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Zusammenfassung

Die haufigsten Todesfalle weltweit sind auf Herzerkrankungen zuriickzufiihren. Bei der koronaren
Herzkrankheit (KHK) sammeln sich dber Jahre arteriosklerotische Ablagerungen in den
HerzkranzgefaRen an und fiihren so zu einer verminderten Durchblutung und Versorgung des
Herzmuskelgewebes mit Sauerstoff und N&hrstoffen. Zur nuklearmedizinischen Bildgebung finden
am haufigsten das SPECT-Nuklid 2Tl sowie die beiden **"Tc-Radiopharmaka Sestamibi und
Tetrofosmin Anwendung. Die PET-Technik ist der SPECT-Technik in Bezug auf absolute
Quantifizierung sowie Aufldsung Uberlegen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein mogliches
PET-Radiopharmakon zur Diagnostik der KHK zu entwickeln. Um eine dem %™Tc-Nuklid
vergleichbare Verfugbarkeit im klinischen Alltag zu erreichen, sollte als Basis des neuen

Radiopharmakons das mittels Radionuklid-Generator verfiigbare ®*Ga dienen.

Schiff’'sche Basen-Verbindungen zeigten nach Komplexierung mit /**Ga eine deutliche Aufnahme
in die Herzmuskelzellen. Auf dieser Grundlage wurden verschiedene Schiff’'sche Basen-Strukturen
synthetisiert. Diese unterscheiden sich einerseits durch das Substitutionsmuster der
verwendeten Aldehyde und andererseits durch das verwendete Rickgrat. Alle synthetisierten
Chelatoren wurden erfolgreich mit ®Ga radioaktiv markiert und konnten anschlieRend
aufgereinigt werden. Die Evaluierung dieser Substanzen in vitro zeigte, dass sie in
unterschiedlichen Medien stabil ist. Die Lipophilie der *®Ga-Verbindungen (log D) lag zwischen
0,87+0,24 und 2,72+0,14. Die Ladung der Verbindungen wurde mittels Papierelektrophorese bei
pH=7 als kationisch bestimmt. Zusatzlich fanden in vitro-Untersuchungen zur Bestimmung der
Aufnahme der Komplexe in HL-1 Herzzellen statt. Um den Einfluss des Zellmembranpotentials
bzw. des Mitochondrienmembranpotentials zu untersuchen, wurde ein Teil der Zellen dafiir mit
Valinomycin (lonophor, zerstort das Potential) behandelt. Mittels ex vivo-Biodistributionen wurde
die Organverteilung von zwei Schiff’schen Basen (*Ga-BADED-2 und ®®Ga-BAPDMEN-2) mit dem
routinemaRig in der Klinik eingesetzten Derivat **"Tc-Sestamibi sowie dem '®F-Flurpiridaz in
Ratten verglichen. Alle Verbindungen zeigten dabei eine deutliche Herzaufnahme von mehr als
2 % der injizierten Dosis pro Gramm Gewebe. Durch in vivo-PET-Aufnahmen wurden die Zeit-
Aktivitatskurven der ®Ga-Verbindungen sowie zum Vergleich des *°F-Flurpiridaz bestimmt. Die

Aufnahmen lagen im Bereich von 0,63+0,15 fiir ®*Ga-BAPEN-3 bis 2,72+0,86 fiir ®*Ga-BADED-8.

In dem zweiten Teil der Arbeit wurden die Vorteile des hochaffinen Herztracers Flurpiridaz mit
dem lipophilen, positiv-geladenen Ga-Schiff’'sche Base-Chelator kombiniert. Hierzu wurde
zundchst das Insektizid Flurpiridaz synthetisiert und mit dem BAPEN-Rickgrat gekoppelt. Die
entstandene Verbindung wurde erstmals mit %Ga radioaktiv markiert und muss in

weiterfiihrenden Arbeiten evaluiert werden.



Summary

Heart diseases are the main cause of death worldwide. CAD (coronary artery disease) is
characterized by accumulation of arteriosclerotic plaques in the coronary arteries which cause a
reduced supply of nutrition and oxygen to the myocardial cells. The SPECT-nuclide ***Tl as well as
9mTc-sestamibi and *™Tc-tetrofosmin are routinely used for perfusion measurements of the
heart. PET technique is superior to SPECT in terms of absolute quantification and resolution. Goal
of this work was it to develop a PET-radiopharmaceutical for diagnoses of CAD. To achieve
comparable availability to the SPECT-radionuclide-generator gained *"Tc-, the new

radiopharmaceutical should be based on the PET-radionuclide-generator-gained *Ga.

After complexation with ¢”/®8Ga, Schiff bases demonstrated a noticeably uptake in cardiac
myocytes. Based on this several Schiff base amines — differing in used aldehydes and backbones —
were synthesized. All synthesized chelators were successfully labeled with ®*Ga and purified via
SPE (solid-phase-extraction). Evaluation of the ®Ga-compounds in vitro demonstrated that the
majority is stable in different media. Lipophilicity was determined between 0.87+0.24 und
2.72+0.14. *®Ga -complexes revealed a positive charge with paper electrophoreses at pH= 7.
Uptake of ®®Ga-Schiff bases in HL-1 cells was investigated in in vitro-measurements. To determine
the influence of the cell membrane potential part of the cells were treated with valinomycin

(ionophor which destroys cell potential).

Ex vivo-biodistributionen was performed with compounds *®Ga-BADED-2 and *Ga-BAPDMEN-2
and compared to *"Tc-sestamibi as well as with *®F-flurpiridaz in rats. All compounds were found

to have an uptake into the cardiac myocytes of more than 2% injected dose/ gram tissue.

In vivo-PET-studies of all compounds demonstrated high uptake (0.630,15 for **Ga-BAPEN-3 and
2.72+0.86 for ®*Ga-BADED-8) and retention for >60 min.

In the second part of this thesis the advantages of the insecticide flurpiridaz was combined with
the lipophilic, mono-cationic Ga-Schiff base chelator. Therefore flurpiridaz was synthesized
following literature-instructions and then attached to the Schiff base-backbone BAPEN. The

synthesized compound was labeled with ®*Ga and has to be evaluated in subsequent works.
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1 Einleitung

1.1 Positronen Emissions Tomographie (PET)

1.1.1 Funktionelle und molekulare Bildgebung

Diagnostik sowie Therapiemonitoring von Patienten unterliegen einer fortwédhrenden
Verbesserung. Individualisiertes Patientenmanagment wird (auch auf Grund von Kostenersparnis)
immer drangender. Die klassischen bildgebenden Diagnoseverfahren wie Réntgen, Angiographie,
Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) liefern allerdings nur
morphologische Informationen. Dagegen sind bildgebende Verfahren der Nuklearmedizin wie die
Positronen Emissions Tomographie (PET) sowie die Single Photon Emission Computed
Tomographie (SPECT) in der Lage, physiologische und pathologische Vorgdnge nicht-invasiv in vivo
abzubilden. Sie nutzen dabei Radionuklid-basierte Biomolekiile oder biogene Verbindungen,
welche selektiv an ihrem Zielort (Target), beispielsweise ein Rezeptor oder Zellkompartiment,
binden. Das Verfahren beruht auf dem von George de Hevesy postulierten Tracerprinzip
(Nobelpreis fur Chemie, 1943) und zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass die fiir eine solche
Untersuchung bendtigten geringen Stoffmengen im picomolaren bis nanomolaren Bereich
keinerlei Einfluss auf den Stoffwechsel austuben. Dartber hinaus ermdglicht es die molekulare
Bildgebung mittels PET, auch die Quantitdt sowie die zeitliche Dynamik individueller
Stoffwechselprozesse, wie z.B. Perfusionsrate, Rezeptorverfiigbarkeit oder auch
Energiestoffwechsel, zu bestimmen. Des Weiteren ermdglichen diese Techniken die Validierung
neuer molekularer Therapien, das individuelle Therapiemonitoring und patientenindividuelle
Dosisoptimierung sowie in der Forschung die Aufklarung molekularer Pathophysiologien und die

Validierung neuer Arzneimittel [1].

PET und SPECT unterscheiden sich in den verwendeten Radionukliden und Detektorsystemen. Die
PET-Diagnostik beruht darauf, dass sich protonenreiche Kerne durch Umwandlung eines Protons
in ein Neutron stabilisieren. Dabei emittiert dieser Kern ein Positron (") und auf Grund des

Spinerhalts, ein Elektron-Neutrino (v¢). Dies wird mit der folgenden Gleichung verdeutlicht:



1 Einleitung

A A +
Xy 0¥t B +v, +E

Formel 1: Gleichung des R*-Zerfalls. X: Symbol des chemischen Elementes des Ausgangsnuklids, Y: Symbol
des Zerfallsprodukts, B': Positron, ve: Elektron-Neutrino, A: Massenzahl, Z: Ordnungszahl, N: Neutronenzahl
E: Zerfallsenergie

Die flr jedes Nuklid charakteristische Energie verteilt sich auf das Elektron-Neutrino (ve) und das
Positron (). Durch Wechselwirkung mit der umgebenen Materie verliert das Positron an
kinetischer Energie, bis es schlieBlich mit einem Elektron aus der Umgebung direkt annihiliert
bzw. intermediar ein kurzlebiges Positronium bildet, das sofort weiter annihiliert. Diese
Annihilation erfolgt zu zwei in 180° Winkel ausgesandten y-Quanten von je 511 keV. Diese y-
Quanten werden durch ringférmig angeordnete Detektoren in Koinzidenz gemessen. Haufig in der
PET eingesetzte Detektormaterialien bestehen aus Bismuth-Germaniumoxid (BGO), Thallium-
dotiertes  Natriumiodid, Cerium-dotiertes Lutetium-Oxyorthosilikat oder  Gadolinium-
Orthosilikat [2-4].

——

Koinzidenz-
schaltung ¢

Y

Positron emittierender
Kern
»

511 keV Quant

‘4)‘) Elektron v
NP 20—
‘jy Positron Positronium Q
= —
Digitales
511 keV Quant Schnittbild

Detektorring

Abbildung 1: Detektion der PET-Nuklide [4]

Die PET bietet gegeniiber dem SPECT-Verfahren den Vorteil einer hohere rdumlichen und
zeitlichen Auflésung (in humanen Scannern 4-5 mm gegeniiber 8 mm) und ist sensitiver. Eine PET-
Untersuchung ermdglicht neben der Bestimmung der qualitativen Radioaktivitatsverteilung auch
eine absolute Quantifizierung [5]. Durch neuartige Hybridsysteme ist eine Korrelation der
physiologischen Vorgénge mit der Anatomie mdglich. So stehen PET/CT und PET/MRT-Systeme

zur Verfiigung, die eine routinemaRige Anwendung mit hoher Sensitivitat garantieren [6].
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1.1.2 Nuklide in der PET

Fir den Einsatz eines Nuklids sind mehrere Faktoren wichtig: zum einen begrenzt die bereits im
vorherigen Abschnitt erwdhnte Positronenenergie die theoretisch mdgliche Bildauflosung.
Wichtiger als die Positronenenergie sind jedoch fir die Anwendung die Faktoren Halbwertszeit

und Verfigbarkeit der Nuklide.

Die Halbwertszeit eines Nuklids muss lange genug sein, um das Nuklid in die gewiinschte
chemische Form dberfuhren zu kénnen und das synthetisierte Radiopharmakon aufreinigen zu
konnen. Fir die Anwendung im Patienten missen bei der Halbwertszeit zusatzlich zwei
entgegenlaufende Aspekte beriicksichtigt werden. So muss die Halbwertszeit lang genug sein, um
den gewollten physiologischen Prozess (beispielsweise *F-FDG fiir den Glukosestoffwechsel)
abzubilden, sollte aber mdglichst kurz sein, um die Strahlenbelastung fiir den Patienten so gering
wie méglich zu halten. Nuklide mit sehr kurzer Halbwertszeit wie O eignen sich daher nur zu
Perfusionsuntersuchungen (**O-H,O zur Perfusion und '°0-0, fir Darstellung der

Sauerstoffversorgung).

Tabelle 1: Haufige Nuklide in der PET und ihre Nuklideigenschaften [7],[8]

max. Reichweite
Radionuklid T E|5+.max
(in H,0)
=) 1,3 min 3,148 MeV 15,61 mm
%o 2,0 min 1,738 MeV 8,22 mm
BN 10,0 min 1,197 MeV 5,35 mm
e 20,4 min 0,959 MeV 4,98 mm
%Ga 67,7 min 1,898 MeV 9,08 mm
18 109,8 min 0,633 MeV 2,39 mm

Die meisten PET-Nuklide werden am Zyklotron hergestellt. In einem solchen
Teilchenbeschleuniger, welcher 1929 erstmals von Ernest Lawrence beschrieben wurde, werden
geladene Teilchen wie Protonen oder Deuteronen in einem starken Magnetfeld beschleunigt und

auf ein Target fokussiert. Dort l6sen sie die gewiinschte Kernreaktion aus. Die Halbwertszeit

10



1 Einleitung

dieser Nuklide (z.B. *'C, ®N, *°0) ist meist gering (vgl. Tabelle 1), weshalb ein solches Zyklotron in
unmittelbarer Ndhe zum Patienten vorhanden sein muss (in House-Produktion). Ausnahmen
bilden einerseits '°F und sogenannte generatorproduzierte Radionuklide. Mit seiner Halbwertszeit
von 109,7 min bietet das per Zyklotron hergestellte *°F die Méglichkeit eines Transportes iiber
kiirzere Distanzen. Dieses Satellitensystem erméglicht Krankenhdusern und Forschungszentrum
die Verwendung von *®F ohne eigenes Zyklotron. Eine Ubersicht iiber die Herstellung géngiger PET

Nuklide zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Produktion der haufigsten PET-Nuklide [9]

Radionuklid Produktion Energiebereich Kernreaktion Target-Fillung
[MeV]

o Zyklotron 13> 3 “N(p,o)*'C “N,(0,)
BN Zyklotron 16>7 *0(p,a) N H'°0

0 Zyklotron 8>0 “N(d,n)*0 “N,(0,)
F Zyklotron 16> 3 ¥0(p,n)"°F H*®0

8¢ Zyklotron 1450 “Ne(d,a)"*F Ne(F,)
®Ga Generator %Ge /%Ga
%Rb Generator %251/%°Rb

1.1.3 Radionuklid-Generatorsysteme

Radionuklid-Generatorsysteme ermdglichen die Radiopharmaka-Synthese und klinische
Anwendung mit einem PET-Nuklid unabhéngig von einem kostenintensiven Zyklotron. Mdéglich ist
der Einsatz eines Radionuklid-Generatorsystems bei einigen seltenen Nuklidkonstellationen, bei
denen das Mutternuklid eine langere Halbwertszeit besitzt als das Tochternuklid. Dadurch kann
das zuvor hergestellte Mutternuklid das Tochternuklid generieren, welches dann in hoher
Nuklidreinheit abgetrennt werden kann. Meist kann das Tochternuklid sogar tragerfrei (no carrier
added, n.c.a.) gewonnen werden, was insbesondere fir die Erfullung des zuvor erwdhnten
Tracerkonzept von de Hevesy von Bedeutung ist. Eine Ubersicht (iber bekannte Radionuklid-

Generatorsysteme gibt Tabelle 3. Das bekannteste Generatorsystem ist das 1957 entwickelte

11
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%Mo/*"Tc-Generatorsystem, welches routineméaRigen Einsatz in der Nuklearmedizin gefunden

hat. Dafir gibt es einige Griinde:

%MT¢ besitzt hervorragende Nuklideigenschaften wie eine Halbwertszeit von 6 Stunden.
Diese Zeitspanne ermdglicht die Radiosynthese von unterschiedlichen *°™Tc-
Radiopharmaka.

Es wurden bereits eine Reihe von 9ngc-Radiopharmaka entwickelt, welche per ,Kit*-
Anwendung verfligbar sind. Dies ermdglicht ein sehr einfaches, routinemafiges Handling.

%mT¢ wandelt sich zu 90 % durch Emission einer monochromatischen Gammastrahlung
von 140 keV in **Tc um. Diese Energie eignet sich optimal zur Detektion mittels der in der
SPECT eingesetzten Thallium dotierten Nal-Detektoren. Nur 10 % der Umwandlungen
9mT¢ > “T¢ finden mittels Internal Conversion (IC) statt.

®Mo/®"Tc-Generatoren  sind  mittlerweile GMP-qualifiziert zu erwerben. Die
Halbwertszeit des *Mo-Mutternuklids von 66 h erméglicht zudem eine Anwendung des

Generators tber etwa eine Woche [10].

Tabelle 3: Ubersicht tiber ausgewéhlite Radionuklid-Generatorsysteme und ihre Eigenschaften [11]

Radionuklid- Mutternuklid = Tochternuklid g7 Ep
. Anwendung
Generatorsystem T2 T2 [%] [MeV]
“Tir**sc 473a 3,93h 94,0 0,597 Markierung
Y VI 8,28 h 21,1 min 97,0 1,13 Perfusion
. Markierun
5270/%2Cy 9,26 h 9,74 min 97.0 1,28 erung
Perfusion
. Markierun
%Ge /%Ga 271d 68 min 89,0 0,74 lerung
Perfusion
“Se/"*As 8,4 d 1,1d 88,0 1,02 Markierung
8291 /%2Rb 25,6 d 1,27 min 95,0 1,41 Perfusion
105n/M%"In 411h 85 min 62,0 0,62 Markierung
U8ra/ 850 6,0d 3,6 min 74,0 0,882 Perfusion
22xel 20,1h 3,62 min 77,0 1,09 (Markierung)

12
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Ein anderes Radionuklid-Generatorsystem ist ®°Sr/%Rb. Durch die Halbwertszeit des
Mutternuklids ist ein solcher Generator etwa 4-5 Wochen verwendbar. Die geringe Halbwertszeit
des Tochternuklids erlaubt keine aufwéndige Synthese, weshalb das ®Rb als Rubidiumchlorid
mittels ,,Pushbutton*“-Infusionen verabreicht wird in der nuklearmedizinischen Diagnostik als

Blutflusstracer dient [12-14].

Ein weiteres Generatorsystem ist das ®*Ge/**Ga-Generatorsystem, welches seit iber 50 Jahren
bekannt ist und zunehmend Anwendung in der nuklearmedizinischen Diagnostik findet [15]. ®*Ga
zerfallt innerhalb von 67,71 Minuten tber einen B'-Zerfall (89 %) mit einer maximalen B*-Energie
von 1,9 MeV. Hergestellt wird der Radionuklid-Generator durch Beschuss von Galliumoxid oder -

Nickel-Legierungen mit 20 MeV Protonen.
YGa+p—>aGe+2.n
Formel 2: (p,2n)-Reaktion zur Darstellung des Mutternuklids **Ge

Durch die lange Halbwertszeit des *Ge (270,8 d) betragt die Ausbeute dieser Reaktion trotz
hohem Wirkungsquerschnitts lediglich 0,74 MBq pA™h™. Andere Herstellungsmethoden, wie
protoneninduzierte Spallationsreaktionen an Rb, Br, As oder Beschuss von natirlichem Zink mit
Heliumatomen liefern noch geringere Ausbeuten [11], [16]. Von Vorteil bei dieser langen
Halbwertszeit ist dagegen, dass der Generator Uber lange Zeitrdume (ungefahr ein Jahr)
verwendet werden kann. Der *®Ge/*®Ga-Generator bildet ein sékulares Gleichgewicht. Das *Ge
wandelt sich durch EC in ®®Ga um, welches anschlieBend per B*-Zerfall in das stabile ®Zn

umgewandelt wird.

686 e £ 686 a B 68 Zn
Formel 3: Zerfallskette des ®Ge/*®Ga-Generatorsystems

Das aufgereinigte ®®Ge wird auf ein inertes Tragermaterial aufgebracht. Kommerziell vertrieben
werden vor allem Generatoren mit TiO,- oder SnO,-Tréger. Diese Generatoren werden mit 5-
10 ml einer niedermolaren HCI-Lésung (0,1 M bzw. 1 M) eluiert. Daraus ergeben sich fir die

Radiopharmakaproduktion folgende Probleme [16]:

- Das Auswaschen von Titan(lV) von der Trégersaule.
- Der Durchbruch von ®Ge(IV).

- Verunreinigungen der Markierungslosung mit Eisen(lll) aus der HCI-Losung.

13



1 Einleitung

- Bei langerer Nichtbenutzung des Generators werden grolRe Mengen an nichtradioaktivem
Zink produziert.

- GroRes Markierungsvolumina und sehr saures Generatoreluat.

Neben den seit Jahren verbesserten Generatorsystemen fordert die European Pharmacopoeia
daher die Aufreinigung des ®Ge/®Ga-Generator-Eluats. Weit verbreitet ist hierbei die
Aufreinigung mit einem Kationenaustauscherharz. Auf diesem wird die ®*Ga-Aktivitat fixiert und
nach einem Waschschritt ohne Verluste in einer wassrigen oder organischen Losung aufgereinigt
gewonnen [16-18]. Diese einfachen Schritte zur Produktion des Generatoreluats *®Ga sind
wenigen Minuten abgeschlossen und lassen sich auch per Modul ausfiihren. Dies macht eine

»Kit*-Radiopharmakon-Synthese analog zu den ggmTc-Radiopharmakon-,,Kits“ denkbar.

1.1.4 Chelatorchemie des Galliums

Die Elektronenkonfiguration [Ar]3d'°4s’4p' sowie der amphotere Charakter des Galliums sind
dafir verantwortlich, dass sich bei pH-Werten zwischen 3-7 unlésliches Ga(OH); bildet, sowie bei
weiterer Erhéhung des pHs (>7) das unlésliche Gallat (Ga(OH,)). Um Hydrolyse und Gallatbildung
zu vermeiden, werden bei der Markierung oftmals stabilisierende Liganden wie Citrat oder Acetat

eingesetzt.

Im Gegensatz zu *°F, 'C, ®N und O existieren beim Gallium nur wenige stabile kovalente
Verbindungen. Aufgrund seiner hohen Ladungsdichte bei kleinem lonenradius (0,62 A) gehort das
Gallium zu den harten Lewis-Suren und bildet stabile Komplexe mit harten Lewis-Basen wie
Stickstoff und Sauerstoff aus. Allerdings sind auch Bindungen mit schwefelhaltigen Gruppen stabil.
Dabei bevorzugt Gallium eine 6-fache Koordination in einem leicht verzerrten Oktaeder. Fir
radiopharmazeutische Anwendungen ist es wichtig, dass die gebildeten Komplexe
thermodynamisch stabil und kinetisch inert sind. In vivo konkurriert beispielsweise das
Glykoprotein Transferrin mit seinen zwei Eisen-Bindungsstellung um die Bindung mit Gallium und
es kann so zu einem ungewollten Liganden Austausch kommen [19]. Grundséatzlich wird zwischen
azyklischen und zyklischen Chelatoren unterschieden. H&ufigste Anwendung finden die in
Abbildung 2 gezeigten Makozyklen DOTA (1) (12-gliedriger Ring basierend auf Cyclen (1,4,7,10-
Tretraazacyclododecane)) und NOTA (2)(9-gliedriger basierend auf TACN (1,4,7-

Triazacyclononane)).
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Abbildung 2: Strukturformeln von DOTA (1), NOTA (2) und TRAP (3)

Neuere makromolekulare Chelatoren fur Gallium wie TRAP (3) oder NOPO zeichnen sich durch

ihre Selektivitat fir Gallium gegeniuiber anderen Metallen wie beispielsweise Eisen aus, wodurch

eine effektivere Markierung unter milderen Bedingungen ermdglicht wird [20], [21].

Durch Anbindung eines Biomolekiils an einen Chelator erreicht man, dass dieser zwei Funktionen

auslbt: die Komplexbildung mit dem Radiometall sowie die Verknipfung mit einem Targeting

Molekdl. Um einen solchen bifunktionellen Chelator (Abbildung 3) herzustellen verfugt der

Chelator meist Uiber eine funktionelle Gruppe wie aromatische Isothiocyanide, Carbonsduren oder

Bromide, die in der Lage sind mit nukleophilen Gruppen zu reagieren. Targeting Molekil und

Chelator werden meistens mittels eines Linkers verkniipft, welcher einen rdumlichen Abstand

schafft.

Abbildung 3: Aufbau eines bifunktionellen Chelators mit einem Targeting Molekil [22]

Targeting
Molecule
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1.2 Das Herz und die koronare Herzkrankheit (KHK)

1.2.1 Anatomie des Herzens

Das Herz (lat. Cor, griech. Kardia, Abbildung 4) ist beim Menschen ein faustgrofies etwa 300-350 g
schweres Hohlorgan, welches sich innerhalb des Herzbeutels (Perikard), angrenzend an die Lunge
und verwachsen mit dem Zwerchfell, etwa zwischen dem zweiten und fiinften Rippenbogen
(Mediastinum) befindet. Die Aufgabe des Herzens ist es, durch regelmaRige Pumpvorgéange die
Zirkulation des Blutes durch den Kérper und die Lunge, und damit die Versorgung auch entfernt
liegender Organe mit Nahrstoffen und Sauerstoff, zu ermdglichen. Dabei verlauft der Blutfluss
ventilgesteuert, d.h. ein ZuriickflieRen des Blutes ist nicht mdglich. Das gesamte System aus Herz
und GefalRen wird als kardiovaskuléres System bezeichnet. Das Herz ist in 4 Herzhdhlen aufgeteilt:
linker und rechter Vorhof sowie linke und rechte Kammer. Durch die oberen Hohlvenen (superior
und inferior vena cavae) gelangt sauerstoffarmes Blut in den rechten Vorhof und wird
anschlieBend Uber die Lungenarterie zur Lunge geleitet. In den Alveolen der Lungenblédschen
findet dann der Austausch von CO, gegen Sauerstoff statt. Das mit Sauerstoff gesattigte Blut
gelangt Gber die Lungenvene weiter in den linken Vorhof und durch die dortige Mitralklappe in
die linke Kammer. Die linke Ventrikelpumpe pumpt das Blut in die Aorta, von wo es in den Korper

verteilt wird. Die Pumpvorgénge werden in zwei Phasen aufgeteilt:

- die Diastole, in der eine Erweiterung/Ausdehnung des Herzens stattfindet und
- die Systole, in der sich das Herz zusammenzieht und in Folge dessen das Blut in die Aorta

und der Lungenarterie gepumpt wird.

Die linke und rechte Koronararterie sind die ersten abzweigenden Gefélie der Aorta. Sie versorgen
das Herz mit etwa 5% (200-300 mi/min) des Blutes. Unter Belastung vergroRert sich das
Blutvolumen auf 1-1,5 I/min. Unter Ruhebedingungen nutzt das Herz in erster Linie Fettsauren zur
Energiegewinnung. Unter Belastung wird jedoch auch ein erheblicher Teil der Energie aus der

Glykolyse gewonnen.

16



1 Einleitung

obere
Hohlvene

untere Hohlvene
Abbildung 4: Anatomie des Herzens [23]

In Folge des hohen Energiebedarfs der Herzzellen bestehen sie zu etwa 36 Volumen% aus
Mitochondrien [24]. Mitochondrien sind die ,,Energiekraftwerke® der Zellen. Man findet sie in
sehr hoher Zahl in sehr energiebedurftigen Zellen wie Muskelzellen, wie dem Herzen, aber auch in

Nerven-, Sinnes- und Eizellen.

1.2.2 Epidemiologie der koronaren Herzkrankheit

Eine Uberalterung der Gesellschaft sowie die Lebensgewohnheiten in den erste und zweite Welt-
Landern fuihren dazu, dass zunehmend mehr Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen leiden
und sterben. Weltweit werden die meisten Todesfélle (12,8 %, 7,25 Mio. im Jahr 2005) auf
kardiovaskulare Erkrankungen zuriickgefiihrt. Die chronisch-ischdmische Herzkrankheit sowie der
akute Myokardinfarkt fiihren die Todesursachenstatistik in Deutschland an [25], [26]. Zudem wird
fur das Jahr 2050 prognostiziert, dass der Anteil der tber 50-jahrigen den Anteil der unter 16-
jahrigen Ubersteigen wird (Abbildung 5).
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Altersaufbau der Bevilkerung in Deutschland
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Abbildung 5: Alterspyramiden Deutschlands fiir die Jahre 1910, 1950, 2008 und 2060 [27]

Dieses groRe Patientenkollektiv zeigt die Notwendigkeit einer mdglichst kostengunstigen und
dennoch leistungsstarken Herzdiagnostik und im Verlauf der Behandlung eines

Therapiemonitorings zur Optimierung der Versorgung.

Bei der KHK sammeln sich Uber Jahre arteriosklerotische Ablagerungen in den HerzkranzgefélRen
an (Abbildung 6), wodurch diese zunehmend versteifen. Ansammlungen von Cholesterin,
inflammatorische Prozesse und Plaquebildung verengen dabei die Arterien und vermindern somit

die Durchblutung und die Versorgung des dahinterliegenden Herzmuskelgewebes [28].
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Abbildung 6: Autopsiepraparat der Aorta. Das Bild zeigt eine der Lange nach gedffnete Aorta, welche im
Inneren morphologischen Veranderungen durch arteriosklerotische Ablagerungen zeigt [29]

Risikofaktoren sind u.a. Rauchen, arterielle Hypertonie, Bewegungsmangel, Diabetes mellitus,
genetische Disposition und Hypercholesterindmie. Obwohl sich klinisch tGber Jahre nicht zwingend
Symptome manifestieren, resultiert aus der Unterversorgung u.a. ein Sauerstoffmangel (Ischédmie)

im Herzgewebe. Man unterscheidet dabei:

- Einen kompletten Verschluss einer Koronararterie (oder eines Astes), wodurch eine
ausgepragte Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen resultiert,
was zum myokardialen Zelltod fiihrt (akute Ischamie). Das abgestorbene Gewebe nennt
man nekrotisch, es ist nicht mehr (kaum noch) durchblutet.

- Sogenanntes hibernating (winterschlafendes) Gewebe findet man bei Herzen mit
chronischer Ischamie, deren Zellen vital sind. Die vitalen Zellen arbeiten dabei auf
»oparflamme” und kompensieren so das verminderte Angebot. Ihre Funktion ist

eingeschrankt.
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1.3 Bildgebende Verfahren in der Kardiologie

Bildgebende Verfahren spielen eine herausragende Rolle bei der Diagnostik und
Therapieliberwachung der Koronaren Herzkrankheit im klinischen Alltag. Dabei wird meist auf die
»Klassischen“  Bildgebungsverfahren  wie  Echokardiographie  zurtickgegriffen. Die
Koronarangiographie ist ein interventionelles (minimal-invasiv, diagnostisch aber mit
therapeutischer Komponente) Verfahren, durch das detaillierte Informationen Gber den
morphologischen Zustand und die Perfusionsmdglichkeiten der HerzkranzgefaRe erlangt werden.
Zusétzlich ist es hierbei mdglich, dass durch den Zugang tiber den Leistenbereich hinein ins Herz
direkt ein therapeutischer Eingriff (Stent, Ballondillatation 0.4.) erfolgen kann. Allerdings haben
diese Methoden den entscheidenden Nachteil, dass eine Vitalitatsbeurteilung der Herzzellen auf
diesem Weg nicht mgglich ist. Besonders um die Durchblutung, den Stoffwechsel und die Vitalitat
(nekrotisches, ischdmisches und winterschlafendes Gewebe) des Herzens abschétzen zu kénnen,
bedient man sich dem Einsatz der SPECT und PET-Technik. Sie sollen dabei helfen, den Einsatz von
kardiologischen Pharmaka zu optimieren, den Therapieplan zu erstellen und zu optimieren sowie

den Erfolg der Therapie zu kontrollieren.

Tabelle 4: Uberblick tiber haufig verwendete Herztracer in der Nuklearmedizin

Radiopharmakon Energie/Methode Tio Aufnahmemechanismus in FDA

die Herzzellen

2T Thalliumchlorid | 79 keV (SPECT) 73h K*-Analogon ja

9MTc-Sestamibi 140 keV (SPECT) 6h Passive Diffusion, Retention ja
durch Ladung (Mitochondrien)

9mTe-Tetrofosmin 140 keV (SPECT) 6h Passive Diffusion, Retention ja
durch Ladung (Mitochondrien)

2Rb-Rubidiumchlorid | 511 keV (PET) 755 K*-Analogon ja
BN-Ammoniak 511 keV (PET) 10 min Diffusion, metabolisches ja
Trapping
>0-Wasser 511 keV (PET) 2 min Freie Diffusion nein
18F-2-Fluor-2-deoxy-D- | 511 keV (PET) 110 min Glukosemetabolismus—> ja
glucose Vitalitat
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Tabelle 4 gibt einen Uberblick tiber haufig eingesetzte Radiopharmaka in der Nuklearmedizin [30],
[31]. Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass der weitaus groRte Anteil der eingesetzten SPECT- und
PET-Tracer sogenannte Perfusionstracer sind, die eine Quantifizierung des myokardialen

Blutflusses ermdglichen.

1.3.1 Perfusionstracer

Die Bildgebung mittels Perfusionstracern basiert darauf, dass das an koronarer Herzkrankheit
erkrankte Herz unter Stressbedingungen regionale Unterschiede im arteriellen Blutfluss der

Koronararterien aufweist [32]. Dabei soll der ideale Perfusionstracer u.a.

1.)einen hohen First-Pass-Uptake oder Extraktion besitzen,

2.) einen proportionalen Zusammenhang zwischen Perfusion und Aufnahme ins Herzen und
3.) wenig Ruckdiffusion aus der Herzzelle zeigen.

Zusétzlich sollte er natdirlich sicher in der Anwendung (nicht-toxisch in den eingesetzten Dosen)
und leicht zu verabreichen sein sowie lediglich geringe Kosten produzieren[32]. Zuséatzlich sollte
die Bildgebung uber eine hohe Sensitivitat verfliigen, eine hohe rdumliche und zeitliche Auflésung
haben sowie einen quantifizierbaren Zusammenhang zwischen der Signalintensitdt und der

Konzentration des Perfusionstracers erméglichen [32].

Zu den Perfusionstracern zéhlen vor allem kurzlebige PET-Tracer wie **N-Ammoniak, ®Rb-Chlorid
und O-Wasser. Da diese jedoch (mit Ausnahme des ®Rb*) ein Zyklotron zur Herstellung
benétigen, finden sie immer weniger Anwendung in der klinischen Routinediagnostik. Weitaus

verbreiteter ist der Einsatz der zwei SPECT-Nuklide Tl und *™Tc.
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2917|-Thalliumchlorid

27| wird an einem Zyklotron produziert, hat aber auf Grund seiner langen Halbwertszeit von 73
Stunden den Vorteil, dass auch lange Transportwege méglich sind. 2**TI-Thalliumchlorid wird no-
carrier-added (NCA) in isotonischer Kochsalzlosung mit 0,9 % Benzylalkohol-Losung als

zugelassenes Radiopharmakon kommerziell vertrieben und kann etwa 5-6 Tage gelagert werden.

20LT] wirkt in vivo als K*-Analogon. Obwohl sich das Thallium in der Gruppe IlIA wiederfindet, bildet
es dennoch monovalente TI*-lonen mit einem dem K" &hnlichen lonenradius. Es gelangt so
simultan zum K' mit der Na'-K'-ATPase durch die Zellmembran der Herzmuskelzellen

(Kardiomyozyten). Die Ausscheidung findet hauptséchlich renal statt [33].

Zur Unterscheidung zwischen ischdmischer Gewebeareale und Infarktgewebe werden Ruhe- und
Stressaufnahmen gemacht (Abbildung 7): Begonnen wird meist mit einem Stresstest, bei welchem
sich der Patient konditionell verausgaben muss (Laufband oder Fahrrad) oder der Stress
medikamentts herbeigefuhrt wird (Dipyridamol, Adenosin o0.a.). Auf dem Hohepunkt der
Stressleistung werden etwa 100 MBq 2*'TI-Thalliumchlorid injiziert und nach einer kurzen Pause
(ca. 5 min) die SPECT-Stressbilder aufgenommen. Nach erneuten 4 Stunden folgen dann
Ruheaufnahmen, welche die Redistribution der Aktivitat im Herzen visualisieren. Dabei zeigt sich,
dass alle vitalen Zellen Tl aufnehmen, Narbengewebe jedoch nicht (Vitalitdtsmessung). Da die TI-
Aufnahme Blutfluss-abhéngig ist ergibt sich jedoch, dass minderversorgtes Gewebe zu Beginn
weniger Tl aufnehmen kann als gut durchblutetes Gewebe (Durchblutungsmessung). Man misst
somit einen vermindere Anreicherung. In spatere Aufnahmen (Redistributionsmessung) sieht
man, dass schlecht durchblutetes, aber vitales Gewebe, das weniger Tl relativ zum Blut

aufgenommen hatte, weiterhin 2°*Tl aufnimmt [34], [35]. Daraus ergibt sich, dass

- ein Defekt sowohl in Stress- und Ruhebildern bei infarktgeschadigtem Gewebe aufgezeigt
wird. Dieses Gewebe ist nicht revaskularisierbar.

- ein Defekt im Stresshild, der in den Ruheaufnahmen verschwindet - ischamisches, vitales
Gewebe zeigt, welches revaskularisierbar ist, d.h. Bypass oder Angioplastie sind

erfolgsversprechend.

Es gibt eine Reihe von abweichenden Protokollen fiir die 2°*Tl-Thalliumchlorid-SPECT-Diagnostik.
Nachteilig fiir die Herzvitalitats-Diagnostik mittels 2*'Tl-Thalliumchlorid sind die schlechten
Nuklideigenschaften des **Tl fiir die SPECT. 2Tl emittiert 69-80 keV Photonen, welche eine hohe
Streuung aufweisen. Des Weiteren ist zwar die lange Halbwertszeit fiir Transporte (ber lange

Strecken von Vorteil jedoch ist diese sehr nachteilig fir die Strahlenbelastung des Patienten.
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Abbildung 7: “*TI-SPECT Aufnahmen eines Patienten mit verminderter *'Tl-Aufnahme wahrend

Anstrengung und reversibler *°*TI Aufnahme Ruhe [36]

99MTc-Sestamibi (Cardiolite) und *°™Tc-Tetrofosmin (Myoview)

Auf Grund der guten Verfigbarkeit des **Mo/**"Tc-Radionuklidgeneratorsystem und der
benutzerfreundlichen ,Kit“-Anwendung finden die beiden lipophilen, monokationischen 9MTe-
Komplexe *™Tc-Sestamibi und **™Tc-Tetrofosmin (beide Abbildung 8) sehr héaufig Anwendung in

der Myokardszinitgraphie.

Im **"™Tc-Sestamibi liegt das Tc im Oxidationszustand (+1) vor und wird durch 6
Methoxyisobutylisonitril-Gruppen (MIBI) stabilisiert. Beim **™Tc-Tetrofosmin liegt das Tc in der
Oxidationsstufe (+5) vor und wird von zwei sich gegentiberliegenden Sauerstoffatomen sowie von

vier Phosphoratomen der zweiz&hnigen Diphosphinliganden komplexiert.
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Abbildung 8: SPECT-Tracer **™Tc-Tetrofosmin (4) und *™Tc-Sestamibi (5)
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Im Gegensatz zu dem aktiven Transport des Kalium-analogons *°'TI-Thalliumchlorid tiber die Na'-
K*-ATPase diffundieren *™Tc-Sestamibi und ™ Tc-Tetrofosmin passiv tiber die Zellmembran und
werden dort auf Grund ihrer positiven Ladung vom negativen Zellmembranpotential des
Mitochondriums zurtickgehalten [37],[38],[39],[40]. Beide Radiopharmaka werden bei Stress zu
ungefahr 1,2 % aufgenommen und im Ruhezustand zu etwa 1 %. Dabei betréagt die Rate der First-
Pass-Extraktion 64 % fiirs *™Tc-Sestamibi und 54 % fiir *™Tc-Tetrofosmin[32]. Es konnte gezeigt
werden, dass sich etwa 90 % der aufgenommen Aktivitat im Mitochondrium befinden [40]. Dies
spricht auch fur den sehr langsamen myokardialen Wash-Out von t;,= 7 h und der fehlenden

Metabolisierung in vivo [41].

Es gibt verschiedene Protokolle zur Diagnostik mit **™Tc-sestamibi (Cardiolite) und **™Tc-
tetrofosmin  (Myoview). Analog zu ?*'Tl-Thalliumchlorid werden auch hier Stress- und
Ruheaufnahmen aufgezeichnet (siehe Abbildung 9), allerdings mit dem Unterschied, dass bei
Sestamibi keine Redistribution stattfindet und daher eine Visualisierung des ,,winterschlafenden*

Gewebes schwieriger ist.

Abbildung 9: Vergleich der Abbildung von **™Tc-Tetrofosmin (links) und *°™

(Dipyridamol, S) und in Ruhe (R) [42]

Tc-Sestamibi (rechts) unter Stress

Die nachfolgende Abbildung 10 zeigt, dass die hohe Aufnahme der **™Tc-Radiopharmaka die

Aktivitatsbestimmung des Herzens erschwerten kann [43].

Abbildung 10: Short-Axis Aufnahmen (Schnitt senkrecht zur Herzlangsachse) eines 49-jahrigen Mannes mit

%mTe-Tetrofosmin. Neben dem Herzen sieht man auch die deutliche Aufnahme in

Leber/Verdauungstrakt [44]

Herzwand-Defekten mit
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82Rb-Rubidiumchlorid

%2Rb ist ein PET-Nuklid mit einer Halbwertszeit von lediglich 75 s. Damit ist es hervorragend fiir
repetitive Perfusionsmessungen geeignet. Gewonnen wird das *Rb durch den ®2Sr/*Rb-
Generator, welcher fiir diese spezielle Anwendung als Infusionssystem entwickelt wurde. Analog
dem 2°'Tl wirkt ®Rb in vivo als ein K*-Analogon. Es wird somit mittels der Na'-K*-ATPase in die
Herzzellen aufgenommen [14]. Der Wash-out des ®Rb ist in nekrotischen Zellen schneller im

Vergleich zu vitalen/gesunden Zellen (Vitalitdétsmarker)[45], [46].

Fur die Aufnahmen werden den Patienten 2,22 GBq *Rb per Infusion im Ruhezustand und
anschlieRend erneut 2,22 GBq im Stresszustand (mittels Dipyridamol, Adenosin oder andere)
verabreicht/appliziert. Trotz der hohen Positronenenergie des *Rb gelingen mit [**N]-NH;
vergleichbare Aufnahmen (siehe Abbildung 11 und Abbildung 12) [47].

Normal Subject CAD Patient

S EYE
.

- B D

Abbildung 11: ®Rb-Rubidiumchlorid-PET-Aufnahmen von einem gesunden Menschen (links) und einem 47-
jahrigen Mann (rechts), der an koronarer Herzkrankheit leidet. Die Aufnahmen links zeigen eine normale
Perfusion des Herzen sowohl im Stress als auch in der Ruhe. Die rechten Aufnahmen zeigen reversible
Perfusionsdefekte im Vorderherzbereich (ischédmisches Gewebe) [48]

13N-Ammoniak

BN ist ein kurzlebiges PET-Nuklid (ty,=10min), welches jedoch nicht den Vorteil einer
Radionuklidgenerator-Verfigbarkeit besitzt. Fiir die Produktion von N ist die Nahe zu einem
Zyklotron notwendig, was nur an wenigen Zentren méglich ist. **N-Ammoniak liegt in vivo im
Gleichgewicht zwischen seiner ungeladenen und geladenen Form (NH; und NH,") vor und
diffundiert als neutrales Ammoniak tber die Zellmembran in die Zelle. Innerhalb der Zelle stellt
sich das Gleichgewicht zwischen diesen zwei Formen wieder neu ein. Da jedoch geladenes NH,4" in
Form von Glutamin fixiert wird, wird *N in dieser Form in der Zelle retiniert [14], [49], [50]. Ein

Beispiel fiir eine Myokard-PET-Aufnahme mittels **N-Ammoniak findet man in Abbildung 12.
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10-Wasser

>O-Wasser ist in der Lage mittels freier Diffusion mit fast 100 %-igen Extraktionrate {ber die
Zellmembran zu gelangen und ist metabolisch inert. Allerdings akkumuliert es nicht in den Zellen,
sondern beginnt mit der Aufnahme in die Zelle auch mit dem Wash-Out, bis sich ein Gleichgewicht
zwischen dem Extra- und Intrazellularraum eingestellt hat. Um den regionalen Herzfluss
quantifizieren zu kbnnen muss zusatzlich auch das Blutvolumen des Herzens bestimmt werden.
>0-Wasser wurde bisher nicht von der FDA zugelassen [30], [51]. Ein Vergleich mit den beiden
PET-Herztracern ®Rb-Rubidiumchlorid und **N-Ammoniak liefert die nachfolgende Abbildung 12.

a) b) c)

Abbildung 12: PET-Perfusionsbilder (short axis, Kurzachse) zum Vergleich von a) **N-Ammoniak, b)**Rb-
Rubidiumchlorid und c) °0-Wasser. Man erkennt die deutlich bessere Aufnahmequalitét der ersten beiden
Radiopharmaka [52]
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1.3.2 Funktionelle Tracer/ metabolisches Imaging

8E_2-Fluor-2-deoxy-D-glucose (**F-FDG)

'8F-FDG ist das am meist verwendete PET-Radiopharmakon. Es wird routinemaRig verwendet, um
Zellen mit erhéhtem Energiebedarf zu visualisieren. Als Glukoseanalogon/-derivat wird ‘*F-FDG in
die Zelle aufgenommen und dort metabolisch getrappt, indem es tber die Hexokinase zu FDG-6-
phosphat umgewandelt wird und kann im Anschluss weder weiter verstoffwechselt werden noch
wieder aus der Zelle austreten [13], [53]. Hierdurch kommt es zu einer Akkumulation in der Zelle,
wodurch auch eine Abbildung des Glukoseverbrauchs des Herzens ermdglicht wird. Bei einer
akuten Ischamie steigt der Glukoseverbrauch gegenuber dem Fettsaure-Verbrauch an. Mild-
ischamisches und hypoxisches (hibernating) Gewebe hat allgemein einen erhdhten Glukosebedarf
im Gegensatz zu Infarktgewebe (Narbengewebe), welches durch verminderten Blutfluss und
Sauerstoffverbrauch einen niedrigeren Glukoseumsatz hat (siehe Abbildung 13). Eine Diffusion
der '®F-FDG zeigt Areale an, die schlecht perfundiert sind, aber vital und deshalb méglicherweise

revaskularisierbar sind [54].

N13-ammonia - FDG mismatch

Abbildung 13:Vergleich von PET-Bildern mit **N-NH; und '®F-FDG zur Vitalitatsbestimmung. Das
Missverhaltnis zwischen der Herzdurchblutung (**N-NHs) und der **F-FDG-Aufnahme nennt man Perfusions-
Metabolismus mismatch und zeigt "winterschlafendes" Herzgewebe an [55]

Derzeit wird eine Reihe von Protokollen zur Diagnostik mittels ®F-FDG angewendet. Bei allen
bedarf es der Vorbereitung des Patienten: Normalerweise bezieht das Herz einen Grofteil seiner
Energie durch die B-Oxidation von Fettsduren. Der Glukoseverbrauch kann jedoch durch
Verabreichung von Glukose vor der Untersuchung vermehrt werden wodurch man eine bessere

Bildqualitat erhélt [54].
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Andere Tracer zur Bildgebung des Herzmetabolismus

Auch andere Radiopharmaka wie etwa '**|-Fettsauren, 'C-Palmitinsdure, **N-Aminoséuren
wurden teilweise zur Bildgebung des Herzens eingesetzt, finden aber aus verschiedenen Griinden
kaum Anwendung (Deiodierung in vivo, aufwandige Synthese, komplizierte Datenverarbeitung der
Ergebnisse, )[13], [26], [28].

'1C-Acetat-PET stellt den oxidativen Metabolismus des Herzens dar [13], [54].

Mit **™Tc-Pyrophosphat kann man innerhalb der ersten Tage (6-10 Tage) nach einem Herzinfarkt
betroffenes Gewebe darstellen. Man vermutet, dass in den Mitochondrien nach einem Infarkt
kleine Kérnchen aus Calcium und Phosphat deponiert werden, an die das *™Tc-Pyrophosphat
bindet [56].

123 Metaiodbenzylguanidin(MIBG) ist ein Norephedrinanalogon. Die Herzaufnahme zeigt das

Ausmald der Innervierung des Herzens an [44], [57], [58], [59].

'SF-Flurpiridaz

Bereits seit Jahren wird nach neuen Angriffspunkten zur Vitalitdtsmessung von Herzzellen
geforscht. Wie bereits zuvor beschrieben besitzen Herzmuskelzellen auf Grund ihres hohen
Energiebedarfs einen hohen Volumenanteil an Mitochondrien. Mitochondrien besitzen als einzige
Organelle eine Doppelmembran, welche sie fiir ihre wichtigste Funktion, der Synthese von ATP,

benotigen. Durch diese Doppelmembran werden insgesamt 5 Kompartimente unterteilt:

- die dulRere Mitochondrienmembran
- der Intermembranraum

- die innere Membran

- die Cristae

- und die Matrix (der Raum in der inneren Membran).

Fir die Herzdiagnostik wichtig ist die innere Mitochondrienmembran. In ihr befinden sich die 4
Enzymkomplexe, die die Atmungskette ermdglichen. Innerhalb dieser Atmungskette gibt das
NADH+H" seine Protonen an den Sauerstoff ab, wodurch Wasser gebildet wird. Dies entspricht
chemisch gesehen einer Knallgasreaktion. Um die stark exotherme Reaktion mdglichst
gewinnbringend zur ATP-Synthese nutzen zu konnen, verlduft diese Reaktionen kaskadenartig

durch die vier Komplexe innerhalb der inneren Mitochondrienmembran ab (Abbildung 14).
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Komplex |  Komplex Il Komplex Il Komplex IV ATP-Synthase
H+

Abbildung 14: Die Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran [60]

Angriffspunkt fur eine Reihe von herzaffinen Verbindungen ist der Komplex | der Atmungskette,
die NADH-Q-Oxidoreduktase oder NADH-Dehydrogenase. Sie katalysiert den Elektroneniibertrag
des intramitochondrialen NADHs auf das Ubichinon (Coenzym Q) in der inneren

Mitochondrienmembran [60].

NADHred + Qox +5 HI-'V-Iatrix <==> NAD(-;x QHZred +4 Hi-;:tter

Formel 4: Gleichung des Elektroneniibertrages des intramitochondrialen NADHs auf das Coenzym Q in der
inneren Mitochondrienmembran

Gekoppelt ist dieser Elektronentransport an eine Protonenpumpe, um das Membranpotential

aufrecht zu erhalten.

Verschiedene Verbindungen, u.a. Insektizide, greifen an dem mitochondrialen Komplex 1 MC-I an
und werden momentan als potenzielle Herzdiagnostika fur die KHK erprobt. Dabei unterscheidet

man zwischen drei Typen, die mit dem Ubichinon um die Bindungsdomane konkurrieren [61],

[62]:

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Bindungsstellen der Inhibitoren des MC-I nach [62]

- Typ A: représentiert durch Piericidin A
- Typ B: représentiert durch Rotenon und

- Typ C: reprasentiert durch Capsaicin
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2007 wurde ein Pyridaben-Derivat mit hoher Affinitdt (ICso = 11,0 nM) zum MC-I Komplex
vorgestellt, das °F-Flurpiridaz ((7), '®F-BMS-747158-02, Abbildung 16). Dieses Fluor-markierte
Insektizid unterscheidet sich somit kaum von der Affinitdt des Insektizids Pyridaben ((6),ICs,=8

nM) [63], [64].

%@ %N&
m oo,

)
Abbildung 16: Strukturformel des (6) Insektizids Pyridaben und des (7) **F-Flurpiridaz

Pharmakophore Einheiten und somit essentiell fir eine gute Bindung an den MC-I sind hierbei der
tert-Butyl-Rest am Stickstoff sowie das Chloratom des Pyridazinons. Toleriert werden dagegen
eine Substitution des Schwefelatoms durch Sauerstoff sowie Variationen der Alkylkette des
Phenylrings. ‘®F-Flurpiridaz wurde bereits sehr erfolgreich in Tierversuchen getestet [63], [65],
[66]. Erste Versuche im Menschen zeigten, dass das Organ mit der héchsten Aufnahme des
Tracers die Nieren sind, gefolgt von dem Herzen. Die Aufnahme des Tracers im Herzen blieb tber

5 Stunden konstant, wie man in Abbildung 17 erkennen kann [67].

10-30 30-50 50-T0 120-150 150-180 230-270  270-310

Time after injection (min)

Abbildung 17: Koronare Ganzkdrperaufnahmen von einem Menschen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Gabe von “°F-Flurpiridaz [67]

8F-Flurpiridaz befindet sich zurzeit in der dritten Phase der klinischen Studien und ist ein
hoffnungsvoller Kandidat fir den routinemaRigen Einsatz [68]. Die folgende Abbildung 18 zeigt
einen Vergleich zwischen dem routinemaRig in der klinischen Praxis eingesetzten SPECT-Derivat

99mT¢-Sestamibi (links) und dem *®F-Flurpiridaz (rechts).
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Abbildung 18: Sress (ST)- und Ruheaufnahmen(Rest) von apical, mid-ventricular und basal Kurzachsen- sowie
vertikalen und horizontalen mid-ventrikularen Langachsen-Ansichten. Aufgenommen von einer 61-jahrigen
Patienten, symptomfrei, mit links: **"Tc-Sestamibi und **F-Flurpiridaz. Man erkennt deutlich die hohere
Bildqualitat rechts.

®8Ga-Schiff’'sche Basen

Vielversprechende Ansatze zur Entwicklung eines ®®Ga-basierenden Herztracers liefern Schiff’sche
Basen-Derivate, welche sowohl in der Lage sind, das ®8Ga stabil zu komplexieren als auch eine
Anreicherung in den Kardiomyozyten zeigten. Die ersten Versuche erfolgten mit tripodalen
Schiff’schen Basen-Strukturen basierend auf einem Ns;Os;*-Riickgrat (Abbildung 19). Bei
Komplexierung des Ga®* entstehen lipophile (log D> 2,5), ungeladene Komplexe, welche hohe
Herzzellaufnahmen in Ratten (~2% nach 2 Minuten) zeigten. Nachteilig war die mangelnde
Retention der Tracer in den Rattenherzzellen. Bereits nach 5 Minuten waren 50 % der zuvor
aufgenommenen Aktivitat bereits wieder ausgewaschen [69], [70].

J

C

N N N\
OH OH
/A |// [
R R R

@
Abbildung 19: Strukturformel einer tripodalen Schiff'schen Base (8)

Eine Verbesserung der Retention wurde in Analogie zu den **™Tc-Herzradiopharmaka gefunden,
die trotz ihrer hohen Lipophilie eine positive Ladung tragen. Grund dafiir ist vermutlich, dass
durch die Lipophilie der Verbindung das Radiopharmakon die Zellmembran iberwinden kann und
dann im Zellinneren durch das negative Zellmembranpotential der Mitochondrien die (+1)
geladene Verbindung zuriickgehalten wird. Um diesen Wirkmechanismus fur das Gallium
verfiighar zu machen, wurde ein N4022'-RUckgrat verwendet. Zusammen mit Ga*>* bildet sich so ein

einfach positiv geladener, lipophiler, pseudo-oktaedrischer Komplex (Abbildung 20).
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Abbildung 20: allgemeine Strukturformel eines Ga-Schiff'schen Base-Komplexes basierend auf einem N,O,*~
Rickgrat

Verschiedene Ga-Schiff’sche Basen basierend auf diesem Riickgrat wurden synthetisiert und
zeigten auch bei geringen Variationen des Substitutionsmusters der verwendeten Aromaten einen
erheblichen Einfluss auf die pharmakologischen Eigenschaften [71-75]. Als eine der
vielversprechendsten ~ Ga-Schiff'sche  Basen-Verbindung zeigte sich das [*/*®Ga(3-
MeOsal)ZBAPDMEN]“oder auch BAPDMEN-2, welches in Ratten eine Herzaufnahme von 2 %
sowohl 60 Sekunden als auch noch nach 2 Stunden nach Injektion (p.i.) zeigte. Des Weiteren

zeichnet sich das Derivat durch sehr hohe Herz zu non-target-Verhaltnisse aus [73].

Positiv fur spatere Herzdiagnostikanwendungen ist auch, dass Schiff'sche Basen-Derivate des
Galliums, analog zu manchen **™Tc-Radiopharmaka, teilweise Substrate des P-Glykoproteins sind
[43], [75], [76]. Dieser Effluxtransporter sorgt fur eine schnellere Eliminierung aus der Leber,
wodurch stérende Aufnahme von Radioaktivitét in die Leber, die die Herzdiagnostik erschweren

kann, verringert wird.

Um zukinftig routineméfige Untersuchungen der Herzperfusion und -vitalitdt in der Klinik
durchfihren zu konnen, ist in Analogie zu den 9ngc-Radiopharmaka eine einfache ,Kit“-
Anwendung von Vorteil. Yang et al. zeigten 2010, das eine Kit-Anwendung mit einem Schiff’schen
Basen-Derivat (BAPEN) und ®®Ga gelingt und die gebildeten Komplexe stabil und zur in vivo-

Anwendung geeignet sind [77].
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Die nuklearmedizinischen Verfahren PET und SPECT erméglichen die nicht-invasive Untersuchung
des Herzzustands eines Patienten. Dadurch wird ein Weg zur ,,personalized medicine* geebnet.
Fir praoperative Planung, postoperatives Monitoring (beispielsweise nach einer Bypass-
Operation oder Herztransplantation) bieten diese Methoden den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu
den gangigen invasiven Diagnostik-Verfahren Koronarangiografie und Angio-CT nicht nur
morphologische Informationen liefern, sondern auch Informationen ber den funktionellen
Zustand der Herzzellen ermdglichen. Dabei ist man mit der PET sogar in der Lage absolute
Quantifizierungen durchzufihren [58], [78]. Momentan verwendete PET-Tracer wie die
Perfusionstracer *°0-H,0 und™N-NH; benétigen jedoch auf Grund ihrer kurzen Halbwertszeit die
unmittelbare N&he eines Zyklotrons zum Patienten. Die Zyklotronabhangigkeit beeinflusst die

Kosten und Verfligbarkeit der einsetzbaren Radiopharmaka.

Die routinemaRig verwendeten Radionuklidgenerator-basierenden SPECT Tracer **"™Tc-sestamibi
(Cardiolite) und *™Tc-tetrofosmin (Myoview) haben gezeigt, dass ihr Einsatz im klinischen Alltag
der Herzdiagnostik sehr gefragt ist. Ein Radiopharmakon auf Basis eines PET-Nuklids wére in der
Lage sein, die Vorteile der PET-Methode gegeniber der SPECT wie beispielsweise die mdgliche
absolute Quantifizierung und verbesserte Aufldsung nutzen zu kénnen. Gleichzeitig ware es von
Vorteil, wenn die pharmakologischen Eigenschaften der etablierten SPECT-Tracer noch verbessert
werden konnten, d.h. eine hdhere Aufnahme ins vitale und revaskularisierbare Gewebe

stattfinden wiirde und gleichzeitig die Aufnahme in Nicht-Zielgewebe minimiert werden wirde.

Auf Grund der Verfiigbarkeit des ®Ge/®Ga-Generators wiirde sich ein PET-Radiopharmakon auf
®®Ga-Basis zur Kit-Anwendung eignen. Als Chelatorsystem zeigten Schiff'sche Basen-
Verbindungen, dass sie stabile Komplexe mit ®Ga ausbilden, die in den Kardiomyozyten
akkumulieren. Allerding variierte das in vivo-Verhalten der ®Ga-Komplexe abhéngig von dem
Substitutionsmuster der Aldehyde, der Ladung des Komplexes und des verwendeten Ruickgrats
[69-75].

Um den Einfluss von Lipophilie, Ladung, Substitutionsmuster und Rilckgrat genauer zu

untersuchen, sollten in der vorliegenden Arbeit daher

1) das literaturbekannte Schiff’sche Basen-Rickgrat bis(N,N’-amino-2,2-
dimethylpropane)ethylenediamine (BADED) mit unterschiedlich substituierten

Aldehyden synthetisiert werden. Diese Aldehyden sollten lipophilie Gruppen tragen
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6.)

7)

(Methyl-, Bromreste), Ethergruppen enthalten (Beeinflussung der Leberaufnahme
[43]) oder polare Gruppen enthalten (-NEt,).

drei bekannte Rickgrate (BAPEN, BAPDMEN, BADED) mit jeweils 3 Aldehyden
synthetisiert werden.

Dieser Verbindungen sollten diese mit ®®Ga markiert werden und

auf ihre physikochemischen Eigenschaften wie Lipophilie, Ladung sowie Stabilitét in
physiologischer Kochsalzlésung, humanem Serum sowie gegen apo-Transferrin
untersucht werden.

Zellversuche in HL-1-M&useherzzellen mit/ohne Zusatz von Valinomycin sollten
zeigen, welche Tracer eine besonders hohe Aufnahme in die Herzzellen aufweisen
und welche Tracer besonders durch eine Stérung des Zellmembranpotentials
beeinflusst werden.

Des Weiteren sollten in Tierstudien in vivo mittels pPET die SUV (standardized uptake
values) der ®*Ga-Schiff’sche Basen-Verbindungen in Rattenherzen ermittelt werden.
Die Organverteilung des erfolgversprechendsten Kandidaten sollte mittels ex vivo-

Biodistributionen ermittelt werden.

Ein anderer Ansatz zur Entwicklung eines *®Ga-basierenden Myokard-selektiven Radiopharmakons

zur Herzdiagnostik ist die Kopplung einer lipophilen Schiff'schen Base mit einem Targeting-

Molekdl. Dadurch soll eine spezifischere Anreicherung im Herzen erreicht werden. Ein sehr

vielversprechendes Targeting-Molekil ist das Flurpiridaz. Es zeichnet sich durch eine hohe

Bindungsaffinitdt (ICs = 11,0 nM) zu seinem Ziel im Koérper, dem MC-I Komplex der

Mitochondrienmembran aus. Die Vereinigung dieses Molekiils mit einer ®®Ga-Schiff’'schen Base

sollte idealerweise die Affinitat des Gesamtmolekils zum MC-I-Komplex weitestgehend erhalten

und zum anderen Uber die gesteigerte Lipophilie und den kationischen Charakter eine erhéhte

Aufnahme in die Herzzelle erméglichen.

@]
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Abbildung 21: Strukturformel von Flurpiridaz-BAPEN
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8.) Daher war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Synthese des Flurpiridaz und seine
anschlieBende Kopplung an das Schiff'sche Basen Rickgrat 1,2-Bis(3-
aminopropylamino)ethan (BAPEN).

9.) Das resultierte Flurpiridaz-Schiff'sche Basen-Derivat (Abbildung 21) sollte
anschlieBend mit **Ga markiert werden.

10.)Bei den diversen Evaluierungen sollten *™Tc-Sestamibi und ®F-Flurpiridaz als

Referenztracer verwendet werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthesen der Schiff'schen Basen

In der vorliegenden Arbeit wurden Schiff’'sche Basen mit einem N4O,-Riickgrat synthetisiert Diese

bestehen retrosynthetisch betrachtet aus 2 Einheiten, dem Riickgrat und dem Aldehyd.

3.1.1 Synthese der Riuckgrate

Zur Evaluierung der Schiff'sche Basen-Verbindungen wurden drei verschiedene Rickgrate

verwendet (Abbildung 22):

HoN._~_NH HN._~__NH,  BAPEN

HZN\/\/N\ /N\/\/NHZ BAPDMEN

HZN\)Q/N/I-:-I\N\)Q/NHZ BADED
Abbildung 22: Uberblick tiber die verwendeten Riickgrate der Schiff'schen Basen

Hierbei konnte das BAPEN-RUckgrat (1,2-Bis(3-aminopropylamino)ethane), kommerziell von

Sigma-Aldrich bezogen werden.

Das BAPDMEN-Ruckgrat (bis(2,2-dimethyl-3-aminopropyl)ethylenediamine) wurde nach
folgendem in der Literatur beschriebenen Syntheseweg dargestellt (Abbildung 23) [73] :

(o]
/\ KOH /\
HN NH + —_— N ,@ + 2eq. (jfé\j/\/\sr —_—

NS Ethanol o7
(12) o (12)
o) o)
N N NN — N AN N NH2
o) o
(13) BAPDMEN

Abbildung 23: Synthese des BAPDMEN-Riickgrats
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Hierzu wurde das kommerziell erhaltliche N,N‘-Dimethylethylamin (11) wurde zur
Kettenverlangerung zundchst mit KOH deprotoniert, um eine nukleophilen Addition an das N-3-
Brompropylphthalimid (12) zu ermdglichen. Nach Darstellung des disubstituierten Produktes (13)
erfolgte die saure Hydrazinspaltung mittels 6N HCI unter Rickfluss. Durch Abkihlen der
Reaktionsmischung fiel die entstandene Phthalsdure aus und konnte abgefiltert werden. Das
Filtrat wurde eingeengt und das Produkt BAPDMEN durch Ausschiutteln und

sdulenchromatographisch aufgereinigt.

Die Darstellung des BADED-RUckgrats (bis(N,N’-amino-2,2-dimethylpropane)ethylenediamine)
erfolgte nach Literatur-bekannter Synthese [75], [76].

NH HN

KOH

2 HN/X\NH — >< ><
Br Br ? ? Acetonitril

NH; H,N
(14) (15) BADED

Abbildung 24: Synthese des Riickgrats BADED

Zur Kettenverlangerung des 1,2-Dibromoethan (14) wurde beidseitig das des 2,2-Dimethyl-1,3-
propanediamin (15) addiert. Um eine weitere Kettenverlangerung weitestgehend zu vermeiden,
wurde mit einem 5-fachen Aminiberschuss gearbeitet. Dennoch wurden auch weitere
Mehrfachaddukte erhalten, die durch eine destillative Aufreinigung im Vakuum (0,1mbar, 110°C)
abgetrennt werden konnten. Das BADED konnte auf diesem Weg in 35 %-iger Ausbeute erhalten

werden.
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3.1.2 Synthese der Schiff’'schen Basen

S

A/ \
N N

Ra
Ry
Ry

Ra
e
R OH
R 6 R
><Rb +2od. 3 eq. .,
P R R;

NH2 H2N 5

Abbildung 25: Synthese der Schiff'schen Basen. Gestrichelte Linien demonstrieren den Imidazolring, welcher
bei Markierung mit ®*’Ga gesffnet wird.

Zur Darstellung der Schiff’'schen Basen wurden die Ruckgrate mit den entsprechenden Aldehyden
nach literaturbekannten Vorschriften gekoppelt (Abbildung 25). BAPEN und BADED besitzen
neben den endsténdigen primaren Aminen jeweils zwei innere sekunddre Amine, die ebenso wie
die priméren Amine eine Bindung mit den Aldehyden eingehen. Dabei entsteht eine Verbriickung
der zwei Stickstoffe, wodurch ein Imidazolidinring ausgebildet wird. Das Proton des
Imidazolidinrings bei 3.7 ppm im 'H-NMR ist charakteristisch fiir diese Verbindungen. Daher

werden bei der Synthese dieser Schiff’'schen Basen 3 eq. Aldehyd eingesetzt.

BAPDMEN hingegen besitzt neben den &uRReren priméren Aminen zwei tertidre Amine, deren
Reaktionsbereitschaft meist zu gering ist, um den Imdiazolidinring auszubilden. In diesen Féllen
wurden lediglich 2 eq. des Aldehyds verwendet. Die Synthese der Schiff'schen Basen ist bereits
bei Zugabe des Aldehyd zum Ruickgrat durch einen deutlichen Farbumschlag von farblos nach
orange erkennbar und verlauft quantitativ. Zur Aufreinigung eines Uberschusses des Aldehyds

wurde aus Ether umkristallisiert.

Zum Vergleich der drei Riickgrate wurden folgende Schiff’sche Basen synthetisiert:
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BADED-1, [73] BADED-2 BADED-3, [75]

Abbildung 26: Uberblick iiber die synthetisierten Schiff'schen Basen, die dieselben Aldehyde tragen, mit den
Rickgraten BAPEN, BAPDMEN und BADED

Die Synthese der Schiff'schen Basen unter Verwendung des Riickgrats BADED ergab folgende

Verbindungen:

/)QN Nj/\\ /></N N)L\ /)QN/—\N%\
/ _N N= \ N N= —N N=
O, o) OH o OH OH
oH” HO OH HO /d/OH Hob\
cl) Br Br Br
—0 2 L /O O\

BADED-1, [73] BADED-2 BADED-3, [75]
Ao A4 A
N N= =N N= =N N=
OH OH OH
OH HO OH HO OH HO
o o,N ON NO,
o L o ’
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BADED-4, [75]
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]

BADED-5, [74] BADED-6
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TN
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BADED-7 BADED-8, [75] BADED-9, [75]
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Abbildung 27: Uberblick tiber die synthetisierten Schiff'sche Basen Verbindungen mit dem BADED-Riickgrat

Die bereits in der Literatur beschriebenen Verbindungen wurden, soweit bekannt, entsprechend

gekennzeichnet.
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3.1.3 Synthese der Flurpiridaz-Schiff'schen Base

Die Darstellung der Flurpiridaz-Schiff’'schen Base erfolgte nach folgendem Syntheseschema:

(16) 7 (18) ¢

—+ ” %, i

N —> Ny | N
0 © e
Br ONGEN O~ 51
OH O ~

1) (22) (23
(@] o) O\
P Lo %w)j[c' on
N
O/\O\/ O P + — > NS o —_—
O\/\O/S\ O\/\O
OH
(23) (24) (25)

o} /N\/\’H\/\H/\/\N\ o
%Ni{q ( j/OH HO. i ClﬁNX
N O/\OV o N

O\/\O O/\/O\Q/\

(10)

Abbildung 28: Synthese der Flurpiridaz-Schiff'schen Base

Zundchst wurde nach literaturbekannter Synthese das Grundgerust des Flurpiridaz synthetisiert
[79]. Dazu wurde Furfurylaldehyd mit eisgekuhlter konzentrierter Salzsdure und
Kaliumpermanganat versetzt und vorsichtig erhitzt, bis sich die Losung orange farbte. Nach
Abkihlen wurde das Reaktionsgemisch filtriert und der Ruckstand aus Wasser umkristallisiert.
Dabei konnte das reine 2,3-Dichloro-4-oxo-2-butenoicacid (DCA) (17) in 45 % Ausbeute gewonnen
werden. Anschlie3end folgte die Ringerweiterung des DCA unter basischen Bedingungen mit tert-
Butylhydrazinhydrochlorid. Das orangene, kristalline Produkt 2-tert-Butyl-4,5-dichloro-2H-
pyridazin-3-on (DCP) (18) wurde mittels Extraktion im sauren und basischen aufgereinigt und

konnte in 59 % Ausbeute gewonnen werden. Im néachsten Schritt erfolgte die Kopplung des 1,4-
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Phenylendimethanol an das DCP. Durch sdulenchromatographische Aufreinigung konnte im
Anschluss das 2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-(hydroxymethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (20)
sowie das Edukt DCP (18) gewonnen werden. Zur Aktivierung dieser Hydroxylgruppe war eine
Aktivierung durch Einfihrung einer besseren Abgangsgruppe nétig. Mittels PBr; wurde die
Hydroxylgruppe von (20) in die bromierte Form Uberfihrt. Charakteristisch fiir diese Appel-
Reaktion ist der intensive Farbumschlag nach orange. Das 2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-
(bromomethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (21) wurde durch Extraktion aufgereinigt und
konnte in 78 % Ausbeute gewonnen werden. Zur Kettenverlangerung bzw. als Abstandshalter zu
dem Chelator, in diesem Fall der Schiff’'schen Base, wurde eine Ethylenglykolgruppe eingefiihrt.
Dazu wurde Ethylenglykol mit Kalium-tert-Butoxid deprotoniert, um einen nukleophilen Angriff an
das aktivierte Pyridazinon (21) zu ermoglichen. Nach Extraktion mit Chloroform und
sdulenchromatographischer Aufreinigung konnte das Produkt (22) in 58 % Ausbeute in Form eines
farblosen Ols gewonnen werden. AnschlieBend erfolgte erneut eine Aktivierung der Hydroxyl-

Abgangsgruppe, diesmal mit Mesylchlorid, zu (23).

Die Verbindung des mesylierten Produkts (23) mit dem Dihydoxybenzaldehyd war der
Schlisselschritt zur Darstellung der Flurpiridaz-Schiff’schen Base. Dazu wurden die beiden Edukte
in Acetonitril gelost und mittels Kaliumcarbonat basisch gestellt. Die Reaktionsmischung wurde
auf 60-70°C erhitzt und fir zwei Tage gerihrt. Die Aufreinigung erfolgte erneut
séulenchromatographisch mittels Ethylacetat:Hexan (3:7). Dabei konnte mittels 2D-'H-NMR
nachgewiesen werden, dass selektiv an die gewtinschte para-Position gekoppelt wurde. In diesem
Fall war es von duRerster Wichtigkeit, dass die ortho-Position unsubstituiert blieb, da diese fur
spatere Komplexierung des Galliums bendtigt wird. Grund fir die erfolgreiche selektive Kopplung
ist moglicherweise zum einen die sterisch bessere Verfugbarkeit der para-Position, aber
womgoglich auch eine Sauerstoffbriickenbindung zwischen Hydroxyl-Proton und dem Aldehyd-
Sauerstoff, wodurch eine Deprotonierung an dieser Stelle moglicherweise erschwert ist

gegentiiber der para-Position.

Nach erfolgter Darstellung des Aldehyds (25) wurde dieses nach der allgemeinen
Reaktionsvorschrift zur Herstellung der Schiff’schen Basen (0) mit BAPEN-RUickgrat zur Flurpiridaz-

Schiff’schen Base (10)(Abbildung 29) umgesetzt.
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Abbildung 29: Strukturformel von Flurpiridaz-BAPEN, disubstituiert

Dabei zeigte sich, dass neben dem erwarteten di-substituierten Derivat auch das tri-substituierte
Derivat gewonnen werden konnte (Abbildung 30). Damit verhalt sich das Flurpiridaz-BAPEN trotz

seiner GroRRe bei der Synthese analog zu den zuvor synthetisierten ,,einfachen® bzw. kleineren

Aldehyd-Schiff’schen Basen.
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Abbildung 30: Strukturformel von Flurpiridaz-BAPEN, trisubstituiert
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3.1.4 Darstellung der inaktiven Verbindungen ¢’Ga-BADED-2 und

$’Ga-BADED-3

Zur analytischen Referenz mittels HPLC sowie fur die Bestimmung der Toxikologie der
Verbindungen ~ wurden  ®'Ga-BADED-2- und  °‘Ga-BADED-3-Komplexe als  kalte
Referenzverbindungen hergestellt (Abbildung 31). Hierzu wurde jeweils 1 eq. der Schiff’'sche
Basen-Verbindung in alkoholischer Losung mit 1 eq. Ga(acac); umgesetzt. Die Darstellung der
inaktiven Komplexe erfolgte quantitativ. Das zugehorige 'H-NMR —Spektrum zeigte, dass das
zuvor vorhandene Imidazol-Proton nun fehlt. Ursache hierfir ist, dass zur Komplexierung der
Imidazolring abgespalten wird und die zwei freigewordenen Aminostickstoffen der Komplexierung

des Galliums beteiligt sind. Es bildest sich somit ein N,O,-Kern um das ®Ga [75].
A AR
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Abbildung 31: Strukturformeln des ®’Ga-BADED-2 (27) und ®'Ga-BADED-3 (28)
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3.2 Radiomarkierungen

3.2.1 Radiomarkierung der Schiff’'schen Basen mit 8Ga

Zur Markierung der Schiff’schen Basen eignen sich grundsatzlich zwei bekannte Methoden.

Ein erster Ansatz ergibt sich durch die hohe Lipophilie der Schiff'schen Basen-Verbindungen,
wodurch eine Markierung im organischen Medium (Chloroform) mdglich ist. Dazu wird der
Generator eluiert [16] und der Kationenaustauscher anschliefend nicht mit einer Mischung aus
Aceton und Salzsdure, sondern mit einem Acetylacetonat-Aceton-Gemisch eluiert [18]. Dadurch
wird ein labiler Primarkomplex, das ®®Ga(acac); gebildet. Das Aceton wird anschlieRend
abgedampft und in Chloroform aufgenommen. Nach Zugabe der Schiff’'schen Base-Verbindung
gibt der Primarkomplex das ®®Ga dann an die Schiff’'sche Base zur Bildung des ®®Ga-Schiff’sche

Base-Komplexes.

Abbildung 32 zeigt die Kinetik der Markierung von ®*Ga-BADED-2 mittels ®*Ga(acac); iiber einen
Zeitraum von 10 Minuten. Hohe Ausbeuten kénnen schon bei niedrigeren Temperaturen erreicht
werden. Schiff'sche Basen-Verbindungen sind somit generell fir Synthesen bei niedrigen
Temperaturen geeignet. Dennoch wurden die Synthesen bei hheren Temperaturen (80-95°C im
Thermoshaker) durchgefiihrt, um das Reaktionsmedium Chloroform (Siedepunkt: 61°C) zeitgleich
entfernen zu kénnen. Die resultierende ®Ga-Schiff'sche Basen-Verbindung konnte nach 10
Minuten in einem breiten Spektrum an Medien aufgenommen werden. Fir Tierversuche erfolgte
z.B. die Aufnahme in isotonischer Kochsalzlésung mit einem Zusatz von 10 % Ethanol, um die
Loslichkeit des Komplexes zu gewahrleisten. Als problematisch erwies sich hierbei jedoch die hohe
Lipophilie der Verbindungen, wodurch die ®Ga-Komplex in hohem MaRe an die Kunststoffwand
des EppendorfgefaRes adsorbierten. Ein Losen der Komplexe von der GefaRwand gelang nur mit

Zusatz von Ethanol im Ultraschall-Bad.
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Abbildung 32: Kinetik der ®Ga-Markierung von 30 nmol BADED-2 in Chloroform mittels ®Ga(acac)s

Ein zweiter Ansatz zur Markierung der ®*Ga-Schiff'schen Basen ist die Markierung im wassrigen
Milieu durch Verwendung eines 0,1 M Na-HEPES-Puffers und jeweils 400 pl aufgereinigtes
Generatoreluats (N2-Lésung) [76]. In Abbildung 33 erkennt man einen deutliche
Temperaturabhéngigkeit der Bildung des ®*Ga-Schiff’schen Basen-Komplexes. Vorteil bei dieser

Methode ist, dass der Umweg tiber den Primarkomplex *®Ga(acac); entfallt.
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Abbildung 33: Kinetik der ®*Ga-Markierung von 30 nmol BADED-3 in 0,12 M HEPES Puffer

Reaktionskontrolle mittels Dinnschichtchromatographie (DC) zeigte, dass der aktive Komplex mit

Rf = 0,9 wanderte, wihrend unkomplexiertes *®Ga auf der Startlinie liegen blieb (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Reaktionskontrolle der ®*Ga-Markierung der Schiff'schen Basen-Verbindungen mittels DC in 90 %
MeOH: 10 % NacCl

Aufreinigung

Zur Aufreinigung der ®®Ga-Schiff'sche Base Komplexe wurde der Komplex mit Wasser
aufgenommen und Uber eine prakonditionierte C-18-Kartusche gegeben. Durch Spulen mit
Wasser konnte nicht komplexiertes Gallium entfernt werden. Der aufgereinigte ®*Ga-Schiff’'sche

Base Komplex konnte dann mittels Ethanol in < 87 % radiochemischer Reinheit eluiert werden.

3.2.2 Radiomarkierung der Flurpiridaz-Schiff’'schen Base mit

GSGa

Da bei der Herstellung der Flurpiridaz Schiff’'schen Base eine Mischung aus Di-und Trimeren sowie
ein Flurpiridaz-Edukt erhalten wurde, wurden zur ersten Radiomarkierung 50 pl einer 1 mg/mi
Stammldsung eingesetzt. AnschlieRend wurde analog der Beschreibung unter 0 die Markierung
mit ®Ga im wassrigen sowie im organischen Lésungsmittel gearbeitet. Dabei zeigte sich, dass im
organischen Lésungsmittel 52 % des Galliums komplexiert wurde (s. Abbildung 35). Allerdings war
die Ausbeute der Markierung im wassrigen Losungsmittel sehr viel geringer (5 %). Von daher ist es
notig zundchst einmal die Mischung erneut aufzureinigen und dann anschlieBend die

Reaktionsbedingungen zu optimieren.
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Abbildung 35: DCs der Radiomarkierung der Flurpiridaz-Schiff'schen Base mit ®Ga

a) zeigt links: reines ®*Ga, mitte: Reaktionsmischung im wassrigen, rechts: Reaktionsmischung in
Chloroform b) zeigt links: pures ®®Ga, rechts: Eluat der Strata-x-Kartusche Das Produkt lauft in dem
verwendeten Laufmittel nach oben, wahrend **Ga liegen bleibt.

Von Nachteil war auch, dass eine Aufreinigung analog zu den ®Ga-Schiffschen Basen (s. 0) nicht

maoglich war.

3.2.3 Radiomarkierung des Flurpiridaz mit #F

Als Vergleichssubstanz fir die ex vivo-Biodistributionen und in vivo-PET Daten wurde der
Tosylvorlaufer des Flurpiridaz mit *®F[F] umgesetzt. Anlehnend einer Vorschrift von Purohit et al.
fur die Fluorierung von Pyridaben-Insektiziden gearbeitet [80]. Die Aufarbeitung des *°F-
Flurpiridaz erfolgte jedoch nicht unter den in der Literatur beschriebenen HPLC-Bedingungen
(Laufmittelgradient), sondern (zur Ubertragbarkeit auf verschiedene HPLC-Systeme) isokratisch
mit konstantem Laufmittelgemisch Acetonitril: Ammoniumformiat 1:1. Hierbei konnte *°F-
Flurpiridaz nach einer Gesamtsynthesezeit von 70-90 Minuten in 99 % Reinheit gewonnen werden
(Abbildung 36). Im Anschluss wurde die Produktfraktion mit Wasser verdinnt, auf einer C-18
Kartusche (Strata-X, Phenomenex, USA) fixiert, mit Ethanol eluiert und das Elluat am
Rotationsverdampfer eingeengt. Analog zu den ®Ga-Schiff’schen Base Tracern wurde auch das

8F-Flurpiridaz in isotonischer Kochsalzlésung mit 10 % Ethanolzusatz aufgenommen.
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Abbildung 36: Uberpriifung der radiochemischen Reinheit des **F-Flurpiridaz mittels Radio-DC. a)
Reaktionsgemisch vor HPLC-Aufreinigung, b) nach HPLC-Aufreinigung

3.2.4 Radiomarkierung des Sestamibi mit **™Tc

Die Synthese des *™Tc-Sestamibi wurde freundlicherweise von der Nuklearmedizin Mainz

durchgefihrt.
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3.3 Invitro-Evaluierung der ®8Ga-Schiff'schen Basen

3.3.1 Bestimmung der Lipophilien (log D-Wert)

Die Ermittlung der Lipophilien fand per ,shake-flask-Methode” statt, bei welcher die
Aktivitatsverteilung zwischen Octanol und PBS-Puffer-Phase ermittelt wird. Hervorzuheben ist,
dass der erste Durchgang wurde stets verworfen, um Reste von ®8Ga und Salzen zu minimieren,
die das Ergebnis der Verteilung beeintrachtigen kdnnen. Obwohl die Ergebnisse sowohl mittels
Imager als auch dem Curiemeter gemessen wurden, wurden zur Angabe des log D-Wertes
lediglich die Imager-Werte verwendet (s.Tabelle 5). Kritisch bei der Verwendung der Daten des
Curiemeters wird es, wenn die Aktivitat der Octanol- oder PBS-Phasen < 50-100 kBq sind, da sie
sich somit nicht mehr deutlich genug von der Untergrundaktivitat abheben. Im Falle der sehr
lipophilen ®®Ga-Schiff’sche Base Komplexe war bereits nach dem ersten Durchgang die Aktivitat in
der wassrigen Phase sehr gering. Durch die Berechnung des log D-Wertes durch folgende

Gleichung:

Aktlvltat Octanol

LogD = Lo
°9 I Ativitat,ps

Formel 5: Berechnung des log D Wertes der ®Ga-Schiff'schen Basen

entstehen somit im Falle der ®Ga-Schiff’schen Basen kiinstlich erhéhte log D-Werte.

Zur Vergleichbarkeit der beiden Methoden wurde ®Ga-BAPEN-2 synthetisiert, aufgereinigt und 6-
mal die Verteilung der Octanol-Wasser-Aktivitdt gemessen, wobei auf eine Mehrfachextraktion
verzichtet wurde. Es ergaben sich dabei ein log D= 1,44+0,1 fur die Curiemetermessung, sowie log

D= 1,44+0,07 fur die Messung mittels Imager. Die Methoden sind somit vergleichbar.

Abbildung 37: Darstellung der verschiedenen Schiff'schen Basen. R=H oder —CHs, R3-R6 (s. Tabelle 5)
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Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der Lipophilie-Bestimmung:

Tabelle 5: Ubersicht tiber die ®®Ga-Schiff’schen Basen und die Ergebnisse der Lipophiliebestimmung,
geordnet nach steigender Lipophilie

Verbindung Rickgrat R3 R4 R5 R6 logD

9MTe-Sestamibi 0,64+0,25
%®Ga-BAPEN-3 1 H H Br H 0,87+0,24
%®Ga-BAPDMEN-1 2 H OCHj H OCH;  1,07+0,27
%®Ga-BADED-2 3 OCH; H H H 1,16+0,09
%%Ga-BAPDMEN-2 2 OCH; H H H 1,1620,05
%®Ga-BADED-6 3 H H NO, H 1,30£0,16
®®Ga-BADED-7 3 H N(CH,CHs), H H 1,46+0,06
%®Ga-BAPDMEN-3 2 H H Br H 1,4840,14
%®Ga-BADED-4 3 H H H H 1,60£0,03
%%Ga-BAPEN-1 1 H OCHj H OCH;  1,600,15
%%Ga-BAPEN-2 1 OCH; H H H 1,71£0,17
8F-Flurpiridaz 1,760,31
%®Ga-BADED-1 3 H OCHj H OCH;  1,92+0,14
%®Ga-BADED-5 3 OCH,CH; H H H 2,030,09
®®Ga-BADED-9 3 H H C(CH3); H 2,43+0,12
%®Ga-BADED-3 3 H H Br H 2,49+0,07
%®Ga-BADED-8 3 OCH; H Br H 2,7240,14

Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass das BADED-Riickgrat auf Grund seiner 4 zusétzlichen
Methylengruppen Verbindungen mit hoherer Lipophilie bildet. Trotz lediglich geringer
Anderungen im Molekdl variierten die logP Werte von 0,87+0,24 bis 2,72+0,14. Kim et al.

verglichen mehrere kationische *™Tc-Verbindungen aus der Literatur und kamen zu dem Schluss,
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dass fur diese Verbindungen der ideale logP-Wert zwischen 0,9 und 1,2 liegt [43]. Alle hier

untersuchten Verbindungen liegen in diesem Spektrum bzw. sind leicht lipophiler.

3.3.2 Bestimmung der in vitro-Stabilitaten

Die ®Ga-Schiff'schen Basen Verbindungen wurden alle in Zweifachbestimmung Gber einen
Zeitraum von 60 Minuten auf ihre Stabilitat in a) humanem Serum, b) isotonischer Kochsalzlésung

und c) gegen apo-Transferrin getestet. Die Stabilitét in diesen Medien ist deshalb wichtig, weil

a) der Tracer intravenos appliziert wird. Er kommt somit unmittelbar mit dem Blut in
Kontakt und sollte in Anwesenheit der dort enthaltenen Proteine stabil sein.

(= humanes Serum)

b) das Radiopharmakon zur Applikation in isotonischem Kochsalz aufgenommen wird,
um in dieser Form dem Patienten appliziert zu werden.
(-> isotonische Kochsalzlésung)

c) apo-Transferrin ein im Korper haufiges Glykoprotein ist, welches dort die Aufgabe
hat, Eisen zu transportieren. Auf Grund der Homologie des Eisens zum Gallium
besitzt das Protein auch eine hohe Gallium-Stabilitatsbindungskonstante. Daher ist
es wichtig, dass der eingesetzte Komplex stabil gegeniiber apo-Transferrin ist.

(> apo-Transferrin)
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Abbildung 38: Ergebnisse der Stabilitaten der ®Ga-Schiff'schen Basen in isotonischer Kochsalzlésung,
humanem Serum und apo-Transferrin nach 60 Minuten
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Die Ergebnisse der in vitro-Stabilitaten der ®®Ga-Schiff’schen Basen-Komplexe sind in  Abbildung

38 und Tabelle 6 gezeigt. Man erkennt, dass alle Verbindungen hohe in vitro-Stabilitadten (> 92 %)

aufweisen. Ausnahmen davon sind die Verbindung *®Ga-BAPEN-3 mit 83 % in isotonischer

Kochsalzlésung sowie 52 % in apo-Transferrin sowie ®*Ga-BAPEN-2 mit 74 % in apo-Transferrin, 83

% in isotonischer Kochsalzlosung sowie 80 % im humanen Serum. Die Messwerte zu den

Stabilitatsbestimmungen sind im Anhang zu finden.

Tabelle 6: Stabilitaten der ®*Ga-Schiff'schen Basen-Verbindungen [%] in den Medien: a) humanes Serum, b)
isotonische Kochsalzl6sung und c) apo-Transferrin nach 60 Minuten

Verbindung

logD

humanes isotonische apo-

Serum NaCl Transferrin
*®Ga-BAPEN-3 0,87+0,24 20 83 52
%®Ga-BADMEN-1 1,0740,27 95 95 92
%®Ga-BADED-2 1,16+0,09 100 100 94
%®Ga-BAPDMEN-2 1,1620,05 98 103 98
%®Ga-BADED-6 1,30,16 94 100 97
%®Ga-BADED-7 1,4620,06 98 102 94
%®Ga-BAPDMEN-3 1,48+0,14 99 100 96
%%Ga-BADED-4 1,60,03 99 98 98
%%Ga-BAPEN-1 1,6+0,15 100 96 97
%%Ga-BAPEN-2 1,71£0,17 80 83 74
%®Ga-BADED-1 1,9240,14 96 97 94
%®Ga-BADED-5 2,030,09 101 95 101
%®Ga-BADED-9 2,430,12 96 98 99
%®Ga-BADED-3 2,49+0,07 97 94 92
%®Ga-BADED-8 2,72+0,14 102 105 97
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3.3.3 Bestimmung der Ladung der ®2Ga-Schiff’'sche Base

Verbindungen

Da sich durch die **™Tc -Radiopharmaka Sestamibi und Tetrofosmin gezeigt hat, dass eine positive
Ladung durch das negative Zell- und Mitochondrienmembranpotential vorteilhaft fur die
Retention des Radiopharmakons in der Herzzelle ist, wurden die synthetisierten ®®Ga-Schiff’schen
Basen-Verbindungen auf ihre Ladung hin Gberpriift. Dazu wurden die aktiven Verbindungen wie
unter 0 beschrieben synthetisiert, aufgereinigt und anschlieBend mittels Papierelektrophorese
untersucht. Essentiell dabei war, dass die Versuche unter dem physiologischen pH= 7 stattfinden
sollten. Durch die hohe Lipophilie der ®Ga-Schiffschen Basen Verbindungen und ihrer
Wechselwirkung der mit dem Trégermaterial musste ein hoher Ethanolanteil zugesetzt werden
(50 %). Bei der Durchfiihrung der Elektrophorese zeigte sich, dass trotz Anlegen einer konstanten
Spannung von 600 Volt unterschiedliche Widerstande und somit, nach der Gleichung U=R*I, auch
unterschiedliche Stromstarken und somit Ladungstransporte pro Zeit stattfanden. Die

Papierelektrophorese wird durch vielerlei Faktoren entscheidend beeinflusst [81] [81] [82]:

Der Zusammensetzung des Laufmittels.
- Die GroRe und Art des verwendeten Papierstreifens.
- Des Einweichungsgrades des Papiers mit dem Laufmittel.

- Der Kuhlung der Elektrophoresekammer und der Laufflache (da sonst ein GroRteil des
Laufmittelgemisches durch die Warmeentwicklung verdampft und sich somit auch die

Zusammensetzung dieses verandert).

Da die Angabe von R-Werten stark fehlerbehaftet ist, wurde auf die Ermittlung dieser verzichtet.
Alle ®®Ga-Schiff'schen Basen Verbindung zeigen jedoch, dass sie sich deutlich von der Startlinie
weg zur Kathode hin bewegen (s. Abbildung 39). Dies stimmt mit den Ergebnissen von Tsang et al.
iberein, die die Verbindung °®’Ga-BAPEN-1 mittels Zelluloseacetat-Elektrophorese analysiert
haben [72].
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Abbildung 39: Elektrophorese von ®Ga-BADED-4 und *®Ga-BADED-5
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3.3.4 In vitro-Zellversuche

Zur Bestimmung der Vitalitat der Kardiomyozyten sollte sich ein geeigneter Herztracer einerseits
in den vitalen Herzzellen anreichern und dort retiniert werden und sich andererseits sich nicht im
irreversibel geschadigtem Gewebe (Narbengewebe) anreichern. Dieses Verhalten ist fir die
beiden *™Tc-Radiopharmaka Tetrofosmin und Sestamibi nachgewiesen [37][40]. Um zu
iberpriifen, ob die ®®Ga-Schiff'schen Basen-Verbindungen ein ebenso giinstiges Verhalten
aufweisen, wurde die Aufnahme dieser Verbindungen in HL-1 M&useherzzellen bestimmt.
Kontrollzellen wurden zum Vergleich mit Valinomycin vorbehandelt. Dieses lonophor zerstért das
Zellmembranpotential und soll somit irreversibel geschadigten Kardiomyozyten imitieren. In

diesen Zellen erwartete man dementsprechend eine geringere Aufnahme des Herztracers.

Nach einer Inkubationszeit wurden die Zellen vom Medium getrennt und die Aktivitat der beiden

Phasen bestimmt. Dabei zeigte sich, dass:

- die Aufnahme der Tracer in die Herzzellen tber ein groRes Spektrum variiert (zwischen 3
und 46 %, Abbildung 40). Dabei fallt auf, dass besonders die Verbindungen ®®Ga-BADED-7
und ®*Ga-BADED-9 eine hohe Aufnahme (> 40 %) in die Herzzellen haben.

- die Zellaufnahme nicht eindeutig mit der Lipophilie korreliert (Abbildung 40). Die
Annahme, dass man durch eine steigende Lipophile somit auch eine héhere Aufnahme in
die Herzzellen erhélt, konnte nicht bestatigt werden. Allerdings féllt auf, dass sowohl ®8Ga-
BADED-7 als auch ®®Ga-BADED-9 im Vergleich zu den anderen Tracern eine deutlich
héhere Aufnahme haben. Da beide Uber Ethylgruppen verfiigen, kdnnte dies
moglicherweise in einer Wechselwirkung dieser Gruppen mit der Zellmembran

begriindet liegen.
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Abbildung 40: Zellaufnahme der *Ga-Schiff'schen Basen-Verbindungen in An- und Abwesenheit von

Valinomycin geordnet nach steigender Lipophilie der Tracer

die Zugabe des Valinomycins die Aufnahme der meisten Tracer sowie der
Referenzverbindung **™Tc-Sestamibi in die Herzzellen um 7-28 % reduziert. Die Aufnahme
des reinen ®*Ga konnte mittels Valinomycin sogar um fast 50 % reduziert werden. Grund
dafiir konnte die gréRere Ladung des Ga** sein (Abbildung 41).

Einen gegenteiligen Effekt besitzen die Tracer ®*Ga —BAPEN-3, ®*Ga -BAPDMEN-3, %Ga —
BAPEN-2. Diese zeigten sogar 4-6 % mehr Zellaufnahme mit Valinomycin. Da die
Aufnahme des reinen ®®Ga extrem deutlich reduziert werden konnte ist dies vermutlich

kein Effekt einer labilen Komplexbildung.
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Abbildung 41: Verhaltnis der Zellaufnahme des Tracers in Anwesenheit von Valinomycin im Vergleich zu den
Kontrollzellen ohne Valinomycinzusatz, aufgetragen gegen die Tracer in steigender Lipophilie

- auch der Einfluss des Zell- oder Mitochondrienmembranpotentials auf die

Traceraufnahme nicht eindeutig mit der Lipophilie korreliert (Abbildung 41).

Neben ®Ga-BADED-7 und *®Ga-BADED-9 zeigen auch die Verbindungen ®*Ga-BAPDMEN-1 und
®®Ga-BADED-1 hohe Aufnahme in die Herzzellen. In beiden Verbindungen wurde das Aldehyd 4,6-
Dimethoxysalicylaldehyd mit dem jeweiligen Riickgrat 2 bzw. 3 synthetisiert. Das hydrophilere
BAPEN mit dem dazugehérigen Aldehyd, die Verbindung ®®Ga-BAPEN-1, sowie die zwei anderen
Verbindungen dieses Riickgrates (**Ga-BAPEN-2 und *®Ga-BAPEN-3) zeigen nur eine sehr geringe
Zellaufnahme. Besonders deutlich wird das, wenn man die Verbindungen nach dem Riickgrat
sortiert (Abbildung 42). Hier kann man deutlich erkennen, dass allgemein das Riickgrat BADED die
hochsten Zellaufnahmen aufweist. Vielleicht kommt auch dieses durch eine Wechselwirkung der

Isomethylgruppen mit der Zellmembran zustande.
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Abbildung 42: Zellaufnahme in Abhangigkeit des verwendeten Ruckgrats

Schon zuvor wurde publiziert, dass die Aufnahme der Tracer bis log D = 1 ansteigt und danach

sensitiv gegenuiber der Anwesenheit von Alkoxygruppen sei [74].
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3.3.5 In vivo-PET-Daten

Zur Bestimmung der in vivo-Aufnahme der ®®Ga-Schiff’'schen Basen in das Herz wurden PET-
Aufnahmen von allen Verbindungen in Sprague-Dawley Ratten durchgefiinrt. Uber 60 Minuten
nach Injektion wurden Zeit-Aktivitatskurven (time activity curve= TAC-Kurven) bestimmt.
Abbildung 43 zeigt ausgewahlte TAC-Kurven der Verbindungen *Ga-BAPDMEN-2, ®®Ga-BADED-2,
*8Ga-BAPEN-2 und **Ga-BAPDMEN-2.
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Abbildung 43: TAC-Kurven ausgewahlter ®®Ga-Schiff'sche Basen-Verbindungen

Daraus wird deutlich, dass alle Komplexe zunéchst auf Grund der Bolus-Injektion des Radiotracers
eine deutliche Aufnahme im Herzen zeigen. Nach etwa 5-10 Minuten erreichen alle Tracer ein
konstantes Niveau. Die Tracer werden danach tber den gesamten Messzeitraum (60 min) im
Herzen retardiert und zeigen somit ein fir einen Herztracer gewtinschtes Verhalten einer

schnellen Aufnahme sowie geringen Wash-Outs [32].
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Die folgende Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die gemessenen SUVwyoard (SUV= standardized

uptake value) zum Zeitpunkt t= 60 min.

Tabelle 7: Uberblick Gber die Gber PET ermittelten SUVwyokara ZUM Zeitpunkt t= 60 min, geordnet nach
steigender Lipophilie.

Tracer Lipophilie SUVwyokard

8Ga-BAPEN-3 0,87+0,24 0,63+0,15
®8Ga-BAPDMEN-1 | 1,07+0,27 1,66+0,26

8Ga-BADED-2
(& Méannchen) 1,16+0,09 3,35+0,47

8Ga-BADED-2
(2Weibchen) 1,16+0,09 2,18+0,66

®8Ga-BAPDMEN-2 | 1,16+0,05 2,98+1,12
8Ga-BADED-6 1,3+0,16 0,46+0,11
®8Ga-BADED-7 1,46+0,06 0,57+0,02

®8Ga-BAPDMEN-3 | 1,48+0,14 0,68

%®Ga-BADED-4 1,60,03 3,1620,15
%%Ga-BAPEN-1 1,6+0,15 2,07+0,02
%%Ga-BAPEN-2 1,71£0,17 1,11
8F-Flurpiridaz 1,760,31 6,85
%®Ga-BADED-1 1,9240,14 1,29
%®Ga-BADED-5 2,030,09 2,29+0,74
%®Ga-BADED-9 2,4+0,12 0,93
%®Ga-BADED-3 2,49+0,07 0,92+0,33
%®Ga-BADED-8 2,72+0,14 2,72+0,86

Die gemessenen SUVs liegen im Bereich von 0,46 bis 3,35 und sind damit trotz zum Teil hoher

Aufnahme und hervorragender Bildgebung deutlich niedriger als die Vergleichssubstanz ‘®F-

60



3 Ergebnisse und Diskussion

Flurpiridaz. Zudem zeigt sich, dass die Aufnahme in den gréReren mannlichen Tieren hoher ist als
in den kleineren Weibchen. Eigentlich sollte das Gewicht bei der Bestimmung der SUVs keinen
Einfluss haben, da diese auf das Gewicht normiert werden. Dennoch ist das Herzvolumen einer
mannlichen, groBen Ratte sehr viel grofer als das einer kleinen weiblichen Ratte, wodurch
vermutlich bei Gewichtsunterschieden kein unmittelbarer Vergleich der SUV-Werte mdglich ist

(s.a. [83]).

Die folgende Abbildung zeigt die SUV-Daten der ®®Ga-Schiff’schen Basen mit steigender Lipophilie.

45 -

4 -

N
1

SUVMyokard

1,5 |

0,5 -

68Ga-BAPEN-3
68Ga-BAPDMEN-1
68Ga-BADED-2
68Ga-BADED-2
68Ga-BAPDMEN-2
68Ga-BADED-6
68Ga-BADED-7
68Ga-BAPDMEN-3
68Ga-BADED-4
68Ga-BAPEN-1
68Ga-BAPEN-2
68Ga-BADED-1
68Ga-BADED-5
68Ga-BADED-9
68Ga-BADED-3
68Ga-BADED-8

Abbildung 44: Abhangigkeit der SUVs der %8Ga-Schiff'schen Basen von der Lipophilie.
Auch die in vivo Daten zeigen keine direkte Korrelation der Lipophilie mit der Aufnahme ins Herz.

Zur detaillierteren  Auswertung hinsichtlich ~ Struktur-Wirkungsbeziehung wurden die

Verbindungen auch nach dem verwendeten Rickgrat zusammengefasst (Abbildung 45):
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Abbildung 45: SUVs der ®Ga-Schiff'schen Basen in Abhangigkeit vom Riickgrat

Im Gegensatz zu den in vitro-Daten, bei welchen Verbindungen mit Riickgrat 3 eindeutig die
hdchste Anreicherung in den Herzzellen zeigte, ist hier das Bild nicht mehr einheitlich. Alle drei
Rickgrate haben hohe und weniger hohe Herzaufnahmen zwischen 0,63 und 2,98 (Weibchen)
bzw. 3,35 (Méannchen). Daflr zeigen beides Mal die Rickgrate 2 und 3 mit 3-
Methoxysalicylaldehyd die hdchste Aufnahme in das Myokard. Zudem wird deutlich, dass alle mit
5-Brom-Salicyladehyd (Aldehyd 3) gekoppelten Verbindungen die geringste Aufnahme ins Herz
aufweisen (s. Abbildung 46).
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Abbildung 46: SUVs der ®Ga-Schiff’schen Basen in Abhangigkeit der Aldehyde
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Beispielhaft fir die gute Visualisierung des Herzens mittels *®Ga-Schiff’'schen Basen ist Abbildung
47. Man sieht sowohl in den axialen als auch koronaren Schnitten der PET-Bilder eindeutig die

Aktivitatsanreicherung im Herzen. Des Weiteren zeigt sich eine hohe Aktivitat im Abdomen.

axial koronar

Herz Abdomen

Abbildung 47: PET-Bild von *®Ga-BADED-2, t= 900 s-3600s in einer Sprague-Dawley Ratte

Zum Vergleich der ®®Ga-Schiff’'schen Basen wurde neben dem literaturbekannten Derivat ®*Ga-
BAPDMEN-2 auch das *°F-Flurpiridaz in in vivo-PET-Messungen untersucht. Die TAC-Kurve zeigt
hier in den ersten 7 Minuten einen leichten Anstieg und féllt dann ganz sanft ab. Dabei bewegt

sich die Aktivitdtsmenge jedoch konstant in einem Bereich hohen SUV-Bereich von 6-7 SUV.
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Abbildung 48: TAC des “®F-Flurpiridaz
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Um Informationen Uber die unterschiedliche Verteilung der Radioaktivitat im Korper zu erhalten
(Abbildung 49) wurden sowohl von dem *°F-Flurpiridaz als auch von ®®Ga-BAPDMEN-2
Ganzkorper-PET-Aufnahmen nach Akquisition der dynamischen Bilder (d.h. rund 60 Minuten nach
Injektion des Tracers) gemacht. Man erkennt hierbei sehr deutlich die sehr hohe
Aktivitatsaufnahme des *°F-Flurpiridaz im Herzen. Dies entspricht den Beobachtung von
Yalamanchili et al. in Mausen [63], Yu et al. in Ratten [64] und Sherif et al. in Schweinen [65].
Geringe Aktivitatsmengen sind auch im Abdomen sowie eine leichte ,Hintergrundaktivitat®,
vermutlich durch Aufnahme des Tracers ins Kérpermuskelgewebe, erkennbar. Das ®Ga-BADMEN-
2 hingegen zeigt eine geringere Aufnahme ins Herz, allerdings auch eine deutlich geringere
Aufnahme in die Leber. Dieser Befund wird auch durch die Ergebnisse der Biodistributionen, die
unter Punkt O besprochen werden, gestiitzt. Hier zeigt das "°F-Flurpiridaz ein Herz: Leber-
Verhaltnis von 8,2 wahrend das Verhaltnis bei ®®Ga-BADMEN-2 bei 18,6 liegt. Wie auch aus den
PET-Aufnahmen hervorgeht, ist die Aufnahme der Aktivitdt in den Nieren beim BAPDMEN-2
deutlich hoher als beim ®F-Flurpiridaz. Allerdings ist der Abstand zwischen Herz und Niere gréRer
als zwischen Herz und Leber und sollte dementsprechend die Bildgebung des Herzens nicht mehr

beeinflussen.

Herz
Abdomen

Niere

Abbildung 49: Vergleich der in vivo-PET-Ganzkdrperbilder des “*F-Flurpiridaz mit dem *®Ga-BAPDMEN-2.
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3.3.6 Ex vivo-Biodistributionen

Da die Ermittlung des SUVwyoara Z€igte, dass die méannlichen Tiere mit dem Tracer 8Ga-BADED-2
die hochste Aufnahmen zeigten, wurde dieser Tracer zur genaueren Quantifizierung der
Organverteilungen fiir eine Biodistributionsstudie ausgewéhlt. Als Vergleichssubtanzen wurde
analog zu den Messungen mit ®*Ga-BADED-2 Biodistributionen mit *"Tc-Sestamibi, **F-Flurpiridaz
und ®*Ga-BAPDMEN-2 durchgefiihrt. Fiir diese ex vivo-Studien wurden pro Tracer jeweils vier
Tiere (2 Mannchen und 2 Weibchen) untersucht. Fur die Biodistributionsstudie wurde die
Aktivitatsverteilung 60 min p.i. des Tracers in Lunge, Herz, etc. bestimmt und die prozentuale
Dosis pro Gramm Gewebe bestimmt (%inj. Dosis/g Gewebe). Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 fiir
®8Ga-BADED-2, in Tabelle 9 fiir *™Tc-Sestamibi, in Tabelle 10 fiir **F-Flurpiridaz sowie in Tabelle

11 fur ®Ga-BAPDMEN-2 zusammengefasst.

65



3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 8: Ex vivo-Organaufnahmen und Herz-zu-Organ-Verhaltnisse von ®®Ga-BADED-2 nach 60 Minuten

®8Ga-BADED-2

Verhéaltnisse

insgesamt Mannchen (£190g) Weibchen (220 g)
Lunge 0,46%+0,18% 0,61%+0,11% 0,31%+0,06%
Blut 0,05%+0,01% 0,07%+0,01% 0,04%+0,00%
Leber 0,29%+0,13% 0,41%+0,07% 0,18%+0,01%
Milz 0,58%+0,21% 0,76%+0,12% 0,39%+0,03%
Niere 3,07%+0,60% 3,60%+0,30% 2,55%+0,05%
Muskel 0,22%+0,11% 0,32%+0,05% 0,12%+0,01%
Herz 1,94%=+0,49% 2,39%+0,06% 1,49%+0,09%
Hirn 0,01%+0,00% 0,01%+0,00% 0,01%+1,23%

Herz:Blut 35,73+4,25 35,92+2,00 35,44+2,04
Herz:Lunge |4,22+1,66 3,90+0,90 4,88+1,08
Herz:Leber |6,64+2,15 5,90+1,10 8,32+0,90

Die Biodistribution des Tracers ®®Ga-BADED-2 ergab eine Herzaufnahme von 1,9 4%+0,49 %,
welches die geringste Aufnahme in dieser Studie war. M&nnchen zeigten dabei eine deutlich
héhere Aufnahme als die Weibchen (2,39 %%0,06 % vgl. mit 1,49 %+0,09 %). Vergleichbar
hingegen sind wieder die Herz: Blut-Verhdltnisse. Bei den Herz: Lunge sowie Herz: Leber-
Verhéltnissen zeigen die Weibchen fur eine Bildgebung bessere Werte. Aus den Erfahrungen im
klinischen Alltag mit der Bildgebung des Herzens mit *™Tc-Sestamibi ist hier besonders das Herz:
Leber-Verhaltnis von Bedeutung. Dies liegt mit 6,64+2,15 deutlich héher als das Herz: Leber-
Verhaltnis des *™Tc-Sestamibi in dieser Arbeit. Organ mit der héchsten Aufnahme des *®Ga-
BADED-2 ist die Niere. Die M&nnchen zeigen hier mit 3,60 %x0,30 % eine etwas hthere Aufnahme
im Vergleich zu den Weibchen mit 2,55 %+0,05 %. Zu erwarten war auch eine Aufnahme des ¥Ga-
BADED-2 in das Muskelgewebe, da auch dieses sehr reich an Mitochondrien ist. Allerdings fallt
hier die Aufnahme mit 0,22 %0,11 % geringer aus erwartet. Wie auf Grund der Ladung, der
Struktur des Molekiils sowie der GroRe des *®Ga-BADED-2 anzunehmen war, findet man keine
Aktivitat im Gehirn.
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99m.

Tabelle 9: Ex vivo-Organaufnahmen und Herz-zu-Organ-Verhéltnisse von * " Tc-Sestamibi nach 60 Minuten

99MTc_Sestamibi

insgesamt Méannchen (220 g) Weibchen (190 g)
Lunge 0,33%+0,17% 0,38%+0,09% 0,27%+0,22%
Blut 0,03%+0.01% 0,03%+0,00% 0,03%+0,01%
Leber 0,89%+0,09% 0,90%+0,07% 0,87%+0,10%
Milz 1,06%z+0,12% 1,10%z+0,15% 1,01%z+0,10%
Niere 2,70%+1,14% 2,92%+1,39% 2,48%+0,99%
Muskel 0,18%+0,04% 0,20%+0,04% 0,17%+0,04%
Herz 3,26%+0,49% 3,58%+0,17% 2,95%+0,52%
Hirn 0,04%z+0,02 0,05%+0,02% 0,04%+0,01%

Verhéaltnisse

Herz:Blut 109,40+6,95 105,89+4,14 113,96+8,28
Herz:Lunge |10,04+2,57 9,30+1,61 11,12+3,31
Herz:Leber |3,69+0,95 3,96+0,71 3,41+1,00

Der Referenztracer **™Tc-Sestamibi zeigt eine hohere Aufnahme in das Herzgewebe als das **Ga-
BADED-2 (3,26%20,49 vgl. 1,94%+0,49%) und auch hier zeigen die Mannchen wieder eine etwas
héhere Aufnahme als die Weibchen (3,58%+0,17% vgl. 2,95%+0,52%). Wahrend analog zu dem
BADED-2-Derivat auch hier die Weibchen das bessere Herz: Lungen-Verhaltnis aufweisen zeigt
sich jedoch das Herz: Leber-Verhaltnis tendenziell eher besser fiir die Mannchen. Auch *™Tc-
Sestamibi zeigt keine Aufnahme von Aktivitdt ins Gehirn der Ratten und geringe

Aktivitatsaufnahme in das Muskelgewebe.
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F-Flurpiridaz

insgesamt Méannchen (£ 180 g) Weibchen (180 g)
Lunge 0,46%+0,05% 0,48%+0,06% 0,45%+0,03%
Blut 0,40%+0,03% 0,40%+0,05% 0,41%+0,01%
Leber 0,86%+0,10% 0,92%+0,11% 0,81%+0,05%
Milz 0,36%+0,01% 0,36%+0,02% 0,36%+0,01%
Niere 1,62%+0,10% 1,57%+0,11% 1,66%z+0,08%
Muskel 0,56%+0,06% 0,56%+0,06% 0,55%+0,06%
Herz 7,07%+0,76% 7,39%+0,76% 6,74%+0,70%
Hirn 1,15%z+0,08% 1,15%+0,03% 1,15%+0,13%

Verhéaltnisse

Herz:Blut 17,52+1,83 18,67+2,05 16,41+1,43
Herz:Lunge |15,21+1,92 15,52+1,92 14,88+1,61
Herz:Leber |8,20+1,35 8,05+1,34 8,37+1,16

Tabelle 10: Ex vivo-Organaufnahmen und Herz-zu-Organ-Verhaltnisse von *F-Flurpiridaz nach 60 Minuten

Das "®F-Flurpiridaz zeigt die héchste Aufnahme von Aktivitét ins Herzgewebe 7,07%+0,76%. Erneut
kann man hier erkennen, dass bei gleichem Gewicht die Mannchen mehr Aktivitdt im Herzen
aufnehmen als die Weibchen (7,39%z+0,76% vgl. 6,74%%0,70%). Im Gegensatz zu den anderen
Tracern zeigt *°F-Flurpiridaz eine deutliche Aufnahme ins Muskelgewebe sowie im Blut. Zudem ist
es der einzige Tracer dieser Arbeit, der die Blut-Hirn-Schranke Uberwindet. Es wurden
1,15%+0,08% der inj. Dosis im Gehirn gemessen.
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Tabelle 11: Ex vivo-Organaufnahmen und Herz-zu-Organ-Verhaltnisse von ®Ga-BAPDMEN-2 nach 60
Minuten

8Ga-BAPDMEN-2

insgesamt Mannchen (£ 500g) Weibchen (+ 180 g)
Lunge 0,41%+0,21% 0,41%+0,25% 0,42%+0,17%
Blut 0,02%+0,01% 0,01%+0,00% 0,03%+0,00%
Leber 0,12%+0,03% 0,09%+0,00% 0,15%+0,02%
Milz 0,54%+0,14% 0,45%+0,87% 0,64%+0,07%
Niere 2,68%+0,81% 1,95%+0,12% 3,40%+0,37%
Muskel 0,15%+0,06% 0,09%+0,02% 0,20%+0,02%
Herz 2,27%+1,01% 1,34%+0,13% 3,20%+0,28%
Hirn 0,02%+0,01% 0,01%+0,01% 0,02%+0,02%

Verhéaltnisse

Herz:Blut 113,93+9,59 101,50+3,56 120,10+3,60
Herz:Lunge |5,48+2,28 3,30+1,54 7,60+1,91
Herz:Leber |18,61+3,67 14,32+1,40 21,2942 ,26

Fur die Biodistribution der Verbindung *®Ga-BAPDMEN-2 wurden deutlich schwerere Mannchen
untersucht als Weibchen, um den Einfluss des Gewichts zu untersuchen. Es zeigt sich, dass hier
die groReren Mannchen eine geringere Aufnahme in das Herzgewebe haben als die kleineren
Weibchen (1,34 %+0,13 % vgl. 3,20 %+0,28 %). Das mag daran liegen, dass &ltere Tiere im
Vergleich zu jiingeren weniger Energieumsatz haben. Analog zu der anderen untersuchten
Schiff’schen Base *®Ga-BADED-2 zeigt auch *®*Ga-BAPDMEN-2 kaum Aufnahme in das Blut, die
Leber, das Muskelgewebe und das Hirn. Allerdings findet sich 8Ga-BAPDMEN-2 mit 2,68 %z0,81

% inj. Dosis im Nierengewebe wieder.
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Beim Vergleich der beiden Tracer ®*Ga-BADED-2 und **"Tc-Sestamibi zeigt sich die in Abbildung 50

dargestellte ex vivo Verteilung nach 60 Minuten.
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Abbildung 50: Vergleich der Biodistributionen von *™Tc-Sestamibi und ®Ga-G1L3

Dabei zeigt sich, dass die Aufnahme des 99MTc-Sestamibis im Herzen sowohl bei den Weibchen als
auch den Mannchen mit 3,0-3,5 % hoher ist als das des ®®Ga-BADED-2. Da fiir einen Herztracer
nicht nur eine hohe Herzaufnahme essentiell ist, sondern auch hohe Target: non-Target-
Verhéltnisse, ist auch die Bestimmung der Aktivitat in anderen Organen von entscheidender
Bedeutung. Sowohl *™Tc-Sestamibi als auch ®Ga-BADED-2 werden bevorzugt iiber die Niere
ausgeschieden. *™Tc-Sestamibi zeigt jedoch eine deutlich héhere Leberaufnahme als *®Ga-
BADED-2. Dies spiegelt sich auch in den Herz: Leber Verhaltnissen wider: *"Tc-Sestamibi hat ein
relativ schlechtes Verhéltnis von 3,69, was sich auch in der Anwendung am Menschen

wiederfindet [84].

Abbildung 51 zeigt alle untersuchten Tracer. Dabei zeigt sich, dass ‘®F-Flurpiridaz mit 7 % eine
doppelt so hohe Aufnahme im Vergleich zu den anderen untersuchten Verbindungen aufweist.
Obwohl die Leberaufnahme des “®F-Flurpiridaz vergleichbar mit der des **™Tc-Sestamibis ist,

besitzt der Fluortracer dennoch deutlich héhere Herz: Leber-Verhaltnisse (8,20 bzw. 3,69).
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Abbildung 51: Vergleich der Mittelwerte Giber Mannchen und Weibchen der Biodistributionen von c-

Sestamibi, ®*Ga-BADED-2, **F-Flurpiridaz und **Ga-BAPDMEN-2
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass

- Alle Tracer eine vergleichbare Lungenaufnahme zeigen (etwa 4 % injizierten Dosis).

- Nur *®F-Flurpiridaz eine merkliche Aktivitat im Blut zeigt.

- Die Leberaktivitaten der Schiff'schen Basen niedriger sind als die des *"Tc-Sestamibis und
F-Flurpiridaz.

- 9"™T¢-Sestamibis die héchste Milzanreicherung zeigt.

- 9"™Tc-Sestamibis sowie die untersuchten Schiff’schen Basen gréBtenteils tiber die Niere
ausgeschieden werden. ®F-Flurpiridaz hat eine deutlich geringe Aufnahme in der Niere.

- "®F_Flurpiridaz eine Aktivitdtsaufnahme von 0,56 % in das Muskelgewebe zeigt. Das erklart
die ,Hintergrundaktivitat* des PET-Ganzkérperscans mit *°F-Flurpiridaz (s.h. Abbildung
49).

- "®F-Flurpiridaz mit tiber 7 % die hochste Herzaufnahme zeigt.

- "®F_Flurpiridaz in der Lage ist die Blut-Hirn-Schranke zu iberwinden. Dies wird auch
deutlich in Betrachten der humanen Ganzkorper-PET-Bilder (s.h. Abbildung 17). Alle

anderen Verbindungen sind nicht hirngangig.
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4.1 Allgemeines und Messgerate

Alle Chemikalien wurden von kommerziellen Anbietern (Sigma-Aldrich, Fluka Acros Organics, Alfa
Aesar, Fisher Scientific, VWR und Merck) erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet.
Trockene Losungsmittel wurden von Sigma-Aldrich bezogen, deuterierte Losungsmittel fur die

NMR-Spektroskopie wurden von der Firma Deutero GmbH.

%Ga wurde von einem *®Ge/*®Ga-generator (Cyclotron Obninsk Ltd. Co. (Russland) bzw. von einem
EZAG-IGG100-Generator /Eckert & Ziegler AG, Berlin) erhalten. Startaktivitaiten nach Elution

variierten zwischen 90 und 600 MBq.

4.1.1 Chromatographische Methoden

Zur Reaktionskontrolle wurden Dunnschichtchromatographie (DC)-Fertigfolien der Firma Merck,
Darmstadt, Kieselgel 60 F254 mit dem jeweils angegebenen Laufmittelgemisch (v/v) verwendet.
Die Detektion inaktiver Substanzen erfolgte mit UV-Licht (A=254 nm) r, bei radioaktiven

Reaktionen, mit dem Instant Imager (Canberra Packard, Schwadorf, (")sterreich).

Séaulenchromatographische Trennungen erfolgten unter Normaldruck mit Silicagel der Firma

Acros, Fisher Scientific und Sigma Aldrich (Kieselgel 60, Partikelgréiie 0,04-0,063 nm).

Zur Festphasenextraktion wurden C-18 Kartuschen der Firma Waters (Sep-Pak C18 Plus Light
Cartridge, 130 mg) verwendet.

Der Nachweis der radioaktiven Schiff'schen Basen erfolgte zusatzlich mittels HPLC (Merck Hitachi-
HPLC, Saule: Phenomenex Lux Cellulose 2 Saule 250 x 4,6 mm, Laufmittel: 65 % Acetonitril, 35 %
0,1 M NH4PFs-L6sung, Fluss: 1 ml/min.
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4.1.2 Messgerate

Kernresonanzspektroskopie: *H- und **C-Spektren wurden an einem Bruker AC-300-Spektrometer
gemessen (300 MHz *H-NMR; 75,5 MHz *C-NMR). 2D-NMR-Messung erfolgte an einem Bruker
DIX-400-Spektrometer (400 MHz 'H-NMR). Chemische Verschiebungen wurden im Vergleich zu

Tetramethylsilan als Standard angegeben (6 =0 ppm) und auf den L&sungsmittelpeak (CDCl;
64 = 7,26) bezogen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software MestRe-C 2.3a.

Massenspektrometrie: FD-Spektren wurden mit einem MAT 95-Spektrometer (Firma Finnigan)

und ESI-Massenspektren mit einem ThermoQuest Navigator Instrument (ThermoElectron).

Aktivitdtsmessungen: Aktivitdtsmessungen wurden mit einem Isomed 2000-Akivimeter (MED

Nuklear-Medizintechnik Dresden GmbH, Dresden) bestimmt. Dunnschichtchromatographische

Auswertung fand mittels Instant Imager Canberra Packard, Schwadorf, Osterreich) statt.

PET-Messungen: Messungen wurden an einem pPET Focus 120 Klein-Tier-PET-Scanner gemessen

(Siemens/Concorde, Knoxville, USA).
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4.2 Synthesevorschriften

4.2.1 Synthese der Schiff'schen Basen

4.2.1.1 Synthese der Rickgrate

BAPEN (1,2-Bis(3-aminopropylamino)ethane) wurde kommerziell von Sigma Aldrich erworben.

HoN_ -~ _NH HN__~__NH,
BAPEN

Die Synthese des BADMEN ( N,N'-Bis(2,2-Dimethyl-3-amino propyl)ethylenediamine oder bis(2,2-
Dimethyl-3-aminopropyl)ethyl-enediamine, DM-BAPEN) erfolgte nach Literatur-bekannter
Methode [73].

HZN\/\/N\ /N\/\/NH2

BAPDMEN

1,7 g (30 mmol) KOH wurden in 70 ml absolutem Ethanol unter Argonatmosphare gel6st. 10 g
(119 mmol) N,N‘-Dimethylethylamin (85 %) wurden zugegeben und die Reaktionsmischung fur 2
h bei 70°C unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieBend wurden 60 g (223 mmol) N-3-
Brompropylphthalimid hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch Gber Nacht unter Riickfluss erhitzt.
Die heil’e Losung wurde abfiltriert und der Riickstand mit Ethanol gewaschen. Das Filtrat wurde
am Rotationsverdampfer eingeengt und ein viskoses gelbliches Ol erhalten. Dieses wurde mit 400
ml 6 N HCI versetzt und uber Nacht refluxiert. Nach Abkuhlen im Eisbad wurde der entstandene
weile Feststoff abgesaugt und das Filtrat eingeengt. Es wurde ein weiRer Feststoff und gelbliches
Ol erhalten, welches mit 2 N NaOH basisch gestellt wurde. Die erhaltenen 2 Phasen wurden
getrennt und die obere Phase im Vakuum eingeengt. Nach Aufreinigung mittels

Séaulenchromatographie (DCM:MeOH 8:1) wurde 4,09 g (20 mmol, 20 %) Produkt erhalten.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm)= 1,38 (s, 4 H); 1,57 (quint, 4 H); 2,18 (s, 6 H); 2,36 (t, 4 H); 2,42
(5,4 H); 2,68 (t, 4 H)

BADED ( bis(N,N’-amino-2,2-dimethylpropan)ethylenediamine) wurde nach Literatur-bekannter
Vorschrift synthetisiert [75], [76].
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H2N\)</N/I-:-I\N\)</NH2

BADED

2,2-Dimethyl-1,3-propandiamin (1 eq.) wurde in 95 % Ethanol geldst. Unter Eiskiihlung wurde 1,2-
Dibromethan (0,2 eq) tiber 2 h zugetropft und anschlief}end wurde die Reaktionsmischung fiir 2 h
unter Rickfluss erhitzt und fir weitere 12 h bei 50°C geriihrt. Nach Abkihlen der Losung wurde
ein Uberschuss Kaliumhydroxid zugegeben (25.0 g) und erneut fiir 30 Min unter Riickfluss geriihrt.
Nach Kihlung des Reaktionsgemisches wurde der Riickstand abgefiltert und mit kaltem Ethanol
gewaschen. Die Losung wurde im Vakuum eingeengt, bis ein 6liger Riickstand erhalten wurde. Der
Uberschuss des Diamins wurde bei 6-8 mbar und 45°C destilliert. Der Riickstand wurde in
Dieethylether aufgenommen und abfiltriert. Nach erneuter Destillation (0,1 mbar, 110 °C) wurden

10,5 g des Produkts (35 %) als klare Losung erhalten.

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & (ppm) = 0,85 (s, 12H); 1,37 (bs, 6H); 2,38 (s, 4H); 2,50 (s, 4H); 2,67 (s,
4H)
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4.2.1.2 Synthese der Schiff'schen Basen

Die Darstellung der Schiff’schen Basen erfolgte nach Fellner et al. [76].

Ry
LNy
g a &

Abbildung 52: Allgemeine Synthese der Schiff'schen Basen

D - -
NH HN +3 eq.
H, | o
Py
R

3,06 eq. des entsprechenden Salicylaldehyds wurden in 10-15 ml trockenem Dichlormethan
geldst und Molekularsieb (4A) zugegeben, um das entstehende Wasser zu binden. Das
entsprechende Rickgrat (1 eq.) wurde in 1 ml Dichlormethan gel6st und zugegeben. Anschlief’end
wurde die Reaktionsmischung bei RT Uber Nacht gerthrt, abgefiltert, mit Dichlormethan
gewaschen und im Vakuum eingeengt. Es wurden gelbe bis orangene Feststoffe erhalten, die fir 2
Tage unter Vakuum getrocknet wurden. Die Aufreinigung der Schiff'schen Basen erfolgte durch
Umkristallisieren aus Ether statt. Die Produkte wurden in Ausbeuten von 96 bis 99 % der Theorie

erhalten.

BADED-1

(2-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)-2,2-
dimethyl-but-4-ene-1-yl]-1,3-imidazolidin)

Aok
N_ N
_—N N
0, —0 HO O—
OH
OH
0 —0 O—

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & (ppm) = 0,83 (s, 6H); 0,98 (s, 6H); 2,23 (d, 20H); 2,53 (d, 20H); 2,62 (m,
21H); 2,96 (d, 21H); 3,57 (d, 2H); 3,51 (m, 2H); 3,77 (s, 1H,); 3,75-3,83 (m, 18 H,); 5,55-6,0 (M, 6H);
8,13 (s, 20,2H); 10,07 (s, 1 1,3H)

MS (FD): (M), m/z= 722,7 [M] = C3sHssN4Os (berechnet: 722,4)
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BADED-2

(2-(2-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2,2-dimethyl-but-
4-ene-1-yl]-1,3- imidazolidin)

N/></N NJL\N\
Ci/o ° 0\2 )
o)
P

'H NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm) = 0,80 (s, 6H); 0,83 (s, 6H); 2,27 (d, 2H); 2,53 (d, 2H); 2,65 (m,
2H); 3,04 (d, 2H); 3,37 (d, 2H); 3,51 (m, 2H); 3,77 (s, 1H); 3,81 (s, 3H); 3,89 (s, 6H); 6,57-6,90 (m,
9H); 8,04 (s, 2H, N=C-H); 10,29 (s, 1H); 14,22 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 633,42 fiir [M+H]" = C3sH4sN4Os (berechnet: 633,36)
BADED-3

(2-(2-Hydroxy-5-bromophenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-5-bromophenyl)-2,2-dimethyl-but-4-
ene-1-yl]-1,3- imidazolidin)

& — %
N N
_N N
OH
OH HO
Br Br Br

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm)= 0,80 (s, 6H); 0,82 (s, 6H); 2,23 (d, 2H); 2,50 (d,2H); 2,63 (m,
2H); 3,08 (d, 2H); 3,36 (d, 2H); 3,53 (M, 2H); 3,66 (s, 1H); 6,59 (d, 1H); 6,80 (d, 2H); 7,03 (d, 1H);
7,15 (d, 1H); 7,27 (d, 2H); 7,32 (d, 1H); 7,35 (d, 1H); 8,01 (s, 2H); 9,82 (s, 1H); 13,48 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 779,13 fiir [M+H]" = Ca3HaoBrsN,Os (berechnet: 779,06)
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BADED-4

(2-(2-Hydroxyphenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxyphenyl)-2,2-dimethyl-but-4-ene-1-yl]-1,3-

/)</N/_\NJL\
—=N N
o ey
OH HO.
IHNMR (300MHz,CDCls) & (ppm)=0,79 (s, 6H); 0,81 (s, 6H); 2,25 (d, 2H); 2,53 (d, 2H); 2,64 (d, 2H);

3,02 (d, 2H); 3,39 (d, 2H); 3,54 (d, 2H); 3,72 (s, 1H); 6,91 (m, 3H); 6,83 (m, 3H); 7,23 (m, 6H); 8,07
(s, 2H); 10,09 (s, 1H); 13,58 (s, 2H)

imidazolidin)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 543,36 fiir [M+H]" = Cs3H44N4O; (berechnet: 543,33)

BADED-5

(2-(2-Hydroxy-3-ethoxyphenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-3-ethoxyphenyl)-2,2-dimethyl-but-4-
ene-1-yl]-1,3- imidazolidin)

N%%%N\
( -3

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0,78 (s, 6H); 0,80 (s, 6H); 1,37 (t, 3H); 1,46 (t, 6H); 2,27 (d,
2H); 2,52 (d, 2H); 2,64 (m, 2H); 3,02 (d, 2H); 3,37 (d, 2H); 3,50 (M, 2H); 3,75 (s, 1H); 4,02 (g, 2H);
4,08 (g, 4H); 6,70 (m, 7H); 6,86 (d, 2H); 8,03 (s, 2H); 10,25 (s, 1H); 14,08 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 675,48 fiir [M+H]" = CasHssN4Os (berechnet: 675,41)
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BADED-6

(2-(2-Hydroxy-5-nitrophenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-5-nitrophenyl)-2,2-dimethyl-but-4-ene-1-
yl]-1,3- imidazolidin)

& () %
N N
—=N N
OH
OH HO
ON O NO,

'H NMR (300 MHz, CDCI3) & (ppm)= 0,86 (s, 6H); 0,90 (s, 6H); 2,32 (d, 2H); 2,61 (d,2H); 2,65 (m,
2H); 3,30 (m, 2H); 3,64 (m, 4H); 3,86 (s, 1H); 6,80 (m, 2H); 8,07 (m, 7H); 8,06 (s, 2H);10,00 (s, OH)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 678,31 fiir [M+H]" = Ca3HzsN;Os (berechnet: 678,29)

BADED-7

(2-(2-Hydroxy-diethylaminophenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-4-diethylaminophenyl)-2,2-
dimethyl-but-4-ene-1-yl]-1,3-imidazolidin)

GO
) ] r

¢

//N

//N N\\

'H NMR (300 MHz, CDCI3) & (ppm)= 0,80 (m, 6H); 0,84 (m, 6H); 1,16 (M, 18 H); 2,17 (d,2H); 2,57
(m,4H); 2,91 (d,2H); 3,33 m, 12H+2H); 3,48 (m, 2H); 3,60 (s, 1H); 6,01-6,27 (m, 7H); 6,94-6,94 (m,
2H); 7,6 (s, 2H); 9,48 (s, 1H); 14,92 (broad s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 756,60 fiir [M+H]" = C4sHzoN-03 (berechnet: 756,55)
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BADED-8

(2-(2-Hydroxy-3-methoxy-5-bromophenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-3-methoxy-5-
bromophenyl)-2,2-dimethyl-but-4-ene-1-yl]-1,3-imidazolidin)

/)Q M\ jL\
N_ _N
_N N
OH
OH HO
(o) Br
Br o Br ‘ o
/ \

'HNMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm)=0,78 (s, 6H); 0,80 (s, 6H); 2,23 (d, 2H); 2,50 (d, 2H); 2,63 (m,
2H); 3,10 (d, 2H); 3,36 (d, 2H); 3,49 (d, 2H); 3,67 (s, 1H); 3,77 (s, 3H); 3,86 (s, 6H); 6,69 (d, 1H); 6,74
(d, 1H); 6,88 (d, 2H); 6,92 (d, 2H); 7,96 (s, 2H); 10,28 (s, 1H); 14,24 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 869,17 fiir [M+H]" = CasHasBrsN.Os (berechnet: 869,09)

BADED-9

(2-(2-Hydroxy-5-tert-Butylphenyl)-1,3-bis[4-aza-5-(2-hydroxy-3,5-ditertbutylphenyl)-2,2-dimethyl-
but-4-ene-1-yl]-1,3-imidazolidine)

O
e

'HNMR (300 MHz, CDCls) & (ppm)=0,77 (s, 6H); 0,79 (s, 6H); 1,27 (m, 27H); 2,27 (d, 2H); 2,54 (d,
2H); 2,65 (d, 2H); 3,02 (d, 2H); 3,40 (d, 2H); 3,53 (M, 2H); 3,72 (s, 1H); 3,91 (s, 2H); 6,66 (d, 1H);
6,83 (d,1H); 7,07 (d, 1H); 7,17 (m,2H); 7,31 (m, 3H); 8,17 (5,2H); 10,04 (s, 1H); 13,34 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 711,58 fiir [M+H]" = CasHs7N4Os (berechnet: 711,52)
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BAPEN-1

(4,6-Me02sal);BAPEN

NN N\
\ 1
=N HH N=
e ® o—
OH, HO
o] O—

Produkt wurde als groRtenteils als disubstituiertes Schiff'sche Basen-Produkt erhalten. Dennoch

auch trisubstituierte Schiff'sche Basen-Verbindung in Mischung enthalten.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm) = 1,81 (m, 8H); 2,53 (m,4H); 3,43 (m,4H); 3,70,3,72, 3,76 3,78
(s, 18H); 4,32 (s, 1H); 5,73 (m, 4H);5,97 (M, 2H); 8,28(m, 2H)

MS (ESI): (M)*, m/z=502,29 fiir [M+H]" = C,sH39N4Os (berechnet: 502,29, zweifach-substituiert) und
(M+H)*, m/z=503,29 fiir [M+H]" = C26H39N4Os (berechnet: 503,29, zweifach-substituiert)

BAPEN-2

(3-MeO-sal);BAPEN

//\/N/_\N\/\\
_N N~
OH
OH HO
d &O/ b
o o
/ \

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm) = 1,80 (m, 4H); 2,49—2,6 und 3,39-3,62 (m,8H); 3,85 (s, 3H);
3,86 (s, 6H); 3,90 (s, 1H); 6,52-7,20 (m, 9H); 8,11(s, 2H)

MS (FD): (M), m/z= 576,6 [M] = C3,HoN4Os (berechnet: 576,29)
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BAPEN-3

(2-Hydroxy-5-bromophenyl);BAPEN

I\
NN, N\
=N N=
/é /é/OH b\
OH HO
Br Br Br

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & (ppm) = 1,83 (g, 4H); 2,29 (m, 2H); 2,56 (m,4H), 3,42 (m, 4H); 3,52 (s,
1H); 3,67 (m, 2H); 6,63 (d,2H); 6,79 (2H, d); 6,97 (d, 1H); 7,16 (dd, 1 H); 7,26 (d, 2H); 7,34 (dd, 2H);
8,04 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 742,99 fiir [M+H]" = CagHs:BrsNsNaO; (berechnet: 742,98)

BAPDMEN-1

(4,6-MeO2sal),BAPDMEN

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0,82 (s, 6H); (s,6H); 2,25 (m, 6H); 2,65 (m,2H); 2,92 (m,2H);
3,30 (m, H); 3,71 (m, 6H); 3,76 (s, 12H); 4,43 (s, 1H); 5,72 (m, 6H); 8,14 (m, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 531,33 fiir [M+H]" = C2sH4sN4Os (berechnet: 531,32)
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BAPDMEN-2

(3-MeO-sal),BAPDMEN

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & (ppm) = 1,78 (q, 4H); 2,22 (s, 6H); 2,48 (t, 4-H); 2,49 (s, 4H); 3,54 (t,
4H): 3,76 (s, 6H); 6,0-7,0 (m,6H); 8,7 (s, 2H); 14,0 (br-s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 471,29 fiir [M+H]" = C2HssN4O4 (berechnet: 471,30)

BAPDMEN-3

(2-Hydroxy-5-bromophenyl),BAPDMEN

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm) =1,90 (m, 4H); 2,30 (s, 6H); 2,50-2,60 (M, 8H);3,62 (t, 4H); 6,26-
7,59 (m, 6H); 8,25 (s, 2H)

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 569,11 fiir [M+H]" = C,HssN4O4 (berechnet: 569,05)
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4.2.2 Darstellung von inaktiven Komplexen

Zur Darstellung der inaktiven Verbindungen wurde eine abgewandte Synthese nach Hsaio et al. [73]
verwendet. 100 mg, 0,3 mol der entsprechenden Schiff’'schen Basen, wurde in 15 ml Ethanol gel6st
und 0.3 mol Ga(acac); in 15 ml warmen Ethanol hinzugefiigt. Die Mischung wurde fir 2 h unter
Riickfluss erhitzt, anschlieRend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Ausbeute betrug
99 % der Theorie.

’Ga-BADED-2

- _ ®
A
NN
_N VS N<
d “““ b
o] (@]
/ \

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 563,30 fiir [M+H]" = C,sHssGaN,O; (berechnet: 563,21)

®’Ga-BADED-3

MS (ESI): (M+H)*, m/z= 661,02 fiir [M+H]" = C26Hs,Br,GaN,O, (berechnet: 659,01)
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4.2.3 Radioaktive Markierungen

Fur die radioaktive Markierung mit ®Ga wurde der **Ge/**Ga-Generator nach bekanntem
Verfahren eluiert und uber der im Arbeitskreis Rosch entwickelten Methoden Uber den sauren
Kationenaustauscher aufgereinigt [16]. Zur Abtrennung von metallischen Verunreinigungen wie
beispielsweise Zink, Eisen, Titan und Germanium wurde der Austauscher mit 1 ml N1-Lésung (N1,
80 % Aceton + 20 % 0,15 M HCI) gewaschen. Anschlieend wurde die Radioaktivsynthese unter

Verwendung zweier unterschiedlicher Synthesewegedurchgefihrt:
A) %Ga-Markierung im organischen Medium

Nach dem Waschschritt mit N1-Lésung wurde die Aktivitat (**Ga) mit N3-Lésung (N3: 98 % Aceton
und 2 % Acetylaceton) vom Kationenaustauscher eluiert. Diese Methode wurde bereits von Zoller
et al. im Arbeitskreis evaluiert [18]. Die aktive Losung wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers
oder durch Verwendung eines Thermo-Schittlers bis zur Trockne abgedampft und anschlieRend
wieder mit 400 pl Chloroform aufgenommen. Im Anschluss wurden 20 pl einer Stammlésung (1
mg/1 ml) der entsprechenden Schiff’schen Base in 400 pl Chloroform geldst und die aktive Losung
hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung fir 10 Min bei 80°C im Thermomixer
bis zur Trockne geschittelt und konnte dann in einem beliebigen Losungsmittel aufgenommen

und genutzt werden.
B) ®®Ga-Markierung im wassrigen Medium

Nach dem Waschschritt mit der N1-Lésung wurde die Aktivitat (*®Ga) mit N2 Lésung (N2: 97,6 %
Aceton und 0,4 % 0,005 M 98 % HCI ) vom Kationenaustauscher eluiert [16], [17]. 20 pl (1 mg/1
ml-Stammlésung) der entsprechenden Schiff'schen Base wurde in 400 pl HEPES-Puffer (0,1 N)

geldst und die Reaktionsmischung bei 80°C fuir 10 Minuten im Thermomixer geschuttelt.

Optimierung: Zur Optimierung der Markierungskinetik wurde die Schiff'schen Base G1L3 bei
verschiedenen Temperaturen (RT, 40°C, 60°C und 80°C) durchgefuhrt. Dabei wurde mit 20 pl
GiL3-Stammldsung nach der allgemeinen obigen Vorschrift fiir die ®Ga-Markierung im
organischen Medium und wassrigen Medium verfahren und zum Zeitpunkt t=10s, 1 min, 2, min, 5

min, 10 min ein Aliquot zur Reaktionskontrolle mittels DC entnommen.

Abtrennung: Die Aufreinigung der ®Ga-Schiff’schen Base fand mittels Festphasenextraktion tiber
eine Waters C-18-Kartusche statt. Hierfir wurde der jeweilige radioaktive Komplex entweder

nach Reaktionsende im wéssrigen Medium aufgenommen oder lag schon als HEPES-Komplex vor
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und wurde dann langsam auf einer C-18-Kartusche fixiert. Nicht reagiertes *Ga*" wurde mit durch
Sptilen der Kartusche mit Wasser abgetrennt und anschlieend die Kartusche mit Luft getrocknet.
Die Elution erfolgte mit 1 ml Ethanol. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer bzw. am

Thermoschuttler bei 95°C entfernt.
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4.3 Invitro-Evaluierung der ®8Ga-Schiff'schen Basen-

Komplexe

4.3.1 Bestimmung der Lipophilie (log D)

Zur Bestimmung der Lipophilie wurde nach einer zuvor beschriebenen shake-flask”- Methode
verfahren [76]. Hierzu wurden die entsprechenden *®Ga-Schiff’sche Basen-Komplexe, wie unter 0
beschrieben, hergestellt und aufgereinigt. AnschlieRend wurden die Komplexe in PBS
aufgenommen und jeweils 5 MBq der reinen aktiven Verbindung zur 4-fach Bestimmung auf vier

Eppendorfgefale so verteilt, dass sich dort jeweils 700 pl PBS-Puffer und 700 pl Octanol (Wasser

auf 4 Vials aufteilen so dass in jedem >
700 L PBS/ 700uL Octanol sind

Abbildung 53: Ermittlung der Lipophilie mittels vierfach-Bestimmung

gesattigt) befanden.

Die Phasen wurden bei 1500 Umdrehungen/min mittels Thermomixer gemischt und zum
Separieren bei 12000 Umdrehungen/min zentrifugiert. 3 pl der Octanolphase wurden
anschlieBend auf ein saugféhiges Papier aufgetragen. 400 pl der Octanolphase wurden dann

entnommen, um damit den nachsten Extraktionszyklus zu starten.
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Abbildung 54: a) schematischer und b) realer Aufbau zur Ermittlung der Lipophilie mittels shake-flask-
Methode und Ruckextraktion

Von der Octanol/PBS-Mischphase wurden 400 pl entnommen und verworfen. Weitere 400 pl

reine PBS-Phase wurden separiert und 3 pl PBS-Phase analog zu der Octanol-Phase gespottet.

Dadurch ergaben sich zwei Messwerte: zum einen der Vergleich der jeweiligen 400 pl Octanol und
PBS-Phase im Curiemeter sowie die Messung der Aktivitdt des jeweiligen Aliquots aus den

jeweiligen Phasen Uiber den Imager.

Die entnommenen 400 pl der Octanol-Phase wurden wie beschrieben dem erneuten Zyklus
zugefuhrt. Dazu wurden sie in ein neues Eppendorfgefal3, besttickt mit 300 pl Octanol und 700 pl

PBS-Puffer, Uberfiihrt und wie oben beschrieben, erneut geschiittelt usw.

Der erste Zyklus wurde verworfen, die zwei anderen fur die Bestimmung der Lipophilie verwendet

(erste und zweite Riickextraktion)

Analog zu den ®Ga-Schiff’schen Basen wurden auch die Lipophilien des ®F-Flurpiridaz sowie

99MTc-Sestamibi bestimmt.
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4.3.2 Bestimmung der in vitro-Stabilitaten

Zur Bestimmung der in vitro-Stabilitat der *®Ga-Schiff’schen Basen-Komplexe wurde nach einem
zuvor publiziertem Protokoll verfahren [76]. Jeweils 5 MBq der aufgereinigten ®Ga-Schiff’schen
Basen-Verbindung wurde bei 37°C in 400 pl isotonischer NacCl, in 400 pl humanem Serum (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) sowie in 400 pl apo-Transferrin Losung (1 mg/ml
PBS-Puffer Losung, 160 eq.) inkubiert. Aliquots der Proben wurden nach 1, 10, 20, 30, 50 und 60
Minuten entnommen und die radiochemische Reinheit mittels Radio-DC bestimmt (Laufmittel
Methanol: isotonische NaCl-Losung 9:1). Die Messung der Stabilitaten in dem jeweiligen Medium

erfolgte in Doppelbestimmung.

4.3.3 Bestimmung der Ladung mittels Papierelektrophorese

Die Papierelektrophorese wurde mit der Pharmacia LKB Biotechnologie Multiphore I
Elektrophoreskammer (Uppsala, Schweden) durchgefihrt. Abbildung 55 zeigt den schematischen

Reaktionsaufbau zur Bestimmung der Ladung.

Radiotracer Auftragungsort
\ Papierstreifen

-7 ]+

Pufferkammer: 0,4 M Phosphatpuffer, 50 % EtOH, pH="7

Abbildung 55: Aufbau der Papierelektrophorese

Zunachst wurden die Elektrophoresekammern mit dem Laufmittelgemisch gefillt. Geeignet
waren hierfir 0,4 M Phosphatpuffer als auch 0,4 M TRIS-Puffer (pH= 7,0) mit jeweils 50 %-igem
Ethanolzusatz. Die Dochte (wicks) in den VorratsgefaRRen sowie die Papierstreifen, die Anode und

Kathode verbinden, wurden ebenfalls mit dem Laufmittel getrdnkt. In der Mitte des
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Papierstreifens wurde anschlieBend 1 pl der ®®Ga-Schiff’schen Basen Verbindung aufgetragen, die
sich nach Anlegen der Spannung auf Grund ihrer Ladung zur Kathode bewegten. Fir zwei Stunden
wurde eine konstante Spannung von 600V angelegt (5,4 mA, 3W) und die Lauffront mittels

Instant Imager (Canberra Packard) ermittelt.

4.3.4 Bestimmung der Aufnahme in die Herzzellen mittels in

vitro- Zellversuchen

Fur die in vitro-Zellversuche wurden HL-1 Zells aus dem Ma&useherz verwendet. Diese Zellen
wurden in einem Claycomb Medium supplementiert, welches mit 10 % fotalem Kélberserum (fetal
calf serum, FCS) versetzt war. Die Zellen wurden bei 37°C unter 5 % CO,-Atmosphere einmal pro
Woche subkultiviert. Fir die Versuche wurden jeweils 1 Mio. Zellen in ein Plastikgefal tGberfuhrt
und dispergiert. Um die Aufnahme der ®®Ga-Schiff'schen Basen in Abhangigkeit von dem
Zellmembranpotential zu betrachten, wurden die Versuche mit und ohne Valinomycin-Zusatz
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany, 1 pM pro Plastikgefal? vor Zugabe des
Radiotracers) durchgefiihrt. Valinomycin ist ein K*-lonophor, welches das Zellmembranpotential
zerstort. Durch den lipophilen Charakter der *®Ga-Schiff'schen Basen- Komplexe gelangen diese
tiber die Zellmembran in die Zelle und sogar in das Mitochondrium, um dann dort auf Grund des
negativen Zellmembranpotentials retiniert zu werden. Durch Zerstdrung des Potentials wird eine

geringere Retention der ®Ga-Schiff’schen Basen erwartet.

Circa 5 MBq aufgereinigter ®Ga-Schiff'schen Basen-Komplex wurde pro 1 Mio. Zellen in ein
Probengefall gegeben (n=2-5 je Tracer plus n=2-5 fiir die Kontrollzellen) und mit Medium fir 30
min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation, um den Uberstand vom
Zellpellet zu trennen. Uberstand und Zellen wurden anschlieRend im Curimeter vermessen

(M2316, Messelektronik Dresden GmbH, Germany).
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4.4 In vivo-und ex vivo-Tierversuche

4.4.1 pPPET und Bildbearbeitung

Fir die in vivo PPET-Untersuchungen wurden 235-560g schwere mannliche und weibliche
Sprague Dawley Ratten von Charles Rivers Laboratories Deutschland verwendet. (n=4 fir
Verbindung *®Ga-BADED-2, davon jeweils 2 Mannchen und 2 Weibchen, n=2 fiir 10 Verbindungen
(weiblich), n=1 fir 4 Verbindungen (weiblich)). Die Tiere wurden mit einer Mischung aus 2 %
Isofluran und 98 % Sauerstoff narkotisiert. Der Radiotracer wurde jeweils als Bolusinjektion in
etwa 0,7 ml isotonischer Kochsalz-Lésung (mit Zusatz von 10 v% Ethanol zur besseren Loslichkeit
des *Ga-Schiff’schen Basen-Komplexes) intravenés in die Schwanzvene appliziert. Die injizierte
Dosis betrug 17,8 £ 5,7 MBq, die mit 200 pl heparinisierter Kochsalzlésung nachgespult wurden.
Zur Vergleichsbestimmung wurden analog zu den obigen Versuchen 18,5 MBq *®F- Flurpiridaz in

ein 181 g schweres Rattenweibchen injiziert.

Fir die pPET-Messungen wurden die Tiere auf dem Ricken liegend mit dem Kopf zuerst
positioniert (head-first-suspine position). Nach einem 15-minitigen Transmissionsscan mit einer
externen *'Co-Quelle folgte ein 60-miniitiger dynamischer Scans des Brustkorbs. Fir die
Auswertung der erhaltenen Daten wurden diese in 19 Zeitfenster (3x20, 3x60, 3x120, 10x300 s)
unterteilt und mit FBP und Streuungskorrektur rekonstruiert. Fir die Auswertung mittels PMOD
Software (PMOD Technologies LTD) wurden Volume of Interests (VOIs, Herz), manuell generiert.

Hieraus wurden nachfolgend die Standardized Uptake Values (SUVs) berechnet:

B
SUV = (Aktivitét Vol [ﬁ(ﬂ * KOrpergewicht [g]) * injizierte Dosis [Bq]

4.4.2 Ex vivo-Biodistributionen

Es wurden 4 Biodistributionen mit ®®Ga-BADED-2 und zum Vergleich jeweils 4 Biodistributionen
mit den literaturbekannten Radiopharmaka ®®Ga-BAPDMEN-2, *™Tc-sestamibi und *°F-Flurpiridaz
durchgefiihrt. Dazu wurden 140-500 g mannliche und weibliche Sprague- Dawley Ratten (Charles
Rivers Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. 9,71+ 2,42 MBq ®8Ga-Schiff'sche Basen-
Komplex, 8,01+ 0,32 MBq bzw. 24,61+ 2,06 MBgq **"Tc-sestamibi wurden den Tieren in die
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Schwanzvene injiziert. Nach 60 Minuten erfolgte die Tétung der Tiere und Teile von Lunge, Blut,
Leber, Milz, Niere, Skelettmuskel Herz und Hirn wurden entnommen und die
Geweberadioaktivitédt in einem automatischem Gamma-Counter (Wizard2®, Perkin-Elmer, Rodgau,

Deutschland) gemessen.

Bestimmt wurde die Gewebedosis als prozentuale Angabe, bezogen auf die gesamtapplizierte
Dosis (injected dose per gram of tissue, %ID/g). Fur die statistische Auswertung wurden die

Ergebnisse als + SD angegeben.
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4.5 Synthese der Flurpiridaz-Schiff'schen Base

2,3-Dichloro-4-oxo-2-butensaure (17)

Mangan(IV)oxid (8 g; 92 mmol) wurde portionsweise zu 48 ml (58 mmol) gekiihlter konzentrierter
Salzsdure zugegeben. Bei einer Temperatur von 0 — 10°C wurden 2,4 g (25 mmol) Furfurylaldehyd
(16) zugetropft und im Anschluss 30 min weiter riihren gelassen. Daraufhin wurde die Losung auf
60 °C erhitzt, 4,2 g (50 mmol) MnO, zugegeben und die Suspension bei 100 °C gehalten. Nachdem
ein Farbumschlag zu orange stattgefunden hatte, wurde der gelbe Feststoff bei Raumtemperatur
abgesaugt und in 10 ml Et,O gel6st. Hierbei blieb trotz Behandlung im Ultraschallbad ein grauer
Bodensatz zuriick. Aus diesem Grund wurde erneut filtriert. Das Filtrat wurde eingeengt und aus
Wasser umkristallisiert. Das Produkt (1,97 g, 14 % der Theorie) wurde in Form eines gelb-

orangenen Feststoffes gewonnen.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-Dg) & (ppm)= 6,24 (s, 1 H); 8,65 (s, 1 H)

2-tert-Buty-2,5-dichloro-2H-pyridazin-3-on (18)

0,69 g (4,1 mmol) 2,3-Dichloro-4-oxo-2-butenoicacid (17) wurden unter Eiskithlung mit 1,9 g (1,8
mmol) Na,CO; in 30 ml Wasser gelost. Nachdem eine klare, orange Losung entstanden war,
wurden 0,51 g (4,1 mmol) tert-Butylhydrazinhydrochlorid zugegeben, wobei die Bildung eines
weifllen Niederschlags beobachtet werden konnte. Die Suspension wurde fiir drei Stunden unter
Eiskiihlung gerlhrt, filtriert, der Rickstand mit Wasser gewaschen und in 15 ml Benzol
aufgenommen. Im né&chsten Schritt wurden 1,1 g (18,2 mmol) Essigsdure zugefiigt und die
Mischung bei 35-45 °C gerlhrt. Nach 4 h wurde zur Aufarbeitung mit Wasser versetzt und die
organische Phase abgetrennt. Diese wurde mit jeweils 5 ml 1,25 M NaOH-, 3 M HCI-Ldsung und
mit Wasser gewaschen. Als Trocknungsmittel diente Na,SO4. Nach Abzug des Losungsmittels im

Vakuum wurde das Produkt (0,55 g, 59 % der Theorie) in Form eines orangen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-Dg) & (ppm)= 1,64 (s, 9 H); 7,72 (s, 1H)
93



4 Experimenteller Teil

2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-(hydroxymethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (20)

><r,« i 7

Im ersten Schritt wurde 2-tert-Buty-2,5-dichloro-2H-pyridazin-3-on (18) (3,21 g; 14,3 mmol) in
trockenem Dimethylformamid (5 ml) geldst. Im Anschluss wurde die Losung langsam zu einer
weiflden Suspension aus 1,4-Phenylendimathanol (10,02 g; 72,6 mmol) und Cs,CO; (19,00 g; 59,1
mmol) in trockenem DMF (40 ml) gegeben. Hierbei verfarbte sich die Losung dunkel. Im zweiten
Schritt wurde die Suspension fiir 6 h bei einer Temperatur von 65°C gehalten, wobei sich die
Mischung orange farbte. Im Anschluss wurde die Reaktionsmischung filtriert. Dem Filtrat wurde
gesattigte Natriumchlorid-Losung (2 ml) zugesetzt und anschlieBend mit Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und zu einem gelben Ol im
Vakuum aufkonzentriert. Durch saulenchromatographische Aufreinigung (EA/PE 2:1; R= 0,7)

wurde das Produkt (2,59 g, 55% der Theorie) als weiler Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm)= 1,61 (s, 9 H); 4,71 (s, 2 H); 5,30 (s, 2 H); 7,40 (s, 4 H); 7,72 (s,
1H)

2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-(bromomethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (21)

KL o
Nﬁonsr

Eine 1,0 M Lésung PBrs; (1,72 g; 6,4 mmol) in trockenem Chloroform wurde innerhalb von 30
Minuten bei Raumtemperatur zu einer gelben Lbésung aus 2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-
(hydroxymethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (20) (3,9 g; 12,7 mmol) und CH.Cl, (40 ml),
zugegeben und 1 h bei RT geridihrt. Nach dem Reaktionsende, welches per DC bestimmt wurde,
wurde die Suspension mit Wasser (5 ml) verdinnt und mit Dichlormethan extrahiert. Die
organische Phase wurde daraufhin mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung extrahiert, Uber
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum aufkonzentriert. Das Produkt (3,8 g; 78%) wurde als

gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl) & (ppm)= 1,61 (s, 9 H); 4,48 (s, 2 H); 5,28 (s, 2 H); 7,44-7,35 (m, 4 H);
7,72(s, 1H)
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2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-((2-hydroxyethoxy)methyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (22)

o
74 J;[CI
N
o
A
O~"oH

Zu einer klaren Losung aus Ethylenglykol (20 ml; 260 mmol) und Kalium-tert-Butoxid (340 mg; 3,0
mmol) wurde 2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-(Brommethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (21) (1,23
g; 3,2 mmol) in trockenem THF (10 ml) gegeben und die Mischung 18 h auf 60°C erhitzt. Daraufhin
wurde mit Wasser (4 ml) verdiinnt, mit Dichlormethan extrahiert, iber Na,SO, getrocknet und
aufkonzentriert. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung (EA/PE 2:1;R+= 0,3) wurde das

Produkt (0,8 g, 67 % der Theorie) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm)= 1,62 (s, 9 H); 1,87 (1 H, s); 3,64-3,60 (m, 2 H); 3,79-3,76 (m, 2
H); 4,58 (s, 2 H); 5,31(s, 2 H); 7,40 (s, 4 H); 7,71 (s, 1 H)

2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-((2-mesylethoxy)methyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (23)

N\ 7

o
S Ao
N
O\/\O/S\
Zu  Triethylamin (57,68 mg; 055 mmol) wurde 2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-((2-
hydroxyethoxy)methyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on (22) (201 mg; 0,55 mmol) in trockenem
Dichormethan (5 ml) zugegeben. Anschliefend wurde die Mischung auf 0°C gekuhlt und
Mesylchlorid (65 mg; 0,55 mmol) zugegeben. Dabei veradnderte sich die klare Lésung zu einer
weiflden Suspension. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und
im Anschluss filtriert, im Vakuum eingeengt und sdulenchromatographisch (EA/PE 2:1;R«= 0,5)
gereinigt. Hierdurch konnte das Produkt (130 mg, 53 % der Theorie) als weiler Feststoff erhalten

werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCl5) & (ppm)= 1,62 (s, 9 H); 3,04 (s, 3 H); 3,78-3,75 (m, 2 H); 4,42-4,39 (m, 2
H); 4,59 (s, 2 H); 5,31 (s, 2 H); 7,39 (s, 4 H); 7,72 (s, 1 H)

B3C-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 27,75; 37,59; 66,33; 67,98; 68,92; 71,48; 72,77; 124,97,
127,24; 128,14; 134,49; 153,57
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4-{2-[(1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yl)oxy]methyl}phenyl)

methoxy)ethoxy}-2-hydroxybenzaldehyd (25)

@)
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0,65 g (1,460 mol) des Tosylats (23) wurden mit 0,25 g (1,9 mol) 2,4-Dihydroxybenzaldehyd (24)
und 0,3 g (2,25 mol) Kaliumcarbonat in 50 ml Acetonitril vereinigt. Die Reaktionsmischung wurde

fur 5h bei RT geriihrt. Anschlielend wurde die Suspension filtriert und sdulenchromatographisch

(EA/PE 2:1) aufgetrennt. Man erhielt 148 mg (0,3 mol, 21 % ) des Produkts.

'H-NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm)= 1,48 (s, 9 H); 3,73 (m, 2 H); 4,01 (m, 2 H); 4,50 (s, 2 H); 5,17
(s, 2 H); 6,41 (m, 1H); 6,44 (m, 1H); 7,30 (s, 4 H);7,30 (s, 4 H);7,59 (s, 1 H); 9,56 (s, 1H); 11,32 (s,
1H);

3C-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 27,14; 66,73; 68,14; 68,62; 71,90; 73,27; 101,57; 109,01;
115,58; 118,45; 125,40; 127,59; 128,53; 134,72; 135,60; 138,89; 153,99; 159,353; 164,65; 166,23;
194,73
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Flurpiridaz-BAPEN(10)
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3,06 eqg. Salicylaldehyds (25) wurden in 10-15 ml trockenem Dichlormethan geldst und
Molekularsieb (4A) zugegeben, um das entstehende Wasser zu binden. Das entsprechende
Rickgrat wurde in 1 ml Dichlormethan gelost und zugegeben. AnschlieRend wurde die
Reaktionsmischung bei RT tber Nacht geriihrt, abgefiltert, mit Dichlormethan gewaschen und im
Vakuum eingeengt. Es wurden gelbe bis orangene Feststoffe erhalten, die fir 2 Tage unter
Vakuum getrocknet wurden. Nach sidulenchromatographischer Aufreinigung wurden 3 Fraktionen
erhalten, von denen die erste eine Mischung des dimeren (10) und trimeren (26) Produkts

enthélt. Eine Trennung dieser Mischung per HPLC nétig findet momentan statt.

'H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 9,72 (s); 7,89 (s); 7,40 (s); 7,39 (s); 6,26-7,0 (m); 5,30 (s); 4,62
(s, 2 H); 4,11 (m); 3,82 (m); 3,08 (m); 2,04-2,7 (m); 2,04 s); 1,62 (s)

MS (ESI): (M+H)", m/z=111,51 fiir [M+H]" = CsgH73Cl,NgOyo (berechnet: 1111,48) (dimer) und
(M+H)*, m/z=1579,64 fiir [M+H]" = Cg3HosCl3N100;5 (berechnet: 1579,63) (trimer)
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4.6 Synthese des F-Flurpiridaz

Zur Synthese des'®F- Flurpiridaz wurde nach einer Vorschrift von Purohit et al. gearbeitet [80].

o) o)
><N cl >< cl
L —> N
O\/\OTS O\/\18F

3,4 GBq [**F]F wurde auf einer mit H,O und K,CO; (1IM)Lésung vorkonditionierten SepPak-QMA-
Kartusche (Waters, USA) fixiert und mit 1 ml einer H,O: ACN-L6sung (1:4) aus 3 mg K,COzund 18
mg Kryptofix eluiert. Im Anschluss wurde die[*®F]F-Lésung unter Heliumstrom azeotrop bei 85°C
durch mehrmalige Zugabe von 1 ml abs. MeCN im Vakuum getrocknet. Nach Kihlung wurden 1,5
mg der Flurpiridaz Markierungsvorldufers, gelost in trockenem Acetonitril (1,5 mg/ml), zu dem
getrockneten Kryptofix 222/[*°F]F"Komplex zugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 30 min
bei 90°C geruhrt und anschlielend in 0,6 ml Acetonitril aufgenommen und mittels HPLC (Saule:
Phenomenex LUNA C-18 Sdule 250 mm*10 mm, 10 um; Laufmittel: ACN: Ammoniumacetatpuffer
(0,25 M) 60:40, Fluss: 5 ml/min) aufgereinigt. Die abgetrennte Produktfraktion wurde mit Wasser
verdinnt, auf einer C-18 Festphasenkartusche fixiert, mit Ethanol eluiert und das Eluat am
Rotationsverdampfer eingeengt, wodurch 470 MBq '®F-Flurpiridaz in 99 %-iger Reinheit
gewonnen werden konnte. Die radiochemische Reinheit wurde analog der °®Ga-Schiff’schen
Basen mittels Radio-DC Uberprift. Fir die in vivo-Studien wurde das Produkt zur Applikation in

physiologischer Kochsalzlésung (mit 10 v% Ethanol) aufgenommen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Synthese von 15, zum Teil Literatur-bekannte,

Schiff’'sche Basen. Dabei wurden

1.) verschieden substituierte Aldehyde sowie

2.)

unterschiedliche Rickgrate verwendet, wodurch die Lipophile der Verbindungen
beeinflusst wurde. Sie lag bei den 68Ga-KompIexen zwischen 0,87+0,24 und 2,72+0,14 und
damit leicht hoher als beim *™Tc-Sestamibi (0,64+0,25) aber im Bereich von '°F-
Flurpiridaz (1,76+0,31).

Bei der Radioaktivmarkierung mit *®Ga zeigte sich, dass sich die ®®Ga-Schiff’schen Basen-
Komplexe sowohl im wassrigen als auch im organischen Medium innerhalb kurzer Zeit (<
10 min) mit hohen Ausbeuten bildeten. Die Aufreinigung der ®®Ga-Komplexe gelang
mittels SPE in hohen radiochemischen Reinheiten (>87 %).

Untersuchungen der Ladung mittels Papierelektrophorese zeigte, dass die *Ga-
Schiff’schen Basen bei pH= 7 positiv geladen sind. Die Stabilitat der ®Ga-Schiff’schen
Basen wurde in vitro in physiologischer Kochsalzldsung, im humanen Serum und gegen
apo-Transferrin bestimmt. In allen Medien zeigten die °®®Ga-Schiff'schen Basen-
Verbindungen hohe Stabilitdten von tber 92 %. Ausnahmen bildeten die Verbindungen
®®Ga-BAPEN-3 (lediglich 83 % in isotonischer Kochsalzlésung sowie 52 % in apo-
Transferrin) und ®®Ga-BAPEN-2 mit 74 % in apo-Transferrin, 83 % in isotonischer
Kochsalzlésung sowie 80 % im humanen Serum.

In vitro-Zellversuche zeigten, dass alle ®8Ga-Schiff'schen Basen eine hohere Aufnahme in
die HL-1-Herzzellen zeigten, als die Vergleichssubstanz **™Tc-Sestamibi (Ausnahme:
Aufnahme von *®Ga-BADED-5 mit 3,06 %). Jedoch variierte die Zellaufnahme der Aktivitét
Uber ein Dbreites Spektrum zwischen 3 und 46 %. Um die Stérung des
Zellmembranpotentials untersuchen zu kdnnen, wurde ein Teil der Zellen mit Valinomycin
behandelt. Dabei zeigte sich, dass die Zugabe des lonophors die Aufnahme der Aktivitat in
die Herzzellen um 7-28 % senken konnte. Allerdings zeigten die Verbindungen *Ga-
BAPEN-3, ®®Ga-BAPDMEN-3 und °Ga-BAPEN-2 einen gegenteiligen Effekt. Da die
Aufnahme des reinen ®®Ga sogar um fast 50 % reduziert werden konnte, ist dies
vermutlich kein Effekt einer labilen Komplexbildung. Eine Korrelation der Zellaufnahme

und der Beeinflussung durch das Zellmembranpotentials zu der Lipophilie konnte nicht
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erkannt werden. Allerdings zeigte sich beim BADED-RUckgrat eine Tendenz zu hdéheren
Aktivitatsaufnahmen in die Herzzellen. Die vermehrte Aktivitat lasst eine Wechselwirkung
der Methylgruppen mit den Zellmembranen der HL-1 Zellen vermuten.

Mittels in vivo-uPET Untersuchungen der %®Ga-Schiff’sche Basen-Verbindungen konnten
Zeit-Aktivitatskurven aufgenommen und die SUVs der Verbindungen im Herzen bestimmt
werden. Dabei zeigte sich, dass die Mannlichen héhere SUV-Werte als die Weiblichen
erzielten, weshalb die folgenden Untersuchungen jeweils in ca. 300 g Weibchen
durchgefiihrt wurden, um vergleichbare Resultate zu gewéhrleisten. Nach etwa 5-10
Minuten erreichten alle Verbindungen ein Plateau, was bedeutet, dass die ®8Ga-
Verbindungen Uber den Messzeitraum von 60 min im Herzen zurlickgehalten werden. Sie
erfilllen damit ein fiir einen Herztracer gewiinschtes Verhalten. Die SUV-Werte der **Ga-
Schiff’sche Basen-Verbindungen lagen zwischen 0,63+0,15 und 2,98+0,86. Auch hier
zeigte sich keine Korrelation zwischen Lipophilie und Herzaufnahme. Im Gegensatz zu
den in vitro-Zellaufnahmen zeigte sich hier nicht, dass mit dem BADED-Riickgrat generell
eine hohere Herzaufnahme erfolgte.

Auf Grund der guten SUV-Resultate von 3,35+0,47 in den Mannchen sowie 2,18+0,66 in
den Weibchen der Verbindung ®®Ga-BADED-2 wurde diese Verbindung mittels ex vivo-
Biodistribution in Sprague-Dawley Ratten untersucht. Es ergab sich dabei eine
Herzaufnahme von 2,39+0,06 % der inj.D/g in Mé&nnchen bzw. 1,49+0,09 % in den
Weibchen. Die Literaturverbindung ®*Ga-BAPDMEN-2 zeigte hier leicht héhere Werte von
2,27+1,01 % (Méannchen und Weibchen). Im direkten Vergleich mit den Substanzen **™Tc-
Sestamibi (3,26£0,49 %), °F-Flurpiridaz (7,07+0,76 %) sind die Aufnahmen in die
Herzzellen somit geringer. Allerdings besitz das **Ga-BAPDMEN-2 bessere Herz:Leber-
Werte als das *®F-Flurpiridaz, was bei der Herzbildgebung von entscheidender Bedeutung
sein kann.

Des Weiteren wurde erfolgreich eine Flurpiridaz-Schiff'sche Base hergestellt. Die
synthetisierte Verbindung zeigt wie die Schiff’'schen Basen die F&higkeit zur Dimer- und
Trimerbildung.

Die synthetisierte Flurpiridaz-Schiff’'sche Base wurde in ersten Markierungsversuchen mit
%®Ga eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass in organischem Lésungsmittel Ausbeuten >50 %

erreicht werden konnten.

10.)Als Vergleichssubstanzen fiir die in vitro und in vivo-Evaluierungen konnte **™Tc-Sestamibi

von der Nuklearmedizin Mainz eingesetzt werden. ®F-Flurpiridaz konnte durch eine

Fluorierung des Tosylvorlaufers synthetisiert werden.
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Ausblick

Die bisher synthetisierten ®®Ga-Schiff’sche Basen Derivate zeigten, dass sie leicht zu synthetisieren
und aufzureinigen sind und eine hohe in vitro Stabilitdt haben. Nach Injektion in die Ratten
zeigten sie eine schnelle Aufnahme ins Herz und keinen nachfolgenden Wash-Out aus dem
Herzgewebe. Fiir die weitere Evaluierung der ®®Ga-Schiff’'schen Basen sollten die geeignetsten
Kandidaten (BAPDMEN-2 und BADED-2) auch in gréReren Tieren (beispielsweise Schweinen oder
Affen) untersucht werden. Eine erste Studie von BAPEN-Derivaten in Schweinen zeigten, dass
diese Schiff’schen Basen eine unerwiinschte sehr langsame Aufnahme in Herzgewebe hatten [71].
Allerdings konnte bereits in vielen Arbeiten gezeigt werden, dass das in vivo-Verhalten der ®Ga-
Schiff’sche Basen-Komplexe sehr stark variiert. Dies wurde auch in der Studie von Tarkia et al.

erneut aufgezeigt.

Neben der Stabilitéat in vivo, einer hohen Aufnahme und Retention in den Herzzellen ist es auch

wichtig, dass der Tracer nicht toxisch ist. Dies sollte zunédchst getestet werden.

Das *®F-Flurpiridaz schlieBt demnéchst die Phase 3 der klinischen Studie ab und scheint ein sehr
gelungener Kandidat fiir einen Herztracer zu sein. Eine Kopplung des ®*Ga-Schiff’sche Basen
Chelators an das Targeting-Molekdl Flurpiridaz konnte spezifisch an den MC-1 Komplex binden
und eine Bildgebung des Herzens ohne Zugang zu einem Zyklotron ermdglichen. Erste Ergebnisse
zeigen, dass die Flurpiridaz-Schiff'sche Base in organischem Loésungsmittel mit ®Ga markiert
werden kann. Allerdings scheint die Aufreinigung mittels Strata-X-Kartusche nach ersten
Untersuchungen nicht analog zu den leichteren ®®Ga-Schiff’'schen Basen zu funktionieren. Von
daher muss eine andere Methode zur Aufreinigung gefunden werden, beispielsweise durch
Ausschiitteln gegen Chloroform: Wasser oder aber mittels HPLC. Anschlielend sollte die
Verbindung in ersten Versuchen in der Ratte evaluiert werden sowie Affinitdten zu dem MC-I

bestimmt werden.

Des Weiteren wére es interessant eine neutrale Schiff’sche Base wie die tripodalen Schiff'schen
Basen mit dem Flurpiridaz zu koppeln. Diese zeigten in den ersten Minuten eine sehr starke
Aufnahme ins Herz, konnten dann aber auf Grund der fehlenden Ladung nicht im Herzen retiniert
werden. Durch Synthese einer solchen tripodalen Schiff’'schen Base kdnnte man durch das Fehlen
der Ladung moglicherweise eine noch hohere Aufnahme in die Zelle erreichen. Durch
anschlieBendes Targeting an den MC-I kdnnte man dann eine Retention in dem Kardiomyozyten

erreichen.
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6.2 Abklrzungsverzeichnis

Acac

BADED
BAPDMEN

BAPEN
CT
DCA
DCP

DOTA

EA
ESI
FDA
FDG
GMP

HEPES

inj.
KHK
KOH
MC-I
MECN
MeOH
MIBG
MRT

MS

Acetylaceton

bis(N,N’-amino-2,2-
dimethylpropane)ethylenediamine
(bis(2,2-dimethyl-3-

aminopropyl)ethylenediamine)

(1,2-Bis(3-aminopropylamino)ethane)

Computertomographie

2,3-Dichloro-4-oxo-2-butenoicacid

2-tert-Butyl-4,5-dichloro-2H-pyridazin-3-on

2-[4,7,10-Tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-

tetrazacyclododec- 1-yl]essigséure
Ethylacetat
Electron-spray-ionization

Food and Drug Administration
Fluordesoxyglucose

Good Manufactoring Practice

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonséure

injizierte

Koronare Herzkrankheit
Kaliumhydroxid
Mitochondrialer Komplex 1
Acetonitril

Methanol
Metaiodbenzylguanidin
Magnetresonanztomographie

Massenspektrospkopie
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NaCl

NAD/NADH

NCA

NMR

NOTA

PBS

PE
PET
Rest
RT

SPECT

ST
SUv

TAC

Natriumchlorid

Nicotinsaureami-Adenin-Dinukleotid

oxidierte/reduzierte Form
No-carrier-added

(engl. nuclear magnetic resonance)

Kernspintomographie

(engl.: phopsphate buffered saline)
Phosphatgepufferte Salzlésung

Petrolether
Positonen-Emissions-Tomographie
Ruheaufnahmen

Raumtemperatur

Single-Photon-Emission-Computed-

Tomographie
Stressaufnahmen
Standadized uptake values

(engl.: time activity curve) Zeit-Aktivitatskurve
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6.5 Ergebnisse der in vitro-Stabilitaten

In humanem Serum:

Minuten

Verbindung | 1 10 20 30 50 60 Abweichung
G1L1 93,2 91,95 93 92,4 93,7 91,9 1,3
G1L2 91,55 90,85 91,8 91 88,35 92,2 -0,65
G1L3 96,17 98,33 96,67 96,10 97,54 96,23 -0,07
G1L7 87,25 88,35 83,3 82,15 87,35 81,4 5,85
G1L9 98,2 99,2 98,6 97,9 96,4 95,1 3,1
G1L10 95,3 91,9 90,9 92,0 93,7 93,5 18
G1L11 93,5 91,5 93,7 93,9 95,3 -1,8
G1L12 99,1 94,7 94,1 94,5 95,5 94,6 4,5
157 77,15 74,7 71,15 74,35 76,25 77,3 -0,15
147 83,3 76,9 78,6 70,0 65,0 63,4 19,9
127 90,85 84,35 89,1 86,9 85,55 81,25 9,6
D2 95,7 94,75 94,7 94,45 93,65 90,9 4,8
175 98,9 96,2 95,7 96,4 96,5 96,9 2,0
185 94,1 94,9 94,25 93,65 93,05 93,05 1,05
143 95,95 97,8 94,2 97,7 92,3 91,9 4,05
G1L3 96,2 98,3 96,7 96,1 97,5 96,2 -0,1
G1L9 98,2 99,2 98,6 97,9 96,4 95,1 3,1
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In 0,9 % NaCl:

Minuten
Verbindung | 1 10 20 30 50 60 Abweichung
G1L1 92,2 93,5 91,75 90,65 91,6 90,6 1,6
G1L2 98,45 94,2 95 88,3 87,45 93,3 5,15
G1L3 96,52 98,995 99,125 91,16 97,11 9,13 0,39
G1L7 84,85 84,25 83,6 85,05 85,4 85,2 -0,35
G1L9 99,55 99,55 98,85 96,1 94 9345 6,1
G1L10 86,2 82,05 84,7 86,4 90,35 88 -1,8
G1L11 89,65 90,9 91,95 91,9 95,15 9495 53
G1L12 97,05 98,45 1,55
157 76,9 72,35 73,35 74,15 72,1 72,8 41
147 86,7 76,9 73,85 72,6 70,5 69,7 17
127 71,3 69,25 61,05 64,35 61,25 54,1 17,2
D2 86,8 87,85 85,35 85,4 83,15 81,4 54
175/Green | 96,805 96,69 95,81 97,335 70,42 99,335 -2,53
2
185 94,8 95,25 94,85 93,7 94,8 94,45 0,35
143 96 96,95 91,7 94,55 88,4 93,2 2,8
G1L3 96,52 98,995 99,125 91,16 97,11 9,13 0,39
G1L9 99,55 99,55 98,85 96,1 94 9345 6,1
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gegen apo-Transferrin:

Minuten
Verbindung | 1 10 20 30 50 60 Abweichung
G1L1 90,85 92,15 90,35 87,8 90,3 8855 23
G1L2 96,2 95,45 94,25 95,85 96,75 96,7 -0,5
G1L3 97,11 93,22 95,615 95,205 93,825 91,48 5,63
G1L7 86,5 83 83,95 83,45 83,3 73,5 3,2
G1L9 99,05 97,4 96,85 97,95 90,05 91,25 7.8
G1L10 88,05 92,95 91,8 93,4 94,4 9405 -6
G1L11 91,9 91,05 91,35 85,65 89,45 89,15 2,75
G1L12 89,45 89,7 85,6 90,95 85,1 88,65 08
157/189 75,25 73,9 69,9 66,6 65,8 72,1 3,15
147 89,25 75,65 69,35 67,4 79,45 63,7 25,55
127 79,3 69,95 62,85 51,95 46,2 30,85 4845
D2 91,55 83,25 88,35 86,8 86,15 84 7,55
175/Green2 | 97,505 95,88 94,28 96,37 94,78 95,2 2,305
185 93,45 90,45 90,05 89,15 89,4 89,35 41
143 95,6 95,4 92,7 92,2 92,15 89,85 5,75
G1L3 97,11 93,22 95,615 95,205 93,825 91,48 5,63
G1L9 99,05 97,4 96,85 97,95 90,05 91,25 7.8
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6.6 Benennung der Schiff'schen Basen

Zum besseren Verstandnis/ Unterscheidung
urspriingliche Namensgebung der Substanzen

folgendem Schema geédndert:

der chemischen Verbindungen wurde die

abweichend von den Laborbuchnamen nach

Mz157/189
Mz 147

MZ 127/191
D2

MZ 175

MZ 141/185
MZ 143
G1L3

G1L9

G1lL1

G1L2

G1L7

G1L10
G1L11

G1L12

BAPEN-1

BAPEN-2

BAPEN-3

BAPDMEN-1

BAPDMEN-2

BAPDMEN-3

BADED-1

BADED-2

BADED-3

BADED-4

BADED-5

BADED-6

BADED-7

BADED-8

BADED-9
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