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1. Abkilrzungsverzeichnis
Abb.: Abbildung

bzw.: beziehungsweise

PET/CT: Positronen Emissions Tomographie

ppm: parts per million

SPECT: Single Photon Emission Computed Tomography
SPECT/CT: Single Photon Emission Computed Tomography/ Computer Tomography
PSMA: Prostata Spezifisches Membran Antigen

FDG: Flourdesoxyglukose

CT: Computertomographie

SST: Somastostatin

s0g.: sogenannte(n)

T: Temperatur

Tab.: Tabelle

TFA: Triflouressigsaure

TIS: Triisopropylsilan

tu2: Halbwertszeit

V.a.: Verdacht auf

vgl.: vergleiche

z.B.: zum Beispiel

u.a.: und andere

d.h.: das heif3t

usw.: und so weiter

s.: siehe

DMF: Dimethylformamid

DIPEA: Diisopropylethylamin

HATU: O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat
DOTA: 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure
NODAGA: 1,4,7-triazacyclononane,1-glutaric acid, 4,7-acetic acid
M: molar

mM: milli molar

MWCO: Molecule Weight cut off

LOR: Line of Response

MIBG: Metaiodbenzylguanidin

MRT: Magnet Resonanz Tomographie
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2. Klinik fur Nuklearmedizin in Freiburg

Das Universitatsklinikum Freiburg gehort mit etwa 11.100 Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern zu
den gréRten Universitatskliniken in Deutschland. Rund 1.400 Arztinnen und Arzte sowie mehr
als 2.900 Pflegekrafte versorgen pro Jahr rund 69.000 Patientinnen und Patienten stationér
sowie rund 670.000 Besucher ambulant. Rund 68.000 stationdre Falle sowie rund 680.000
ambulante Patienten versorgte das Klinikum allein im Jahr 2015 [1].

Die Klinik fir Nuklearmedizin in Freiburg des Departments fur radiologische Diagnostik und
Therapie innerhalb des Universitatsklinikums umfasst mehrere Funktionsbereiche der
heutigen modernen Nuklearmedizin. Zu diesen z&hlen die Kameradiagnostik mit einem 2-Kopf
SPECT System sowie zwei weiteren SPECT/CT mit zuséatzlichem CT zur
Schwachungskorrektur der szintigraphischen Tomographie und damit zur verbesserten
guantitativen Auswertung oder zur Durchfihrung eines diagnostischen CT. Die
Kameradiagnostik wird hauptsachlich verwendet, um szintigraphische Untersuchungen aller
Art durchfuhren.

Ein weiterer Bereich ist die Positronen Emissions Tomographie (PET), bei der hauptsachlich
fur onkologische Fragestellungen mit 2 PET/CT Systemen der Firma Philipps unterschiedliche
Untersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Ein System hat neben dem PET ein 64-Zeilen
CT eingebaut (Gemini TF) und ein weiteres mit 16-Zeilen CT (Gemini TF Big Bore) hat einen
gréReren Gantrydurchmesser fir spezielle Untersuchungen zur Strahlentherapieplanung. Die
PET/CT dient hauptsachlich als Diagnoseverfahren fir das Staging, die Therapieplanung und
der Nachsorge onkologischer Patienten. Ferner findet die PET Anwendung bei verschiedenen

neurologischen insbesondere neurodegenerativen Fragestellungen.

Weiterhin besitzt die Klinik fir Nuklearmedizin eine Schilddriisenambulanz zur Abklarung von
gutartigen oder bosartigen Veranderungen der Schilddriise. Diese kdnnen durch Ultraschall
und weiterer Laboruntersuchungen, sowie Schilddriisenszintigraphien diagnostiziert werden.
Die Schilddriisenszintigraphie wird mit einer Kleinfeld-Gammakamera durchgefiihrt. Auf der
Station von Hevesy, benannt nach dem ungarischen Chemiker und Nobelpreistrager George
de Hevesy, werden Patienten mit benignen Schilddrisenerkrankungen aber auch mit
bdsartigen Schilddriisenkarzinomen mit einer Radioiodtherapie behandelt [1]. Diese Station ist
durch besondere Baumalnahmen im Sinne des Strahlenschutzes speziell ausgebaut. So sind
z.B. die Wande und Turen der Patientenzimmer zuséatzlich mit Blei abgeschirmt und die
Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter sind gesondert geschult im Umgang mit radioaktiven Stoffen.
Auch das auf der Station anfallende Abwasser muss explizit gesammelt werden und in
Abklingbecken mehrere Wochen bis zum Erreichen der gesetzlich vorgeschriebenen

Grenzwerte abklingen, bis es in den regularen Abwasserkreislauf Ubergeleitet werden kann.
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Im praklinischen Bereich stehen der Klinik mehrere chemische als auch biologische
Laboreinheiten mit hochwertigen Analytikgeraten zur Verfligung, sowie Zellkultur und Labore
fur in vivo Vorhaben. Ebenfalls sind dort ein Kleintier-PET System sowie ein Kleintier CT
vorhanden, um die biologische, diagnostische Wirksamkeit neu entwickelter Tracer in der

Bildgebung zu testen.

Die Klinik stellt Ihre diagnostischen Tracer wie das [®®Ga]DOTATATE, [*"/Lu]DOTATATE oder
[(®Ga]PSMA, [Y’LU]PSMA entweder im hauseigenen GMP Labor selbst her, oder sie wird
durch die ebenfalls im Haus angesiedelte Tochtergesellschaft EUROPET beliefert. Fir den
am haufigsten verwendeten Tracer [*®F]FDG ist zur Produktion ein Zyklotron notwendig,
welches durch die EUROPET GmbH betrieben wird.

6|Seite
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3. Abstract
Einleitung
Neuroendokrine Tumore (NET) sind mit einer Inzidenz von 35 Félle pro 100.000 Einwohner
in den USA relativ seltene Neoplasien [22]. Diese exprimieren den sog. Somatostatin
Rezeptor (SST-R) an dem spezifisch das Radiopharmakon DOTATATE bindet. Nachdem
herausgefunden wurde, dass auch andere Organe wie z.B. Bronchialzellen oder Brustzellen
diesen Rezeptor exprimieren, erhohte sich das Interesse an deren Behandlung. Ziel dieser
Arbeit war es, herauszufinden, ob eine Absattigung des radiomarkierten ®Ga-DOTATATE
mittels [®8Ga]Ga®* eine Auswirkung auf den Kp-Wert hat. Zusatzlich sollte ein Protokoll
geschaffen werden, um mittels ICso- Bestimmung via Vakuum-Stanzer ebenfalls den Kp-Wert

bestimmen zu koénnen.

Material/Methoden

Zur Kp-Wert Bestimmung wurden insgesamt 7 Sattigungsexperimente in 6-Well Plates
durchgefuhrt. Jeweils 3 Versuche wurden einmal mit nachtraglicher ,Kaltmarkierung*
durchgefuhrt, wahrend 3 weitere Versuche ohne zuséatzliche Abséattigung des DOTATATE
mit Ga(NOs)s- Losung stattfanden. Humane embryonale Nierenzellen des Subtyps 2 (Hek
hsst 2) dienten dabei als Target. Zur Bestimmung des ICso wurden 96-Well Filter Plates
verwendet und mittels Vakuum-Stanzer gestanzt. Es wurden verschiedene Ansatze

durchgefihrt.

Ergebnisse
Die Sattigungsexperimente deuten mit einem p-Wert von 0,1 keinerlei statistische Signifikanz
fur eine nachtragliche Kaltmarkierung an (31,77+4,4 ohne Kaltmarkierung, 46,25+11,09 mit

Kaltmarkierung)

Insgesamt 8 ICso-Experimente wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen und Art des
Radioliganden durchgefiihrt. Es konnte eine optimale Detektion bei einer Konzentration von

2 nM des Radioliganden festgestellt werden.

Schlussfolgerungen

Eine Verbesserung des Kp-Werts durch zuséatzliche Absattigung des radiomarkierten
DOTATATE konnte nicht festgestellt werden. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass die
Radiomarkierung mittels Kassettensynthese durch Konzentrationsveranderungen den Kp-
Wert deutlich verdndert. Homologe 1Cso-Experimente fiihren nur zu guten und verlasslichen
Ergebnissen, wenn [c] des HeilRliganden weniger als die Hélfte des Wertes vom ICsp ist.
Ansonsten ist eine Bestimmung des Kp-Wertes nicht mehr direkt moglich. Dies war bei
Versuch N°3 der Fall [15].
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4. Einleitung

a. Radioaktivitat und Zerfall

Die Radioaktivitat ist ein statistischer Zerfallsprozess. Es ist die Eigenschaft instabiler Kerne,

ionisierende Strahlung bei deren Zerfall auszusenden. Der Kern wandelt sich bei Aussendung

von Teilchen entweder in einen anderen Kern um, oder andert seinen Zustand indem dieser

Energie abgibt. Im Allgemeinen werden 3 Zerfallsarten unterschieden:

Ein Alphastrahler sendet aus seinem instabilen Kern Alphateilchen aus. Diese

bestehen aus 2 Protonen und 2 Neutronen und entsprechen daher Heliumkernen [2].

223 221 4
135Ra - 133Ra + 2He

Alpha- Zerfall am Beispiel der Xofigo™-Therapie zur Behandlung von

Knochenmetastasen.

Bei Betastrahlern unterscheidet man 2 verschiedene Arten. Die + und - Strahler.
Bei B+ Strahlern emittiert das Mutternuklid Positronen, wahrend bei 3- das Mutternuklid

Elektronen emittiert. Dieses entsteht im Atomkern bei der Umwandlung eines Neutrons

2].

131 131

18 19. 4 -
9F—>9F e" +v 531—>541+e + v,
B *-Zerfall am Bsp. des [**F]FDG B--Zerfall am Bsp. des **!lod

Gammastrahler emittieren bei ihrem Zerfall sehr energiereiche Photonen
(elektromagnetische Wellen). Diese Zerfallsart tritt meist aus einem vorangegangenen
Alpha oder Betazerfall hervor [2].

gngc* 5 99m
43 43

Gamma- Zerfall am Bsp. von **™T¢

Tc+ vy
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Abb. 1 verdeutlicht in einem hypothetischen Kern alle gangigen Zerfallsprozesse.

Alpha Zerfall f(;tear}lgllrs
- -

# :§|:_)r;||tung

Beta-Minus
Zerfall 0

Elektronen-
Einfang

Konversion
Gamma

Strahlung

Abb.1: Hypothetisches Schaubild eines Kerns der alle Zerfallsprozesse vereint. Auszug aus:
Wikibooks.de

b. Positronenemissionstomographie (PET)

Mithilfe einer PET Untersuchung kénnen erhdhte Stoffwechselvorgange im Korper dargestellt
werden. Dieses geschieht in einer gangigen Untersuchung mittels FDG. Der Hintergrund
dabei, liegt im erhohten Energieumsatz von Tumorzellen, allem voran durch den
Hauptenergielieferanten Glukose [3]. FDG ist der am haufigsten verwendete Tracer in der PET
und ist ein Glukose-Analogon, welches an einer Molekilstelle anstatt einer Hydroxylgruppe
das Radionuklid *¥F besitzt. Die Herstellung von *8F erfolgt in einem Zyklotron, in dem das
schwere Sauerstoffisotop 20 mit Protonen beschossen wird. AnschlieRend wird das
Radioisotop  weiterverarbeitet. FDG wird vom Korper durch den wichtigsten
Glucosetransporter GLUT-1 in die Zellen aufgenommen, wird allerdings dann nicht mehr
weiter verstoffwechselt. Auf diese Weise akkumuliert der radioaktive Stoff in der Zelle und es
kénnen so Regionen ausfindig gemacht werden, die auf Neoplasien hinweisen. Mittels
vorgeschaltetem CT kénnen die PET-Bilder mit der Morphologie eines CT-Scans fusioniert

werden, um eine genaue Lage des Tumors zu bestimmen [27].
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Das PET/CT besteht aus einer CT Einheit und dem eigentlichen Detektorring der PET zur
Detektion der nach einem Positronenzerfall und anschlie3ender Positron-Elektron-
Vernichtung emittierten Annihilationsphotonen. In der Regel wird dem Patienten eine Stunde
vor der Untersuchung der radioaktive Tracer gespritzt. Diese Zeit wird als Uptake-Zeit
bezeichnet, in der der Tracer sich im Korper verteilt und verstoffwechselt wird. Nach Ablauf
dieser Zeit beginnt die eigentliche Untersuchung. Im Folgenden wird ein Protokoll

beschrieben, welches sich auf eine Ubliche PET- Untersuchung beschrankt:

1) Topographisches Réntgenbild (CT-Topogramm), welches als Ubersicht zur Planung
der weiteren Untersuchung dient.

2) CT: nativ oder mit Kontrastmittel. Das CT wird fur die Schwachungskorrektur des PET
zwingend ben6tigt und dient spater auch als strukturelle Information fur die Befundung.
Planung der PET-Aufnahme mit den Informationen aus dem CT. In der Regel erfolgt
eine Untersuchung von der Schadelbasis bis zur Mitte des Femurs. Bei Bedarf kann
auch eine Ganzkorperuntersuchung stattfinden.

3) PET-Aufnahme: Aufnahme der stoffwechselaktiven Informationen. Detektion der
Vernichtungsstrahlung dber den Detektorring. Die beiden erzeugten Aufnahmen
werden anschlieRend fusioniert, oder kbnnen auch getrennt betrachtet werden.

Aufbau und Funktion PET/CT:

Wahrend das CT mittels Réntgenstrahlung lediglich die strukturelle Information Gbermittelt, ist
das Prinzip des PET ein anderes. Die Positronen des verwendeten B+ Strahlers stof3en mit
Elektronen im Korper zusammen (Annihilation). Dadurch entstehen hochenergetische
Photonen (Vernichtungsstrahlung), die in einem Winkel von 180° auseinandergehen und
zeitgleich auf dem Detektorring aufgezeichnet werden. Diese, als Koinzidenzen bezeichneten
Photonen haben eine Energie von 511 keV und werden mittels Photomultiplier und
Szintilationskristallen vervielfaltigt, in ein messbares Signal umgewandelt und aufgezeichnet.
Durch das zeitgleiche Aufkommen der Photonen kann somit der Ort bestimmt werden [4]. Die

gedachte Linie auf der die y-Quanten auseinandergehen wird LOR genannt.

Abb.2: Prinzip der PET, Auszug aus: academic.ru
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Es gibt verschiedene Arten der Annihilation. Die ,echten Koinzidenzen® sind allerdings die, die

die wichtigsten und genauesten Informationen liefern.

a True b Scattered ¢ Random d Attenuation
coincidence coincidence coincidence

Abb.3: verschiedene Arten der Detektion von Koinzidenzen, Auszug aus: depts.washington.edu

Oben aufgefihrte Abbildung zeigt die verschiedenen Formen der Detektion von Koinzidenzen.
So gibt es neben den echten Koinzidenzen(a), Koinzidenzen die aufgrund einer Ablenkung
entstehen(b). Ein Quant wird dabei auf dem Weg zum Detektor abgelenkt. Diese fiihren
allerdings zu einer falschen Information, genauso wie zufallige Ereignisse(c). Bei zufalligen
Ereignissen gerat jeweils ein Quant von zwei unterschiedlichen Annihilationen zur gleichen
Zeit auf den Detektor und erzeugen eine zufdllige Koinzidenz. Auch hier wird der
Entstehungsort verfalscht. Kommt es zur Schwachung von Annihilationen, wird ein y-Quant
vom Gewebe vollstandig absorbiert und nur ein Quant wird vom Detektor registriert(d). Durch
eine Schwachungskorrektur kdnnen abgeschwéachte Quanten kompensiert und den entlang
dieser Linie registrierten Quanten ein groRerer Stellenwert verliehen werden. Gestreute, d.h.
abgelenkte Koinzidenzen wie in (b) dargestellt, haben meist ein anderes Energieniveau als

511 keV und kdnnen auf diese Weise herausgerechnet werde [4].

Durch verschiedene Algorithmen in der Software und durch Modellannahmen werden
moglichst viele Koinzidenzen herausgerechnet, sodass am Ende nahezu ausschlief3lich die

echten Koinzidenzen Ubrigbleiben.

Der wesentliche Vorteil von PET gegeniber dem SPECT liegt in der weitaus hoheren
Zahlausbeute, bedingt durch die bei den SPECT-Systemen notwendigen Kollimatoren. Dies
blendet einen Grof3teil der Photonen aus, was zu einer geringeren Zahlstatistik fihrt, und somit

auch zu einer geringeren Bildqualitat und geringeren rdumlichen Auflésung [4].
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Ausblick und Neuerungen/ digitales PET/CT:

In den meisten PET/CT Systemen erfolgt die Datenakquisition momentan innerhalb des
Detektorrings aus Szintillationskristallen mit herkdmmlichen Photomultiplier analog. Neuere
PET-Systeme (z.B. Philips Vereos PET/CT) akquirieren die Daten nun ganzlich digital mittels
Digital Photon Counting (DPC) Technologie. DPC, die von Philipps firmeneigene Technologie,
konvertiert Szintillationslicht direkt in ein digitales Signal ohne stérendes analoges Rauschen.
Der Kontrast und die Auflosung werden auch durch eine viel gréf3ere Abdeckung und
Pixeldichte verbessert. Diese verbesserte 1-1 Kopplung von Kristallen und Lichtsensoren
erzeugt weitestgehend lineares Zahlratenverhalten, eine erhdohte TOF (Time of Flight)

Genauigkeit und eine hohere Empfindlichkeit im Vergleich zu analogen Techniken [5].

-— T -—w

[ J
- -~
-

-
‘B "
) )
- s
Analog Digital

Abb.4: MIP Vergleich einer FDG-Akquisition analog/digitale PET/CT (links analog, rechts digital), klar
zu erkennen ist der deutlich verbesserte Kontrast. Auszug aus
www.digitalpetlearningcenter.philips.com/

c. Radiopharmazie

Die Radiopharmazie ist im Wesentlichen ein Teilgebiet der Pharmazie und befasst sich mit
der Synthese, dem Modelling und den pharmakologischen Eigenschaften von
Radiopharmaka. Dabei kbnnen diese Pharmaka sowohl zur Diagnostik als auch zur Therapie

benutzt werden [6].

Unten abgebildet ist der allgemeine Aufbau eines peptidbasierten Radiopharmakons.

Chelator Linker Peptid

Abb.5. allgemeiner peptidbasierter Radiopharmakonaufbau
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Dabei besteht tblicherweise ein peptidbasiertes Radiopharmakon aus einem Chelator, der in
seinem Komplexsystem das radioaktive Metall bindet, Linkermolekilen und einem daran
konjugiertem Peptid. Linker sind bestimmte Abfolgen organischer Gruppen, die einen
gewissen Abstand zwischen Chelator und Peptid wahren, um einerseits Interaktionen
zwischen den beiden Einheiten zu verringern, andererseits aber auch um eine Verbesserung
der Bindung des Peptids in das Bindemotiv des Rezeptors zu erwirken, und somit stérende

Effekte des Chelators zu verringern.

So gibt es eine Reihe von Peptid-Chelator Konjugaten, die erforscht bzw. weiterentwickelt
werden. DOTA, HBED, NODAGA, DTPA sind einige Beispiele fur Chelatoren. Die
verwendeten Peptide missen spezifisch an den daflr anvisierten Rezeptor binden. So
verwendet man DOTATATE fir neuroendokrine Tumore, die den Somatostatinrezeptor
Uberexprimieren. PSMA verwendet man z.B. zur Abklarung von Prostatakarzinomen.
Kleinste Anderungen in der AS-Sequenz des Peptids kdnnen sich sowohl positiv auswirken,
als auch zu einem Bindungseinbruch zum Rezeptor fiihren [26]. Auch dies ist Bestandteil der
durchgefiihrten Forschungen [18] [10].

Dabei gibt es nicht nur peptidbasierte Radiopharmaka. [**F]FDG (Abb.6) Flourdesoxyglukose
besteht dabei aus modifizierter D-Glukose. [*C]Pittsburgh compound (PiB) wird zur
Alzheimerfrihdiagnostik verwendet, da es an die Amyloid-Beta Plagues im Gehirn bindet. Es
ist auf der Basis von Thioflavin-T, einem Floureszenzfarbstoff aufgebaut [24]. MIBG,
Metaiodbenzylguanidin wird z.B. fur szintigraphische Fragestellungen meist mit 3| im
SPECT/CT verwendet und &hnelt strukturell dem Noradrenalin [25].

OH

"Po

O

F
OH

Abb.6: 2-Fluor-2-desoxy-D-glucose (FDG). Aus Wikimedia.org

18F findet nicht nur Verwendung als Bestandteil eines Glukoseanalogons. Flourethylthyrosin
(FET) z.B. ist eine einzelne modifizierte Aminosaure, die bei der Diagnostik von Hirntumoren
Verwendung findet. Neben dem *¥F werden in der PET auch noch verschiedene andere
Radionuklide verwendet. ®Ga wird z.B. zur Diagnostik von Prostatakarzinomen verwendet, in
dem es an den spezifischen Marker PSMA gekoppelt wird. AuRerdem kann ®8Ga zur
Diagnostik von neuroendokrinen Tumoren benutzt werden. Die verschiedenen Isotope haben
alle  eine unterschiedliche  Halbwertszeit. = Daher missen immer  andere

Untersuchungsprotokolle eingehalten werden. So muss bei einer Hirnperfusionsuntersuchung
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mit 0 extrem schnell vorgegangen werden, da die Halbwertszeit des Isotops °O bei 2
Minuten liegt. Die Herstellung solcher Radionuklide und die anschlieRende Verwendung zur

Diagnostik kann wegen der kurzen Halbwertszeit nur vor Ort geschehen.

Nachfolgende Tabelle zeigt eine Auswahl verschiedener Radiopharmaka und deren

Verwendungszweck.

Tab.1: Auswahl versch. Radiopharmaka und deren Funktion in der PET [27]

Isotop Tracer Verwendung
e [11C]Acetat Darstellung O2 Verbrauch Herzmuskel
[11C] S-Methyl-L-Methionin Darstellung Proteinbiosynthese
ittsburgh compound (Pi zheimerfriihdiagnosti
[1C]Pittsburgh d (PiB) Alzheimerfriihdi ik
13N [**N]L-Glutaminsaure Aminosaurestoffwechsel
[**N]JAmmoniak Herzmuskel-Perfusion
150 [**O]wWasser Hirn- und Herzmuskel
Perfusionsuntersuchung
18F [*8F]Cholin Prostatakrebsdiagnostik
[*®F]Fluorethylthyrosin (FET) Hirntumore
[*®F]FDG Glukoseaufnahme/Stoffwechselumsatz
[**F]DOPA Prasynaptischer Dopaminpool/
neuroendokrine Tumore
%Ga [(8Ga]DOTATATE/DOTATOC Neuroendokrine Tumore (Somatostatin
Rezeptor, SST-2)
%Ga [(8Ga]PSMA Prostatakrebsdiagnostik
82Rb [®2Rb]Chlorid Herzmuskel-Perfusion

Das in dieser Arbeit am haufigsten verwendete Radiopharmakon ist das DOTATATE,
welches aus dem Chelator DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure)
[7] und dem Peptid TATE besteht. Es bindet spezifisch an den Somatostatinrezeptor SST2,
welcher vor allem bei neuroendokrinen Tumoren, und auch bei Brochial-, Brust- sowie
Prostatakarzinomen tberexprimiert wird. Die Inzidenz von neuroendokrinen Tumoren mit 35

Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner in den USA zeigt, dass es sich hierbei um eine
1l4|Seite
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eher seltene Tumorgruppe handelt [8]. Fur deren Diagnose und Therapie ist DOTATATE der
verbreitete Goldstandard in der Klinik, der sich gegeniber Octreoscan
(Octreotidszintigraphie, mittels DOTA-Octreotid Scan), MIBG Szintigraphie und der MRT in
der Lasionserkennung als weit aus Uberlegener herausgestellt hat. Octreotid stellt dabei

ebenfalls ein Somatostatinanalogon dar [9].

d. Zielsetzung

Theranostika sind in der heutigen Medizin wichtige Instrumente um nicht nur eine Krankheit
zu diagnostizieren, sondern auch um diese Krankheit gleichzeitig zu therapieren. Die in der
Radiopharmazie Freiburg hergestellten Radiopharmaka zahlen ebenfalls zu den Theranostika
und werden einerseits zur Diagnhose spezifischer Krebsarten im PET/CT verwendet, sowie zur
Radioendotherapie gesicherter Diagnosen. Dazu wird der Radiotracer einmal mit einem p+-
Strahler gekoppelt, der nach der Anreicherung im Kérper des Patienten durch die PET/CT-
Untersuchung und der aufgenommenen Annihilationsstrahlung die Lasionen sichtbar macht.
Zur Therapie wird der Radiotracer beispielsweise mit ’Lu markiert, das eine langere
Halbwertszeit sowie eine fir die Therapie geeignete Strahlungsart hat. Mit besserer Soft-
sowie Hardwareentwicklung auf geratetechnischer Seite und Entwicklung neuer Tracer auf der
anderen Seite, kann immer friiher eine Diagnose, und damit verbunden auch eine adaquate
Therapie gefunden werden. Theranostika sind sehr sensitive sowie spezifische Medikamente,

um eine evil. Krebsdiagnose stellen und eine Therapie durchfiihren zu kénnen.

Weitere Entwicklungen in diesem Bereich sollen den Tumoruptake verbessern, und so unter
anderem die Diagnostik erleichtern. Ebenso Verbesserungsbedarf haben die Pharmaka immer
in Hinblick auf ihre Lipophilie sowie Hydrophilie. Dies hat Einfluss auf lhre Ausscheidung tber
die Nieren bzw. deren Anreicherung in der Leber, welches mit unnétig hohen
Strahlungexpositionen verbunden ist. Damit neuentwickelte Peptide mit dem bereits
vorhandenen verglichen werden kénnen, bedarf es der Entwicklung eines Standards in Bezug
auf praklinische Charakterisierungsmethoden wie der ICso Bestimmung bzw. der Bestimmung
des Kp-Wertes mittels Saturation Binding. Diese werden durch die Durchfihrung von
Saturation Binding Assays, sowie der ICso-Bestimmung gesetzt. Ebenfalls gibt es
Fragestellungen in Bezug auf die Affinitdt von Verbindungen in Abhangigkeit des Zustands
des Chelators (freier Ligand oder ®7'Ga-markiert), die durch diese Assays beantwortet

werden sollen.
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5. Gerateliste

Tab.2: Geréateliste

Gerat

Absauger

Brutschrank
Brutschrank

Feinwaage

Flash Chromatographie
HPLC, analytisch

HPLC, semipraparativ
Mini Spin
Massenspektrometer
Mikroskope
Peptidsynthesizer
Pipetten
Radiomarkierung Ga-68
Rotationsverdampfer
Rattelplatte

Stanzer

Hersteller

Sartorius
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sartorius

Biotage

Agilent Technologies
Knauer
Eppendorf
Perkin ElImer
Zeiss

CS Bio
Eppendorf
Eckert & Ziegler
Heidolph
Heidolph
MerkMilipore

Bachelorthesis

Modell

Midi Plus

Hera Cell

Hera Cell

CPA 124S

Isolera Assist 3.0

1200 Series

Smartline Manager 5000
Mini Spin

SQ 300 MS

Axiovert 40 C

CS 336 X

Research Plus
ModularLab PharmTracer
Laborata 4010 digital
Titramax 100
Multiscreen MAMPQ09608
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6. Material/Methoden
a. Peptidsynthese DOTATATE
i. Peptidsynthese mittels Peptidsynthesizer

Als Chelator dient hier DOTA, welcher im Inneren seines Komplex das radioaktive Metall ®®Ga

komplexiert.

Das in dieser Arbeit hergestellte Peptid hei3t DOTATATE. Nachfolgend dargestellt besteht
das Peptid TATE aus folgender AS Sequenz: Thr-Cys-Thr-Lys-Try-Tyr-Cys-Phe

Abb.7 zeigt den gesamten Aufbau des DOTATATE. Es ist in diesem Radiopharmakon kein
Linker vorhanden. Gekennzeichnet sind jedoch der Chelator DOTA sowie das Peptid TATE,
welches durch eine Disulfidbriickenbindung zwischen den beiden AS Cystein cyclisiert
vorliegt. Weitere verwendete Peptide in dieser Arbeit sind NODAGA-LM3 sowie CR3N. Dies
sind beides Derivate des DOTATATE und binden beide ebenfalls an den SST2-Rezeptor.

Bei NODAGA-LM3 dient NODAGA (1,4,7-triazacyclononane,1-glutaric acid, 4,7-acetic acid)
als Chelator [17]. LM3 besteht dabei ausfolgender AS-Sequenz:

p-Cl-Phe-cyclo(D-CysTyr-D-Aph(Cbm)-Lys-Thr-Cys)D-Tyr-NH2 [17].

DOTA

Abb.7: DOTATATE
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Die Aminosauren sind durch FMOC-Schutzgruppen am N-Terminus und durch eine tert-
Buthylestergruppe oder ACM-Schutzgruppe am C-Terminus vor ungewollitem Abbau bzw.
ungewollten Reaktionen geschiitzt. Das Peptid wird an einem Polymer synthetisiert. Somit
handelt es sich hierbei um eine Festphasen-Peptid-Synthese. Dazu dient Wang-Resin
(FMOC-Thr(tBu)-Wang resin (100-200 mesh), Beladungsdichte: 0,68 mmol/g) als Harz. Am
Resin ist fur diesen Versuch bereits die erste AS gekoppelt. Die weiteren AS wurden im 4-

fachen Uberschuss zum Resin (0,2 mmol = 294 mg) eingesetzt.

Als Ansatz wurden von jeder Aminosaure 0,8 mmol genommen, die wie folgt abgewogen

wurden:

(1) Fmoc- Thr(tBu)-OH M= 397,48 g/mol - m= 0,318 g
(2) Fmoc- Cys(Acm)-OH M= 414,5 g/mol - m= 0,331 g
(3) Fmoc- Thr(tBu)-OH M= 397,48 g/mol - m= 0,318 g
(4) Fmoc- Lys(tBu)-OH M= 468,5 g/mol - m=0,375g
(5) Fmoc-D-Trp(tBu)-OH M= 426,46 g/mol > m=0,341 g
(6) Fmoc-Tyr(tBu)-OH M= 459,6 g/mol - m=0,368 g
(7) Fmoc- Cys(Acm)-OH M= 414,5 g/mol > m=0,331 g
(8) Fmoc- D-Phe-OH M= 387,4 g/mol > m =310 g

Ablauf der Peptidsynthese mittels Peptidsynthesizer:

Der Peptidsynthesizer ist ein vollautomatisches Gerat, welches ausgehend vom Resin im
Reaction Vial die einzelnen Aminosauren zu einem linearen Peptid verbindet. Es reagiert dabei
immer der C-Terminus einer Aminosaure mit dem N-Terminus der nachsten Aminosaure und
bildet eine Peptidbindung aus. Dabei widerholen sich die einzelnen Schritte flir jede Kopplung.
Dies kann durch die Modifikation von Programmabléaufen geéndert werden. Die durchgefiihrte
Synthese verlief nach Standard-FMOC-Protokoll [23].

18| Seite



Simon Osterkamp Bachelorthesis

Die einzelnen Schritte sind untenstehend aufgefihrt:

Quellenlassen des
Resins im Reaction Vial,

Invertieren des Vlals

Entschiitzen der AS
mittels Piperidin
(FMOC-Schutzgruppe)
N-Terminal

Hinzufligen der AS in
das Reaction Vial,
Kopplungsreaktion

Aktivierung der
Carbonsaure mit HATU,
Erstellung eines
Reaktivesters

C-Terminus Uber

Deprotonierung mittels
DIPEA reaktivieren

Abb.8: Allgemeiner Ablauf einer Festphasenpeptidsynthese

Die Kopplung einer Aminosaure an das Resin bzw. an das wachsende Peptid nimmt etwa 90

Minuten in Anspruch.

Fur die einzelnen Lésungen wurden folgenden Ansétze verwendet, und in die einzelnen

Gefal3e vor Programmestart vorgelegt:

Piperidin: 20%ige L6sung in DMF insg. 300ml

DIPEA: 10mol eqg/Resin pro Kopplung - pro Kopplung 10-facher Uberschuss

10* 0,2 mmol = 2 mmol pro Kopplung in 2,5 ml = fir 9 Kopplungen 2 18 mmol in 22,5 ml DMF
HATU: 4,5 mol eg/ Resin pro Kopplung

4,5 *0,2 2 0,9 mmol pro Kopplung in 2,5 ml - fir 9 Kopplungen 2 8,1 mmol in 22,5 ml DMF
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ii. Ankoppeln des Chelators am Peptid

Das synthetisierte Peptid TATE, bestehend aus den 9 gekoppelten AS, wird nun aus dem
Schwenkbereich des Peptid-Synthesizers enthommen. TATE muss bevor es in einem
nachsten Schritt mit dem Chelator gekoppelt wird vom Resin abgespaltet werden. Dies
geschient mit einer LOsung bestehend aus 95% Trifluoressigsaure (TFA), 2,5%
Triisopropylsilan (TIS) und 2,5% H-0.

TFA wird in einem n&chsten Schritt durch dreimaliges waschen und abzentrifugieren mit

Diethylether herausgewaschen.

DOTA (M= 572,73 mg/mmol) wird in einem 0,8 mmol groRen Ansatz mit dem zuvor
synthetisierten TATE ebenfalls im Peptidsynthesizer gekoppelt. Das verwendete DOTA ist
bereits am Wang-Resin gebunden.

Aus dieser Kopplungsreaktion nach demselben Prinzip entsteht das fertige Endprodukt
DOTATATE.

iii. Cyclisierung des DOTATATE

Das erhaltene Produkt ist nach der Synthese noch linear und wird cyclisiert.

Die Cyclisierung des Peptids erfolgt mit Thallium (M= 543,43 g/mol). Dabei werden 1,5 eg/mol

Tl verwendet.
1,5*0,2 mmol 2 0,3 mmol 2 163,03 mg Tl

Thallium cyclisiert das Peptid durch Bildung einer Disulfidbriicke zwischen den beiden

vorhandenen Cysteinen.

Anschlieend wird das cyclisierte Peptid vom Resin mit der ebenfalls zuvor hergestellten TFA-
Losung getrennt. Das DOTATATE wird auch hier mittels Diethylether dreimalig gewaschen
und abzentrifugiert. Durch diesen Vorgang féllt das Peptid in der Ether-Lésung aus, kann

abzentrifugiert und getrocknet werden.
Ein Kaiser-Test zum Nachweis freier Amine wird ebenfalls durchgefiihrt.

Die nachfolgende Analyse mittels Massenspektrometer und analytischer HPLC gibt

Ruckschlisse darauf, ob die Synthese funktioniert hat.

Insgesamt konnten aus der Synthese 215,4 mg crude DOTATATE gewonnen werden, die

nachfolgend aufgereinigt werden mussen.
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b. Aufreinigung des Peptids durch FLASH Chromatographie und HPLC
i. Vorreinigung mittels FLASH-Chromatographie

Dabei dient die FLASH-Chromatographie zur Vorreinigung des crude DOTATATE.

In die FLASH-Chromatographie wurden pro Aufreinigung immer 30 mg Peptid in 750 pl 0,1 %
TFA in H20O geldst und auf die Saule gegeben. Als Trennmittel dienten als Phase B Acetonitril
+ 0,1% TFA und als Phase A H,O + 0,1% TFA.

Der Gradient fangt bei 0 Min. mit Phase B 30 % (70 % Phase A) an, und steigt innerhalb von
27 Min. auf 60% Phase B (40% Phase A) linear an. Dann erfolgt eine rasche weiterhin lineare
Erhdhung von Phase B bis Min. 28 auf 95% (5 % Phase A).

ii. Aufreinigung DOTATATE mittels semipraparativer HPLC

Nach durchgefiihrter Vorreinigung wurden die gesammelten Fraktionen mit der
semipraparativen HPLC nochmals aufgereinigt. Pro Lauf wurden hier ca. 2 ml vorgereinigtes

Produkt auf die Saule gegeben.

Die Reinigung wurde so lange durchgefuhrt, bis eine Reinheit von >97% per analytischer
HPLC sowie durch MS nachgewiesen werden konnte. Dies ist fir die nachfolgenden Assays
von groller Bedeutung. Nachfolgende Abbildungen zeigen das finale Ergebnis der

Aufreinigung des gesamten Produkts.

Mass
GEN (0.29473 - 2.06331)
- p S
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Abb.9: Massenspektrogramm des DOTATATE. Zu sehen ist das Hauptprodukt DOTATATE
(m/z=1436,71; berechnete Masse [M+H]*=1435,63).
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Abb.10: analytische HPLC (Gradient...) des aufgereinigten Produkts. Zu sehen ist ein einziger klar
abgrenzbarer Peak (griin,100%).

AbschlieRend wird das aufgereinigte Produkt im Rotationsverdampfer eingeengt, in Vials
portioniert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Das Endprodukt wird im Lyophilisator

schonend gefriergetrocknet.

c. Konzentrationsbestimmung mittels OD- Messung

Fur die nachfolgenden Versuche missen genau gleiche Mengen des hergestellten
DOTATATE verwendet werden. Deshalb wird eine Stocklésung hergestellt, dessen
Konzentration, sowie die Masse des Peptids mittels UV-Spektroskopie und dem Lambert-

Beerschen Gesetz bestimmt werden.

Nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz istE = €*c*d

Der molare Extinktionskoeffizient € ist mit 6940 M* cm™ gegeben aus den aromatischen

Systemen des Tyrosins (1250 Mt cm™) sowie des Tryptophans (5690 M cm™) bei A = 280

nm.

Das Lyophilisat wurde in 1000 pl H2O resuspendiert. Darin enthalten waren nach Einwaage
ca. 1,7 mg Peptid. AnschlielRende um den Faktor 41,22 verdinnte Probe in der 500 pl Kivette
(12,13 pl Peptid und 487,87 pl H20) ergab ein E= 0,134.

Die berechnete Konzentration ¢ = 0,79589 mmol/L ergibt eine Masse m= 1,142 mg

Fir die Radiomarkierungen werden 5 nmol Substanz bendtigt. Mit der untersuchten

Stockldsung sind dies 6,33 pl.

Die Stockloésung wurde auf 0,5 nmol/ul fir die Radiomarkierungen eingestellt.
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d. Radiomarkierung
i. Radiomarkierung mit ®8Ga

Nach Herstellung des DOTATATE, Aufreinigung und Lyophilisation des Endprodukts, wurde
im Anschluss eine Konzentrationsbestimmung mittels UV-Spektroskopie durchgefihrt.

Fir die Radiomarkierung werden 5 nmol aus der zuvor hergestellten Stock Losung bendtigt.
Dies entspricht 10ul DOTATATE.

Radiomarkierung:

Das System (Eckert & Ziegler Modular Lab PharmTracer) lauft vollsténdig automatisch ab und
muss lediglich fur jede Radiomarkierung neu bestiickt werden. Da hier mit Radioaktivitat
gearbeitet wird, muss neben dem Strahlenschutz auf die Arbeitssicherheit sowie auf die
Sicherheit und Funktionstiichtigkeit des Moduls geachtet werden, um ein mégliches Austreten
von radioaktiven Stoffen aus den Reaktionsgefaen und daraus folgenden Kontaminationen

Zu vermeiden.

Die Radiomarkierung lauft tGber eine Kassette (Eckert & Ziegler Modular Lab PharmTracer
Cassettes C4-GA68 -AFPP) [19], ein System, an welchem automatisch die einzelnen
Reaktionspartner nach einem Protokoll Uber Pumpen und Schlduchen zusammengefligt

werden.

Im Mittelpunkt steht der %8Ge/®®Ga-Generator, aus dem das Tochternuklid %Ga mittels 0.1
molarer HCL eluiert wird. Da dieses nicht in Reinform aus dem Generator eluiert, und noch
neben %Ge andere Metalle mit heraus eluiert werden, wird das radioaktive ®8Ga durch eine
N2-Saule aufgetrennt. Lediglich das ®8Ga wird auf der N2-Saule zuriickgehalten und mit einem
N2-Puffer (fir 50 mL der N2-Lésung bestehend aus: 83,5 pL 37% HCI, 1,14 mL H,O aufgefiillt
auf 50 mL mit Aceton) im weiteren Verlauf von der Saule gel6st, wahrend die anderen
ungewollten Stoffe nicht zurlickgehalten werden, abgetrennt werden und in den Wastebehalter

geleitet werden.

In einem Reaktionsgefald wurden 750 pL eines 1 M HEPES Puffer pH=4, 300 pL H.0 sowie 5
nmol (10 pL) des nicht-gelabelten DOTATATE vorgelegt.

Weiterhin wird ein Produktgefal® fir das gelabelte Produkt bereitgestellt, ein 50 mL NacCl-
Flaschchen. AuRerdem 20 mL einer 50% EtOH L6sung. Der N2-Elutionspuffer wird ebenfalls

vorbereitet (3 ml), sowie eine Abfall-Flasche.

Das [®®Ga]Ga3®*" wird in das ReaktionsgefaR tberfiihrt und ca. 30 Min. bei 95°C erhitzt. Durch
diesen Schritt wird ®®Ga im DOTA Komplex eingefangen (s. Abb.11). AuRBerdem werden
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dadurch die eingesetzten Losungsmittel abgedampft, die flr die in vivo bzw in vitro Versuche

schadlich fir die Zellen wéaren.

HOOC\, / \ /COOH

N N
GEG ]
HOOC~\/N\ /N\/COOH

Abb.11 Durch den Heizvorgang wird #8Ga im Chelator komplexiert

Im einem néachsten Schritt wird das gelabelte Produkt auf einer C18-Saule von freier Aktivitét
und anderen Verunreinigungen abgetrennt, schliellich von der Saule gespult und im

Produktgefal? aufgefangen.

Nachfolgende Abb.12 veranschaulicht den Aufbau der Kassette

—
-
w

{

C4-GA68-PP
(o7 16081154

 Kasseite

Abb.12: Synthesekassette fur die Radiomarkierung angeschlossen am Modular Lab PharmTracer von
Eckert & Ziegler
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Im weiteren Verlauf wird die spezifische Aktivitat pro pumol des gelabelten Produkts gemessen.
Eine nachfolgende HPLC zur Bestimmung der radiochemischen Reinheit dient der

Uberprufung der Radiomarkierung.

Weiterhin wird ein Serumstabilitatstest in humanem Serum durchgefiihrt, sowie der logD-Wert

zur Uberprifung der Lipophilie bzw. Hydrophilie des gelabelten %Ga durchgefiihrt.

Ein zu niedriger Wert zeigt eine hohe Hydrophilie des Produkts auf, wahrend ein Wert > 0
darauf hinweist, dass das Produkt lipophil ist. Mit diesem Experiment kann abgeschatzt
werden, ob das spéatere Medikament moglicherweise in der Leber gespeichert bzw.
verstoffwechselt wird, oder ob es durch seine hydrophilen Eigenschaften durch die Nieren
wieder ausgeschieden wird. Aufgrund der Biologie der Leber werden lipophile Stoffe relativ

lange in der Leber retentiert, bevor sie weiterverarbeitet bzw. ausgeschieden werden.

ii. Radiomarkierung mit ¥’’Lu

DOTATATE kann ebenso mit ’Lu markiert werden. Als Betastrahler hat ’Lu geringe
Reichweiten von nur wenigen Millimetern, welches von Vorteil ist, da gesundes Gewebe bei
einer Therapie weitestgehend dadurch verschont bleibt. ’Lu wird in einen der wenigen
weltweit existierenden Forschungs-Neutronenquellen an der TU Minchen hergestellt. Aus der
Bestrahlung von Ytterbium-176 (}’°Yb) mit Neutronen entsteht ein sehr kurzlebiges Nuklid
177yp, das schnell zu Y7Lu zerfallt. Das entstehende, und in seinen chemischen Eigenschaften,
ahnliche Produktgemisch aus Ytterbium und Lutetium muss anschlieend aufgereinigt
werden. Dies geschieht mittels einer Kombination aus Komplexbildner und Saulenharz. Die
Firma ITG (Isotope Technologies Garching) ist fur die Aufreinigung des [*/Lu]LuCls; mittels
oben genannten Methoden unter GMP konformen Bedingungen zustandig, bevor es dann an
die Kliniken verschickt wird. Anschlie3end erfolgt vor Ort in abgeschirmten Schutzzellen, den

sog. HeilRzellen, die Radiomarkierung mit dem jeweiligen Peptid [20].
Fir die Radiomarkierung mit DOTATATE werden

50 yL 50mM HEPES-Puffer
20-30 MBq [*"’Lu]LuCls
1 nmol DOTATATE

in ein Eppendorfgefal} pipettiert und in einem Heizblock bei 95° C ca. 15 min. geheizt. Je nach
gewinschter spezifischer Aktivitdt kann eine grof3ere Stoffmenge an DOTATATE verwendet
werden, oder auch mehr [Y7Lu]LuCl;. Mehr als 30 MBq pro nmol sollten jedoch nicht
verwendet werden, da sonst eine Ubersattigung erreicht ist, und sich an der anschlief3enden

Qualitatskontrolle freie, ungebundene Aktivitat wiederfindet.
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iii. Markierung mit 69/71Ga

Nachfolgende Markierungsmethode ist eine nichtradioaktive Markierung und wird daher im
Gegensatz zur radioaktiven ,hei3en* Markierung auch als ,Kaltmarkierung“ bezeichnet. Dabei
wird das Peptid, DOTATATE, mit einer Ga(NOs)s-Losung ,kalt® markiert. Das
Markierungsprotokoll ahnelt dem der ,heillen® Markierung. Kalte Markierungen werden
durchgefihrt, um entweder die Verdinnungsreihe fir den Kompetitor im 1Cso zu machen, oder

um eine HeilBmarkierung zusatzlich mit Ga(NO3)s abzusattigen.

logD-Wert Bestimmung:

Es werden aus einer 100 nM Radiotracer-Stammldsung (physiologische Kochsalzlésung)10
pL Radiotracer entnommen und 10-fach verdinnt. 8 leere Gamma-Counter-Glaser (4 x fur
PBS + 4 x fur Octanol) werden mit 4 Eppendorfgefal3en vorbereitet. In jeden Epi werden 500
pL n-Octanol + 490 pL PBS vorgelegt. Im Anschluss an die Radiomarkierung werden 10 pL
des 1:10 verdunnten Radiotracers in die 4 vorgelegten Epis hinzugefiigt. Alle Epis werden in
gleichem zeitlichem Abstand ca. 1 Stunde gevortext, um ein Equilibrium zu erreichen, und
anschlieBend 90 Sek. bei 13000 rpm zentrifugiert. n-Octanol befindet sich nach der
Zentrifugation mit & = 0,817 g/cm?® in der oberen Phase, wahrend PBS in der unteren Phase
ist. Aus den beiden Phasen werden je 100 pL n-Octanol bzw. PBS in die vorgelegten Reagenz-
bzw. Gamma-Counter-Glaser gegeben. AbschlieBend werden die Reagenz- bzw. Gamma-

Counter-Glaser in den Gamma-Counter gegeben und die Messung durchfihren.

Die Berechnung des logD wird mit folgender Formel bestimmt:

counts n—Octanol)

logD = log(

counts PBS

Im konkreten Fall wurde ein logD-Wert von -4,045 nach doppelter Durchfiihrung bestimmit.
Dies weil3t auf den hohen hydrophilen Charakter des DOTATATE hin.
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Serumstabilitat:

Es werden 450 pL humanes Serum (auf 37 °C vorgewarmt) in ein Eppendorfgefal vorgelegt.
Dazu kommen 50 uL des radiomarkierten Tracers. Das Eppendorfgefal wird nachfolgend bei
37°C inkubiert.

Man entnimmt nun zu folgenden Zeitpunkten je 100 pL aus dem Serum:
1) 60 min

2) 90 min

3) 120 min

Die 100 pl werden jeweils in einen VIVACON Filter (30000 MWCO) gegeben und bei 13000
rom fur 5 Minuten in der Zentrifuge abzentrifugiert. MWCO bezeichnet die Retention
angegebener MolekilgréRen in Dalton, die durch einen Filter bzw. einer Membran
zurlickgehalten werden (Molecular weight cut off). In diesem Fall halt der Filter MolekUlgré3en

bis 30 kDa zurtick. Das Eluat wird nach der Zentrifugation mittels HPLC gemessen.

Nachfolgende Abb. zeigt eine analytische HPLC, nach dem Serumstabilititstest bei ca. 2

Stunden.

400 1may UV A= 33,9

0o"a0 01'00 02'00 03'00 04'00 05'00 06'00 07'00 08'00 08'a0 10'00 11'00 12'00 13'00 min
Mo 09:28 0700  Measurement it ChA=19.0 CPS UV A=-203 mAU UV B=-914 mAU Press=00 Bar

Abb13: Serumstabilitat nach 2 Stunden, analytische HPLC Aufnahme

Klar zu erkennen, ist ein abgrenzbarer Peak im CPS Fenster (Gammasignal) bei ca. 8:02

Minuten. Ein Verdau wirde sich durch weitere Peaks erkenntlich machen.
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e. Zellkulturassays
i. Saturation Binding Assay

Der Saturation Binding Assay ist eine préklinische Charakterisierungsmethode zur
Uberprufung der spezifischen Bindung an den gewiinschten Rezeptor, und zur Ermittlung der
Affinitét der Substanz. Dabei wird auf die Zelllinie Hek-hsst2 in aufsteigender Konzentration
das gelabelte ®8Ga-DOTATATE hinzugegeben und das Bindungsverhalten der Substanz zum
Rezeptor untersucht. Die Zellen werden in Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
zugesetzt mit 10 % FBS, 5 % Penicillin/Streptomycin und 1 % Geneticin in einem Brutschrank
bei 37°C, 5 % CO; in einer T-175 Zellkulturflasche kultiviert.

Der Zellkulturassay bendétigt einen Tag zur Versuchsvorbereitung, und einen Tag zur

Versuchsdurchfiihrung.

Am Tag der Versuchsvorbereitung miissen zehn 6-Well Plates mit je 10° Zellen in jedem Well

vorbereitet werden. Dafir werden die 6-Well-Plates mit Poly-L-Lysin zur besseren Adhéasion
beschichtet. Je 1 mL einer 1:10 mit H.O verdiinnten Poly-L-Lysin Loésung werden fir 30 min.
bei Raumtemperatur in jedes Well gegeben und anschlieRend wieder abgesaugt. Die Wells

werden dann jeweils mit 1ml H,O sorgsam gespiilt.

Aus einer vollen Zellkulturflasche miissen mindestens 60x108 Zellen entnommen werden, da
insgesamt 60 Wells mit je 10°® Zellen bendtigt werden. Dazu wird die Zellzahl mittels Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die Zellen werden zuvor vorsichtig mit 5 mL 1x-PBS gewaschen und
anschlieRend mit 2 mL Trypsin vom Boden der Flasche abgeldst. Nach Zugabe des Trypsins
wird die Platte 5 min bei 37° inkubiert. Nach der Inkubation folgt die Zugabe von 8 mL
Zellmedium mit dem die geltsten Zellen gut resuspendiert werden. AnschlieBend wird das

Gesamtvolumen von 10 mL in ein 50 mL Falcon Uberfihrt.

In die beschichteten Wells wird jeweils 1 mL Zellmedium vorgelegt. Als nachstes kommen in
jedes Well standardmaRig 10° Zellen. Zum Schluss wird das Endvolumen in jedem Well auf 2
mL erhéht. Nach Vorbereitung der 6-Well Plates werden diese tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Folgende Konzentrationen werden benotigt:
1nM, 2,5nM, 5nM, 7,5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 75nM, 100nM
Fir jede Konzentration werden 15 Reagenzgléaser benotigt:

- 6 fur den PBS Waschschritt, darunter
o 3fur PBS-f (ungebundenes Peptid)
o 3 fir PBS-B (ungebundenes Peptid + Blocking)
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- 6 fur den Lysierungswaschschritt, darunter
o 3 fiur NaOH-f (gebundenes Peptid, spezifische Aktivitat)
o 3 fiur NaOH-B (gebundenes Peptid + Blocking, unspezifische Aktivitat)
- 3 weitere Reagenzglaser werden fir den Standard der jeweiligen Konzentration
bendtigt.

Diese Reagenzglaser werden fur den Gamma-Counter bendtigt, der zum Schluss die Counts

in den einzelnen Glasern registriert.

Die Verdunnungsreihe des ®Ga-DOTATATE, dessen Verdinnungen am Versuchstag auf die
verschiedenen Platten gegeben werden, kann ebenfalls schon am Vortag vorgelegt werden.

Dabei wird wie in untenstehender Tabelle vorgegangen.

Tab.3. Verdinnungsreihe fir den Saturation Binding Assay

Konzentration NacCl Stammldsung Gefald
1000 nM Hier werden direkt 100 pl des Labelings in die Wells pipettiert
750 nM 375 ul 1125 pl Glasvial
500 nM 750 pl 750 pl Glasvial
250 nM 1125 pl 375 ul Glasvial
100 nM 1350 pl 150 pl Glasvial
75 nM 900 ul 100 pl aus dem 750nM-Stock | Epi

50 nM 900 ul 100 pl aus dem 500nM-Stock  Epi

25 nM 900 ul 100 pl aus dem 250nM-Stock | Epi

10 nM 900 ul 100 pl aus dem 100nM-Stock  Epi

Am Versuchstag wird das alte Medium abgesaugt und 0,8 mL frisches Medium in die einzelnen

Wells gegeben. AnschlieRend lasst man die Zellen ca. 1 Stunde in dem neuem Medium im
Brutschrank bei 37°/ 5 % CO: equilibrieren.

In dieser Zeit wird die zu untersuchende Verbindung radiomarkiert (hier: ®*Ga-DOTATATE).
20 nmol DOTATATE werden hierbei standardméRig Uber das halbautomatische
Kassettenverfahren gelabelt. Dieses wird auf 20 mL aufgefillt, um eine Konzentration von 1

nmol pro mL zu erhalten.

1.) Ebenfalls muss eine Blockierlésung bereitstehen. Benétigt wird eine Substanz, die
ebenso wie das DOTATATE an die SST-2 Rezeptoren bindet. Die hergestellte
Stockldsung sollte eine Konzentration zwischen 10-30 pM haben. Diese wird in
einer gleichbleibenden Konzentration, aber in einem Uberschuss zum Binder
hinzugegeben. Wé&hrend anféanglich 15 puM NODAGA-LM3 fir die ersten beiden
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Assay benutzt wurden, musste aus logistischen Griinden auf CR3N umgestiegen
werden. Beides sind DOTATATE-Analoga.

Nach dem Equilibrieren des Mediums wird wie folgt pipettiert:

1.) In die oberen drei Wells der Platten werden je 100 ul PBS pipettiert.
2.) In die unteren drei Wells der Platten werden je 100 pl der Blockinglésung pipettiert.
3.) Gleich danach gibt man in jedes Well die 100 pl der jeweiligen vorbereiteten

Stocklésung aus der Verdiunnungsreihe auf die Platte

Das Endvolumen in jedem Well betrdgt nun 1 ml. Zur Veranschaulichung des

Pipettierschemas auf die Platten siehe untenstehende Abbildung.

Abb.14. Pipettierschema des Saturation Binding Assay
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Nach Zugabe der Aktivitat werden die Platten bei 4°C 2 Stunden inkubiert.

Wahrend der 2 Stunden Inkubation wird die Zellzahl auf der tbrig gebliebenen Platte bestimmit.
Dazu wird das Zellmedium der Zahlplatte abgesaugt, und die Wells einmal mit PBS gespdlt.
Nachfolgend werden 300 pl Trypsin in die oberen 3 Wells gegeben, und fiir 5 min bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubation werden 700 pl Medium in die Wells hinzugegeben, die Zellen
gut resuspendiert, und alles in einem Well zusammengefiihrt. Aus der gut resuspendierten
Zellsuspension entnimmt man 10 pl und gibt dieses ein Reaktionsgefaf3, in welchem schon 80
pl PBS und 10 pl Trypan Blue vorgegeben wurden. Aus diesen Verdiinnungen werden 10 pl
entnommen und in die Neubauer-Zahlkammer gegeben. AnschlieRend wird die Zellzahl

bestimmt und folgendermalf3en hochgerechnet:

(Durchschnittliche Zellzahl) * 10(Verdinnungsfaktor) * 10° (pro ml) = Zellzahl

Nach der Zellzahlbestimmung wird das PBS auf Eis gestellt.

Nach den 2 Stunden Inkubation auf Eis werden die Platten folgendermallen pipettiert:

1.) Abnehmen des Medium aus den Wells und Uberfiihrung in die entsprechenden
Gamma-Counter Rohrchen. AnschlieRend wird zweimal vorsichtig mit je 1 ml kaltem
PBS gewaschen, um ungebundenes Peptid zu entfernen. Auch dieses wird in die
entsprechenden Réhrchen gegeben. (PBS-f & PBS-B)

Nach den Waschschritten wird immer in jedes Well 1 ml 0.3 M NaOH gegeben um die

Zellen zu lysieren und das Blocking zu stoppen.

2.) Nun werden die NaOH- Waschschritte durchgefihrt. Jeweils 3-mal wascht man jedes
Well mit dem vorher zugegeben 1 ml pro Well griindlich, und Gberfuhrt diesen wieder
in die dazugehorigen Reagenzglaser. Dabei handelt es sich hier um die an die Zelle

gebundene Aktivitat, bzw um die gebundene Aktivitat und Blocking.

Als letzter Schritt werden die Proben in den Gamma-Counter zur Auswertung gegeben. Dafur
wird zu allererst das Programm fur das zu untersuchende Radionuklid ausgewahlt. Im
Anschluss wird der Gamma Counter beginnend mit der geringsten Konzentration wie folgt

beladen:

1.) 3 leere Tubes als Kontrolle des Backgrounds

2.) 3 Standards der jeweiligen Konzentration

3.) 3 Rohrchen der jeweilligen Konzentration PBS-f (ungebundenes Peptid)

4.) 3 Rohrchen der jeweilligen Konzentration PBS-B (ungebundenes Peptid+ Blocking)
5.) 3 Rohrchen der jeweilligen Konzentration NaOH (gebundenes Peptid)

6.) 3 Rohrchen der jeweilligen Konzentration NaOH-B (gebundenes Peptid+ Blocking)
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ii. 1C50-Bestimmung mittels Vakuum-Puncher

Der ICso-Wert gibt die mittlere inhibitorische Konzentration eines Inhibitors an. Hierbei wird
eine halbmaximale Inhibition beobachtet. Dabei findet eine Kompetition zwischen einem
Binder und dessen Inhibitor statt. Der ICso-Wert wird in der Pharmakologie dazu verwendet,
die Wirkstérke eines Antagonisten zu bestimmen und ist nach entsprechender Umrechnung
(siehe Formel) vergleichbar mit dem ECso-Wert bzw. Kp-Wert. In diesem Versuch kommt das
radioaktive ®8Ga-DOTATATE jeweils in gleicher geringer Konzentration auf die Platte wahrend
ein Kompetitor, in diesem Fall kalt gelabeltes, nicht radioaktives ¢7*Ga-DOTATATE in einer

aufsteigenden Verdinnungsreihe als Kompetitor ebenfalls auf die Zellen kommit.

Zur Bestimmung des ICso kann folgende Formel angewendet werden:

IC50=<1+ %)*KD

4

Dabei ist
[S] = Substratkonzentration
Ki = Dissoziationskonstante Inhibitor

Kp = Dissoziationskonstante

Am Tag vor dem Versuchstag:

- Gamma-Counter R6hrchen beschriften und vorbereiten:
o Pro Konzentration ergeben sich 8 Roéhrchen, da eine 8-fach Bestimmung
durchgefluhrt wird.

Die Konzentrationen sind wie folgt zu beschriften:

0 nM; 0,25 nM; 0,5 nM; 0,75 nM; 1 nM; 2,5nM; 5nM; 10nM; 50nM; 100nM; 500nM; 1000nM;
5000nM
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- Herstellung der kalten, nicht radioaktiven ¥"*Ga-Ldsung:

Dazu werden 50 nmol DOTATATE mit 1 mol eq. Ga(NOs3)s nach dem folgenden Schema
in einem Eppendorfgefald markiert:

50 nmol DOTATATE (100 pl) bei 2 yl 2 1 nmol
50 nmol Ga(NOs3)s3 (257 pl) bei 5,14 pl 2 1 nmol
0,5 M HEPES-Puffer pH=4 (642,5 pl)

Das Reaktionsgemisch wird 15 min. bei 95° geheizt. Es erfolgt keine Aufreinigung Uber
eine C18-Saule. Wichtig ist nur ein Endvolumen des Reaktionsprodukts von 1mL. Je nach
Konzentration kdnnen die MalRangaben variieren. Wichtig ist, dass die angesetzte
Ga(NOg3)s-Losung pH= 4 besitzt, um ein Ausfallen von unléslichem Galliumhydroxid zu
vermeiden. Im Folgenden wird dies als die Stamml6sung bezeichnet, welche in die

Verdinnungsreihe gegeben wird.

- Ebenfalls kann am Vortag die Verdinnungsreihe vorbereitet werden, in der wie folgt

PBS vorgelegt wird. Die Verdunnungsreihe bezieht sich auf das kalte %"‘Ga-

DOTATATE
Es wird wie in Tab.4 wird vorgegangen:

Tab.4: Verdinnungsreihe des ,kalten“ DOTATATE

Vial N° Volumen Konzentration Endkonzim Well
1 800 pl Stammlsg. + 1200 ul PBS 20 uM 5uM

2 160 pl Stammlsg. + 18480 ul PBS 4 uM 1uM

3 100 pl (aus Stock 1) + 900 ul PBS 2 uM 500 nM
4 100 pl (aus Stock 2) + 900 ul PBS 400 nM 100 nM
5 50 pl (aus Stock 2) + 950 ul PBS 200 nM 50 nM
6 20 pl (aus Stock 2) + 980 ul PBS 40 nM 10 nM
7 500 pl (aus Stock 6) + 500 ul PBS 20 nM 5nM

8 250 pl (aus Stock 6) + 750 pl PBS 10 nM 2,5 nNM
9 100 pl (aus Stock 6) + 900 ul PBS 4 nM 1nM

10 50 pl (aus Stock 6) + 950 ul PBS 2nM 0,5nM
11 25 pl (aus Stock 6) + 975 pl PBS 1nM 0,25 nM
12 1000 pl PBS 0 nM 0 nM
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Nach Fertigstellung der Verdinnungsreihe des Kompetitors, wird aus den Vials 1,2 und 6
jeweils ein ImL entnommen, und in ein neues Vial tuberfuihrt. Dies dient der Einhaltung der

Konzentrationsfolge.

Die Verdiinnungsreihe kann dann tiber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen werden.

Am Versuchstaqg:

3

- In jedes Well einer 96-Well Platte des ,MultiScreenyrs® wird 300 pl Zellmedium
pipettiert. Dies dient der Absattigung mdglicher vorhandener unspezifischer
Bindungsstellen in den Wells. Die Platte wird so 1-2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert.

- In dieser Zeit kann die ,heiRe“ Radiotracer-Losung gelabelt werden. Im Falle von %8Ga
werden 20 nmol DOTATATE uber die halbautomatische Kassettensynthese gelabelt

(s. dazu ,Radiomarkierung von DOTATATE")

Das Produkt wird entnommen und mit physiologischer NaCl-Lsg. auf 20 ml aufgefullt,
sodass 1nmol in einem mL vorhanden sind (1000nM).

Die 1000nM Loésung wird auf die gewiinschte Konzentration verdinnt, die man
nachfolgend auf die Zellen geben mdéchte. Diese sollte bei 2-5 nM liegen. Das PBS dient

als Puffer und wird zur pH-Wert Stabilisierung benutzt.
Im Falle einer Markierung mit ’’Lu wird wie folgt vorgegangen:

Es wird eine Markierung mit 1nmol DOTATATE durchgefiihrt. Dazu benétigt man 50ul
50mM HEPES Puffer (pH =7), 25 MBq [*"’Lu]LuCl; (5-10 pl) und 1nmol DOTATATE,
idealerweise in 2-4 pl. Das Reaktionsgemisch wird bei 95°C 15 min in einem
Eppendorfgefal3 im Heizblock geheizt, und anschlieRend in ein 50mL Falcon mit 50mL
PBS uberfuhrt.

Aus dem gelabelten Produkt entnimmt man auf3erdem eine Probe fir eine analytische
HPLC und untersucht vor allem, ob freie ungebundene Aktivitat vorhanden ist. Diese

aulert sich in einem Vorpeak.

Sofern die analytische HPLC eine erfolgreiche Markierung (Radiochemische Ausbeute >
95%) bestatigt, pipettiert man in die angesetzte Verdiinnungsreihe des Vortags jeweils 1
ml des heilRen Radioliganden %®Ga-DOTATATE, bzw "’Lu-DOTATATE hinzu, sodass in

jedem Vial eine gleiche Konzentration des Heildliganden vorhanden ist.
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- Als nachstes werden die Zellen trypsiniert und gezahlt. Hierfir wird das alte Medium
abgesaugt, 2 mL Trypsin in die Flasche gegeben und 5 min. bei 37°C im Inkubator
inkubiert. Anschlie3end gibt man in die Flasche 8ml Medium hinzu und resuspendiert

die Zellen, bevor diese in ein 50 mL Falcon Uberfihrt werden.

Pro Well werden 100.000 Zellen bendtigt. Dies entspricht 1x107 Zellen pro Platte. Um
sicher zu gehen, genug Zellen zu verwenden, werden 1,5x107 Zellen in ein anderes 50 mL
Falcon uberfihrt und zentrifugiert (bei 1200 rpm, 3 min). Der Uberstand wird verworfen

und 7,5 mL Medium hinzugegeben, sodass in 50 pL 100.000 Zellen vorhanden sind.

- Nach Inkubation des Zellmedium in der 96-Well Platte, die je 200 pL Zellmedium unter
Vakuum absaugen und die Wells 3-mal mit 200 pL PBS mittels einer Multipipette
waschen.

- Im n&chsten Schritt werden je 50 pL Zellen in die einzelnen Wells gegeben.

- AnschlieBend kommen 50 pL des Gemischs aus kaltem und hei3em Radioligand in die
entsprechende Reihe der Platte. Pro Verdinnung wird eine 8-fach Bestimmung
durchgefihrt.

- Aus dem Rest 3 verschiedener Vials werden 50 pL fur den Standard entnommen und
in Gamma Counter R6hrchen pipettiert.

- Die fertig pipettierte Platte wird nun bei 4°C, 2h im Kuihlschrank auf einem
Schwenkruttler inkubiert.

- Nach der Inkubation werden die Wells wieder mittels Vakuumpumpe abgesaugt. Die
Zellen mit der gebundenen Aktivitat bleiben dabei im Filter zurlick. Anschliel3end wird
die Platte 3-mal mit 200 uL PBS gewaschen. Dies dient der Entfernung der
ungebundenen Aktivitat.

- Nun koénnen die einzelnen zellbesetzten Filter mit der gebundenen Aktivitat der 96-Well
Platte mittels Puncher (MerckMilipore, Multiscreen®Punch) in die einzelnen

entsprechend beschrifteten Gamma-Counter Réhrchen ausgestanzt werden.
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Der Gamma Counter wird zum Schluss wie folgt beladen:

2 leere Tubes fur den Background
Die 3 Standards (je 50 pl des Tracers)
Die 8 Rohrchen mit 0 nM (entspricht der Kompetition gegen PBS)
Die 8 Réhrchen mit 0,25 nM
Die 8 Rohrchen mit 0,5 nM
Die 8 R6hrchen mit 1 nM
Die 8 Rohrchen mit 2,5 nM
Die 8 R6hrchen mit 5 nM
Die 8 R6hrchen mit 10 nM
. Die 8 Réhrchen mit 50 nM
. Die 8 Réhrchen mit 100 nM
. Die 8 Réhrchen mit 500 nM
13. Die 8 Réhrchen mit 1000 nM

© ©® N o g wDd e
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Zwischen den einzelnen Konzentrationen kommt zuséatzlich immer ein Blank.

Abb.15: 96-Well Plate von Millipore mit 8 mal 12 Messpunkten. Die Platte ist auf die angeschlossene
Absaugeinheit aufgelegt, bestehend aus einer Vakuumpumpe, einem Auffangbehalter und
Schlauchen. Wahrend des Absaugvorgangs wird der Inhalt der Wells durch die Filter in das
untenstehende Behaltnis abgesaugt. Die Zellen werden durch die Filter retentiert.
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7. Ergebnisse

Saturation Binding Experimente

Insgesamt wurden 8 Saturation Binding Experimente durchgefuihrt. Dabei wurde der
Fragestellung nachgegangen, ob eine nachtragliche kalte Nachmarkierung des heil3en
Radioliganden einen Effekt auf die Bindung zum Rezeptor hat. Zusatzlich sollte
herausgefunden werden, ob es einen Unterschied zwischen manueller Synthese und einer

Radiomarkierung Uber die automatisierte Kassettensynthese gibt.

Drei Experimente wurden ohne ,Kaltmarkierung® durchgefuihrt und vier mit nachtraglicher
Kaltmarkierung, wobei von diesen nur 3 vergleichbar abgelaufene Versuche in die Auswertung

flieRen. Nachfolgende Tabelle soll einen Uberblick tiber die Experimente geben.

Ein zusatzlicher Saturation Binding diente der Testung einer neuen Verbindung, um einen
Vergleich gegenlber des Standards DOTATATE zu erstreben. Getestet wurde CR2N, ein
DOTATATE-Analogon.

Tab.5. Ubersicht der Saturation Binding Experimente

N°  Stoffmenge, Spez. Zellzahl Kalt Blocking
Aktivitat, Art der Aktivitat pro Well Markierung
Markierung

1  20nmol, 165 MBgq 8,25 GBg/um 1,75 *10° 2 eq Ga(NOa)3 NODAGA-LM3

15uM

2 20nmol, 280 MBg, 14 GBg/um 0,70 *10° - NODAGA-LM3
Handmarkierung 15uM

3  20nmol, 267 MBq, 13,4 GBg/um 0,80 *10° - CR3N, 25 uM
Handmarkierung

4  20nmol, 274 MBq, 13,7 GBg/um 1,05 *10° - CR3N, 25 uM
Handmarkierung

5 20nmol, 244 MBq, 12,2 GBg/um 1,2 *10° Equimolar CR3N, 25 uM
Kassettensynthese GaNOs

6 | 20nmol, 111 MBqg, 5,6 GBg/pum 0,95 *108 Equimolar CR3N, 25 uM
Kassettensynthese GaNOs3

7  20nmol, 300 MBg, 15 GBg/um 1,25 *10° Equimolar CR3N, 25 yM
Handmarkierung GaNOs

37 |Seite



Simon Osterkamp Bachelorthesis

Als 8. Saturation Binding wurde eine neue Verbindung getestet. CR2N ist wie das DOTATATE
aufgebaut, jedoch ist die AS an der Stelle des Phenylalanins durch Naphtylalanin
ausgetauscht. Als Blocking wurde hier ebenfalls CR3N, 25 pM genommen. Die
Radiomarkierung erfolgte ohne nachtragliche Kaltmarkierung mit 20 nmol und einer Ausbeute
von 270 MBq.

Auswertbar war dieses Experiment aufgrund einer geringen Menge an gebundener Aktivitat
und eines Bindungseinbruchs nicht. CR2N wurde im weiteren Verlauf nicht mehr

bertcksichtigt.
Nachfolgend ist eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der Kp-Werte aufgelistet.

Tab.6. Ubersicht tiber die Ergebnisse der Saturation Binding Experimente

N° EC50 (Kp-Wert) = Mittelwert

1 mit Kaltmarkierung + Aufreinigung tber C18, 14,44

Handmarkierung

2 | ohne Kaltmarkierung, 28,68 31,77
Handmarkierung +

3 ohne Kaltmarkierung, 29,82 4.4
Handmarkierung

4  ohne Kaltmarkierung, 36,81
Handmarkierung

5 | mit Kaltmarkierung, 54,79 46,25
Kassettensynthese +

6 | mit Kaltmarkierung, 50,24 11,09
Kassettensynthese

7 | mit Kaltmarkierung, 33,71

Handmarkierung

Zur Auswertung wurden die Experimente 2-7 verwendet in der n = 3 jeweils mit und ohne
nachtragliche Kaltmarkierung ist. Die Mittelwerte der jeweiligen 2 Gruppen ohne und mit
Kaltmarkierung wurden durch ein Zweistichproben-Student’s-t-Test auf ihre statistische

Signifikanz untersucht.

Der ermittelte p-Wert von 0,1 des t-Tests deutet daraufhin, dass statistisch gesehen, kein
signifikanter Unterschied besteht, wenn der heile Radiotracer direkt nach der
Radiomarkierung nochmals ,kalt nachmarkiert wird, um die offenen Bindungsstellen
abzusdttigen. Nach den vorliegenden Werten deutet eine kalte Nachmarkierung eher auf eine

Verschlechterung des Kp-Wertes hin als auf eine Besserung.
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In Bezug auf die Frage, ob eine Kassetten- oder Handsynthese einen Unterschied auf den Kp-
Wert ergibt, zeigt sich, dass die Versuche N°5 & 6 einen viel hoheren Kp -Wert aufweisen.
Eine Kassettensynthese scheint den Kp -Wert im vorliegenden Fall eher zu verschlechtern,
wenn man dies mit dem 7. Wert vergleicht, der einen weitaus besseren und niedrigeren Kp-
Wert besitzt.

Der 7. Wert ahnelt den der Gruppe ohne ,Kaltmarkierung®.

Die Auswertungen erfolgten auch hier mittels GraphPad Prism. Nachfolgende Abbildungen
zeigen einen Ausschnitt der Ergebnisse der Sattigungskinetik. Die weiteren Ergebnisse sind

dem Anhang zu enthehmen.

100009
8000 1

6000 A

cpm

4000 A

20004

10° 10? 102
c[nM]

Specific uptake
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HillSlope 2.912

EC50 29.82

Abb.16: Versuch N°3, ohne Kaltmarkierung. Zu sehen ist der signifikante exponentielle Anstieg in der
Bindung, bevor dieser in einer Sattigung sein Plateau erreicht. Die Bindung steigt nur unwesentlich bei
Konzentrationen bis zu 101 nM.
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Abb.17: Versuch N°7: mit Kaltmarkierung. Auch hier erkennbar ein Anstieg der Bindung um 10 nM
und anschlieBende Plateaubildung bei Konzentrationen um 102 nM. Der daraus resultierende EC-50
(Ko-Wert) liegt bei 33,71.

Die weiteren Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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IC50-Experimente

Ziel bei den IC50 Experimente war es, ein Protokoll zu etablieren, welches reproduzierbare
Ergebnisse erbringt. Dabei wurden verschiedene Parameter im Versuchsablauf verandert.

Diese sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tab.7: Ubersicht tiber die IC50 Experimente

N° Radionuklid Konzentration(c) IC50 Ergebnis Ablauf

1 68Ga 0,4 nM - Nicht auswertbar 1h Inkubation
2  %Ga 0,8 nM - Nicht auswertbar 1h Inkubation,

optimierter Ablauf
3 68Ga 2,0 nM 8,5  wenig Detektion, jedoch 1h Inkubation
auswertbar

4 77y 0,8 nM - Nicht auswertbar 1h Inkubation
5 77y 2,0 nM 3,2  Detektierbar 2 Inkubation
6 Yy 5,0 nM 7,4  Detektierbar 2 Inkubation
7 YLy 10 nM 3,6  Detektierbar, zu hohe [c] 2 Inkubation
8 Yy 10 nM 15,8 Detektierbar, zu hohe [c] = 2 Inkubation

Verandert wurden die Inkubationszeit, die Konzentration des heil3en Radioliganden sowie die

spezifische Aktivitat.

Der ICso N°1 war aufgrund einer zu geringen Konzentration des heiRen Radioliganden nicht
auswertbar. Da %Ga mit einer physikalischen Halbwertszeit von Ti. = 67,7 Min auRerdem
schnell abklingt, erhéhte dies die Problematik. Die Aktivitat auf den gestanzten Filterplattchen

konnte selbst durch den hochsensitiven Gamma-Counter nicht mehr erfasst werden.

Auch bei Versuch N°2 war keine Detektion mdéglich. Durch eine nochmalige Erhéhung auf 2,0
nM bei N°3 konnte erstmals eine Detektion ermdglicht werden. Jedoch ist diese so niedrig,
dass nicht auszuschlief3en ist, dass sich die unteren Werte am Detektorlimit befinden, und sich

deshalb die Ergebnisse nicht reproduzieren lassen.

Die nachfolgenden Versuche wurden mit *”’Lu durchgeftihrt, welches mit einer physikalischen
Halbwertszeit von T1, = 6,9 d eine langere Inkubation ermdglicht. Versuch N°4 mit 0,8 nM war
jedoch ebenfalls nicht auswertbar, weswegen die nachfolgenden Experimente nur noch mit
hoéheren Konzentration durchgefihrt wurden. Dabei erwies sich eine Konzentration von 2,0 nM
und maximal 5,0 nM am besten mit einem ICso von 3,2 bzw. 7,4. Versuch N°7 und N°8
erwiesen sich zwar als detektierbar, jedoch als nicht auswertbar, da die Konzentration des

Radioliganden im Vergleich zum Kompetitor zu hoch ist, und somit der Effekt der Kompetition
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nicht mehr gegeben ist. Eine auswertbare und reprasentative Kurve konnte somit nicht erstellt

werden.

Nachfolgende Abbildungen zeigen die Kurven der ausgewerteten 1Cso. Ausgewertet wurden
die Versuche mittels GraphPad Prism 7. Die nicht berucksichtigten, aber ebenfalls

ausgewerteten Versuche N°7 und N°8 befinden sich im Anhang.
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Abb.18: Versuch N°3: IC50 2 nM 68Ga
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Abb.19: Versuch N°5: IC50 2 nM 177Lu
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Abb.20: Versuch N°6 IC50 5 nM 177Lu

Die weiteren Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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8. Diskussion

Somatostatin ist ein endogenes Hormon welches in den neuroendokrinen Zellen des
Pankreas- sowie dem Gastrointestinaltrakts und dem zentralen Nervensystem entdeckt wurde.
Es inhibiert im eigentlichen Sinne die Zellproliferation, die Angiogenese und spielt eine
wichtige Rolle in der Immunomodulation sowie der Neurotransmission. Somatostatin vermittelt
dabei seinen Effekt Uber G-Protein gekoppelte Somatostatinrezeptoren. Von diesen
Rezeptoren sind 5 Subtypen bekannt, die sog. hSSTg-Rezeptoren. Dabei ist es der
Rezeptortyp 2, der in menschlichen Tumoren am haufigsten Uberexprimiert zu sein scheint
[10].

Spater wurde festgestellt, dass nicht nur neuroendokrine Zellen diesen Rezeptortyp
Uberexprimieren, sondern auch Nierenzellkarzinome, hochagressive kleinzellige
Bronchialkarzinome, Brustkrebszellen, Prostatakrebszellen sowie maligne Lymphome
ebenfalls diesen Rezeptortypen besitzen [13]. Dies machte die Entwicklung und
Radiomarkierung von Somatostatinanaloga fir diagnostische als auch fiir therapeutische
Zwecke noch interessanter, da die Anzahl derer, die eine Behandlung mittels
Somatostatinganaloga bekommen konnten stieg. So wurden viele DOTA-Peptid-Konjugate
sowie weitere Chelator-Peptid-Konjugate synthetisiert (s. Tab8.) und getestet bevor schliellich
DOTA-TATE als der heutige Goldstandard gesetzt wurde.

Tab.8: Ubersicht tiber versch. DOTA-Peptid Konjugate. Die Unterschiede liegen in 2 ausgetauschten
Aminosauren R1/R2

Compound R1 R2
DOTA-OC Phe Thr(ol)
DOTA-TOC Tyr Thr(ol)
DOTA-NOC Nal-1 Thr(ol)
DOTA-NOC-ATE Nal-1 Thr
DOTA-BOC BzThi Thr(ol)
DOTA-BOC-ATE BzThi Thr

So wurde in nachkommenden Studien auch untersucht mit welchem radioaktiven Metall

bessere Bindungen einhergehen.

P. Antunes, H.Maecke et al. fanden in Ihrer Studie Uber Somatostatinanaloga z.B. heraus,
dass mit %Ga gelabelte DOTA-Octapeptide praklinisch sowie pharmakologisch bessere
Eigenschaften haben, als mit !In- gelabelte Peptide. Der Effekt verstarkte sich vorallem auf
Zellen mit SST2-Rezeptoren [11].
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DOTATATE stellte sich als sehr sensitiver Marker heraus, der Lasionen sichtbar machte, die

in vorangegangen Untersuchungen nicht sichtbar waren.
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Abb.21: Die am meisten klinisch applizierten $8Ga- gelabelten SSTR-spezifischen
Radiopharmazeutika in der Nuklearmedizin [19].

Srirajaskanthan et al. erbrachten in ihrem Vergleich von ®Ga-DOTATATE mit !In-DTPA-
Octreotide den Beweis, dass Patienten mit negativen !In-DTPA-Octreotide Befund,
wiederum einen positiven Befund PET-Befund mit ®Ga-DOTATATE zeigten, und daraufhin
auf eine adaquate Behandlung umgestellt werden konnten. Von den 51 untersuchten
Patienten wurden 47 (87,2%) positiv mittels ®Ga-DOTATATE untersucht. Es gab keinerlei
falsch positive Ergebnisse. Von den 226 Lasionen wurden durch %Ga-DOTATATE 168
(74,3%) sichtbar gemacht. ®Ga-DOTATATE erkannte signifikant mehr Lasionen als !In-
DTPA-Octreotide. Ebenfalls stellte sich heraus, dass es keine Korrelation zwischen den
Uptake von ®Ga-DOTATATE und dem histologischen Grad des Tumors gab [12].

Allerdings lasst ein hoher Uptake von %Ga-DOTATATE auch auf eine hohe SST2-
Rezeptorenanzahl schlie3en, und damit auch auf hohere antitumortse Eigenschaft bei

Behandlung mit ”’Lu-DOTATATE [13].
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Saturation Binding

Das eigentliche Ziel der Bindungsstudien mit DOTATATE war es zu untersuchen, ob sich eine
nachtragliche ,Kaltmarkierung“ des Radioliganden mit Ga(NO3)s auf die Bindungsaffinitat zum
Rezeptor auswirkt, da durch eine Markierung nur ein kleiner Bruchteil des DOTATATE

Uberhaupt in seinem Chelator das Metall komplexiert.

Durch die Absattigung Uber die ,Kaltmarkierung“ sollte weniger bis gar kein freies
unkomplexiertes DOTATATE mehr vorhanden sein. Daraus resultiert, dass Bestimmungen zur
Sattigungskinetik verfalscht werden kénnen, da es zu einer Kompetition der einzelnen

Reaktionspartner kommt.

Erkennbar ist der Uber die Zeit immer gro3er werdende Kp-Wert. Vorallem die Versuche 5&6
stechen dabei heraus. Aufféllig ist dabei, dass diese Versuche mittels Kassettensynthese
durchgefuhrt wurden. Mdéglich ist, dass es zu Produktverlusten wahrend der Synthese kommt,
und sich dadurch weniger Produkt im GefaR befindet. Diese Verluste kénnen durch
Ruckstande im Schlauchsystem der Kassette entstehen, oder durch Verluste bei der
Uberfuihrung in das ProduktgefaR. Eine dadurch herbeigefiihrte Konzentrationsverschiebung

wirde dazu fuhren, dass der Kp-Wert grof3er ist, als er eigentlich sein sollte.

Der p-Wert mit 0,1 weist darauf hin, dass eine statistische Signifikanz beider Stichproben nicht
gegeben ist. Der Blick in die Kp- Werte mit ,kalter* Nachmarkierung zeigt, dass Versuch N°7
dafur verantwortlich sein konnte, dass die Standardabweichung o groRer ist, als bei den
Versuchen ohne Kaltmarkierung. Genauso maoglich ist es aber auch, wie oben erwahnt, dass
die Versuche 5&6 durch eine Konzentrationsverschiebung falsche Ergebnisse liefert, und der
Mittelwert zu hoch ist und eigentlich im Bereich um Versuch N°7 liegen sollte. Da der Wert von
N°7 mit einem Kp-Wert von 33,71 im Bereich der Gruppe ohne ,Kaltmarkierung® liegt,
unterstitzt dies allerdings nochmals die Aussage, dass eine nachtraglich ,Kaltmarkierung*
keinen signifikanten Unterschied erwirkt. Eine Erhéhung von n in beiden Stichproben, kdnnte
die Aussagekraft der Ergebnisse eventuell vergréBern und ein statistisch signifikanteres
Ergebnis erwirken. Zur besseren Vergleichbarkeit ware es besser gewesen, hier nicht

zwischen Kassettensynthese und Handsynthese zu variieren.

Betrachtet man noch zusatzlich den durchgefiihrten ersten Assay der nicht in die Ergebnisse
aufgenommen wurde, da dieser nicht denselben Versuchsablauf hatte, so wirde dieser die
Standardabweichung der kalt-nachmarkierten Gruppe nochmals verschlechtern und ebenso

den p-Wert nicht verbessern.

Pimentel et al. beschrieben in einem in vitro Vergleich zwischen DOTATATE und dem Peptid
ior-P1394 einen Kp-Wert von 30,2 nM fir DOTATATE. Diese Ergebnisse entsprechen in etwa

den ermittelten Kp-Werten in den Versuchen 2,3,4 und 7 [14].
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I1Cso

Eine Moglichkeit die Rezeptoranzahl oder dessen Affinitat eines Medikaments zu bestimmen,
ist es Saturation Binding Experimente durchfuhren, bei denen man die Konzentration des
Radioliganden variieren kann. Die Alternative dazu ist es, die Konzentration des Radioliganden
konstant zu halten, und ihn mit demselben bzw. gegen denselben Rezeptor gerichteten
Liganden kompetitiv zu verdrdngen. Da hier der ,heil’e” radioaktive sowie der kalte Ligand
(Kompetitor) identisch sind, werden solche Versuche auch als homologe Kompetitionsassays

bezeichnet.

Ziel des ICso war es, ein Protokoll zu etablieren, mit welchem man rechnerisch auf den Kp-

bzw. Ki-Wert durch die Ermittlung des ICso-Wertes schlieRen kann.

Durch Umstellung der schon genannten Formel zur rechnerischen Bestimmung des ICso nach

K ergibt sich wie folgt:

[W1Cso = (1+ )«

[2] K; =

Unten aufgefuhrte vereinfachte Annahme sowie [2] stimmen jedoch nur, wenn der Kompetitor
im Kompetitionsassay gegen sich selbst getestet wird. In diesem Falle, wurde als Kompetitor
DOTATATE gegen sich selbst getestet. Wenn die Annahme gegeben ist, lasst sich die Formel

weiter vereinfachen:
K; = 1Cso — [c]

Der Ki-Wert, der in dem Fall gleich dem Kp-Wert des Saturation Binding ist, lasst sich als
Ergebnis der Subtraktion des ICso-Werts und der Konzentration des eingesetzten

Heil3liganden bestimmen.

Nach Etablierung eines auswertbaren Protokolls wie im Ergebnisteil beschrieben, konnte
dieser Annahme nachgegangen werden, in dem ICso-Experimente mit 2,0 nM, 5,0nM und 10

nM durchgefihrt wurden.
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Nach Abzug der Konzentration des Heil3liganden sollten theoretisch gleiche Ki-Werte
herauskommen. Vergleicht man die Versuche N°3,5,6 und 7 miteinander, kann folgendes

interpretiert werden:

Tab.9: Ubersicht tiber die ICso-Ergebnisse

N° [c] nM, Radionuklid ' I1Cso [nM] Ki [nM]

3 2,0 %8Ga 8,5 8,5-2=6,5

5 2,0 Y"Lu 3,2 3,2-2=1,2

6 5,017Lu 7,4 7,4-5=2,4

7 10,0 Y"Lu 3,6 3,6-10=-6,4

Die theoretisch aufgestellte Formel kann unter Berlicksichtigung, dass es sich hierbei um ein
biologisches Experiment handelt, teilweise bestatigt werden. Viele Parameter wie die Zellzahl,
Rezeptorzahl, Bindung usw. haben einen Einfluss auf das Ergebnis und ldésen somit

Schwankungen aus.

Homologe ICso-Experimente fuhren nur zu guten und verlasslichen Ergebnissen, wenn [c] des

HeiRliganden weniger als die Halfte des Wertes vom ICx ist [15].
Es gibt verschiedene Moglichkeiten zur Interpretation der Ergebnisse.

Ist [c] des HeiRliganden 2-10-mal geringer als der des ICso, kdnnen diese Werte als

vertrauenswirdig angesehen werden und auch herangezogen werden [15].

Diese Aussage spiegelt sich in N°3 wieder. Experiment N°3 ist dementsprechend als
vertrauenswirdiges Ergebnis zu betrachten. Eine direkte Vergleichbarkeit mit den anderen

Werten ist allerdings aufgrund der unterschiedlichen Inkubationszeiten nicht gegeben [15].

Ist [c] des Heildliganden kleiner als der ICso, aber nicht weniger als 2-mal so klein, sollte das

Experiment mit einer geringeren Menge des Heildliganden wiederholt werden [15].

Dies ist bei den Experimenten N°5 & 6 zu beobachten gewesen. Allerdings ist die [c] des
HeilBliganden bei N°5 dieselbe wie bei N°3.

Die dritte Moglichkeit ist die eines negativen Ki-Werts, welche daraus resultiert, wenn der 1Cso
geringer ist als [c] des HeilRliganden. Dies ist aus theoretischer Sicht unmdoglich. Eine solche
Konstellation entsteht, wenn die eingesetzte Konzentration des HeiRliganden wahrend des
Versuchs im Vergleich zum Kompetitor zu hoch ist, und eine Kompetition nicht mehr richtig
gegeben ist. Somit steigt auch die unspezifische Bindung enorm an, welche im Gesamten das
Ergebnis verfalscht. Bei einem solchem Ergebnis sollte der Versuch mit einer geringeren

Konzentration des Heil3liganden durchgefuhrt werden.
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Durch eine Verdopplung der Konzentration auf 0,8 nM bei Versuch N°2 und einem optimierten
Zeitmanagement bei der Durchfuhrung (Vorbereitung der Verdinnungsreihe am Vortag,
vorbereiten der Zellen vor der Radiomarkierung, Durchfuhrung der Radiomarkierung wenn

alles andere bereits vorbereitet ist) war eine Detektion immer noch nicht mdglich.

Versuch N°7 ist aufgrund einer zu hohen Konzentration des Heil3liganden im Gegensatz zum

Kompetitor nicht auswertbar, und ist ein Beispiel fur die 0.g. Aussage.

Eine 8-Fach Bestimmung wie sie hier durchgefuhrt wurde ist sinnvoll, da es bei der
Durchfihrung vorkommt, dass vereinzelte Wells durch den 2-stiindigen Wipp-Vorgang

auslaufen und somit fehlerhaft sind, da es zu Konzentrationsverdnderungen kommt.

Ein weiterer unklarer Faktor stellten in diesen Versuchen die Zellen dar. So veréndert sich die
Zelllinie Hek-hsst 2 im Laufe der Passagenzahl, sodass die Expression des Rezeptors
eventuell nachlasst, und eine Bindung verschlechtert wird. Dabei handelt es sich bei Hek-hsst
2 um eine transfizierte Zelllinie immortalisierter embryonaler Nierenzellen [16]. Durch die
steigende Passagenzahl, wird das transfizierte Gen zur Uberexprimierung der Rezeptoren

maoglicherweise reduziert. Fur die 1Cso- Experimente hatten die Zellen die Passage 20-28.

Eine ungenigende Bindung kdnnte allerdings auch das Resultat einer schnellen Absetzung
der Zellen in den Filter sein, welches dazu fiihrt, dass das erst in Nachhinein zugegebene
Gemisch aus Kompetitor und Heil3ligand nicht alle Zellen homogen erreicht, und somit auch

hier eine Bindung negativ verfalscht.

Als Fazit der ICso- Experimente lasst sich sagen, dass im Falle des DOTATATE die
verlasslichsten Ergebnisse erzielt werden, wenn die Konzentration des Heilliganden 2-10-mal
niedriger ist, als der ICso, hier also bei 2 nM liegt. Auch eine Durchfihrung mit 5 nM ist

erwagbar. Hohere Konzentration sind nicht auswertbar.
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Tab.10: Vergleich beider verwendeter Methoden

Saturation Binding

Bachelorthesis

Vorteile Sattigungskinetik, Geringere
direkte Bestimmung Strahlenexposition
kD-Wert Praktikablere
Durchftihrung
kosteneffizienter
Nachteile Hoher Arbeit mit geringen
Materialaufwand Konz. erfordert
Kostenaufwendig Einsatz
Bendtigt viele Zellen langerlebiger
Hohe Nuklide wie Lu-177
Strahlenexposition
- Durchfuihrung
zeitaufwendig
Fazit:

AbschlieRend kdnnen sich beide behandelten Methoden vergleichen lassen. Der ICso zur
Bestimmung des Kp-Werts lasst sich nur durchfuhren, wenn zuvor das als Radioligand
eingesetzte Peptid gegen sich selbst kompetitiert wird, und somit der Kp des Radioliganden
bekannt ist. Ein geeignetes Protokoll daftir scheint gefunden zu sein, und eine Durchfiihrung
mit nicht mehr als 2 nM heiliem Radioligand sollte erwogen werden. Aufgrund der geringeren
Kosten und der erheblich geringeren Strahlenexposition wahrend der Assays, ist die
Ermittlung von Bindungsdaten tber den ICso zu bevorzugen. Ebenso stellte sich die
Durchfiihrung zeitlich als viel praktikabler heraus. Als einziger Nachteil bleibt zu erwahnen,
dass aufgrund der Arbeit mit geringen Konzentrationen der Einsatz von langerlebigen
Nukliden als nétig erscheint, wobei weitere Versuche mit %Ga im 2 nM Bereich erfolgen
sollten. AuRerdem konnten in Zukunft mehrere Versuche auf einer Platte durchgefihrt
werden, sodass mehrere Fragestellungen mit einem Versuch geldst werden. Die Frage einer
positiven Auswirkung der ,kalten* Nachmarkierung auf den Kp-Wert wéahrend der Saturation
Binding Versuche wurde nicht nachgewiesen. Ebenso stellte sich heraus, dass Markierungen
Uber die Kassettensynthese zu Ungenauigkeiten in der Konzentration fihren kann, und damit
auch erhebliche Verzerrungen des Kp.Wertes einhergehen, weshalb eine zusétzliche

Konzentrationsbestimmung an diesem Punkt von Vorteil wére.

Die Préaklinik und Weiterentwicklung bzw. Neuentwicklung von Radiopharmaka erféhrt in den
letzten Jahren viele Neuerungen und Verbesserungen. Trotz dessen wird die Diagnostik
mittels PET in Deutschland eher zuriickhaltend eingesetzt, obwohl diese einen erheblichen
Vorteil fir den Diagnosesteller und den Patienten haben. Gegeniber 2008 erfuhr die PET-

Diagnostik in Deutschland bis heute im internationalen Vergleich nur einen moderaten
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Zuwachs von etwa 9% pro Jahr. Nicht zuletzt hangt dies auch mit der mangelnden

Vergutungssituation durch die Krankenkassen zusammen [21].
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X. Anhang

Saturation Binding Versuche
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Abb.22: Versuch N°1 Saturation Binding
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Abb.23: Versuch N°2 Saturation Binding
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Abb.24: Versuch N°4 Saturation Binding
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Abb.25: Versuch N°5 Saturation Binding
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Abb.26: Versuch N°6 Saturation Binding
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Abb.28: Versuch N°8 1Cso mit Y7Lu
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