W.Margerum, /norg.Chem. 9, 1815-1821 (1970)

C.W.Davies, lon Assaciation, Butterworth, London (1962)

M.N.Hughes, The Inorganic Chemistry of Biological Processes, John Wiley&Sons
(1981)

I.Svago, In: Biocoordination Chemistry; Metal Complexes of Peptides and their Der-
vatives, Ellis Horwood Limited, England (1990)

R.J.Motekaitis, A.E.Martell, Can.J.Chem. 60, 168 (1982)

G.Schwarzenbach, Die Komplexometrische Titration, Ferdinand Enke, Stuttgart
(1955)

R.J.Motekaitis, A.E.Mantell, Can.J.Chem. 60, 2403 (1982)

W.R.Harris, A.E.Martell, Inorg.Chem. 15, 713-720 (1976)

W.R.Harris, R.J.Motekaitis, A.E.Martell, Inorg.Chem. 14, 975-979 (1975)
G.Schwarzenbach, E.Freitag, Helv.Chim.Acta 34, 1492 (1951)

E.Tomlinson, J.Chromatogr. 113, 1-45 (1975)

G.Fricker, V.Dubost, D.Schwab, C.Bruns, C.Thile, Hepatology 20, 191-200 (1994)
G.Beschiaschvili, J.Seelig, Biochemistry 29, 10995 (1990)

G.Rowlinson-Busza, D:Snook, A.A.Epenetos, Int.J.Radiat.Oncol.Biol.Phys. 28, 1257-
1265 (1994)

H.Bickel, E.Gaumann, W.Keller-Schierlein, V.Prelog, E.Vischer, A.Weiistein,
H.Zahner, Experentia 16, 129 (1960)

G.Schwarzenbach, K.Schwarzenbach, Helv.Chim.Acta 22, 1390-1400 (1963)
G.Anderegg, F.L Eplattenier, G.Schwarzenbach, Helv.Chim.Acta 22, 1409-1422
(19863)

G.A.Janoki, J.F.Harwig, W.Chanachai, W.Wolf, Int.J. Appl.Radiat.Isot. 34, 871-877
(1983)

Y.Ohmomo, A.Yokoyama, J.Susuki, H.Tanaka, Eur.J.Nucl.Med. 7, 458 (1982)
C.Motta-Hennessy, S.A.Eccles, C.Dean, G.Coghlan, Eur.J.Nucl.Med. 11, 240-245
(1985)

S.S.Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking, CRC Press, Inc.,
Boca Raton (1991)

S.M.Waugh, E.E.DiBella, P.F.Pilch, Biochemistry 28, 3448-3455 (1989)

P.F.Pilch, M.P.Czech, J.Biol.Chem. 254, 3375-3381 (1979)

A.J.Lomant, G.Fairbanks, J.Mol.Biol. 104, 243-261 (1976)

R.M.Abdella, P.K.Smith, G.P.Royer, Biochem.Biophys.Res.Commun., 87, 734-742
(1979)

P.Cuatrecasas, l.Parikh, Biochemistry 11, 2291-2299 (1972)

D.H.Rich, J.Singh, The Carbodiimid Method. In: Peptides: Analysis, Synthesis, Bio-
logy. Vol.1., Major Methods of Peptide Bond Formation, Kap.5, Academic Press,
New York (1979)

E.Schnabel, H.Klostermeyer, H.Berndt, Liebigs Ann.Chem. 749, 90-108 (1971)




[153]
[154]
[155]
[156]
[157]
[158]
[159]

[160]

[161]
[162]

[163]
[164]
[165]
[166]
[167]
[168]
[169]
[170]

[171]

[172]

141

J.E.Haky, A.M.Young, J.Liquid Chrom. 7, 675-689 (1984)

M.S.Mirrlees, S.J.Moulton, C.T.Murphy, P.J.Taylor, J.Med.Chem. 19, 615-619 (1976)
G.Beschiaschvilli, J.Seelig, Biochemistry 31, 10044-10053 (1992)
G.Beschiaschvilli, J.Seelig, Biochim.Biophys.Acta 1061,78-84 (1991)

W.A.Banks, A.J.Kastin, Brain Res.Bull. 15, 287-292 (1985)

J.Seelig, S.Nebel, P.Ganz, C.Bruns, Biochemistry 32, 9714-9721 (1993)
M.dedJong, W.H.Bakker, W.A.P.Breeman, M.E.van de Pluijm, P.P.M.Kooij,
T.J.Visser, R.Docter, E.P.Krenning, J.Nucl.Med. 34, 2025-2030 (1993)

M.Birus, Z.Bradic, G.Krznaric, N.Kujundzic, M.Pribanic, P.C.Wilkins, R.G.Wilkins,
Inorg.Chem. 26, 1000-1005 (1987)

B.Monzyk, A.L.Crumbliss, J.Am.Chem.Soc. 104, 4912-4929 (1982)

J.C.Reubi, J.Rivier, M.Perrin, M.Brown, W.Vale, Endocrinolgy 110, 10498-1051
(1982)

G.Pfeiffer, Nucl.Med. 15, 273 (1976)

B.Neumaier, Dissertation Universitdt zu Kéin (1995)

J.C.Reubi, M.Perrin, J.Rivier, W.Wale, Biochem.Biophys.Res.Commun. 105,
1538-1545 (1982)

R.Raulf, J.Perez, D.Hoyer, C.Bruns, Hormone and Metabolic Research, Suppl.Ser.
27, 4-11 (1993)

W.H.Bakker, E.P.Krenning, J.C.Reubi, W.A.P.Breeman, B.Setyono-Han, M.deJong,
P.P.M.Kooij, C.Bruns, P.M.van Hagen, P.Marbach, T.J.Visser, J.Pless,
S.W.J.Lambetts, Life Science 49, 1593-1601

H.J . Wasier, persdnliche Miiteilung, Forschungszentrum Jilich GmbH

G.Srkalovic, R.Z.Cai, A.V.Schally, J.Clin.Endocrinol.Meiab. 70, 661 (1990)
W.A.P.Breeman, L.J.Hofland, M.van der Pluijm, P.M.van Koetsfeld, M.deJong,
B.Setyono-Han, W.H.Bakker, D.J.Kwekkeboom, T.J.Visser, S.W.J.Lamberts,
E.P.Krenning, Eur.J.Nucl.Med. 21, 328-335 (1994)

T.Maina, B.Stolz, R.Albert, C.Bruns, P.Koch, H.Mécke, Eur.J.Nucl.Med. 21, 437-444
(1994)

W.A.P.Breeman, L.J.Hofland, W.H.Bakker, M. van der Pluijm, P.M. van Koetsveld,
M. deJong, B.Setyono-Han, D.J.Kwekkeboom, T.J.Visset, S.W.J.Lamberts,
E.P.Krenning, Eur.J.Nucl.Med. 20, 1089-1094 (1993)




Danksagung

Herrn PD. Dr. S. M. Qaim und Herrn Prof. Dr. G. Stocklin danke ich herzlich fur die inter-
essante Themenstellung und wertvollen Anregungen.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. F. Résch nicht nur fiir die standige Unterstit-
zung sowie flr die fachliche Diskussion sonderen darliberhinaus flir das angenehme Ar-
beitsklima und die motivierenden ,Schulterklopfer”.

Bei den Herren Dr. K. Hamacher und Dr. M. Holschbach méchte ich mich fiir ihre uneigen-
nltzige Hilfe bei theoretischen und experimentellen Fragestellungen bedanken.

Herrn Dr. H. J. Wester mochte ich flir die intensive Zusammenarbeit im Rahmen der Mar-
kierung von SMS 201-995 danken sowie flir die gewinnbringenden, freundschaftlichen und
nikotinreichen Diskussionen,

Meinen Kommilitonen, den Herrn Dipl. Chem. F.O.Denzler, Dr. B. Neumaier und Dipl.
Chem. A. Klein danke ich fiir ihre stéandige Hilfsbereitschaft und der kollegialen Atmosphéa-

re.
Zudem danke ich Herrn W. Wultz fur die Durchfuhrung tierexperimenteller Studien.

Auch danke ich den Betriebsgruppen des Kompakizyklotron CV 28 und des Babyzyklo-
irons des Instituls fiir Nuldearchemie des Forschungszentrums Jdlich GmbH ir die
Durchfiihrung der Bestrahlungen.

Mein genereller Dank gilt allen Kollegen der Forschungs- und Routinelabors des Instituts
fur Nuklearchemie flir das herzliche, unkomplizierte und auBergewéhnlich angenehme

Arbeitsklima.

FUr die Bereitstellung des Boc-Octreotids danke ich der SANDOZ AG, Basel.

Fur die Durchfihrung von Untersuchungen am PET-Tomographen danke ich Herrn Priv.
Doz. Dr. H. Herzog.

Nicht zuletzt danke ich der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die finanzielle Unter-
stiitzung in dieser Zeit im Rahmen der DFG-Beihilfe Ro 985/2-2.




Jiil-3316
Dezember 1996

ISSN 0944-2952




