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Zusammenfassung

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein leistungsstarkes, nicht-invasives,
bildgebendes Verfahren in der Nuklearmedizin und hat darlber hinaus zunehmende
Bedeutung in der Arzneistoffentwicklung. Zur Verbesserung des therapeutischen Index
von niedermolekularen Pharmaka werden vermehrt Wirkstofftransportsysteme eingesetzt.
Eine Klasse dieser Wirkstofftransportsysteme sind Liposomen. Die Weiterentwicklung
der Kklassischen Liposomen sind sogenannte , Stealth“-Liposomen, die eine
Polyethylenglykol (PEG)-Korona zur Herabsetzung der Erkennung und Ausscheidung
tragen. Zur (Weiter-)Entwicklung und deren in vivo-Evaluierung bietet die PET die
Moglichkeit, die  Auswirkungen von  strukturellen  Anpassungen auf die
pharmakokinetischen Eigenschaften solcher Transportsysteme zu untersuchen. Zur
Evaluierung neuartiger, cholesterolverankerter, linear-hyperverzweigter Polyglycerole
(Ch-PEG-hbPG) als sterisch stabilisierende Polymere in Liposomen wurden diese im
Rahmen dieser Arbeit mit der prosthetischen Gruppe F-TEG-N3 lber kupferkatalysierte
Alkin-Azid Cycloaddition (CuAAC) in sehr hohen Ausbeuten radiomarkiert. Zum
systematischen Vergleich des in vivo-Verhaltens wurde ebenfalls ein cholesterolbasiertes
lineares PEG (Ch-PEG) mit CuAAC nahezu quantitativ radiomarkiert. Als drittes
Element wurde die Direktmarkierung von Cholesterol mit [*8F]F entwickelt. Diese drei
Verbindungen wurden zuerst separat als Einzelkomponenten und anschlielend, in
Liposomen formuliert, in Tierstudien an Mausen hinsichtlich ihrer initialen
Pharmakokinetik und Biodistribution untersucht. Dabei zeigte sich ein &hnliches
Verhalten der neuartigen Ch-PEG-hbPG-Derivate zu den bekannten Ch-PEG, mit dem
Vorteil der Multifunktionalitdt an den hyperverzweigten Strukturen. Die liposomalen
Strukturen mit der neuartigen sterischen Stabilisierung wiesen eine erhohte
Blutzirkulationszeit und vorteilhafte Blut-zu-Leber- und Blut-zu-Lunge-Verhaltnisse im
Vergleich zu den linear stabilisierten Analoga auf.

Eine weitere Klasse von Wirkstofftransportsystemen sind polymere Trégersysteme wie
pHPMA. Alkinfunktionalisierte Polymere konnten in zwei verschiedenen Grofien (~12
und 60 kDa) mittels CUAAC in sehr hohen Ausbeuten mit der prosthetischen Gruppe
BE.-TEG-N; radiomarkiert werden. Bicyclononinderivate der gleichen GroRen konnten
ohne Kupferkatalyse lber ringspannungsvermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC)
mikrowellengestiitzt markiert werden und stehen somit zur in vivo-Untersuchung

hinsichtlich des Einflusses der Markierungsart zur Verfugung.






Abstract

Positron Emission Tomography (PET) is a powerful and non-invasive tool in nuclear
medical imaging with additionally increasing relevance in drug delivery. The often poor
therapeutic index of small molecules as therapeutics can be improved by using drug
delivery systems (DDS). One class of the various drug delivery systems available are
liposomes. An improvement of the classical liposomes was the attachment of linear
polyethylene glycol (PEG) to yield in “stealth” liposomes which show decreased
detection and clearance in the body. In terms of development and refinement of such
systems, PET can be used to image the pharmacokinetic properties invivo and it is
possible to correlate the impact of structural changes to the biodistribution of the
investigated DDS. To evaluate novel, linear-hyperbranched polyglycerols with a
cholesterol anchor (Ch-PEG-hbPG) as sterically stabilizing polymers for liposomes,
radiolabeling with the prosthetic group '®F-TEG-N3 has been done via the copper-
catalyzed alkyne-azide cycloaddition reaction (CuAAC) in nearly quantitative yields and
is shown in this thesis. As part of a systematic study, cholesterol anchored linear PEG
(Ch-PEG) was also radiolabeled via CuUAAC in very high vyields. Direct labeling of
cholesterol with [®F]F was also established. Each of these three derivatives was
investigated in animal studies itself, focusing on initial pharmacokinetics and
biodistribution using mice as the biological environment. The subsequent evaluation of
their liposomal formulations was done. The novel Ch-PEG-hbPG showed comparable
behavior to the known Ch-PEG while having the advantage of multifunctionality due to
the hyperbranched structure. Liposomal formulations containing the linear-hyperbranched
polyglycerols showed enhanced retention in blood and advantageous blood-to-liver and
blood-to-lung ratios in comparison to the linear shielded liposomes.

Another class of drug delivery systems are polymeric carriers like pHPMA. Two different
sizes (~12 and 60 kDa) functionalized with alkynes were radiolabeled in very high yields
with the prosthetic group ®F-TEG-Ns applying CUAAC. Bicyclononyne derivatives of
HPMA-polymers, also having the same two sizes, were radiolabeled via microwave-
assisted reactions without copper catalysis utilizing the strain-promoted alkyne-azide
cycloaddition (SPAAC). These four differently sized and labeled HPMA-based polymers
are available for in vivo animal studies to investigate whether there is an influence on the

biodistribution due to the radiolabel or not.






Man merkt nie, was schon getan wurde,

man sieht immer nur, was noch zu tun bleibt.

Marie Curie (1867 — 1934)
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Einleitung

1. Einleitung

Im Bereich der klinischen Anwendung findet sich eine breite, jéhrlich wachsende Anzahl
an Arzneistoffen bzw. Wirkstoffmolekilen. Eines der Hauptziele in der
Arzneistoffentwicklung ist die Steigerung des therapeutischen Index, um das Verhéltnis
der Effizienz zur Toxizitat eines Medikaments so hoch wie mdglich zu gestalten. Ein
GroRteil der eingesetzten Wirkstoffe weist aufgrund von schneller Ausscheidung nur eine
kurze Retention in der Blutbahn auf. Somit ist die Mdglichkeit einer Anreicherung im
Ziel-/Tumorgewebe nicht mehr gegeben und zum Erreichen des gewtinschten Effektes
muss die applizierte Dosis erhéht werden, woraus wiederum ein Anstieg der
Nebenwirkungen resultiert.

Um diesen Nachteil bei niedermolekularen (Chemo-)Therapeutika zu Gberwinden, wurde
in den letzten Jahrzehnten eine Vielfalt an hohermolekularen Wirkstofftransportsystemen
mit verlangerter Blutzirkulationszeit fir den Einsatz in der Krebs-, Entzlindungs- und

Infektionstherapie entwickelt.

1.1  Wirkstofftransportsysteme

Die verschiedenen biopharmazeutischen Prozesse, welche die Pharmakokinetik eines
Wirkstoffes beschreiben, werden hdufig unter dem Akronym LADME (engl. Liberation:
Freisetzung; Absorption: Aufnahme; Distribution: Verteilung; Metabolism: Metabolismus
und Excretion: Ausscheidung) zusammengefasst und beschrieben. Jeder der einzelnen
Prozesse kann das pharmakokinetische Profil des Pharmazeutikums beeinflussen. Dabei
spielen die physikochemischen Eigenschaften, die Darreichungsform und -art, die
patientenspezifische Anatomie bzw. Physiologie sowie die Metabolisierungs- und

Exkretionswege eine entscheidende Rolle.?

Verschiedene Wirkstofftransportsysteme (engl. drug delivery systems, DDS), die aus
lipid- oder polymerbasierten Nanopartikeln bestehen, kdnnen zur Verbesserung der
pharmakologischen und therapeutischen Eigenschaften fur die parenterale Applikation
beitragen.? Systeme wie (PEGylierte) Liposomen, Polymere, Mizellen, Nanopartikel und
Antikorper wurden flr das Tumortargeting entwickelt und evaluiert. Die Wirkstoffe sind

dabei an diese Strukturen konjugiert, also kovalent gebunden oder eingelagert.®
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Abbildung 1: Uberblick einiger klinisch relevanter Wirkstofftransportsysteme.

Mit Hilfe eines optimalen Designs kann ein Drug Delivery-System im Vergleich zum
freien Wirkstoff diverse Vorteile bieten. Einige solcher Wirkstofftransportsysteme sind in
Abbildung 1 dargestellt. Diese Vorziige sind sowohl der Schutz des Medikaments vor
vorschnellem Abbau oder frihzeitiger Ausscheidung als auch das Verhindern von
Wechselwirkungen zwischen dem Wirkstoff und dem gesunden Gewebe zur
Verringerung von Nebenwirkungen. Eine Erhdhung der Aufnahme im Zielgewebe sowie
die Kontrolle der Pharmakokinetik und Bioverteilung zeichnen ein bestmdégliches

Wirkstofftransportsystem aus.*

Generell kann bei nanodimensionalen Trégersystemen zwischen aktivem und passivem
Targeting unterschieden werden. Das aktive Targeting beruht auf der Bindung von hoch
spezifischen Liganden (Targeting-Vektoren) an auf dem Zielgewebe Uberexprimierten
Rezeptoren. Das Zielgewebe kann in Tumorzellen oder in sich in der Angiogenese
befindliche Endothelzellen unterteilt werden. Die verwendeten Targeting-Vektoren sind
an der Oberflache des Wirkstofftransportsystems angebunden und ermdglichen so den
zielgerichteten Transport des ebenfalls kovalent gebundenen oder eingelagerten
niedermolekularen Arzneistoffs zu den Zielzellen.®

Passives Targeting beruht auf der Anreicherung von Nanocarriern im Tumorinterstitium
aufgrund von fenestrierten Kapillaren und verminderter Lymphdrainage im
Tumorgewebe. Matsumura und Maeda® entdeckten 1986 dieses spater als EPR-Effekt
(engl. enhanced permeability and retention: erhohte(s) Durchléssigkeit und
Ruckhaltevermdgen) bezeichnete Phdnomen. Schematisch ist die Funktionsweise des
EPR-Effektes in Abbildung 2 dargestellt.



Einleitung

* nanopartikulare Wirkstofftransportsysteme

Endothelzelle e niedermolekulare Molekiile

Tumorgewebe

fenestriertes
Endothelgewebe
()

defiziente Lymphdrainage Lymphdrainage

Abbildung 2: Schematische Darstellung des EPR-Effekts.

Die pathophysiologischen Zustande in soliden Tumoren weichen von denen in gesundem
Gewebe ab. Die exzessive Angiogenese und die daraus resultierende
Hypervaskularisierung zur Versorgung des Tumors mit N&ahrstoffen und Sauerstoff flhrt
zu einer defekten Endothelstruktur der BlutgefaRe. In Kombination mit der verminderten
bzw. defekten Lymphdrainage wird makromolekularen Systemen die Anreicherung im
Zwischenraum des Tumors ermoglicht. Bei kleinen Molekilen ist eine solche
Akkumulation nicht moglich, da die Diffusion der Anreicherung entgegenwirkt. In
gesundem Gewebe ist diese Retention nanodimensionierter Transportsysteme aufgrund

der intakten Endothelschicht der BlutgefaRe nicht moglich.’

1.1.1 Liposomen

Unter den vielen neuartigen Wirkstofftransportsystemen reprasentieren Liposomen eine
fortgeschrittene Technologie, um aktive Substanzen an den Zielort zu transportieren. Es
befinden sich bereits mehrere Formulierungen in der klinischen Anwendung.®

Die Bezeichnung ,,Liposom® ist aus dem Griechischen, von ,lipos* Fett und ,,sO6ma“
Korper, abgeleitet. Es handelt sich dabei um eine hohlkugelférmige Anordnung einer
Doppelmembran aus Lipiden (vgl. Abbildung 3). Erstmals beschrieben wurden die im
Elektronenmikroskop entdeckten Strukturen von Alec D. Bangham im Jahr 1961 und
daraufhin publiziert im Jahr 1964.°1° Die Bezeichnung dieser ,,phospholipid spherules*

als Liposomen erfolgte erst spater durch Sessa und Weissmann.!
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Abbildung 3: Schema eines in wassriger Lsung aus Phospholipiden geformten Liposoms.

Das Besondere an solchen liposomalen Strukturen ist ihre Zusammensetzung, die sie
biokompatibel und bioabbaubar macht. Der wassrige Kern wird von einer oder mehreren
Doppelmembranschichten aus natirlichen oder synthetischen Lipiden umschlossen.
Liposomen, die aus natiirlichen Phospholipiden bestehen, sind aufgrund ihrer Ahnlichkeit
zu Zellmembranen biologisch inert, nur schwach immunogen und besitzen eine niedere
intrinsische Toxizitat. Ein grofler Vorteil ist die Mdglichkeit der Einlagerung von
Substanzen verschiedener Lipophilie. Wahrend stark lipophile Wirkstoffe in der
Lipiddoppelmembran eingelagert werden, kdnnen hydrophile Substanzen im wassrigen
Kern eingeschlossen werden. Man kann Liposomen nach ihrer Lamellaritat (uni-, oligo-,
multi-lamellar), GroRe (klein, mittel oder gro3) und Praparationsmethode klassifizieren.
Unilamellare Vesikel bestehen aus nur einer Doppelmembranschicht, wahrend oligo- und
multilamellare Liposomen mehrere Schichten aus Doppelmembranen aufweisen.®

Eigenschaften wie die GroRe, Ladung und eine eventuell vorhandene Abschirmung
spielen bei der intravendsen Applikation von Liposomen eine erhebliche Rolle in der
Bioverteilung. Konventionelle Liposomen zeigen nach der Opsonisierung (Bindung von
speziellen Plasmaproteinen, sog. Opsoninen, an der Liposomenoberflache) eine rasche
Aufnahme durch das Mononukledre Phagozytensystem (MPS) und werden dadurch
schnell aus der Blutbahn entfernt. Wé&hrend man sich diesen Effekt zur Behandlung von
Infektionen im MPS und zur Aufnahme von Immunmodulatoren durch Makrophagen
auch zu Nutze machen kann,*> st eine schnelle Blutclearance fir
Wirkstofftransportsysteme unerwiinscht. Liposomen, die positiv oder negativ geladene
Phospholipide in ihrer Doppelmembran integriert haben, werden wesentlich schneller aus
der Blutbahn entfernt und in der Leber aufgenommen als Liposomen ohne Nettoladung.**

Ebenso verstarkt sich mit zunehmender GrolRe der Liposomen der Grad der

_4 -
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Opsonisierung und damit die Geschwindigkeit der Eliminierung aus der Blutbahn.'® Ein
weiterer ber das Komplementsystem vermittelter Weg zur Erkennung von Liposomen
lauft Gber den sogenannten Membranangriffskomplex (engl. membrane attack complex,
MAC), der eine etwa 10 nm groRe Pore in der Liposomendoppelmembran bildet und so
zur Freisetzung des Wirkstoffs beitragt. Des Weiteren sind Lipoproteine hoher und
niederer Dichte (HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein) in den
Transfer von liposomalen Lipiden auf die Serumlipoproteine beteiligt, was wiederum zu
einer Destabilisierung des Liposoms und der Freisetzung des Cargos fihrt. Durch das
Zusetzen von Cholesterol, einem natirlichen Bestandteil der eukaryotischen
Zellmembran, kann die Lipidpackung verdichtet und damit die Transferrate der Lipide

drastisch reduziert werden.®

Sterisch stabilisierte (,, Stealth “) Liposomen

Um die Blutzirkulationszeit von Liposomen zu erhéhen und damit das passive Targeting
zu ermdoglichen, wurden verschiedene Oberflachenmodifikationen zur Steigerung der
Hydrophilie untersucht. Aus Griinden der Einfachheit bzw. Kostenersparnis hat sich als
prominentestes Beispiel fur eine polymere sterische Stabilisierung von Liposomen die
sogenannte PEGylierung weit verbreitet. Dabei werden Polyethylenglykolketten kovalent
an Lipidanker (Cholesterol oder Phospholipide) gebunden und diese Amphiphile in der
Doppelmembran der Liposomen eingelagert. Die damit verbundene Erhéhung der
Hydrophilie auf der Oberflache in Kombination mit der sterischen Abschirmung fiihrt zu
einer stark reduzierter MPS Aufnahme und zu verldngerter Zirkulationszeit in der
Blutbahn. Die PEG-Ketten auf der Oberflache der Liposomen fiihren auch zu einer
verminderten Aggregation und einer erhdhten Stabilitdt der Formulierungen. Solche
sterisch stabilisierten Vesikel wurden daraufhin als ,,Stealth® Liposomen bezeichnet.®1’
Die Verlangerung der Blutzirkulationszeit ist abhdngig von der L&nge bzw. des
Molekulargewichtes der PEG-Ketten und dem Einbaugrad in der Liposomenmembran.8

Ein wesentlicher Nachteil des linearen Polyethylenglykols ist der Mangel an
funktionalisierbaren Gruppen, insbesondere wenn Methoxy-PEG als abschirmendes
Polymer verwendet wird. Als vielversprechende Alternative dazu bieten sich sehr gut
wasserlosliche hyperverzweigte Polyglycerole (engl. hyperbranched polyglycerol: hbPG)
an. Die verzweigte Struktur erhoht den sterischen Anspruch, die vielen endstandigen

-5-
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Hydroxylgruppen erhéhen die Hydrophilie und ermdéglichen weitere Funktionalisierung.
Es wurde bereits gezeigt, dass hbPG eine gegenuber PEG erhdhte Proteinrepulsion
aufweist.1®2° Maruyama etal. belegten die verlangerte Blutzirkulationszeit von
Liposomen, die mit phosphatidylverankerten Polyglycerololigomeren auf der Oberflache
versehen waren.?! Zudem ist das als ABC (engl. accelerated blood clearance) bezeichnete
immunogene Phanomen, welches bei wiederholter intravendser Applikation von
PEGylierten Nanocarriern den Effekt der verlangerten Blutzirkulation aufheben kann, bei
mehrmaliger Gabe von PG-abgeschirmten Liposomen nicht zu beobachten.??

Ein synthetischer Ansatz zur Darstellung von linear-hyperverzweigten Polyetherlipiden
wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frey (Institut fur Organische Chemie,

Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) prasentiert (vgl. Abbildung 4).

Tk

PEG-co-IPG

- m
PEG-co-PGG

hbPG

Abbildung 4: Uberblick verschiedener Architekturen von polyetherbasierten Lipiden die durch
oxoanionische Ringdffnungspolymerisation (ROP) synthetisiert werden.

Dabei kann ausgehend von Cholesterol oder einem Dialkylglycerylether als Initiator
mittels oxoanionischer Ringdffnungspolymerisation unterschiedlicher Epoxide eine
Vielzahl an verschiedenen Architekturen mit variabler Anzahl an Hydroxylgruppen
synthetisiert werden.?% Kirzlich wurden Liposomen mit linear-hyperverzweigter
Abschirmung in humanem Serumalbumin mittels dynamischer Lichtstreuung untersucht
und es wurde keine Aggregation gefunden.?® Ebenfalls wurden kirzlich solche

Liposomen iiber duale Zentrifugation hergestellt und nachtraglich modifiziert.?”
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Liposomenpréaparation

Verschiedene Herstellungsverfahren werden zur Prgparation von Liposomen
angewandt.'® Darunter befindet sich auch die Diinnfilm-Hydratationsmethode, bei der ein
dinner Lipidfilm mit waéssriger Ldsung rehydriert wird. Daraus resultieren grofRe
multilamellare Vesikel (LMV: large multilamellar vesicles). Die zuvor in organischem
Losemittel gelosten Lipide werden mittels Stickstoff- bzw. Argonstrom oder am
Rotationsverdampfer vom Losemittel befreit und bilden dabei einen dinnen Lipidfilm
aus. Um diese LMV in unilamellare Liposomen zu Uberfiuhren, wird die Lésung einer
Ultraschallbehandlung unterzogen. Dabei entstehen kleine unilamellare Vesikel von
15 - 50 nm Durchmesser (SUV: small unilamellar vesicles). Da die genauen Bedingungen
der Ultraschallbehandlung nur sehr schwer reproduzierbar sind, ist die Extrusion der
Lipidmischung durch definierte PorengréRen ein geeignetes Mittel, um Liposomen mit

Durchmessern nahe der PorengrofRe herzustellen (vgl. Abbildung 5).2
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Abbildung 5: Uberblick zur Préparation Kkleiner unilamellarer Vesikel (SUV) mittels Dunnfilm-
Hydratationsmethode.



Einleitung

Radioaktiv markierte Liposomen

Viele Methoden zur Markierung von Liposomen mit diagnostischen oder therapeutischen
Radionukliden wurden seit deren Entdeckung entwickelt. Diagnostische Radiolabel
konnen dazu verwendet werden, um die Liposomen mittels Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT: single-photon emission computed tomography)
oder Positronen-Emissions-Tomographie (PET) im Korper von Menschen oder
Versuchstieren nicht-invasiv zu verfolgen. Der Einsatz dieser bildgebenden Methoden zur
Darstellung der Aufnahme und Bioverteilung in vivo bietet Forschern ein hervorragendes
Werkzeug in der Wirkstofftransportentwicklung. Die Anbindung von therapeutischen

Radionukliden birgt groRes Potential in Hinsicht auf die Krebstherapie.?®

Die bereits veroffentlichten Methoden der Markierung von Liposomen kdénnen grob in
vier Ansdtze unterteilt werden: Passive Einlagerung, Markierung der Membran,
Oberflachenchelatisierung und remote loading-Verfahren.

Bei der passiven Einlagerung wird das Radionuklid wéahrend der Herstellung der
Liposomen zugefuhrt. Das oftmals komplexierte Radionuklid wird zur Pufferlésung
gegeben und im wassrigen Kern eingeschlossen. Diese Methode wird wenig benutzt, da
die Einschlusseffizienz stark von der Liposomengrofie abhangt (< 10 % bei d = 100 nm)
und mit dem eingeschlossenen VVolumen korreliert.

Bei der Markierung der Membran sind die Radionuklide mit der Membran verbunden
oder in der Lipiddoppelmembran eingelagert. Die Radioisotope kénnen entweder an
vorgeformte Liposomen konjugiert werden oder an Lipide gebunden sein, die wéhrend
der Praparation in die Membran eingelagert werden. Alternativ dazu kann ein
hydrophiles, radiomarkiertes Molekil zu vorgeformten Liposomen gegeben werden, das
aufgrund seiner hohen Affinitat zur Lipiddoppelmembran in diese eingelagert wird.

Die Oberflachenchelatisierung bietet die Mdglichkeit fertig geformte Liposomen, in die
Lipid-Chelator-Konjugate eingelagert sind, mit Radiometallen nachtraglich zu markieren.
Hierbei ist eine hohe Komplexstabilitat erforderlich, um Trans-Chelatisierung und Trans-
Metallierung zu unterbinden. Die Markierungsbedingungen diirfen nicht zu harsch sein,
um das Liposom wahrend der Markierung nicht zu zerstéren. Des Weiteren wird bei der
Komplexierung von Radiometallen oftmals eine Ladung eingebracht, was die

Bioverteilung der Liposomen beeinflussen kann.
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Das remote loading-Verfahren beschreibt eine aktive Beladung des wassrigen
Liposomenkerns mit Radionukliden. Ein lonophor oder lipophiler Chelator transportiert
das Radionuklid uber die Membran eines vorgeformten Liposoms. In dessen Innerem
wird das Nuklid von einem eingeschlossenen hydrophilen Chelator aufgenommen. Um
hohe Einschlusseffizienzen zu erreichen, muss die Affinitdt des Radionuklids zu dem
lipophilen Chelator kleiner sein als zu dem eingelagerten Chelator.

Zur Bildgebung von Liposomen mittels SPECT werden die Radionuklide ¢’Ga (ti2:
78,3 h), *n (ty2: 2,81 d), 121 (tyz: 13,2 h) und **™Tc (tiz: 6,0 h) verwendet. Als PET-
Nuklide finden 8F (ti: 109,7 min), **Cu (tu2: 12,7 h) und *2*I (ty2: 4,15 d) Anwendung.*
In Hinsicht auf !8F-markierte Liposomen wurde 2-[**F]Fluordesoxyglucose mittels
passiver Einlagerung mit einer Effizienz von ca. 10 % eingeschlossen.®'3* Die direkte
Markierung und Inkorporation eines fluorierten Lipids [*3F]Fluorodipalmitin in die
Lipiddoppelmembran wurde gezeigt.>>%* Als amphiphiles Molekiil wurde 1-[*®F]Fluoro-
3,6-dioxatetracosan zur in vivo-Verfolgung liposomaler Systeme verwendet.>”*® Die
Bildgebung von Liposomen wurde ebenfalls mit einem radiofluorierten Cholesterylether

erreicht.®

1.1.2 HPMA-basierte Polymere

Neben Liposomen, Nanopartikeln und Antikérper-Konjugaten haben sich auch Polymere
als Wirkstofftransportsysteme etabliert. Helmut Ringsdorf schlug 1975 das Konzept eines
pharmakologisch aktiven, polymeren Tragersystems mit mehreren Funktionalitaten vor.
Dieses synthetische Polymer sollte an sich wasserldslich sein oder die Loslichkeit durch
konjugierte Molekiile vermittelt bekommen. Zusétzlich sollten Wirkstoffe und Targeting-
Vektoren angebunden sein, um das polymere Trégersystem an das Zielgewebe zu

adressieren und dort den Wirkstoff freizusetzen (vgl. Abbildung 6).4°
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Abbildung 6: Modell eines synthetischen, polymeren Wirkstofftransportsystems mit pharmakologischer
Aktivitat nach H. Ringsdorf.

Ein auf dieses Modell zutreffendes System ist das in den 70er Jahren entwickelte
pHPMA, poly-[N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid], welches zuerst als Plasmaexpander
untersucht wurde.**#? In praklinischen Tests zeigte sich keine Toxizitit bei relevanten
Dosen und ein nicht immunogenes Verhalten. Das Polymerriickgrat ist biokompatibel,
allerdings nicht bioabbaubar.** Um die Ausscheidung dennoch gewdahrleisten zu kénnen,
wurden die meisten HPMA-Copolymere mit einem Molekulargewicht kleiner 40 kDa
synthetisiert. Das obere Limit der renalen Ausscheidungsgrenze von pHPMA wurde
bestimmt und liegt bei etwa 45 kDa.** Im Jahr 1994 wurden erstmals klinische Versuche
mit polymeren Therapeutika gestartet. Es handelte sich dabei um ein mit dem
Chemotherapeutikum Doxorubicin konjugiertes HPMA-Copolymer. Die Toxizitat des
Doxorubicins wurde durch die Anbindung an das HPMA-Polymergerist erheblich

herabgesetzt.** Weitere HPMA-Chemotherapeutika-Copolymere folgten.

Die Art der Polymerisation hat einen erheblichen Einfluss auf die Breite der
Molmassenverteilung bzw. den Polymerisationsgrad. Ein Mal3 fur diese Verteilung bietet
der Polydispersitatsindex (PDI). Der PDI wird aus dem Quotienten aus Gewichtsmittel
der Molmasse (Mw) und dem Zahlenmittel der Molmasse (Mn) berechnet. Fur
monodisperse Polymere (z.B. Peptide) ergibt sich ein Wert von 1,0. Fir synthetische,
mittels freier radikalischer Polymerisation hergestellter Polymere liegt der Wert
idealerweise bei rund 2,0. Ein GroRteil der HPMA-Copolymere wurde nach der oben
erwihnten freien radikalischen Polymerisation hergestellt.** Fir die Zulassung eines
Polymer-Wirkstoff-Konjugats ~ zu  Kklinischen ~ Versuchen  mdissen  bestimmte

Spezifikationen des Molgewichtes und der Polydispersitat erfullt werden. Dazu wird die
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GroRenausschlusschromatographie angewandt, um eng verteilte Polymerfraktionen in
groRerem MaRstab zu erhalten.*

Als Alternativen bieten sich kontrollierte bzw. lebende freie radikalische
Polymerisationstechniken flr die Polymersynthese zu medizinischen Anwendungen an,
mit denen enge Molmassenverteilungen erreicht werden kénnen. Eine solche Technik ist
die RAFT-Polymerisation (engl. reversible addition-fragmentation chain transfer,
(Reversible Additions-Fragmentierungs Ketteniibertragung).*” Neben dem Vorteil der
engen Molmassenverteilung (PDI<1,2) konnen definierte Endgruppen und
Architekturen erhalten werden und es besteht eine hohe Toleranz gegentber funktionellen
Gruppen.

Die Kombination der RAFT-Polymerisation mit einem Pentafluorphenylmethacrylat-
Reaktivester als Kettentransfer-Agens erlaubt nach Abschluss der Polymerisation eine
polymeranaloge Umsetzung des Vorlaufer-Polymers.*84° Das erhaltene Vorlaufer-
Polymer kann mit verschiedenen aminfunktionalisierten Strukturen derivatisiert werden,
um so Targeting-Vektoren, Therapeutika oder funktionelle Gruppen (z.B. zur
Radiomarkierung) einzubringen. Die finale Absattigung mit 2-Hydroxypropylamin liefert
dann die gewlnschten HPMA-Copolymere (vgl. Abbildung 7).

i RAFT \’l,\/\H;m polymeranaloge .. ~
0™ "0  Polymerisation Reaktionen n m
F. F - > I HN 0] Hf]l 0]
R

HO
F F

F

Abbildung 7: Syntheseprinzip der RAFT-Polymerisation mit Aktivesteransatz und anschlieBender
polymeranaloger Reaktion, R: beliebige Funktionalisierung.

Dieser Ansatz wurde bereits mehrfach erfolgreich zur Synthese multifunktioneller

HPMA-basierter Polymere umgesetzt.>0-53
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Radioaktiv markierte HPMA-basierte Polymere

Die meisten HPMA-basierten Polymere in Tiermodellen oder Menschen wurden bisher
mit Kontrastmitteln (z.B. chelatisiertes Gd**) und MRT oder mittels y-Emittern wie 123
(tiz2: 13,2 h) und SPECT untersucht.>*5” Auch ®™Tc (ti2: 6,9 h) wurde zur Entwicklung
von Wirkstofftransportsystemen mittels SPECT eingesetzt.>8>°

Fur die Positronen-Emissions-Tomographie fanden bisher die Radiomarkierung und
teilweise Evaluierung in vivo mit %*Cu (ti2: 12,7 h), "™As (tu: 26,0 h bzw. 17,77 d) und
8F (ty2: 109,7 min) statt,50-65

Dabei wurde gezeigt, dass eine sorgfaltige Untersuchung in vivo unerl&sslich ist, wenn
das polymere Trégersystem durch Anbindung von Wirkstoffen (z.B. Doxorubicin),
Targeting-Strukturen (z.B. Folséure), Molekilen/Chelatoren zur Bildgebung oder
PEGylierung variiert wird. Die chemische Veranderung der polymeren Tréagersysteme

wirkt sich dabei teilweise enorm auf die Bioverteilung aus.
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1.2 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Nicht-invasive, bildgebende Verfahren sind in den letzten Jahrzehnten immer populérer
und zuganglicher in der klinischen und praklinischen Anwendung geworden. Generell
kann, je nach erhaltener Information, zwischen struktureller und funktioneller Bildgebung
unterschieden werden. In der strukturellen Bildgebung werden die zu untersuchenden
Gewebetypen hochauflésend dargestellt, so dass morphologische Veranderungen
aufgrund von Krankheiten oder Verletzungen sichtbar gemacht werden kénnen. Zu diesen
Methoden zahlen unter anderem Sonographie (Ultraschall), Magnetresonanztomographie
(MRT) und die auf Rontgenstrahlen basierende Computertomographie (CT). Die optische
Bildgebung, die auf Fluoreszenz- oder Biolumineszenz basiert, spielt in der klinischen
Anwendung bisher eine untergeordnete Rolle, da nur die oberen 1-2 cm des Gewebes
dargestellt werden konnen. Im Gegensatz dazu ist die funktionelle Bildgebung in der
Lage, dynamische Prozesse auf molekularer Ebene (molekulare Bildgebung) und damit
Stoffwechselwege und physiologische Aktivitat abzubilden. Damit kénnen Erkrankungen
bereits vor der morphologischen Veranderung des Gewebes erkannt werden. Zu diesen
funktionell bildgebenden Verfahren zéhlen die nuklearmedizinischen Anwendungen der
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und Einzelphotonen-Emissions-
Computertomographie (SPECT: single-photon emission computed tomography), die auch
bei der Entwicklung von Wirkstoffen oder deren Transportsystemen wertvolle
Informationen Uber die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik liefern. Die Fusion aus
struktureller und funktioneller Bildgebung ermdglicht die jeweiligen Vorteile miteinander
zu kombinieren. Dies ist mit Kombinationsgeraten, wie dem PET/MR oder PET/CT und
SPECT/CT, moglich. Insbesondere in der Arzneistoffentwicklung sind Kleintiervarianten
dieser Geréte von zunehmender Bedeutung.®-8

In der folgenden Tabelle 1 sind kurz die Merkmale der hier erwahnten bildgebenden

Verfahren vergleichend aufgefuhrt.

-13 -



Einleitung

Tabelle 1:  Ubersicht ausgewahlter bildgebender Verfahren in der praklinischen Anwendung (entnommen
aus James und Gambhir®7).

Technik Ze't!.'Che rdumliche Auflésung Penet_ratlons- Sensitivitat basiert auf
Auflésung tiefe
Sonoarafie | s - min 10-100 um (Oberflache) mm - cm mit Microbubbles  hochfrequentem
g 1-2 mm (wenige cm Tiefe) (=102 M) Schall

CT min 50-200 pm ohne Limit nicht bestimmt  Rontgenstrahlung
MRT min - h 25-100 pm ohne Limit 103-10° M Magnetfeld
SPECT min 1-2 mm ohne Limit 100-101*' M y-Strahlung
PET s-min 1-2 mm ohne Limit 101012 M y-Strahlung

Die bildgebenden Verfahren nutzen verschiedene Interaktionen von Energie mit Gewebe,
um den Kdérper dadurch nicht-invasiv darzustellen. Wahrend einige Technologien, wie die
Sonographie, CT und MRT, nur auf Energie-Gewebe-Interaktionen beruhen, benétigen
PET und SPECT die Applikation von radioaktiven Stoffen, deren Zerfall detektiert und

damit das Bild generiert wird.®®

Die Entwicklung der auf Radioaktivitat basierten molekularen Bildgebung geht auf das
Tracer-Prinzip von George de Hevesy zurlick. Fur ,seine Arbeit zur Benutzung von
Isotopen als Tracer in chemischen Prozessen® erhielt er 1943 den Nobelpreis fir
Chemie.®® Das Tracer-Prinzip beschreibt den Einsatz von radioaktiv markierten
Substanzen, die der Struktur von natirlichen Molekilen gleichen. Aufgrund der
eingesetzten radioaktiven Isotope kdnnen die Bioverteilung oder die zu untersuchenden
biologischen Stoffwechselwege nachvollzogen werden. Da die Stoffmengen der
eingesetzten Tracer vernachlassigbar gering sind, wird der Stoffwechselweg nicht
beeinflusst, sondern nur durch die Detektion der emittierten Strahlung verbildlicht. Man
unterscheidet dabei zwischen isotopen Tracern und Analogtracern. Bei isotopen Tracern
ist das radioaktiv markierte Molekil chemisch identisch zu dem urspriinglich zu
untersuchenden Biomolekul. Ein inaktives Atom wird aber durch ein radioaktives Isotop
ersetzt. Analogtracer unterscheiden sich in ihrer Struktur vom Originalmolekil aufgrund
der Einflhrung des Radioisotops, wodurch die physiologischen Eigenschaften veréndert
sein konnen. Aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und nicht-limitierten Untersuchungstiefe
haben nuklearmedizinische Bildgebungsverfahren wie PET und SPECT in der

Arzneistoffentwicklung zunehmende Bedeutung.
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Die Positronen-Emissions-Tomographie ist eine nuklearmedizinische, nicht-invasive
Technik zur quantitativen, dreidimensionalen und zeitlich aufgeldsten Bildgebung. Dazu
wird ein biologisch aktives Molekil mit einem Positronen-emittierenden Radioisotop
markiert und damit biochemische Prozesse bzw. die Bioverteilung in vivo gemessen und
verbildlicht. Hierfur werden nur minimale Stoffmengen (Picomol) des Radiopharmakons
benotigt, die die Pharmakologie nicht beeintrachtigen, sondern nur abbilden (vgl. Tracer-
Prinzip S. 14). Die pathologischen Verénderungen konnen mit Hilfe der Positronen-
Emissions-Tomographie schon vor der morphologischen Veranderung detektiert werden
und erlauben damit eine wesentlich frihere Diagnostik und Kontrolle des
Krankheitsverlaufes.%®"°

Fur die Anwendung in der PET werden Positronenemitter, also neutronenarme bzw.
protonenreiche Nuklide, benétigt. Diese neutronenarmen Kerne stabilisieren sich durch
die Umwandlung eines Protons in ein Neutron unter der Emission eines Positrons (B*
oder €*) und eines Elektronneutrinos (ve). Das Positron ist das Antiteilchen des Elektrons,
besitzt die gleiche Masse und den gleichen Spin, aber die entgegengesetzte Ladung
(positiv) und erhielt seinen Namen vom ,,positiven Elektron“. Aufgrund des Gewinns an
Bindungsenergie der Nukleonen (Protonen und Neutronen) wird zusétzlich zum Positron

und Elektronneutrino noch Energie Q frei.”* "3

OXn = 724 YN+ + BT+ Ve +Q (1)
ipt - in+ B+ v, (2)

Abbildung 8: B*-Umwandlung auf Nuklid- (1) und Nukleonenebene (2).

Nachdem das Positron emittiert wurde, hat das Tochternuklid eine um eins kleinere
Ordnungszahl Z. Um die Ladung des Atoms auszugleichen, muss ein Hullenelektron
abgestoRen werden. Damit die p*-Umwandlung stattfinden kann, muss das Tochternuklid
mindestens zwei Elektronenmassen leichter sein als das Mutternuklid. Nur unter dieser
Bedingung kann die B"-Umwandlung stattfinden, ansonsten erfolgt die
Konkurrenzreaktion, der Elektroneneinfang (engl. electron capture: EC oder g).”

Die emittierten Positronen weisen ein kontinuierliches Spektrum an Energie, bis hin zu
einer Maximalenergie, auf. Sie konnen entsprechend ihrer kinetischen Energie eine
gewisse Reichweite im Gewebe zurlicklegen und verlieren dabei aufgrund von
(un-)elastischen StoRen und Streuungen ihre Energie. Durch den Verlust an kinetischer
Energie nimmt die Wahrscheinlichkeit der Annihilation zu. Dabei treffen das Positron
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und sein Antiteilchen, das Elektron, aufeinander und rekombinieren. Die entstandene
Vernichtungsstrahlung besteht aus zwei 511 keVV Gammastrahlen, die im 180° Winkel
zueinander ausgesandt werden, um die Impulserhaltung zu gewéhrleisten (vgl. Abbildung
9). Die Energie der y-Strahlen entspricht nach E=m c? der Ruhemasse der beiden
Partikel. Die Koinzidenzmessung dieser Vernichtungsstrahlung ist die Basis zur
Bildgebung mittels PET.

180’

Annihilation \ -
, /E 511 keV
e 1
/ B+

E,: 511 keV
Strecke ~ E(*)

e
B*-Umwandlung

18 18
QF 80

Abbildung 9: Prinzip der Annihilation nach Umwandlung von Fluor-18 in Sauerstoff-18 unter
Positronenemission.

Es besteht zu etwa einem Drittel die Mdglichkeit, dass keine direkte Annihilation erfolgt,
sondern eine extrem kurzlebige Spezies mit einer mittleren Lebensdauer von ca. 10%0s,
das Positronium (Ps), entsteht. Dabei handelt es sich um ein wasserstoffahnliches
exotisches Atom, das in zwei Zustdnden vorliegen kann: Das para-Positronium
(Singulett) mit entgegengesetzten Spins von Positron und Elektron oder das ortho-
Positronium (Triplett) mit parallelen Spins. Wahrend das para-Positronium ebenfalls in
zwei entgegengesetzten 511 keV y-Strahlen zerfallt, bilden sich beim ortho-Positronium
drei y-Quanten, deren Gesamtenergie 1022 keV betrégt, welche sich auf die einzelnen
Photonen verteilt. Die Wahrscheinlichkeit des Zerfalls unter Ausbildung von drei
y-Quanten liegt aufgrund von Umwandlungsprozessen von ortho-Ps in para-Ps bei < 1%.

Die von den Positronen im Gewebe zurlickgelegte Strecke ist proportional zu ihrer
kinetischen Energie und dies bedeutet gleichzeitig, dass der Ort der Annihilation
auferhalb des Kerns liegt. Da mittels PET aber der Ort der Annihilation und nicht der Ort
des radioaktiven Nukleus bestimmt wird, ergibt sich eine gewisse Ortliche Unschérfe. Je
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hoher die initiale Kinetische Energie eines Positrons ist, desto schlechter wird also die
Aufldsung. Zusatzlich limitierend wirkt, dass nicht alle emittierten Photonenpaare genau
im 180°-Winkel ausgesendet werden. Aufgrund von vorhandenem Restimpuls des
Positrons oder Elektrons kann sich der Winkel verschieben. Durch diese beiden Effekte
ist ein unteres physikalisches Limit der drtlichen Auflésung in der Positronen-Emissions-

Tomographie definiert.”*"

In Tabelle 2 sind einige wichtige PET-Nuklide und deren Halbwertszeit (t12) mit der
jeweiligen Haufigkeit an B"-Umwandlungen und der maximalen Energie der Positronen
aufgefuhrt. Des Weiteren ist die maximale Reichweite in Wasser angegeben, die einen
ungefahren Eindruck der Tiefe der Gewebepenetration der Positronen liefert, wobei
unterschiedliche Gewebstypen naturlich verschiedene Dichten und damit verschiedene
Reichweiten aufweisen. Die Kernreaktionen der haufigsten Produktionswege sind

ebenfalls dargestellt.

Tabelle 2:  Uberblick einiger wichtiger Positronenemitter in der PET.

. Umwandlungsart max. Reichweite .
Nuklid ti2 [Hanlgkelt %] Eﬁ+,max in H,0 Produktion
11 : B+ 99,8 1°B(d,n)“C
C 20,30 min EC 0.2 0,96 MeV 3,8 mm 1N (p,a)LC
. 12C(d,n)*N
13 + ,
N 9,96 min B 100 | 1,19 MeV 5,0 mm 150(p,a)*N
. 14 15
50 | 2,03min Ec 98'? 1,73 MeV 7,6 mm 1smgg’zgﬁg
BF | 109,65 min Ec 92'? 0,63 MeV 2,2 mm 180(p,n)EF
68, i B+ 8911 68 68
Ga 67,71 min EC 10.9 1,90 MeV 13,6 mm Ge/**Ga-Generator
72 B 87,8 2Ge(p,n)"?As
As 1,1d EC 122 1,12 MeV 4,8 mm 2Ge(d,2n)2As
* 66,5 5Se(p,n)"eBr
7GBr 16,7 h EC 33 5 3,60 MEV 15,5 mm 75AS(3|(_|pe,?2n)7eBr
86 B+ 31:4 86 86
Y 14,7 h EC 68.6 1,18 MeV 5,3 mm Sr(p,n)%Y
124 B+ 2310 124 124
| 4,17d EC 770 2,14 MeV 9,7 mm Te(p,n)*
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Werden die beiden 511 keV Photonen der Vernichtungsstrahlung durch zwei
gegenuiberliegende Detektoren innerhalb eines sehr Kkleinen Zeitfensters (wenige
Nanosekunden) detektiert, spricht man dabei von Koinzidenzmessung (vgl. Abbildung
10).

N
—1

Detektorring

511 keV

D 511 keV

=
©

Abbildung 10: Prinzip der Koinzidenzmessung zweier 511 keV y-Quanten in der Positronen-Emissions-
Tomographie.

Aus der Detektion der Gammastrahlen ergibt sich eine Verbindungslinie, auf der der Ort
der Annihilation liegt. Typischerweise sind die Detektoren ringformig als Vollring-
Blockdetektoren um das zu untersuchende Objekt angeordnet und fungieren als Einzel-
Event-Detektoren. Liegen die gemessenen Events im Koinzidenzzeitfenster, werden sie
als solche erkannt und gespeichert. Die dreidimensionale Darstellung der
Aktivitatsverteilung wird durch Rekonstruktionsverfahren bewerkstelligt, die sich auf
Daten aus unterschiedlichen Blickwinkeln beziehen. Es gibt drei verschiedene
Koinzidenzfélle:

— I
wahre Koinzidenz: ’\@\*
— T
- I
gestreute Koinzidenz: ’\@/'
L— T

zufillige Koinzidenz:

Abbildung 11: Schematische Darstellung drei verschiedener Koinzidenzfalle.
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Die wahre Koinzidenz tritt auf, wenn die beiden y-Quanten von einer einzelnen
Annihilation ohne Streuung detektiert werden. Die gestreute Koinzidenz ist auch eine
wahre Koinzidenz, jedoch wird eins der beiden (oder beide) Photonen vor der Detektion
durch den Compton-Effekt gestreut. Zuféallige Koinzidenz findet dann statt, wenn
innerhalb des Koinzidenzzeitfensters jeweils ein y-Quant aus zwei verschiedenen
Annihilationen detektiert wird (vgl. Abbildung 11). Diese zufalligen Koinzidenzfélle sind
allerdings statistisch tber die Zeit verteilt und nur solche, die innerhalb des definierten
Zeitfensters liegen, verfalschen die Messergebnisse.”” Um eine Schwachungskorrektur
durchfihren zu koénnen, wird neben der Emissionsmessung auch eine
Transmissionsmessung des Patienten durchgefihrt. Dabei rotiert eine Punkt- oder
Linienquelle, die Photonen einer Energie von 511 keV emittiert, um den zu
untersuchenden Korper. Durch den Vergleich mit einer Transmissionsmessung ohne
Patient kann die Absorption der y-Quanten im Korper bestimmt und bei der

Rekonstruktion zur Schwéchungskorrektur benutzt werden.”

Gegenwaértig werden typischerweise Detektoren aus Szintillationskristallen (BGO:
Bismutgermanat, GSO: Germaniumorthosilikat, LSO: Lutetiumorthosilikat) in
Kombination mit Photomultipliern verwendet. Das Szintillatormaterial ist verantwortlich
fiir die Umwandlung der ionisierenden Energie der 511 keV y-Quanten in Licht, das dann
vom Photomultiplier detektiert und verstarkt wird. Wichtig fir die Detektorsensitivitat ist
die Abschwachungseffizienz des Szintillationskristalls. Die Energieauflosung des
Detektors wird Uber die Lichtausbeute des Szintillators definiert und die Lebensdauer des
Fluoreszenziibergangs beeinflusst die Z&hlrate des Detektors. Diese drei physikalischen
Eigenschaften sind am wichtigsten fiir die Leistungsfahigkeit eines PET-Detektors.”
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1.3 Strategien zur Radiomarkierung mittels Fluor-18

Aufgrund seiner nuklearen und chemischen Eigenschaften ist Fluor-18 ein nahezu ideales
Positronen-emittierendes Radionuklid. Es wird normalerweise am Zyklotron (ber die
Kernreaktionen 20(p,n)!8F oder 2°Ne(d,a)'®F hergestellt. Die Halbwertszeit von
109,7 min erlaubt mehrstufige Radiosynthesen sowie die Bildgebung mittels PET Uber
mehrere Stunden. Die Radiopharmaka konnen aufgrund der Halbwertszeit von knapp
zwei Stunden an nuklearmedizinische Einrichtungen oder Kliniken geliefert werden, falls
kein Zyklotron vorhanden ist. Durch die fur einen Positronenemitter niedere maximale
Positronenenergie von 635 keV ist die Strahlendosis im Gewebe, verglichen mit anderen
diagnostischen Nukliden, klein. Die niedere Energie und damit kurze Reichweite im
Gewebe ermdglicht eine hohe raumliche Aufldsung in der Bildgebung. Ebenfalls ist der
Anteil an B"-Umwandlung mit 96,9 % sehr hoch (vgl. Tabelle 2, S. 17). Die
Radiomarkierung organischer Verbindungen mit Fluor-18 kann nukleophil Gber [*®F]F
oder elektrophil mittels molekularem [*®F]F, erfolgen und bietet aufgrund der
verschiedenen Markierungsstrategien ein breites Anwendungsfeld. Oftmals wird aufgrund
der dhnlichen Van-der-Waals-Radien ein Fluor-Wasserstoff-Austausch oder aufgrund der
vergleichbaren Bindungslangen und Elektronegativititen ein Fluor-Hydroxy-Austausch
durchgefiihrt.&

1.3.1 Direkte nukleophile ¥F-Radiomarkierung

Die am héufigsten durchgefiihrte direkte *8F-Radiomarkierung ist die aromatische und
aliphatische nukleophile Substitution mit [*®F]F. Ausgehend von [*®F]Fluorid ohne
zugesetztem Trager (no carrier added, n.c.a.) bietet sich die Mdglichkeit Tracer mit hohen
spezifischen  Aktivitdten zu synthetisieren. Das nach der Bestrahlung von
hochangereichertem [*®O]H.0 in Wasser vorliegende [*®F]F ist aufgrund seiner hohen
Ladungsdichte von einer Hydrathllle umgeben und wegen seiner hohen Basizitét tendiert
es zur [*®F]HF-Bildung. Des Weiteren zeigt n.c.a. [*®F]F bevorzugt Adhasion oder
Absorption an Wénden von Reaktionsgefalen. Daher muss die Nukleophilie und
Loslichkeit des Fluoridions erhoht und die Bildung von Fluorwasserstoff vermieden
werden. Durch das Entfernen des Wassers und das Benutzen von dipolaren aprotischen
Losemitteln (MeCN, DMSO, DMF,...) wird die Protonierung vermindert und somit mehr
Fluorid fir die Reaktion zur Verfligung gestellt. Die Reaktivitat und Loslichkeit wird

durch Verwendung von grofRen und weichen Kationen wie Rb* oder Cs* erhoht. Die
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Anwendung von Kryptaten mit Kaliumionen (Kryptofix 2.2.2) oder Tetrabutyl-
ammoniumsalzen als Phasentransferkatalysatoren sind weit verbreitete Methoden zur
Erhohung der Nukleophilie durch die Présentation eines ,,nackten® Fluoridanions.
Nukleophile Radiofluorierungen von aliphatischen Verbindungen laufen tber den Sn2-
Mechanismus ab. Dabei werden oftmals Halogene (Brom, lod) oder Sulfonsdureester
(Tosylate, Mesylate, Triflate) synthetisch als Abgangsgruppen in die Vorlaufermolekiile
eingefiinhrt.8°

Das mit Abstand meisteingesetzte PET-Radiopharmakon ist 2-Desoxy-2-[*®F]fluoro-D-
glukose ([*®F]JFDG), mit dem der regionale Glukosemetabolismus gemessen werden

kann.

OAc
*ﬁw} i ’ﬁq/ ﬁk
-0 AcO
AcO
AcO OAc MeCN AcO

Abbildung 12: Darstellung von 2-Desoxy-2-[*®F]fluoro-D-glukose ([*®F]FDG).8

Aufgrund der hohen Stabilitat der ®F-Aryl-Bindung wird die nukleophile aromatische
Substitution zur Einfuhrung von Fluor-18 in Radiopharmaka mit elektronendefizitaren
aromatischen Systemen verwendet. Zusétzlich zur Abgangsgruppe (z.B. NO, F, CI, Br, I,
(CH3)sN™, (CH3)2S™) sollte in der ortho- oder para-Position dazu eine aktivierende Gruppe
(z.B. CN, CHO, COR, COOR, NO3) vorhanden sein, um hohe radiochemische Ausbeuten
zu erzielen.®

Zur scheinbar widerspruchlichen nukleophilen Fluorierung elektronenreicher Aromaten
kdnnen substituierte Diaryliodoniumsalze als Markierungsvorlaufer eingesetzt werden,

die neben den iodierten Nebenprodukten die ®F-markierten Arene ergeben.®

1.3.2 Indirekte ®F-Radiomarkierung

Die direkte Markierung von Vorlaufermolekiilen mit [*®F]Fluorid ist nicht immer méglich
oder einfach zugénglich. Die Griinde daflr kénnen in der Basen- oder Temperaturlabilitat
der Markierungsvorléufer liegen, da direkte Fluorierungen oftmals unter harschen
Bedingungen stattfinden. Des Weiteren kdnnen mehrere funktionelle Gruppen oder
komplexe Molekile (wie z.B. polymere Systeme) hinderlich bei der Direktmarkierung

sein. In diesen Féallen kann auf die Radiomarkierung mittels prosthetischer Gruppen (sog.
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Synthons) zuriickgegriffen werden. Dabei handelt es sich um kleine Molekiile, die unter
den Bedingungen der Direktmarkierung gut zu fluorieren sind. In einem zweiten
Reaktionsschritt, der mildere Bedingungen erlaubt, wird das Synthon mit der eigentlich
zu untersuchenden Verbindung zur Reaktion gebracht.

Radiomarkierungen generell und im Besonderen die Synthese von radiofluorierten
Verbindungen stellen aufgrund der geringen eingesetzten Stoffmenge sowie der
besonderen Chemie des Fluors spezielle Anspriche an die Reaktionsfiihrung. Die
Zielsetzung ist es dabei immer, das Radionuklid so spat wie moglich in das zu
markierende Molekul einzubringen und wenn mehrstufige Radiosynthesen nicht

vermieden werden kdnnen, diese so schnell und effizient wie méglich durchzufihren.

Ein Beispiel dieser vielseitigen und mannigfaltigen prosthetischen Gruppen ist das
[®F]Fluorethyltosylat  ([*®F]FETos) zur Einfilhrung von Fluorethylgruppen in
Verbindungen mit Amin-, Thiol- oder Hydroxy-Gruppen (vgl. Abbildung 13). Es kann in
automatisierten Synthesen hergestellt und mittels HPLC oder
Festphasenextraktionskartuschen aufgereinigt werden (vgl. auch Kapitel 3.4.1.2).
Alternative 1,2-disubstituierte Edukte zur Einfiihrung einer [®F]Fluorethylgruppe sind

die Dibrom- oder Dimesylderivate.&

0
[K ¢ K2.2.2]* 18F 18g NN Nu-

Nu
Toso/\/OTOS - OII \©\ N /\/
MeCN

Abbildung 13: Beispiel zur [*®F]Fluorethylierung einer nukleophilen Gruppe mittels [*8F]FETos.

Kolb, Finn und Sharpless definierten 2001 den Ausdruck der ,,Click“~-Chemie. Dabei soll
es sich um die heteroatomverbriickte Verknlipfung (C-X-C) zweier Verbindungen mit
breiter Anwendung und sehr hohen Ausbeuten handeln. Die Reaktionen sollen
stereospezifisch sein und unter milden Reaktionsbedingungen mit idealerweise leicht
erhéltlichen Edukten ablaufen sowie in Produkten resultieren, die unter physiologischen
Bedingungen stabil sind. Eventuell anfallende Nebenprodukte sollen nicht stérend sein
und auch die Produktisolierung soll einfach vonstattengehen.®

Unter Ligationsmethoden dieses Typs fallt auch die auf der Huisgen 1,3-dipolaren
Cycloaddition basierende, kupferkatalysierte 1,2,3-Triazolbildung von Alkinen mit
Aziden (CuAAC: kupferkatalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition). Wahrend die thermische
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Addition ein Gemisch aus 1,4- und 1,5-Addukten ergibt, liegt bei der Cu(l)-katalysierten
Cycloaddition die Regioselektivitat alleine auf Seiten des 1,4-Regioisomers und die
Reaktionsrate ist bis zu 10’-fach erhoht (vgl. Abbildung 14).848°

NN R4
N_. _R R—e= —» + N
2wt R I§( )%/
R, R
(1 (2)

Abbildung 14: Thermische 1,3-dipolare Cycloaddition von Alkinen mit terminalen Aziden zu
disubstituierten 1,2,3-Triazolen, (1): 1,4-Regioisomer, (2): 1,5-Regioisomer.

Um den Kupfer(l)-Katalysator zur Verfligung zu stellen, besteht die Moglichkeit, direkt
Cu(l)-Salze (z.B. Cul) einzusetzen oder diese in situ durch Reduktion von Cu(ll) (z.B.
CuSOs4 mit  Natriumascorbat), Oxidation von elementarem Cu(0) oder
Komproportionierung von Cu(0) und Cu(ll) darzustellen. Die Hauptvorteile der in situ-
Methode liegen in der Toleranz gegentiber sauerstoffhaltiger Atmosphare und der
Maoglichkeit der Verwendung von wassrigen Losemittelsystemen. Zur Radiomarkierung
mittels prosthetischer Gruppen bietet die CUAAC vielseitige Mdglichkeiten, insbesondere
auch mit Fluor-18, das wahlweise an der Alkin- oder Azidkomponente gebunden sein
kann (vgl. auch Kapitel 3.4.1.1).868

Eine weitere Moglichkeit der Konjugation mittels Click-Chemie ist die kupferfreie,
ringspannungsgetriebene Cycloaddition von Cyclooctinderivaten mit Aziden (SPAAC:
spannungsvermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition, vgl. Abbildung 15). Der Vorteil in
Hinsicht auf biologische Anwendungen liegt darin, dass kein zytotoxisches Kupfer in der
Reaktionsldsung vorliegt. Die Abtrennung davon ertibrigt sich damit.

N N
N7 “n-Ri Ri~N” N

. — —
N_ _R
N -Ri + — +
R

2
Ra Ra

Abbildung 15: Beispielhafte Darstellung von ringspannungsvermittelter 1,3-dipolarer Cycloaddition.

Zur Erhohung der Reaktionsrate wurde das Cyclooctin auf verschiedene Art und Weise
derivatisiert. Populdr ist das Dibenzocyclooctin (DIBO) oder Derivate der zweiten
Generation, wie das in der ortho-Position zur Dreifachbindung doppelt fluorierte DIFO
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(Difluorocyclooctin). Die hohe Lipophilie und der sterische Anspruch der DIBO-
Verbindungen, bzw. der hohe synthetische Aufwand der DIFO-Derivate sind nicht zu
vernachldssigende Nachteile. Bicyclo[6.1.0]noninderivate (BCN, vgl. auch Kapitel 3.3.2)
vereinen exzellente Reaktionsraten mit einer einfachen Synthese und geringer Lipophilie
und sind aufgrund dessen fur die Radiomarkierung mittels Fluor-18 tragender

prosthetischer Gruppen sehr gut geeignet.88:8
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Das Interesse an Wirkstofftransportsystemen (engl. drug delivery systems, DDS) ist ein
wichtiges und stetig wachsendes Feld in der medizinischen Anwendung. Zwei sich bereits
in der Anwendung befindende DDS sind Liposomen und Polymere. Wahrend in
Liposomen hydrophile  Substanzen im Inneren und hydrophobe in der
Lipiddoppelmembran eingelagert werden kénnen, bieten Polymere die Mdglichkeit eines
kovalent gebundenen Polymer-Wirkstoff-Konjugates. Es besteht bei mizellenbildenden
Polymeren aber auch die Madoglichkeit, Wirkstoffe aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen im Mizellenkern einzulagern. Um das pharmakodynamische
Verhalten solcher Systeme in vivo zu untersuchen, ist die funktionelle Bildgebung mittels
Positronen-Emissions-Tomographie  aullerordentlich  geeignet. Mit Hilfe dieses
bildgebenden Verfahrens besteht die Mdoglichkeit die Auswirkungen von strukturellen
Verénderungen der Wirkstofftransportsysteme auf die Bioverteilung direkt zu evaluieren

und somit angestrebte Weiterentwicklungen zu verfolgen.

Der groRte Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung und Optimierung von
8E-Click-Radiomarkierungen von zwei Polyether-funktionalisierten  Cholesterol-
derivaten. Weiterhin wurde eine Direktmarkierung von Cholesterol mit Fluor-18
entwickelt und diese drei Systeme wurden invivo mittels Positronen-Emissions-
Tomographie hinsichtlich ihrer Bioverteilung an gesunden Mausen untersucht. Ebenfalls
wurden ex vivo-Biodistributionsstudien durchgefiihrt. Zusatzlich wurden diese drei
Verbindungen in die Doppelmembranen von Liposomen eingebunden und jedes der drei
liposomalen Systeme wurde ebenfalls in Tierstudien evaluiert. Die detaillierte Zielsetzung
des ersten und grofiten Teils der hier vorliegenden Arbeit ist in Kapitel 2.1 n&her
dargelegt.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Fluor-18-Radiomarkierung von
HPMA-basierten Polymeren. Untersucht wurden 1,3-dipolare Cycloadditionsreaktionen
an verschieden funktionalisierten Polymeren zweier unterschiedlicher GréRen. Die
Reaktionen wurden unter Kupferkatalyse bzw. ringspannungsgetrieben durchgefiihrt.

Eine vertiefende Darlegung der Zielsetzung befindet sich in Kapitel 2.2.
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2.1 8F-Radiomarkierung von Cholesterol und Polyether-funktionalisierten

Cholesterolderivaten zur in vivo-Evaluierung

Die PEGylierung von Liposomen ist ein weit verbreitetes und gut untersuchtes Verfahren,
um die Blutzirkulationszeit von Vesikeln zu erhéhen (vgl. Kapitel 1.1.1). Das zumeist
verwendete methoxyPEG (mPEG) tragt als Endgruppe eine Methoxyfunktion und weist
aufgrund seiner linearen Struktur keine weiteren funktionellen Gruppen auf. Dieser
Nachteil ist bei hyperverzweigten Polyethern, wie dem hier untersuchten
Ch-PEG30-hbPG24, aufgrund der vielen zur Verfligung stehenden Hydroxylgruppen
aufgehoben. Somit wird eine Derivatisierung ermdglicht, um z.B. Zielstrukturen oder ein
Radiolabel anzubringen. Weiterhin sind die Hydrophilie und der sterische Anspruch
durch diese hyperverzweigten Polyglycerole im Vergleich zu linearem PEG erhoht. Zu
untersuchen ist hierbei, ob sich neben dem Vorteil der Multifunktionalitdt auch die
bekannte Stabilisierung und Abschirmung bei den hyperverzweigten Polyethern zeigt.
Vor allem ist aber das pharmakokinetische Verhalten des Polymers an sich interessant, da
es sich um eine neuartige, noch nicht in vivo untersuchte, Struktur handelt.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist demnach die Untersuchung des hyperverzweigten
Polyglycerolpolymers invivo mittels Positronen-Emissions-Tomographie und ex vivo
durch Biodistributionsstudien an Mausen. Der Vergleich mit bekannten Strukturen, wie
dem linearen, cholesterolverankerten PEG-Derivat Ch-PEG.7, soll anschlie3end erfolgen.
Dazu bedarf es einer radioaktiven Markierungsstrategie fiir beide Strukturen. Von Vorteil
ist eine Polyether-dhnliche Struktur des radioaktiven Labels, da diese der Struktur des
Polymers entspricht und somit nur einen unwesentlichen Einfluss austiben sollte. Dafiir
bietet sich das Radionuklid Fluor-18 mit seinen aullergewdhnlichen physikalischen
Eigenschaften und dem Vorteil der kovalenten Anbindung an. Es wird somit keine
Ladung, wie z.B. bei den meisten chelatisierten Radiometallen, eingebracht, welche die
Bioverteilung beeinflussen wiirde. Die Halbwertszeit des *F liegt mit 109,7 min in einem
Bereich, der auch mehrstufige und langere Synthesen erlaubt und der Anteil an p*-Zerfall
ist mit 97% sehr hoch. Um eine mdglichst schnelle und quantitative Umsetzung zu
erreichen, soll die Fokussierung auf die kupferkatalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition von
Alkinen mit Aziden erfolgen. Dazu werden die beiden Polymere Ch-PEG27 und
Ch-PEG30-hbPG24 mit einer Alkingruppe zu Ch-PEG27-CH>-C=CH (a) und Ch-PEGazo-
hbPG24-CH,-C=CH (b) funktionalisiert. Um die Fluor-18-Radiomarkierungen
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durchzufithren, wird die prosthetische Gruppe ®F-TEG-N; (6) verwendet und unter
Triazolbildung an die Polymere ,,geklickt*.

Die daraus resultierenden Markierungsprodukte 8F-a und 8F-b werden in Wildtyp-
Méusen mittels PET und Biodistribution auf ihre Pharmakokinetik hin untersucht. Nach
dem Erhalt dieser Ergebnisse werden 8F-a und 8F-b in Liposomendoppelmembranen
eingelagert, um die abschirmenden Eigenschaften gegeniberstellen zu kénnen.

Um diese sterisch stabilisierten Liposomen mit konventionellen Liposomen in einen
Kontext setzen zu konnen, soll eine Fluor-18-Radiomarkierung von Cholesterol als
universelles Markierungstool fur liposomale Strukturen entwickelt werden. Das
radioaktive Cholesterol soll separat, sowie in Liposomen eingebunden, in Mausen
untersucht werden, um abschliel}end einen systematischen Vergleich anstellen zu kdnnen.

In Abbildung 16 ist das konzeptionelle Design der drei verschiedenen

Liposomenformulierungen gezeigt. Wahrend die sterisch stabilisierten Liposomen im
oberen Teil (links: Ch-PEGszo-hbPG24-CH»-C=CH (b); rechts: Ch-PEG,7-CH>-C=CH (a))
dargestellt sind, ist das konventionelle Liposom ohne abschirmendes Polymer im unteren
Drittel der Grafik verbildlicht. Die einzelnen Verbindungen (Cholesterol, Ch-PEG27-CHo-
C=CH (a) und Ch-PEG30-hbPG24-CH>-C=CH (b)) zur radioaktiven Markierung sind in

der Legende schematisch aufgefiihrt.

Cholesterol

-

Ch-PEG,,-CH,-C=CH
(a)

Ch-PEG,,-hbPG, -CH,-C=CH
(b)

vy Radiomarkierung

Abbildung 16: Konzeptionelles Design der drei Liposomenformulierungen mit drei verschiedenen Lipiden:
Cholesterol, lineares Polyethylenglykol mit Cholesterolanker (Ch-PEG2;-CH,-C=CH, a)
und cholesterolverankerte linear-hyperverzweigte Polyether (Ch-PEG3o-hbPG24-CHo-
C=CH, b); alle drei Lipide wurden mit Fluor-18 radiomarkiert; zwecks Ubersicht sind
Polymerketten oder Radiomarkierungen nicht im Inneren des Liposoms gezeigt und nicht
mafstabsgetreu gezeichnet.
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2.2 8F-Radiomarkierung von HPMA-basierten Polymeren mittels CUAAC und
SPAAC

In der medizinischen Anwendung zeigen auf HPMA basierende polymere Systeme ein
vielversprechendes Verhalten als Wirkstofftransportsysteme. In einigen Vorarbeiten
wurde verschiedenartiges pHPMA (Homopolymere, statistische Copolymere und
Blockcopolymere) mit Fluor-18 radiomarkiert und invivo auf ihre Struktur-
Wirkungsbeziehungen hin untersucht. Es wurden jeweils nieder- und héhermolekulare
Polymere, die unter und Uber der renalen Ausscheidungsgrenze liegen, mittels PET
erforscht. Darunter waren auch erste Markierungsstudien von alkinfunktionalisierten,
niedermolekularen Homopolymeren (Mw: 12 kDa), die mittels kupferkatalysierter 1,3-
dipolarer Cycloaddition mit Fluor-18 radiomarkiert wurden. Im Vergleich mit zuvor
durchgefuhrten Untersuchungen an tyraminfunktionalisierten HPMA-Polymeren, die
mittels [*8F]FETos markiert wurden, zeigten sich in PET-Studien Unterschiede in der
Bioverteilung aufgrund der Markierungsmethode.*°

Um diesen Umstand ndher zu untersuchen, wird die Fluor-18-Radiomarkierung mittels
kupferkatalysierter Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC) auf ein hohermolekulares
Homopolymer (Mw: 60 kDa) ausgeweitet. Zusatzlich dazu werden nieder- und
hohermolekulare  HPMA-Homopolymere, die mit einem  Cyclooctinderivat
(Bicyclononin, BCN) umgesetzt werden, durch ringspannungsgetriebene Cycloaddition
(SPAAC) radiomarkiert.

In spateren Tierversuchsstudien an tumortragenden Ratten sollen die mittels CUAAC und
SPAAC radiomarkierten nieder- und héhermolekularen HPMA-Homopolymere mit den
bereits evaluierten [*®F]FETos markierten Polymeren verglichen werden. Dabei soll ein
besonderes Augenmerk auf eventuelle Unterschiede in der Bioverteilung und
Tumoranreicherung aufgrund der verschiedenartigen Markierungsstrategien gelegt

werden.
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3. Experimentalteil

3.1 Reagenzien und Gerateausstattung

Alle Reagenzien und Lésemittel wurden, falls nicht anders deklariert, von Acros oder
Sigma-Aldrich erworben und ohne weitere Verarbeitung eingesetzt. Trockene Losemittel
wurden Uber Molekularsieben gelagert. Deuterierte Losemittel wurden von Deutero,
absolutes Ethanol von Merck bezogen. Vorgefertigte Trockengemische zur Herstellung
von PBS Pufferlésung wurden von Thermo Scientific erworben. DOPC, der Mini-
Extruder, die Polycarbonatmembranen und Filter wurden bei Avanti Polar Lipids gekauft.
Fluor-18 wurde in ®O-angereichertem Targetwasser vom Institut fir Radiologie des
Universitatsklinikums Tibingen geliefert.

IH NMR Spektren (300 MHz und 400 MHz) wurden an einem Bruker AC300 oder
Bruker AMX400, '°FNMR Spektren (400 MHz) an einem Bruker DRX-400
aufgenommen. Alle Spektren beziehen sich auf interne Referenzen, die von verbliebenen
Protonensignalen der deuterierten Losemittel stammen.

Die ESI-Massenspektren wurden mit einer QTof Ultima 3-Micromass von Waters und die
FD-Massenspektren mit einem MAT95-Spektrometer von Finnigan aufgenommen.

Fur die Radiosynthesen wurde ein Merck LaChrom HPLC System welches ein Interface
D-7000, programmierbarem Autosampler L-7250, Pumpe L-7100 (2x), UV Detektor
L-7400, Séulenofen L-3000 mit manuellem Rheodyne-Ventil und Gabi Star (Raytest) zur
Aktivitdtsmessung beinhaltet, verwendet. Radio-DCs wurden mittels Packard Instant
Imager analysiert. In exvivo-Studien wurden die Fluor-18 Aktivitdten in einem
automatisierten y-Counter (Perkin-Elmer 2470 Wizard?) bestimmt.

Die mikrowellengestiitzten Reaktionen wurden mit einer CEM Discover LabMate
Labormikrowelle ausgefiihrt.

Normalphasen-Diinnschichtchromatographien wurden auf Merck TLC silica gel 60 F254,
Umkehrphasen-Dunnschichtchromatographien auf Merck TLC silica gel 60 RP-18 F254s
durchgefihrt.

Das semiautomatische Modul zur Synthese der radiofluorierten prosthetischen Gruppen
beinhaltet ein mittels Peltier-Elementen geheiztes Reaktionsgefal mit Magnetrihrer,
Temperatursensor sowie Aktivitatsdetektor. Die Losemittel wurden unter Heliumstrom

entfernt und der Unterdruck wurde mit Hilfe eines Ventils automatisch geregelt. Die
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integrierte HPLC beinhaltete eine Knauer K-501 Pumpe, einen Knauer K-2501 UV-

Detektor und einen in Serie geschalteten Radiodetektor (Novo, Deutschland).
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3.2 Organische Synthesen
3.2.1 Methansulfonsaure 3p-cholesterylester (1)

“,

o

MeSO0,Cl
TEA, DCM ('s?"o
HO -~ 0

Methansulfonséure 3p-cholesterylester (1) wurde nach einer Vorschrift von Sun et al.
dargestellt.® Zu einer Lésung von 1g (2,6 mmol) Cholesterol in 15 mL trockenem
Dichlormethan bei 0 °C wurden 0,55 mL (3,88 mmol) abs. Triethylamin unter Rihren
zugegeben. AnschlieBend wurden 213 puL (2,72 mmol) Methansulfonylchlorid in 1 mL
DCM langsam zugegeben. Nach 30 min wurde das Eisbad entfernt und die
Reaktionsmischung fur weitere 16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde der Rickstand in 3mL DCM
aufgenommen, unter Zugabe von 15 mL MeOH ausgefallt und mittels Vakuumfiltration
gesammelt. Das Losemittel des Filtrats wurde noch einmal eingeengt und durch die
Aufnahme des Rohprodukts mit MeOH wurde eine zweite Fraktion an Produkt als
farbloser Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 0,871 g, 72 %

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 5,43 (m, 1H); 4,50 (m, 1H); 3,01 (s, 3H); 2,50 (m, 2H);
2,08-0,82 (m, 38H); 0,67 (s, 3H)

FD-MS: 464,4

3.2.2 3-Fluorocholest-5-en (2)

DAST
— >
DCM
HO F
2

Zu einer Loésung von 500 mg (1,29 mmol) Cholesterol in 10 mL trockenem DCM bei
5 °C wurde unter Rihren und inerter He-Atmosphére langsam 264 puL (2 mmol) DAST

(Diethylaminoschwefeltrifluorid) in 5 mL trockenem DCM zugegeben. Das Eisbad wurde
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nach 40 min entfernt und nach einer weiteren Stunde Reaktionszeit bei RT mit 10 mL
H2O gequencht. Nach zweimaligem Waschen der organischen Phase mit Wasser wurde
diese uber Na,SO4 getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Um 2
als weillen Feststoff zu gewinnen, wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch mit
n-Hexan als mobile Phase aufgereinigt.

Ausbeute: 249 mg, 50 %

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 5,40 (m, 1H); 4,50-4,26 (dm, 1H); 2,44 (t, 2H); 2,06-0,80
(m, 38H); 0,68 (s, 3H)

F NMR (400 MHz, CDCl3) & -168.91 (s)

FD-MS: 388,4

3.2.3 2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-4-p-toluolsulfonat (3)

@)
" 5 TEA, Ts-Cl % O g O~ on
\/\O/\/ \/\OH —_— \)
THF
3

Zu einer L6sung von 5 g (33,3 mmol, 2 4q.) Triethylenglykol in 30 mL trockenem THF
unter Inertgas wurde 3,53 g (34,9 mmol, 2,1 &q.) Triethylamin zugegeben. Unter Kiihlung
der Reaktionsldosung auf 0 °C wurde langsam unter Ruhren 3,16 g (16,65 mmol, 1 &q.)
p-Toluolsulfonséurechlorid in 10 mL THF zugegeben. Nach 16 h Reaktionszeit bei
Raumtemperatur wurde die Suspension vakuumfiltriert und das Loésemittel nach dem
Trocknen iber Na,SO4 am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdaulenchromatographische
Aufreinigung mit EA:MeOH (4:1) als mobile Phase ergab 3.

Ausbeute: 3,51 g, 69 %

H NMR (300 MHz, CDCls3) § 7,79 (m, 2H); 7,35 (m, 2H); 4,16 (m, 2H); 3,72-3,58 (m,
10H); 2,68 (s, 1H); 2,44 (s, 3H)

FD-MS: 609,5 [2M+1]; 913,3 [3M+1]
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3.2.4 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (4)

Q NaN
“s’o\/\o/\/o\/\OH aN3
% —_— Ng\/\o/\/o\/\OH
DMF
3 4

Zu einer Losung von 3,51 g (11,53 mmol, 1 dq.) 3 in 30 mL trockenem DMF wurde unter
Rihren in kleinen Portionen 1,87 g (28,83 mmol, 2,5 &q.) Natriumazid zugegeben. Nach
erfolgter Zugabe wurde die Reaktionslosung fir 16 h auf 160 °C erhitzt. Im Anschluss
wurde das Losemittel im Hochvakuumrotationsverdampfer entfernt und eine
saulenchromatographische Aufreinigung mit EA:MeOH (4:1) als mobile Phase
durchgefuhrt.

Ausbeute: 1,38 g, 68 %

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 3,72-3,58 (m, 10H); 3,36 (t, 2H); 2,68 (s, 1H)

FT-IR (cm™; liquid film): 3417 (-OH); 2871; 2108 (-Ns)

FD-MS: 198,5 [M+Na]*

3.2.5 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-4-p-toluolsulfonat (5)

O]
N o TEA, Ts-ClI NS/\/O\/\O/\/O~S'/
3\/\0/\/ \/\OH —_— 4

DCM © \©\
4 5

Zu einer Losung von 2,06 g (11,7 mmol) 4 in 10 mL Dichlormethan wurde unter Rihren
2,38 g (23,5 mmol) Triethylamin zugegeben. Wahrend der Kiihlung der Reaktionsldsung
auf 0 °C wurde 3,36 g (17,6 mmol) Tosylchlorid zugegeben und nach Erwdrmung auf
Raumtemperatur fur weitere 16 h geriihrt. Nach Zugabe von 15 mL Dichlormethan wurde
die organische Phase mit 15 mL HCI (3% in H20) und geséttigter Kochsalzlésung
extrahiert. Nach Trocknung tber Na;SOs wurde das DCM am Rotationsverdampfer
entfernt und 5 wurde als farbloses Ol nach saulenchromatographischer Aufreinigung mit
EA:nHex (1:2,5) als mobile Phase erhalten.
Ausbeute: 2,89 g, 75 %
H NMR (300 MHz, CDCls) § 7,79 (m, 2H); 7,35 (m, 2H); 4,16 (m, 2H); 3,70 (m, 2H);
3,64 (m, 2H); 3,60 (s, 4H); 3,36 (t, 2H); 2,44 (s, 3H)
FT-IR (cm™; liquid film): 2871, 2109 (-N3)
ESI-MS: 352,1 [M+Na]; 368,1 [M+K]
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3.3 Polymersynthesen
3.3.1 Cholesterol-basierte Polymere
3.3.1.1 Ch-PEG27-CH2-C=CH (a)

Die Synthesen der beiden Polymere Ch-PEG27-CH,-C=CH (a) und Ch-PEG30-hbPG24-
CH,-C=CH (b) (vgl. Abbildung 17) wurde von Frau Dr. Sophie Mauller aus dem

Arbeitskreis von Prof. Dr. Frey (Institut fiir Organische Chemie, Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz) durchgefiihrt.?®

Ch-PEG,, CH, C=CH (a):

1.) CsOH"H;O
Benzol, Vakuum
]

an A

NP ,[—\/()‘];/é

Ch-PEG,, tbPG,, CH, C=CH (b):

1.) CsOH"H0 é
Benzol, Vakuum _<()
e
o]
2 o cs*
OH

3)m D'{\’O 0157
L\\,r;)\roj Hj, m-1

o

OH

&,)\/D

g (\l\
1.) Dowex, MeOH, 40°C OH on s H
— . j/‘OH

2.) Diglyme, 24h,

o)
Iangs;me Monomerzugabe 0'{’\/0‘]./\[0\)\/0 OH ()f
n
LA _oH o ,\é) OH

kl/\ H HO.
3) BN J U’j’o
\/EO HO 0 OH O
Ho Ao, HO/\') H) OH

OH OH
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Abbildung 17: Syntheseschema der Polymere Ch-PEG27-CH2-C=CH (a) und Ch-PEG3o-hbPG24-CH-
C=CH (b), der hyperverzweigte Teil des Ch-PEG3zo-hbPG24-CH>-C=CH ist nicht
mafstabsgetreu gezeichnet.

Kurz zusammengefasst wurde Cholesterol (0,4 mg, 1,0 mmol), Casiumhydroxid
Monohydrat (148 mg, 0,88 mmol) und Benzol in einen Schlenkkolben gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fir 30 min bei Raumtemperatur gerthrt, um das

Césiumalkoxid (85 % Deprotonierungsgrad) zu generieren. Das Salz wurde unter
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Vakuum bei 90 °C fur 24 h getrocknet und anschlieRend mit trockenem THF via
Kryotransfer versetzt. Ethylenoxid (2,2 mL, 44 mmol) wurde zuerst in eine Messampulle
kryotransferiert und anschlieRend in den Schlenkkolben mit der Initiatorldsung Gberfuhrt.
Die Reaktionsmischung wurde nach Erreichen der Raumtemperatur auf 60 °C erhitzt und
die Polymerisation fur 12 h unter Vakuum durchgefiihrt. Nach dem Abkuhlen wurde der
Ansatz mit Propargylbromid (0,2 mL, 1,85 mmol) versetzt und fir weitere 12 h gertihrt.
Abschlielend wurde das Losemittel unter Vakuum entfernt und das Produkt in kaltem
Ether ausgefallt.

Ausbeute: ~ 70 %

'H NMR (400 MHz, CDClIs) § 5,32 (s, 1H); 4,20 (d, 2H); 3,80-3,40 (Polyether Rickgrat);
3,15 (s, 1H); 243 (t, 1H); 2,27-0,82 (CH;, CH Cholesterol); 0,66 (s, 3H)
Mn,nmr: 1600 g/mol; Mncec: 1500 g/mol

Mw/Mn: 1,13

cmc: 7,9 mg/L (Ringtensiometer)

Rn: 6,9 nm (dynamische Lichtstreuung)

3.3.1.2 Ch-PEGs0-hbPG2s-CH2-C=CH (b)

Das Polymer Ch-PEGazo-hbPG2s-CH2-C=CH (b) (vgl. Abbildung 17) wurde nach
Literaturvorschrift von Frau Dr. Sophie Muller synthetisiert und mit Propargylbromid
funktionalisiert.%2

Mnnmr: 3520 g/mol; M crc: 1550 g/mol

Das mittels GPC bestimmte Molekulargewicht (Mncrc) wird aufgrund der globuldren
Struktur des Molekiils und des damit einhergehenden hydrodynamischen Radius im
Vergleich zu den verwendeten PEG Standards unterschétzt.

cmc: 11,0 mg/L (Ringtensiometer)

Rn: 6,9 nm (dynamische Lichtstreuung)
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3.3.2 HPMA-basierte Polymere

Die Synthesen der Polymere c, d, e und f (vgl. Abbildung 18) wurden von Frau Dipl.-
Chem. Annette Kelsch aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Zentel (Institut fir Organische
Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) durchgefiihrt.%*

Es wurden N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA)-basierte Homopolymere mit
Alkin- bzw. Cyclooctinkomponenten (COT) als Funktionalisierung synthetisiert. Dazu
wurde die RAFT-Polymerisation mit Reaktivesteransatz verfolgt. AnschlieBend wurden
in  polymeranalogen  Reaktionen  die  funktionellen  Gruppen und das
2-Hydroxypropylamin eingefuhrt. Von beiden unterschiedlich funktionalisierten
Polymeren wurde je ein kleines (Mw ~ 12.000) sowie ein grolRes Polymer (Mw ~ 60.000)
hergestellt (vgl. Tabelle 3). Die Groen wurden so gewéhlt, dass die renale

Ausscheidungsgrenze unter- bzw. Uberschritten wird.

110

s c HOOC\% \"/@
o d o
25 eq ACVA
AIBN, Dioxan Dioxan,
70°C 85°C
HOOC CN
HooC
WCOOH - COOH
N0 HN 1. COT/Alkin-Spacer NC
0”0
F F
F F

HO B 2. 2-Hydroxypropylamin

DMSO / Dioxan

I TEA, 40 °C
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e N
HN (o)
e Y R
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Abbildung 18: Syntheseschema der alkin- bzw. COT-funktionalisierten HPMA-Polymere.
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Die Ubersicht der verschiedenen Polymere ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Ubersicht der HPMA-basierten Polymere mit Alkin- oder COT-
Funktionalisierung.

Bezeichnung Mw b Einbau COT/AIKin
c (kl. Alkin) 12.000 1,26 3%
d (gr. Alkin) | 60.000 1,42 3%
e (kl. COT) 12.500 1,26 3%
f (gr. COT) 61.000 1,42 3%

Es wurde sich bewusst fur das Bicyclo[6.1.0]nonin (BCN)-derivat mit Triethylenglykol-
Spacer N-(1R,8S,9S)-bicyclo[6.1.0]non-4-in-9-ylmethyloxycarbonyl 1,8-diamino-3,6-
dioxaoctan (BCN-POE3-NH2, SynAffix) entschieden. Die Umsatzrate zur Ausbildung
von Triazolen ist wesentlich groRer als die des Cyclooctins, dem Kleinsten, bei
Raumtemperatur stabilen Cyclooctin. Das Bicyclononinderivat hat eine &hnliche
Reaktivitdt wie das sehr prominente Dibenzocyclooctin (DIBO), ist aber wesentlich
weniger lipophil und sterisch anspruchsvoll.®® Ein weiterer positiver Aspekt, welcher sich
aufgrund der Cs-Symmetrie des Cyclooctinderivats ergibt, ist die Bildung nur eines
Regioisomers wahrend der Cycloaddition.2® Um die Uberstruktur des gut wasserloslichen
HPMA-Polymers nicht zu stark zu beeinflussen, wurde sich aus den aufgefiihrten
Griunden fur die Funktionalisierung mittels des BCN-Derivats entschieden.

Um den Vergleich der SPAAC-Reaktion zur kupferkatalysierten CuAAC-Reaktion
ziehen zu konnen, wurden die gleichen Vorladuferpolymere auch mit der
Alkinkomponente mit Triethylenglykol-Spacer (H2N-TEG-CH,-C=CH) umgesetzt. Der
Spacer ist identisch zu jenem des BCN-Derivates, wodurch sich der potentielle Einfluss

nivellieren sollte.
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3.4 Fluor-18 Radiomarkierungen
3.4.1 Radiomarkierung von ®F-TEG-Ns/ [*F]FETos

3.4.1.1 1-Azido-2(2-(2-[*®F]fluoroethoxy)ethoxy)ethan (6)

O .
N3/\/O\/\O/\/O”S" [K c K2.2.2]" 18F o -
5 > NSTNINTN 0N

MeCN
5 6
Das Click-Synthon (6) (abgekiirzt: ®F-TEG-N3) wurde an einem semiautomatischen,
selbstgebauten Modul synthetisiert. Hierzu wurde die VVorgehensweise aus der Promotion
von D. Moderegger®® weiterentwickelt. Eine alternative Synthese wurde kiirzlich von
Rokka et al. publiziert.®> Das zugehorige Bedienfeld des Moduls ist in Abbildung 19 zu

sehen.
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Abbildung 19: Bedienfeld des semiautomatischen Moduls zur Synthese von 8F-TEG-Ns.

Vor dem Start der Synthese wurde das Vorratsgefal? A mit einer Losung aus 15-16 mg
Kryptofix 222 und 15puL K>COs (1 M) in 1mL trockenem MeCN beflllt. In
Vorratsgefall B wurde der Markierungsvorlaufer 5 (9-10 mg (27,3-30,4 pumol) in 1 mL
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trockenem MeCN) und in VorratsgefaR C eine 1:1 (v/v) Mischung (1 mL) von MeCN und
Millipore-Wasser gefullt. Die Sep-Pak QMA light (130 mg, Waters) wurde mit 10 mL
K2COz (1 M), 10 mL Millipore-Wasser und 20 mL Luft konditioniert und in das Modul
eingesetzt. Die Lichrolut EN-Kartusche (200 mg, 3 mL PP-Réhrchen, Merck) wurde mit
einem Stempel versehen und mit 10 mL MeCN, gefolgt von 10 mL Millipore-Wasser und
20 mL Luft konditioniert. Nach der Beftillung der Kuhlfalle mit flissigem Stickstoff und
des AuffanggefiaBes D mit 35 mL Millipore-Wasser, wurde das wassrige [‘®F]Fluorid
(705-11600 MBq) in die Apparatur eingespannt und die Synthese gestartet. Mittels
Uberdruck (Helium) wurde die Lésung tiber die QMA-Kartusche gefiihrt und dabei das
[®F]Fluorid auf der Kartusche retiniert. Mit Hilfe der Kryptofix/Kaliumcarbonat-Ldsung
aus dem Vorratsgefa? A wurde das [*8F]F in das ReaktionsgefaR eluiert und dort durch
azeotrope Destillation getrocknet. Dazu wurden der Druck und der Heliumstrom bei
gleichzeitigem Heizen auf 80 °C schrittweise reduziert. Nach Abschluss der
Trocknungsschritte und dem Abkuhlen auf 40 °C wurde der Vorlaufer aus Vorratsgefal
B in das Reaktionsgefal geleitet und bei 90 °C fur 10 min erhitzt. Nach erneutem
Abkihlen auf 40 °C wurde die Quenchlésung aus Vorratsgefa® C zugegeben und die
Reaktionsldsung mittels einer 5 mL-Spritze in den Loop bzw. das Rheodyne-Ventil der
HPLC (R1) uberfuhrt. Um das ®F-TEG-N3 (RCA ~ 85-90%) von [*8F]Fluorid und dem
nicht umgesetzten Prakursor abzutrennen, wurde die gequenchte Reaktionsmischung auf
einer semipraparativen Luna C18(2) bei 4 mL/min MeCN:H20 (1:1, v/v) aufgereinigt.
BE.TEG-N3 wurde bei tr ~ 6-8 min abgetrennt und dabei in das AuffanggefaR D geleitet.
Die anschlieBende Fixierung auf der Lichrolut EN-Kartusche sowie das darauffolgende
Trocknen durch einen Heliumstrom waren die finalen Schritte der Modulsynthese.

Die Lichrolut EN-Kartusche wurde daraufhin entnommen und mit 1,5 mL trockenem
Diethylether in ein Reactivial mit Magnetriihrstab eluiert. Dabei wurde ein Unterdruck-
system bei p = 850 mbar verwendet (vgl. Abbildung 20). Nach der Elution der Kartusche
wurde der Ether bei p = 850 mbar, 10 mL/min He-Strom und 40 °C innerhalb von 10 min
entfernt, sodass das einsatzbereite Click-Synthon !8F-TEG-Ns; nach ca. 60 min zur

Verfugung stand.
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Abbildung 20: Aufbau der Unterdruckeinheit zum Eluieren der Kartusche.

3.4.1.2 2-[®F]Fluorethyltosylat (8)

\©\ L o) [K c K2.2.2]" 18F- 18F /\/O~S',O
,'Sxo/\/oxs" : O'I z
(@) Ol' \©\ MeCN A I
7 8

Ein  weiteres Markierungssynthon,  2-[*®F]Fluorethyltosylat (FETos, 8), zur
Fluorethylierung wurde ebenfalls am semiautomatischen Synthesemodul hergestellt.

Das Bedienfeld aus Abbildung 19 gilt auch fir diese Synthese, allerdings mit einigen
Variationen. Die Bestickung der Vorratsgefale A und C sowie die Konditionierung der
Sep-Pak QMA light wurden analog zu der Synthese von 6 durchgefihrt. Im Vorratsgefald
B wurde der Markierungsvorlaufer Ethylenditosylat (7) (4-8 mg (10,8-21,6 pumol) in
1 mL trockenem MeCN) vorgelegt. Zum Fixieren von 8 wurde eine Strata-X Kartusche
(200 mg, 3 mL PP-Réhrchen, Phenomenex) verwendet, die zuvor mit einem Stempel
versehen und mit 10 mL MeCN, gefolgt von 10 mL Millipore-Wasser und 20 mL Luft
konditioniert wurde. Im Anschluss wurde die Kuhlfalle mit flussigem Stickstoff sowie
das Auffanggefa® D mit 40 mL Millipore-Wasser befiillt, das wiassrige [*®F]Fluorid
(449-11790 MBq) in die Apparatur eingespannt und die Synthese gestartet. Die
Trocknung erfolgte analog zur Synthese von 6. Nach Abschluss der Trocknungsschritte
und dem Abkulhlen auf 40 °C wurde der Vorldufer 7 aus Vorratsgefd? B in das

Reaktionsgefal geleitet und bei 88 °C fur 3 min erhitzt. Nach erneutem Abkuhlen auf
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40 °C wurde die Quenchlésung aus Vorratsgefall C zugegeben und die Reaktionslésung
mittels 5 mL-Spritze in den Loop bzw. das Rheodyne-Ventil der HPLC (R1) Uberfihrt.
Um das [®F]FETos von [*®F]Fluorid und dem nicht umgesetzten Prakursor abzutrennen,
wurde die gequenchte Reaktionsmischung auf einer semipréparativen Lichrospher 100
RP 18 EC 5 bei 4 mL/min MeCN:H,0 (1:1, v/v) aufgereinigt. [*®F]FETos wurde bei
tr ~ 9,5-12,5 min abgetrennt und dabei in das Auffanggefal D geleitet. Die anschlielende
Fixierung auf der Strata-X Kartusche sowie das darauffolgende Trocknen durch einen
Heliumstrom waren die finalen Schritte der Modulsynthese. Die zerfallskorrigierte
radiochemische Ausbeute des kartuschengebundenen [*®F]FETos lag bei 44-55 %. Nach
Entnahme der Kartusche aus dem Modul konnte diese mit organischen Ldsemitteln
(DMF, Dioxan, THF,...) eluiert werden, um das [*8F]FETos (8) im benétigten Losemittel

vorliegen zu haben.

3.4.2 Ch-PEGz-CHa-triazol-TEG-8F (18F-a)

18

(o]
18, o. CuAAC OI
NN NN, —— /
'{'\/o‘]/ N
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(o) N
27

27

Ch-PEGy;-CH,-C=CH (a) 18E.TEG-Nj (6) Ch-PEGy;-CH,-triazol- TEG-1F (*8F-a)

Die Radiomarkierung des amphiphilen Polymers Ch-PEG,7-CH,-C=CH (a) mittels
CUuAAC wurde in einem Reacti-Vial mit Magnetriihrstab und Schraubdeckel mit Septum
durchgefuhrt. Eine Losung von 8,8 mg (5,5 pumol) a in 880 pL PBS wurde direkt in das
mit 6 Uberzogene Vial (vgl. Kapitel 3.4.1) gegeben. Nach Zugabe von 320 puL PBS,
12,5 puL DMSO und 15 pL (15 pmol) CuSOs wurde die Reaktion unter Zugabe von
22,5 uL Natriumascorbat (49,4 mg in 100 uL PBS) und durch Erhitzen auf 70 °C fir
15 min durchgefiihrt. Die radiochemischen Ausbeuten (RCA >95 %) wurden mittels
Diinnschichtchromatographie mit EA:nHex (1:1) als mobile Phase bestimmt (R¢(*F-a): 0;
R#(6): 0,8).

Nach dem Erkalten der Reaktionslosung wurde das Kupfer durch Festphasenextraktion
entfernt. Dazu wurde eine leere 3 mL SPE-Kartusche mit 600 mg Chelex 100 (200 —
400 mesh, Bio-Rad) und je einer 20 um PTFE-Fritte ober- und unterhalb des
Saulenmaterials befllt und mit einem Stempel versehen. Konditioniert wurde die
Kartusche mit 0,8 mL HCI (1 M), 5 mL H2O, 0,8 mL NaOH (1 M), 5 mL H20 gefolgt
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von 10 mL Luft. Um 8F-a von der Kartusche zu eluieren, wurde diese mit 7 mL abs.
EtOH gespult. Die erfolgreiche Abtrennung des Kupfers wurde durch das Versetzen eines
Aliquots mit gesattigter Natriumsulfid-Losung bestétigt. Die nun kupferfreie, aber immer
noch waéssrige, ethanolische Lésung wurde mit Hilfe einer Natriumsulfat-Kartusche
getrocknet. Dazu wurde eine 6 mL-SPE-Kartusche zu zwei Dritteln mit trockenem
Natriumsulfat beftllt, umschlossen von je einer 20 um PTFE-Fritte. Ein Stempel und ein
0,45 pum PTFE-Filter wurden auf die Kartusche gesteckt. Im Anschluss an die Trocknung
des Losemittels durch die selbstgepackte Kartusche wurde mit 1 mL abs. EtOH und
10 mL Luft gespilt. Das Eluat wurde in einem Kolben aufgefangen und das Losemittel
am Miniatur-Rotationsverdampfer entfernt, um das radiomarkierte 8F-a zu erhalten.

Ein Uberblick der durchgefiinrten Reaktionen findet sich in Kapitel 4.2.2.

3.4.3 Ch-PEG30-hbPG24-CH2-triazol-TEG-18F (*8F-b)

o
CuAAC
+ PN Ny, ———— oI
o,{\,o,}/hbpcu/\
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Ch-PEG3p-hbPG,;-CH,-C=CH (b) 18F-TEG-N3 (6) Ch-PEG30-thGz4-CHz-triaZOl-TEG-lBF (18F-b)

Die Radiomarkierung des linear-hyperverzweigten Polymers Ch-PEG3zo-hbPG24-CHo-
C=CH (b) wurde &hnlich der Synthese von *8F-a (vgl. Kapitel 3.4.2) durchgefiihrt.

Dazu wurde eine Lésung von 1 mg (0,28 umol) b in 100 uL PBS in einem Reacti-Vial
mit Magnetriihrstab und Schraubdeckel mit Septum vorgelegt. Nach Zugabe weiterer
500 pL PBS, 20 pL (20 pmol) CuSO4 und 6 in 400 pL EtOH, wurde die Reaktion mit
40 pL Natriumascorbat (49,4 mg in 100 pL PBS) versetzt und auf 70 °C flr 15 min unter
Rahren erhitzt. Die radiochemischen Ausbeuten (RCA >95%) wurden mittels
Diinnschichtchromatographie mit EA:nHex (1:1) als mobile Phase bestimmt (R¢(*3F-b): 0;
R#(6): 0,8). Nach dem Abkuhlen wurde die Reaktionsldsung &hnlich zu 3.4.2 mittels
Chelex 100 (200 — 400 mesh, Bio-Rad) von Kupfer befreit. Es wurde jedoch nach dem
Auftragen der Reaktionslosung nur mit 1 mL abs. EtOH gespult und anschlielend tber
eine selbstgepackte Natriumsulfatkartusche (3 mL SPE-Kartusche, zu 2/3 mit Na>SOas
geflllt, je eine 20 um PTFE-Fritte Uber und unter Na;SOs4, 0,45 um PTFE-Filter)
getrocknet. Auch die Na>SOs-Kartusche wurde mit 1 mL abs. EtOH und 10 mL Luft

gespilt. Nach dem abschlielenden Entfernen des Losemittels am Miniatur-
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Rotationsverdampfer wurde 18F-b erhalten. Ein Uberblick der durchgefiihrten Reaktionen
findet sich in Kapitel 4.2.3.

3.4.4 3-[*®F]Fluorocholest-5-en (9)

8, TBAOH
é’/o MeCN
0*"~o

Zur Radiomarkierung des mesylierten Cholesterolvorlaufers 1 wurde [*®F]Fluorid auf
einer Waters QMA light Sep-Pak-Kartusche (konditioniert mit 10 mL K>COsz (1 M),
10 mL Millipore-Wasser und 20 mL Luft) fixiert. Nach Elution der Aktivitat mit 0,9 mL
(52 umol) TBAOH in MeOH in ein mit Septum verschlossenes Reacti-Vial mit
Magnetrihrer wurde das Lésemittel unter vermindertem Druck und Heliumstrom entfernt
(260 mbar, 85 °C, 200 mL/min He). Verbleibendes Wasser wurde mittels azeotroper
Destillation durch das Zugeben von 1 mL MeCN (3x) unter obigen Bedingungen entfernt.
Nach dem Abschluss der Trocknungsschritte wurde 1 (9,3 mg, 20 pmol) in 1 mL MeCN
direkt in das Trockenvial Gberfuhrt und dieses fir 20 min auf 120 °C erhitzt. Wahrend des
Abkuhlens (5 min in kaltem Wasserbad) wurde die Ldsung mit 1 mL 2-Propanol
gequencht. Die radiochemische Ausbeute wurde mittels RP-DC (Merck TLC Silica Gel
60 RP-18 F254s) mit iPrOH:MeCN (4:1) als mobile Phase bestimmt (R¢(*F): 0;
R#(9): 0,4) (vgl. Kapitel 4.2.4).

Zur lIsolierung von 9 wurde eine semipréparative HPLC (Synergi 4u MAX-RP 80A
250x10 mm; 3 mL/min; 0-12 min: 100% B, 12-13 min Gradient auf 5% B; A: H20,
B: iPrOH:MeCN (80:20)) durchgefihrt (tz(9): 6,5 min; tr(*F): 18 min). Das Lésemittel
der gesammelten Fraktion wurde innerhalb von 10 min am Miniatur-Rotationsverdampfer
entfernt (schrittweise Reduktion des Drucks, Start bei 200 mbar, 45 °C).
3-[*®F]Fluorocholest-5-en (9) wurde mit Hilfe der Referenzverbindung 2 via HPLC und
RP-DC identifiziert. Um 9 in eine injizierbare PBS-L6sung zu (berfiihren, wurde ein
Losungsvermittler ((2-Hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (45 % (w/v) Losung in Wasser))
zugegeben. Fir die Liposomenpraparation wurde kein Losungsvermittler verwendet.

Ein Uberblick der durchgefiihrten Reaktionen findet sich in Kapitel 4.2.4.
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3.4.5 Kupferkatalysierte HPMA-Click-Markierung

HOOC
COOH

CN
HOOC 0

COOH
NC n m \L
HN O HN o

18 o
HO w) H F-TEG-N; (6) H
_—
01 CUuAAC 0o
(o) Nj\

coderd o} 18F-¢c oder 18F-d

Die kupferkatalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CUAAC) des kleinen (c) sowie des
grol3en (d) HPMA-Homopolymers (vgl. Tabelle 3) mit Alkinfunktionalisierung wurde in
einem Reacti-Vial mit Magnetriihrstab, Septum und Schraubdeckel durchgefiihrt. Dazu
wurde eine Losung von 1 mg Polymer (c oder d) in 0,1 mL PBS mit 800 pL PBS, 100 pL
6 in DMSO, 20 pL CuSO4 (20 pmol) und 40 pL Na-Ascorbat (49,4 mg in 100 mL PBS)
versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur 20 min unter Ruhren auf 70 °C erhitzt. Die
radiochemischen Ausbeuten wurden mittels DC mit EA:nHex (1:1) als mobile Phase
bestimmt (R¢(*®F-c/*®F-d: 0; R#(6): 0,8) und lagen bei 95 %. Zur Aufreinigung mittels
HPLC wurden 3 HiTrap Desalting Columns (GE Healthcare) in Reihe mit 0,9 % NaCl als
mobile Phase (1 mL/min) verwendet (tr(*®F-c/*®F-d: 6,1 min; tr(6): 12,8 min). Ein
Uberblick der durchgefiihrten Reaktionen findet sich in Kapitel 4.2.6 (Tabelle 9).
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3.4.6 Katalysatorfreie HPMA-Click-Markierung
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H H =
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18F

Die spannungsvermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC) des kleinen (e) sowie
groRen (f) HPMA-Homopolymers mit Cyclooctinfunktionalisierung (vgl. Tabelle 3)
wurde mikrowellengestiitzt durchgefihrt. Dazu wurde eine Losung von 3 mg Polymer (e
oder f) in 100 uL PBS in ein Mikrowellenreagenzglas mit Magnetrihrstabchen und
PTFE-Deckel gegeben und mit 800 puL PBS aufgefullt. AnschlieBend wurde 6 in 100 puL
DMSO zugegeben und die Reaktion im ,,discover“-Modus unter Druckluftkiihlung
gestartet. Folgende Parameter wurden bei der Mikrowelle eingestellt: 1 min ramp, 10 min
hold, Pmax: 50 W, Tmax: 120 °C, pmax: 18 bar. Nach dem Abkuhlen der Reaktion wurde die
radiochemische Ausbeute mittels DC mit EA:nHex (1:1) als mobile Phase bestimmt
((Re(*8F-e/*8F-f: 0; R¢(6): 0,8), RCA(*éF-e: 52 %:; 8F-f: 96 %)). Zur Aufreinigung mittels
HPLC wurden 3 HiTrap Desalting Columns (GE Healthcare) in Reihe mit 0,9 % NaCl als
mobile Phase (1 mL/min) verwendet (tr(*®F-c/*®F-d: 6,1 min; tr(6): 12,8 min). Ein
Uberblick der durchgefiinrten Reaktionen findet sich in Kapitel 4.2.7 (Tabelle 10 und
Tabelle 11).
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3.5 Liposomenpréparation

Die Liposomen wurden durch die Dinnfilm-Hydratationsmethode (thin-film hydration
method) mit anschlieRender Extrusion prapariert. Eine Losung von DOPC in Ethanol,
Cholesterol in Ethanol und dem radiomarkierten Copolymer (‘8F-a oder ‘8F-b) in Ethanol
bzw. [*®F]Fluorocholesten (9) wurden bei molaren Verhaltnissen von 60:35:5 mol% oder
60:20:20 mol% gemischt. Ziel war es, das Verhdltnis von Lipid zu Cholesterol im
Liposom konstant zu halten. Aufgrund der cholesterolverankerten Polymere a und b blieb
das Gesamtverhéltnis von Lipid zu Cholesterol bei 60:40 mol%. Das Losemittel wurde
am Miniatur-Rotationsverdampfer entfernt, um einen diinnen Film des Gemischs auf der
Kolbenoberflache zu erhalten. Dazu wurde der Druck schrittweise, beginnend bei
250 mbar und 45°C Wasserbadtemperatur, reduziert. Nachdem das Ldsemittel entfernt
war, wurde der Lipidfilm mit 1mL PBS rehydriert, um die finalen
Lipidzusammensetzungen, zusammengefasst in Tabelle 4 (S. 48), zu erhalten. Die
Suspension wurde im Ultraschallbad bei 50 °C fir 10 min behandelt. AnschlieRend
wurden die so erhaltenen Liposomen in einem Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids) 11x
uber eine 400 nm und danach 11x Uber eine 100 nm Polycarbonatmembran extrudiert.
Daraufhin wurden die daraus resultierenden, Kkleinen, unilamellaren Vesikel uber die
GroRenausschlusschromatographie  aufgereinigt, um die Liposomen von nicht
inkorporierten kleinen Molekilen abzutrennen. Hierfir wurde eine leere 6 mL SPE-
Kartusche mit ~0,5 g Sephadex G75 (in PBS suspendiert) und 20 um PTFE-Fritten UGber
und unter dem Flllmaterial gepackt. Nach dem Auftragen des extrudierten Gemischs auf
die Saule, wurden je 0,5 mL Fraktionen gesammelt, indem schrittweise 0,5 mL PBS
Puffer zugegeben wurde. Die Aktivitat der einzelnen Fraktionen wurde im Aktivimeter
bestimmt und die fur die Tierversuche verwendeten Fraktionen wurden nach dem

Abklingen der Aktivitét (i.d.R. nach 24 h) in der dynamischen Lichtstreuung vermessen.
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Tabelle 4:  Zusammensetzung verschiedener liposomaler Formulierungen mit Ch-PEG2;,-CHa-triazol-
TEG-8F (*¥F-a), Ch-PEG30p-hbPGg4-CHy-triazol-TEG-'8F (*F-b) und [*®F]Fluorocholesten (9).
mol. Verhaltnisse DOPC Polymer Cholesterol
(DOPC:Cholesterol:Polymer) (mg) (mg) (mg)
18 5A- 13.13 8.8 2.15
F-a 60:20:20 (16.7pmol) (5.5umol) (5.5umol)
2.62 1.0 0.75
60:35:5
18F-h (3.3pumol) (0.28umol) (2.9umol)
90 2.62 4.0 0.43
60:20:20 (3.3umol) (2.12pmol) (1.12pmol)
9 0- 10.51 B 3.45
60:40:0 (13.4pmol) (8.9umol)
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3.6 Tierversuche

Es wurden ex vivo-Biodistributionsstudien sowie UPET-Aufnahmen zur biologischen
Evaluierung an ménnlichen C57bl6J (black six) Mausen (Charles River Wiga, Sulzfeld,
Deutschland) durchgefuihrt. Das Korpergewicht lag zwischen 20,8 und 28,6 g. Es wurden
die Verbindungen Ch-PEGu7-CHy-triazol-TEG-®F (18F-a), Ch-PEG30-hbPGgs-CH,-
triazol-TEG-®F  (8F-b) und [*®F]Fluorocholesten (9) sowie deren liposomale
Formulierungen untersucht. Die Tiere wurden in der Tierversuchseinrichtung der
Johannes Gutenberg-Universitat gehalten. Alle Experimente wurden von der regionalen
Ethikkommission genehmigt und in Einklang mit dem deutschen Gesetz fiir Tierschutz
sowie den UKCCCR Richtlinien durchgefiinhrt.%

3.6.1 Exvivo-Biodistributionsstudien

Fir die ex vivo-Biodistributionsstudien wurden die ®F-markierten Verbindungen in PBS
Puffer (2,45-8,64 MBq) intravends (i.v.) in eine Schwanzvene als Bolusinjektion
(100-150 pL) verabreicht. Die Radiomarkierungen erfolgten analog zu den Kapiteln
3.4.2,3.4.3 und 3.4.4, die Liposomenpréparation dieser Verbindungen nach Kapitel 3.5.

60 min nach der Injektion (p.i.) wurden die Tiere getdtet und verschiedene Organe
(Lunge, Blut, Leber, Milz, Nieren, Skelettmuskel, Herz, Urin, Dinndarm (Jejunum) und
Hoden) entnommen. Nach dem Wiegen der Proben wurde die Aktivitdt in einem
automatisierten y-Counter (Perkin Elmer 2470 Wizard?) bestimmt, um daraus den
Prozentsatz der injizierten Dosis pro Gramm Gewebe (%ID/g) zu berechnen. Die

einzelnen Ergebnisse werden in Kapitel 4.4.2 gezeigt und diskutiert.

3.6.2 Invivo-yPET-Studien

Fur die in vivo-uPET-Studien wurden die M&use mit Isofluran (2,5 %) andsthesiert und
die Applikation der ®F-markierten Verbindungen (4,74 +1,24 MBq) erfolgte (iber
intravendse Bolusinjektion (in 100-150 uL BS Puffer) in eine Schwanzvene. Die
Radiomarkierungen erfolgten analog den Kapiteln 3.4.2, 3.43 und 3.4.4, die
Liposomenpréparation dieser Verbindungen nach Kapitel 3.5. Die Bildgebung wurde an
einem Focus 120 Kleintier-PET (Siemens/Concorde, Knoxville, USA) durchgefihrt.
Wahrend der WPET-Aufnahmen waren die Méuse auf dem Bauch liegend, Kopf voran

(HFP: head first prone) positioniert. Die dynamischen PET-Messungen tber 60 min
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wurden in Listmode aufgezeichnet. Diese Listmode-Daten wurden in 19 Frames (3x 20 s,
3x 60s, 3x120s, 10x 300s) unterteilt und mittels FBP (filtered back projection)
Algorithmus mit Totzeitkorrektur rekonstruiert. Eine Streuungskorrektur wurde nicht
angewandt. Die einzelnen Ergebnisse werden in Kapitel 4.4.1 gezeigt und diskutiert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Organische Synthesen

4.1.1 Methansulfonsiure 3p-cholesterylester (1)

4,
%,

0]
1n_0
S

)

1

Der Methansulfonsaure 3p-cholesterylester (1) wurde nach Sun et al.®! und wie in Kapitel
3.2.1 beschrieben, dargestellt. Cholesterol und Triethylamin wurden in Dichlormethan
geldst und mit Methansulfonylchlorid umgesetzt. Das Produkt wurde durch die Zugabe
von Methanol ausgeféllt. Es war keine weitere sdulenchromatographische Aufreinigung

notwendig.

4.1.2 3-Fluorocholest-5-en (2)

2

Das 3-Fluorocholest-5-en (2) wurde durch Umsetzung von Cholesterol in Dichlormethan
mit Diethylaminoschwefeltrifluorid nach Kapitel 3.2.2 hergestellt. Der Reaktionsfuhrung
sowie die sdulenchromatographische Aufreinigung mit n-Hexan als mobile Phase
verliefen problemlos. In Abbildung 21 ist ein HPLC-Diagramm der Referenzverbindung
2 zu sehen. Aufgrund der schlechten UV-Absorption wurde zur Aufnahme des
Chromatogramms eine Wellenlange A = 210 nm eingestellt. Bei der verwendeten HPLC-
Sdule handelte es sich um eine semipréparative Phenomenex Luna C18(2) 250 x 10 mm.
Als mobile Phase wurde ein isokratisches Gemisch aus iPrOH:MeCN:H2O (80:18:2) bei
einer Flussrate von 3 mL/min verwendet. Die Referenzverbindung 2 wies eine

Retentionszeit von tr: 7 min auf. Das bei tr:3,2min auftretende Artefakt ist
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I6semittelbasiert und steht im Zusammenhang mit der hohen Grundabsorption von iPrOH

und MeCN bei der verwendeten Wellenlange.
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Abbildung 21: HPLC-Diagramm der Referenzverbindung 3-Fluorocholest-5-en (2).

4.1.3 2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-4-p-toluolsulfonat (3)

NPV
Ss o OH
@)
JOA NN

Die Darstellung von 2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-4-p-toluolsulfonat (3) aus
Triethylenglykol und Triethylamin in trockenem Tetrahydrofuran wurde durch die
Zugabe von 0,5 Aquivalenten p-Toluolsulfonsaurechlorid nach Kapitel 3.2.3 erreicht.
Nach der Filtration, zum Abtrennen des Triethylammoniumchlorids sowie dem Entfernen
des Losemittels wurde das Reaktionsgemisch mittels Saulenchromatographie mit
Ethylacetat:Methanol (4:1) als mobile Phase aufgereinigt.
Da bei der Ditosylierung mit anschlieBender Monoazidierung kein Produkt isoliert
werden konnte, wurde die Monotosylierung mit anschliellender Azidierung und erneuter
Monotosylierung zum Produkt 5 durchgefiihrt. Alternativ kénnte man auch

2-(2-(2-Chloroethoxy)ethoxy)ethanol azidieren und anschlielend tosylieren, um sich

einen Syntheseschritt zu ersparen.
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4.1.4 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (4)
N3 ™o ™O"on
4

Zur Synthese von 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (4) wurde 3 mit Natriumazid in
trockenem DMF nach Kapitel 3.2.4 umgesetzt. Nach dem Erhitzen und anschliefendem
Entfernen des Losemittels unter Hochvakuum wurde das Produkt 4 mittels
Saulenchromatographie mit Ethylacetat:Methanol (4:1) als mobile Phase aufgereinigt. Im
IR-Spektrum (vgl. Abbildung 22) ist deutlich die Azidschwingung (b = 2108 cm™) sowie

die breite OH-Schwingung (d = 3417 cm™) zu erkennen.

- Azid ‘

OH

Abbildung 22: [R-Spektrum von 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (4).

415 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-4-p-toluolsulfonat (5)

0 o
Ns/\/ S NN ;'S
OGN
5

Der finale Vorlaufer 5 zur Radiomarkierung mit Fluor-18 wurde analog zu Kapitel 3.2.5
hergestellt. Dazu wurde 4 mit Triethylamin  in  Dichlormethan  mit
p-Toluolsulfonsdurechlorid umgesetzt. Nach der Entfernung des Ldsemittels am
Rotationsverdampfer wurde das Produkt 5  sdulenchromatographisch — mit

Ethylacetat:n-Hexan (2:5) als mobile Phase aufgereinigt. Im IR-Spektrum (vgl.
Abbildung 23) ist klar zu erkennen, dass die breite OH-Bande (ehemals = 3417 cm?,

-53 -



Ergebnisse und Diskussion

vgl. Abbildung 22) aufgrund der Tosylierung nicht mehr vorhanden ist, wéahrend die

Azidschwingung weiterhin prominent bei 9= 2107 cm™ auftritt.
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Abbildung 23: IR-Spektrum von 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxyethyl-4-p-toluolsulfonat (5).

In Abbildung 24 ist ein HPLC-Diagramm des Markierungsvorlaufers 5 gezeigt. Es wurde
eine analytische Phenomenex Luna C18(2) (4,6 x 250 mm, 5 n) HPLC-Saule mit H20O

und MeCN als mobile Phase verwendet. Der angewandte Gradient ist in Tabelle 5

angegeben.

Tabelle 5:  HPLC-Gradient zu Abbildung 24.

Zeit/ min . % H.0 @ % MeOH
0 50 50
10 5 95
20 5 95
22 50 50
25 50 50

Als Absorptionswellenlange wurde A =220 nm gewahlt, um auch schwach UV-aktive

Verunreinigungen zu detektieren. Es konnte eine Reinheit von 97 % bestimmt werden.
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Abbildung 24: HPLC-Diagramm von 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxyethyl-4-p-toluolsulfonat (5) mit einer
Reinheit von 97 %.
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4.2 Radiochemische Experimente
4.2.1 Radiomarkierung von ®F-TEG-Ns/ [*F]FETos

Die semiautomatische Modulsynthese bietet diverse Vorteile gegenlber der manuellen
Synthese. Zuerst ware der Vorteil der reduzierten Strahlenexposition aufgrund der
permanenten Abschirmung und Steuerung des Moduls am Computer zu nennen. Es muss
nur anfanglich das Modul mit [*®F]Fluorid bestiickt und am Ende der Synthese die
Kartusche entnommen werden. Bei manuellen Synthesen sind die einzelnen
Syntheseschritte mit den Handen durchzufiihren, wobei zumindest diese der Strahlung
ausgesetzt sind. Der Abstand zur Radioaktivitat kann bei dieser Modulsynthese also
erhoht und die Aufenthaltsdauer erheblich reduziert werden. Auch der anfallende Abfall
ist durch die Wiederverwendbarkeit gegenlber einer manuellen Synthese verringert.
Aufgrund  der freien  Programmierbarkeit des  Syntheseablaufs und der
Reaktionsparameter lasst sich das Modul gut an die jeweils optimierten
Reaktionsbedingungen anpassen. Die hohe Reproduzierbarkeit von Modulsynthesen
bietet neben der relativen Zeitersparnis einen beim praktischen Arbeiten nicht zu
unterschatzenden Aspekt. Dem Experimentator erlaubt die modulgestiitzte Synthese
(ca. 60 min), Vorbereitungen fur weiterfihrende Versuche zu treffen, was im Kontext der

radioaktiven Umwandlung vorteilhaft ist.

4.2.1.1 1-Azido-2(2-(2-[*®F]fluoroethoxy)ethoxy)ethan (6)
NB/\/O\/\O/\)SF
6

Zur Synthese des Click-Synthons ®F-TEG-N3 (6) am semiautomatischen Modul wurde
wie in Kapitel 3.4.1.1 beschrieben verfahren. Das azeotrop getrocknete [*®F]Fluorid
wurde in MeCN mit dem Vorlaufer 5 zur Reaktion gebracht und tber die semipréparative
HPLC abgetrennt. Nach der Fixierung auf einer Lichrolut EN Kartusche, konnte das
fertige Click-Synthon 6 nur mit Diethylether quantitativ eluiert werden, welcher
nachfolgend wieder entfernt wurde. Die Wahl der Kartusche fiel auf die Lichrolut EN, da
diese das F-TEG-N3 am besten (nahezu quantitativ) fixierte. Diese Methode bietet die

Moglichkeit der freien Losemittelwahl fir die anschlieBend durchgefiihrten
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Cycloadditionsreaktionen, da 6 nach dem Entfernen des Ethers in verschiedensten
Losemitteln aufgenommen werden kann.

Aufgrund der leichten Fllchtigkeit des Diethylethers wurde der in Abbildung 20 (S. 41)
gezeigte Aufbau zum Entfernen des Losemittels verwendet, um die Gefahr einer

Kontamination zu minimieren.

4.2.1.2 2-[*®F]Fluorethyltosylat (8)

O
18F/\/O~l's" _

N

8

Die Synthese des 2-[*®F]Fluorethyltosylats (8) wurde nach Kapitel 3.4.1.2 ebenfalls am
semiautomatischen Modul durchgefiihrt. Das azeotrop getrocknete [*®F]Fluorid wurde
zusammen mit Ethylenditosylat in Acetonitril zur Reaktion gebracht und mittels
semipraparativer HPLC abgetrennt. Nach der Fixierung auf einer Strata-X Kartusche
konnte das fertige [®F]FETos mittels verschiedener organischer Lésemittel (DMF,
Dioxan, THF,...) eluiert und fir Fluoralkylierungsreaktionen eingesetzt werden. Da die
Fixierung auf der Strata-X Kartusche zu einem hohen Prozentsatz erfolgte, konnte die
Elution mit dem flr die Folgereaktion benétigten Losemittel durchgefiihrt werden. Somit

war die erneute Entfernung des Ldsemittels nicht notig.

4.2.2 Ch-PEG-CHa-triazol-TEG-1F (18F-a)

el
o’{'\/otj[ N"N

18F.a

Die Synthese des Ch-PEG,7-CHa-triazol-TEG-8F (‘8F-a) wurde nach den optimierten
Reaktionsbedingungen aus Kapitel 3.4.2 durchgefiihrt. Das lineare Polymer Ch-PEG;7-
CH2-C=CH (a) wurde in PBS unter Zusatz einer kleinen Menge DMSO mit 8F-TEG-N3
(6) kupferkatalysiert umgesetzt. Der fur diese Reaktion benétigte Katalysator Kupfer(l)

-58 -



Ergebnisse und Diskussion

wurde in situ durch Reduktion des Kupfer(Il)sulfats mittels Natriumascorbat hergestellt.
Nach Abschluss der Reaktion wurde das Kupfer mittels Festphasenextraktion entfernt,
um die Verbindung '®F-a flr Injektionszwecke oder zur Liposomenpréparation

verwenden zu kénnen.

4.2.2.1 Markierungsreaktionen

Um die optimalen Reaktionsbedingungen fir die Radiomarkierung des Polymers
Ch-PEG27-CH,-C=CH (a) mit ®F-TEG-N; (6) zu erhalten, wurden einzelne Parameter,
wie die eingesetzte Stoffmenge, das Losemittel und die Losemittelzusammensetzung, die
Kupfer- und Natriumascorbatkonzentration, das Verhaltnis von Kupfer zu
Natriumascorbat sowie die Reaktionstemperatur und —dauer, untersucht. Ziel dieser
Experimente war eine radiochemische Ausbeute > 95 %, um auf die Aufreinigung von
18F-a von 6 verzichten zu kdnnen sowie moglichst hohe Aktivitatsmengen von 8F-a zu
erhalten, mit denen weiterfihrende Versuche durchgefuhrt werden konnten.
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der durchgefuhrten Reaktionen in Tabelle 6.
Tabelle 6: Uberblick der durchgefilhrten CuAAC-Reaktionen von Ch-PEGy-CH,-C=CH (a) mit
BE-TEG-N3 (6) zu ®F-a bei 70 °C flr 15 min (* 10 min), n: Anzahl der durchgefiihrten
Reaktionen, RCA: radiochemische = Ausbeute (mit DC  bestimmt, bei

Mehrfachbestimmungen als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD)), Bei
Mehrfachbestimmungen ist die Aktivitat (A) als Bereich und in Klammern als MW + SD

angegeben.
m(a) Losemittel CuSOs : Na-Asc. A (6) RCA
[mg]  Vees:1mL  [umol]  [umol] [MBq] N o ~ Bemerkungen
10 50 27143 1 51 +10 puL DMSO
PBS:EtOH (6:4) 33-1334(403+540) 4  55+26 -
0,44 20 100
2394 1 51 +10 pL DMSO
PBS:EtOH (7:3) 20 100 33,16 1 68 : -
20 100 152 - 1643 (7157 £573) 1 5 55+25: -
1604 1 70 +12,5 uL DMSO
10 37.5
1304 1 72 +7,5 uL DMSO
PBS:EtOH (6:4)
0,88 15 75 3023 1 60 +10 uL DMSO
2527 1 61 +7,5 uL DMSO
20 100
160-184 (172+12) 2 81+9 +10 uL DMSO
PBS 10 50 115-628 (375+ 209) 3 69+22 -
55-130(90+26) 6 :70+30*: -
1 PBS:EtOH (5:5) 20 100
488 1 42*  PBS pH 6,5
8,8 PBS 15 56.3 224 - 1678 (1091 £ 626) 3 97 +£0,5 +12,5 pL DMSO
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Nach den Vorerfahrungen der kupferkatalysierten Cycloaddition des linear-
hyperverzweigten Polymers Ch-PEGao-hbPGzs-CHa-triazol-TEG-8F (18F-b, vgl. 4.2.3)
wurde mit einem Losemittelgemisch aus PBS und Ethanol begonnen. Es wurden bei
Einwaagen von 0,44 mg(0,275 pmol), 0,88 mg (0,55 pumol) und 1 mg (0,625 pumol) a
teilweise zwar hohe Ausbeuten erreicht, die Reaktionen verliefen jedoch nicht
reproduzierbar. Vor allem beim Einsatz von hohen Aktivitaten, deren Verwendung fur die
anschlielende Liposomenpraparation oder die Tierversuche notwendig war, konnten
keine der bei niedrigen Aktivitaten erreichten Ausbeuten wiederholt werden.

Beispielhaft zeigt dies eine Reaktion in PBS:EtOH (6:4) mit 0,88 mg Polymereinwaage,
20 pmol CuSO4 und 100 umol Na-Ascorbat (vgl. Tabelle 6). Bei einer Startaktivitit von
163 MBq konnte eine radiochemische Ausbeute von 96 % nach 15 min erreicht werden.
Bei einem Einsatz von 1,123 GBq sank diese auf 36 % ab.

Héufig war in Zusammenhang mit niedrigen Ausbeuten ein rotbrauner Niederschlag in
der Reaktionslésung zu beobachten. Es handelte sich dabei um Kupfer(l)oxid. Bei
néherer Betrachtung der Reaktionsbedingungen wurde deutlich, dass, wie bei der
Herstellung diinner Cu.O-Filme von Dong etal.® alle Parameter gegeben waren.
Kupfer(l)oxid kann durch die Reduktion von CuSO4 mit Na-Ascorbat in Gegenwart von
NaOH entstehen. In PBS-Puffer (pH 7,4) liegen Natriumionen im leicht basischen Milieu
vor. Durch die Reduktion des Cu(ll) zu Cu(l) mittels Na-Ascorbat und der leicht erh6hten
Temperatur sind alle nétigen Voraussetzungen gegeben, um die Reaktion ablaufen zu
lassen. Wie in Kapitel 4.2.3 diskutiert, hat sich zuvor aber herausgestellt, dass PBS-Puffer
die Reaktionsausbeute gegeniiber Millipore-Wasser wesentlich erhéht. Um die
Loslichkeit der einzelnen lonen zu erh6hen, wurde auf den Zusatz von Ethanol, in dem
das ®F-TEG-N3 geldst war, verzichtet. Hierfiir wurde nach dem Entfernen des Ethers, der
zur Elution des Click-Synthons von der Kartusche benétigt wird, auf den Zusatz von
EtOH verzichtet. Die einzelnen Reaktionskomponenten wurden stattdessen direkt in das

Reacti-Vial, welches das Synthon 6 enthielt, gegeben.

Um die Bildung des Kupfer(l)oxids zu verhindern, wurde untersucht, ob die
Herabsetzung des pH-Wertes der PBS-L0dsung zielflihrend ist. Dazu wurde der pH-Wert
mittels HCI auf 6,5 gesenkt. Die Reaktionsausbeute lag dabei nur bei 42 % (vgl. Tabelle
6, vorletzte Zeile). Daraufhin wurde dieser Ansatz verworfen.

Wie von Hong et al. empfohlen, sollte der pH-Bereich bei kupferkatalysierten Alkin-
Azid-Cycloadditionen zwischen 6,5 und 8 liegen.*® Ein anderer Ansatz ist die Zugabe
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eines Cu-stabilisierenden Liganden, z.B. Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
(THPTA). Durch diesen Liganden sollen eventuell auftretende, reaktive Sauerstoffspezies
abgefangen werden, welche durch ascorbatvermittelte Reduktion des Oz in Lésung
entstehen kdnnen. Um die Aufreinigung des Reaktionsgemisches nicht durch ein weiteres
Reagenz zu komplizieren, wurde auf stabilisierende Liganden, wie THPTA, verzichtet.
Die Beimischung von Ldsungsvermittlern, wie DMSO, kann sich ebenfalls vorteilhaft auf
die Reaktionsausbeute auswirken.

Die Umstellung des Losemittelsystems auf PBS ohne Ethanolzusatz, zusammen mit der
Reduktion der zugesetzten Menge an Kupfer und Na-Ascorbat, verhinderte das Auftreten
des Cu20O-Niederschlags, loste jedoch nicht das Problem der schwankenden Ausbeuten
beim Einsatz hoher Aktivitaten.

Durch die Erhéhung der Einwaage des Polymers auf 8,8 mg (5,5 umol) und den Zusatz
von geringen Mengen DMSO (12,5 pL) wurde dieses Problem jedoch geldst und es
wurden  radiochemische  Ausbeuten >959%, unabhdangig der eingesetzten

Aktivitdtsmenge, erzielt.

4.2.2.2 Bestimmung der radiochemischen Ausbeute

Die radiochemischen Ausbeuten wurden mittels Dinnschichtchromatographie bestimmt.
Dazu wurden DC-Platten von Merck (TLC silica gel 60 F254) benutzt. Als mobile Phase
wurde ein 1:1 (v/v) Gemisch von Ethylacetat und n-Hexan gewahlt. Aufgrund der GroRe
und Polaritit des Polymers Ch-PEG,7-CHa-triazol-'®F (18F-a) blieb dieses auf der
Startlinie liegen, wobei das Click-Synthon ®F-TEG-Ns (6) einen Rf~ 0,8 aufwies (vgl.
Abbildung 25). Mit der benutzten Laufmittelmischung zeigte das ®F-TEG-Ns3 eine
symmetrische Geometrie und keine Schlierenbildung auf der DC. Um falsch positive
Ergebnisse der durchgefiihrten Reaktionen auszuschlielen, wurde das Click-Synthon
immer separat neben den Reaktionszeitpunkten aufgetragen. Es wurden auch Reaktionen
unter Abwesenheit je eines Reaktionspartners (Polymer, Kupfer, Na-Ascorbat)
durchgefiihrt, um zu belegen, dass unter keinen Umstanden das 8F-TEG-Nj3 zersetzt,
defluoriert bzw. modifiziert wird und somit seinen Retentionsfaktor &ndert. VVor allem bei
der Defluorierung wirde, aufgrund der hohen Affinitat von Fluorid zu Silicium und der
Ladung, das [*8F]F auf der Startlinie retiniert werden und damit zu einem falsch positiven

Ergebnis fuhren.
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Abbildung 25: Radio-DC: Aufsicht (Links): Reaktionsgemisch (L2) RCA 95 % und Synthon ®F-TEG-N3
(L1), Aktivitatsprofil (L2) des Reaktionsgemischs (Mitte) und des ®F-TEG-N; (L1)
(Rechts), mobile Phase EA:nHex (1:1).

4.2.2.3 Kupferabtrennung und Trocknung

Wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben, wurde das Kupfer aus der CUAAC-Reaktion auf einer
mit Chelex 100 gepackten SPE-Kartusche retiniert. Dabei wurde das radiomarkierte
Polymer nicht auf der Sdule zurtickgehalten und es konnte im Anschluss das Losemittel
entfernt werden, um das kupferfreie Produkt zu erhalten. Neben der optischen Priifung
auf Blaufarbung wurde bei der Etablierung der Abtrennung durch Zugabe von gesattigter
Na.S-Losung zu den Elutionsfraktionen getestet, ob das Kupfer auf der Séule verblieb.
Durch das Ausbleiben des schwarzen Niederschlags von CuS/Cu.S konnte dies gezeigt
werden.

Zuerst wurde die Cu-Resin (Triskem) getestet. Dieses Sadulenmaterial ist dazu bestimmt,
Kupferisotope aus bestrahlten Nickel- oder Zinktargets abzutrennen und hat daher eine
hohe Affinitdt und Selektivitat zu Kupferionen. Nach dem Packen und Konditionieren
(mit 8 M HCI und Millipore-Wasser) der Kartusche wurde das Reaktionsgemisch
aufgetragen und mit wenig Wasser gespult. Das Kupfer wurde zuriickgehalten, was gut an
der Entfarbung des Durchbruchs erkennbar war. Das markierte Polymer wurde allerdings
auch zu ca. 40 % zuriickgehalten und lieR sich nur mit organischen Lésemitteln (EtOH,
MeCN) wieder eluieren. Dabei wurde allerdings auch das Kupfer von der Séaule gesplilt.
Somit konnte keine Trennung von Kupfer und markiertem Polymer erreicht werden, ohne

signifikante Mengen des radiomarkierten Cholesterolderivats zu verlieren.
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Daraufhin wurde das Saulenmaterial Chelex 100 getestet, wobei es sich um kovalent auf
einem Styrol/Divinylbenzol-Copolymer gebundene Iminodiessigsauregruppen handelt. Es
gehort damit zu den schwach sauren Kationenaustauscherharzen und zeigt dabei eine
hohe Selektivitat fir Schwermetallionen. Zur Konditionierung wurde 1 M HCI, gefolgt
von Millipore-Wasser, gefolgt von 1 M NaOH und wieder Millipore-Wasser benutzt. Die
Salzsdure eignet sich dafir, um eventuelle metallische Ruckstdnde von dem
Saulenmaterial zu entfernen. Dabei geht die Na'™-Form des Materials in eine H*-Form
Uber. Zur Neutralisation wurde mit Wasser gewaschen, um anschlieBend durch NaOH
erneut die Na*-Form herzustellen und mit Wasser wieder neutral zu waschen. Kurz vor
der Benutzung wurde das Wasser mit Luft von der Séule gedrickt, um bei der
anschlieBenden Trocknung tber die Na;SOs-Kartusche kein zusétzliches Wasser
entfernen zu mussen. Zur vollstdndigen Retention des Kupfers wurden ca. 600 mg des
Saulenmaterials benotigt. Im Gegensatz zum Cu-Resin blieb das radiomarkierte Polymer
nicht auf dem Saulenmaterial zuriick bzw. konnte es getrennt vom Kupfer mittels abs.
EtOH in ausreichendem Ausmal} (> 90 %) zurlckgewonnen werden. Die aufgereinigte
Losung wurde zu Testzwecken tropfenweise mit Na.S-Losung versetzt. Es war keine
Schwarzfarbung, die auf den Niederschlag von CuS, bzw. CuzS hinweisen wirde, zu
beobachten. Das benutzte Chelex 100 wurde mit 1 M HCI gespiilt und das Eluat mit
Natriumsulfidlosung versetzt. Bereits beim ersten Tropfen war ein deutlicher, schwarzer
Niederschlag zu beobachten. Dadurch wurde die Funktion der selbstgepackten Kartusche
zum Entfernen des Kupfers bestatigt.

Nach dem Entfernen des Kupfers, wurde die Reaktionslésung Uber eine selbstgepackte
Na>SOs-Kartusche (vgl. Kapitel 3.4.2) getrocknet. Unter die Kartusche wurde ein
0,45 um PTFE-Filter angebracht, so dass die Losung filtriert und mitgeschlepptes
Natriumsulfat zuriickgehalten wurde. Anschlie(end wurde die getrocknete, ethanolische

Lésung am Miniatur-Rotationsverdampfer vom Losemittel befreit.
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4.2.3 Ch-PEGs0-hbPG2s4-CHa-triazol-TEG-8F (*8F-b)

18F.p

Die Synthese des Ch-PEGso-hbPGas-CHo-triazol-TEG-®F (18F-b) wurde nach den
optimierten Synthesebedingungen aus Kapitel 3.4.3 hergestellt. Dazu wurde das linear-
hyperverzweigte Polymer Ch-PEGsz0-hbPG24-CH2-C=CH (b) in einer 6:4 (v/v) Mischung
aus PBS und EtOH mit F-TEG-N;3 (6) unter Kupferkatalyse umgesetzt. Der Cu(l)-
Katalysator wurde dazu in situ durch die Reduktion des Cu(ll)-Salzes CuSOs mittels
Natriumascorbat hergestellt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Kupfer mit Hilfe
der Festphasenextraktion entfernt. Daraufhin konnte das Produkt %8F-b nach dem
Entfernen des Ethanols zur Liposomenpréaparation oder direkten Tierversuchsstudien

eingesetzt werden.

4.2.3.1 Markierungsreaktionen

Um mit optimalen Reaktionsbedingungen radiochemische Ausbeuten >95% zu
erreichen, wurden verschiedene Reaktionsparameter, wie die Stoffmenge, das Lésemittel
und die Losemittelzusammensetzung, die Kupfer- und Natriumascorbatkonzentration
sowie das Verhaltnis von Kupfer zu Na-Ascorbat und die Reaktionstemperatur
und -dauer, untersucht. Diese Zielsetzung wurde verfolgt, um 8F-b nicht von 6
aufreinigen zu missen sowie maoglichst hohe Aktivitaitsmengen von 8F-b fir
Folgeexperimente zu erhalten. Neben der konventionellen Reaktionsfiihrung in einem
Heizblock  wurden  ebenso  mikrowellengestitzte =~ Reaktionen  untersucht.
Zusammengefasst sind die konventionellen Reaktionen in Tabelle 7, die

mikrowellengestiitzten Reaktionen in Tabelle 8.
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Tabelle 7:  Uberblick der durchgefiihrten CUAAC-Reaktionen von Ch-PEGsy-hbPGas-CH,-C=CH (b) mit
BF-TEG-N3 (6) zu 8F-b. Reaktionszeit 15 min (* 10 min), n: Anzahl der durchgefiihrten
Reaktionen, RCA: radiochemische Ausbeute (mit DC bestimmt, bei Mehrfachbestimmungen
als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD)), Bei Mehrfachbestimmungen ist die
Aktivitét (A) als Bereich und in Klammern als MW = SD angegeben.

T Losemittel CuSOs : Na-Asc. A (6) n RCA Bemerkunaen
[°C] Vges: 1 mL [umol] : [umol] [MBq] [%0] g
H,0:DMSO (9:1) 259 1 48
PBS:H,0:DMSO 264 1 88
40 (7:2:1) 60 600 264 1 80 +5pumol THPTA
PBS:H,0:DMSO
(2:2:6) 900 1 44
60 PBS:DMSO (4:6) 20 100 527 1 86
PBS:DMSO (4:6) 84,7 1 97
PBS:DMSO (5:5) 335 1 95*
PBS:EtOH (4:6) 236 1 90*
PBS:EtOH (5:6) 20 100 86,8-361(251,4+1185) 3 @ 85%8*  VgsllmL
PBS:EtOH (7:7) 98,7 1 91* Vgt 1L4mL
PBS:EtOH (6:6) 320 1 82% Vg 1,2mL
H,O:EtOH (1:9) 123 1 55%
70 - 100 112 1 0*
PBS:EtOH (5:5)
20 100 633-757(695+62) 2 8lx1*
100 136 1 88
PBS:MeOH (2:8) 20
150 829 1 88
PBS:MeOH (4:6) 290-70,2(475+17,1) 3  87+8
PBS:MeOH (3:7) 267 1 90
20 100
PBS:EtOH (5:5) 756 1 93
PBS:EtOH (6:4) 350 - 2543 (1650 +802) 4 = 907

Begonnen wurde die Untersuchung der CUAAC-Reaktion in Millipore-Wasser mit der
Zugabe des Click-Synthons 6 in 100 uL DMSO. Das Volumen wurde bei 1 mL konstant
gehalten, ebenso wie die Temperatur von 40 °C und die CuSQOs- (60 umol) sowie Na-
Ascorbat-Stoffmenge (600 pumol). Durch den Austausch von Wasseranteilen mit Puffer
(PBS) konnte die Reaktionsausbeute deutlich von 48 % auf 88 % gesteigert werden. Hohe
Anteile an DMSO in der Reaktionslosung reduzierten die Ausbeuten wieder. Eine
Erhéhung der Temperatur von 60 auf 70 °C war zielfiihrend, bei gleichzeitiger Reduktion
der Stoffmenge an Kupfer und Ascorbat auf 20 bzw. 100 umol. Das Verhéltnis von
Kupfer zu Ascorbat wurde dabei von 1:10 auf 1:5 reduziert. Sehr gute radiochemische
Ausbeuten (97 bzw. 95 %) wurden fiir ein Verhéltnis von PBS zu DMSO (4:6) und (5:5)
bei 70 °C, 20 pmol CuSO4 und 100 pmol Na-Ascorbat und einer Reaktionszeit von 15
bzw. 10 min erreicht.
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Die relativ hohen Anteile an DMSO zeigten sich jedoch als problematisch bei der
Aufreinigung des F-b bzw. der Entfernung des Losemittels. Aufgrund des hohen
Siedepunktes von DMSO (189 °C) war es nicht moglich, dieses in angemessener Zeit zu
entfernen. Vor der Bildung eines Lipidfilms zur Liposomenpraparation, bzw. der
Formulierung einer injektionsfertigen Ldsung, war es jedoch zwingend notwendig,
organische Ldsemittel am Miniatur-Rotationsverdampfer zu entfernen. Die Diinnschicht-
Hydratationsmethode zur Prdparierung von Liposomen funktioniert nur nach der
Entfernung von organischen Losemitteln, da die amphiphilen Lipide sonst keine
Doppelmembran ausbilden wdirden. Aufgrund dieser Tatsache musste das
Losemittelsystem auf leichter flichtige Losemittel umgestellt werden. Dazu wurden
Testreaktionen mit Methanol, Ethanol oder Acetonitril durchgefuhrt. W&hrend Methanol
und Ethanol in Kombination mit PBS-Puffer &hnlich gute Ergebnisse lieferten, senkte
sich die radiochemische Ausbeute unter der Anwendung von MeCN erheblich (vgl.
Tabelle 8, S. 67). Aufgrund der Toxizitat von MeOH wurde sich fiir das Lésemittelsystem
PBS:EtOH entschieden. Sdmtliche Komponenten der Reaktion wurden dazu in PBS-
Puffer gel6st, bis auf das '®F-TEG-Ns, welches in EtOH aufgenommen wurde. Die
optimierten Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 7 in der untersten Zeile aufgefiihrt.

Zur Negativkontrolle wurde auf die Zugabe des Kupfers verzichtet, wobei wie erwartet

keine Reaktionsausbeute erreicht werden konnte.

In Tabelle 8 sind die mikrowellengestitzten Reaktionen zusammengefasst. Die
Mikrowelle wurde im ,,discover Modus betrieben, d.h. das Glasgefa? wurde mittels
PTFE-Deckel verschlossen. Zusétzlich wurde das Reaktionsgefal permanent mit
Druckluft gekdhlt, was eine hohere Energiedeposition zuldsst. Die Angaben der
Reaktionsparameter, wie Temperatur (T), Leistung (P) oder Druck (p) sind jeweils
limitierende Parameter. Das heil3t, beim Erreichen des Temperatur- oder Drucklimits wird
die Leistung der Mikrowelle gedrosselt, wahrend die maximal zugefuhrte Energie dem
Pmax-Wert entspricht. Je nach Zusammensetzung des Ldsemittels wird das
Temperaturlimit innerhalb der Reaktionszeit teilweise jedoch nicht erreicht. Die
Betriebszeit der Mikrowelle teilt sich in zwei Abschnitte, ,,ramp* und ,,hold*. Wahrend
die ,,ramp“-Zeit zur Erwdrmung der Reaktionsldsung auf die Reaktionstemperatur dient,
wird wihrend der ,,hold“-Phase die Temperatur gehalten, wobei oftmals die eingestrahlte

Leistung reduziert wird. Nachdem die Reaktionszeit verstrichen ist, wird das
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Reaktionsgefal mittels Druckluft abgekuhlt, bevor das Reaktionsgefal? gedffnet werden

kann.

Tabelle 8: Uberblick der durchgefiihrten mikrowellengestitzten CuAAC-Reaktionen von Ch-PEGgo-
hbPGg4-CHp-C=CH (b) mit ®F-TEG-N; (6) zu '®F-b. Reaktionszeit 1 min ramp + 3 min hold
(* 1 min ramp + 5 min hold), pmax: 18 bar, n: Anzahl der durchgeflihrten Reaktionen, RCA:
radiochemische Ausbeute (mit DC bestimmt, bei Mehrfachbestimmungen als Mittelwert (MW)
+ Standardabweichung (SD)), Bei Mehrfachbestimmungen ist die Aktivitat (A) als Bereich und
in Klammern als MW * SD angegeben.

Tmax Losemittel CuSO4 | Na-Asc. A (6) RCA n  Bemerkungen
[°C] Ve 1mL [umol]  [umol] [MBq] [%] g
PBS:H,0:DMSO
(2:2:6) 60 600 15,3 33 1
PBS:H,O:DMSO Py 150W
(8:1:1) 14,1 94 1 max
20 200 13,7-1239 (68,8 +551) 92+4 2
PBS:H,0:DMSO Pmax: 150W;
100 (3:1:6) 93,9 71 1 05 mg b
10 100 79,3 76 1
Prax: 150W
70,2 95 1
PBS:DMSO (4:6) 20 100  66,8-1436(103,6+36,8) 84+11 4  Ppa: 60W
27,1-108,8(63,1+28,1) 58+32 5  Pmpa: 50W
20 100 14,5-95,9 (56,7 +333) 65+33 3  Ppax 50W
90 | PBS:DMSO (4:6 :
R 200 71,7 96 1 Fmad SOW,
2mghb
437 39 1
20 100
80 | PBS:MeCN (4:6) 43,8 24* 1 Ppac 50W
40 200 87,1 27 1
70 PBS:MeCN (4:6) 20 50 79,1 14 1 Pma 50W

Auch bei den mikrowellengestiitzten Reaktionen wurden Ldsemittelzusammensetzung,
Stoffmengen und Verhdltnisse von CuSO4 und Na-Ascorbat sowie die Einwaage des
Polymers Ch-PEG30-hbPG24-CH2-C=CH (b) variiert. Dabei wurde auf Basis der
Vorerfahrungen durch die konventionelle Markierung vorgegangen. Bei der Entnahme
der ReaktionsgefaRe nach der Mikrowellenbehandlung wurde festgestellt, dass bei hoher
Leistung, trotz Rihren, anscheinend Siedeverziige in der Reaktionslosung stattfanden.
Das war an abgeschiedenen Rickstanden auf der Glasoberflache oberhalb des Meniskus
der Reaktionslosung zu erkennen. Daraufhin wurde die maximal eingestrahlte Leistung
der Mikrowelle reduziert.

Um die Mdglichkeit der Defluorierung des Click-Synthons ®F-TEG-N3 durch

Mikrowellenstrahlung auszuschlieRen, wurde ohne Zusatz von Polymer b, aber mit allen
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anderen Reaktionspartnern, eine Blindprobe durchgefiihrt (nicht gezeigt in Tabelle 8).
Dabei konnte keine Defluorierung beobachtet werden.

Aufgrund der stark schwankenden radiochemischen Ausbeuten, bei wenig Zeitersparnis
gegentiber der schnell ablaufenden konventionellen Reaktionsfiihrung, wurde auf den

Einsatz der Mikrowelle zur Radiomarkierung verzichtet.

4.2.3.2 Bestimmung der radiochemischen Ausbeute

Die Bestimmung der radiochemischen Ausbeute mittels Dinnschichtchromatographie
wurde analog zu Kapitel 3.4.3 durchgefuihrt. Die Ergebnisse und Diskussionen in Kapitel
4.2.2.2 gelten auch hier.

Zusitzlich zur Analytik mittels Radio-DC konnte fiir 8F-b eine HPLC-Analytik etabliert
werden. Mit klassischen HPLC-S&ulen (C18) sowie SEC-S&dulen konnte keine geeignete
Methode gefunden werden. Erfolgreich war die Nutzung zweier monolithischer Saulen
(Onyx Monolithic C18, 4,6 x 100, 100 A, Phenomenex) in Reihe, mit H20:MeCN (75:25)
als mobile Phase und 2 mL/min Durchfluss. Die Wellenldnge des UV-Detektors wurde
auf 205 nm eingestellt, da in den Molekulen keine chromophoren Gruppen vorhanden
sind. Mittels des Radiodetektors konnte das ®F-TEG-N3z mit tr: 3,85 min (vgl. Abbildung
26) und das Produkt 8F-b mit tr: 2,12 min (vgl. Abbildung 27, S. 69) detektiert werden.

200
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Retention Time (min)

Abbildung 26: Radio-HPLC Diagramm des Click-Synthons ¥F-TEG-N3 (6), 2x Onyx Monolithic C18,
2 mL/min H,O:MeCN (75:25), tr (6): 3,85 min.
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Abbildung 27: Radio-HPLC Diagramm des Click-Produkts Ch-PEG3o-hbPG,4-CHo-triazol-TEG-8F

(*8F-b), 2x Onyx Monolithic C18, 2 mL/min H,O:MeCN (75:25), tr (*®F-b): 2,12 min,
RCA > 98 %.

In Abbildung 27 liegt die radiochemische Ausbeute der Reaktion nach 15 min
Reaktionszeit bei > 98 %. Minimale Reste des ®F-TEG-Ns sind bei tr: 3,86 min noch zu
erkennen. Im Vergleich dazu, lieferte die Radio-DC des gleichen Versuchs eine RCA von
93 %. Es war nur durch die Nutzung dieser isokratischen Laufmittelbedingungen und der
Verwendung zweier Onyx-Sdulen in Reihe mdglich eine Trennung der beiden
Komponenten zu erreichen. Bei anderen Bedingungen Uberlagerten sich die beiden
Edukte. Aufgrund dieser Laufmittelbedingungen lieR sich eine kleine Schulter des Click-
Synthons bei tr: 4,86 min (vgl. Abbildung 26, S. 68) nicht vermeiden.

4.2.3.3 Kupferabtrennung und Trocknung

Die Kupferabtrennung und Trocknung wurde analog zu Kapitel 3.4.3 durchgefiihrt. Die
Ergebnisse und Diskussionen aus Kapitel 4.2.2.3 gelten auch hier.

4.2.3.4 Abtrennung des Click-Synthons 8F-TEG-Ns

Um bei unzureichenden radiochemischen Ausbeuten (< 95%) das Produkt 8F-b zu
isolieren, wurde ein kartuschengestiitztes Aufreinigungsverfahren entwickelt. Hierflr
wurde eine Sep-Pak Silica Plus Long Kartusche (Waters) verwendet. Durch Verwendung
dieser Kartusche war es moglich, die Reaktionslésung direkt aufzutragen, ohne dass ein

Durchbruch zu beobachten war. Durch das Spilen der Kartusche mit 2 mL einer 1:1-
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Mischung aus EA:nHex (v/v) konnte das Markierungssynthon 6 eluiert werden. Nach
dem Trocknen mit 20 mL Luft wurde das Produkt 8F-b mittels 5 mL MeOH elutiert.

Andere getestete Kartuschen, wie die Sep-Pak Silica light (Waters) waren ungeeignet, da
die Menge an Saulenmaterial zu klein war. Mit Alumina- und C18-Kartuschen konnte
keine Auftrennung erreicht werden. Bei der Verwendung von Lichrolut EN Kartuschen,
die zur Fixierung des Click-Synthons 6 bei der Synthese verwendet wurden (vgl. Kapitel
3.4.1.1), konnte das Produkt F-b nicht in ausreichenden Mengen zuriickgewonnen
werden. Mit der hier entwickelten Methode ist es also moglich, auch bei niedrigeren
Ausbeuten (< 95%), die radiochemische Reinheit von 8F-b auf ein gewiinschtes MaR zu

erhohen.

4.2.4 3-[*®F]Fluorocholest-5-en (9)

9

Die Synthese des 3-[*8F]Fluorocholest-5-en (9) wurde nach Kapitel 3.4.4 durchgefiinrt.
Dazu wurde der mesylierte Cholesterolvorlaufer 1 in Acetonitril mit [*F]Fluorid direkt
markiert. Die radiochemische Ausbeute wurde mittels RP-DC bestimmt (vgl. Abbildung
28).
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Abbildung 28: Radio-RP-DC: Aufsicht (Links): Reaktionsgemisch aus [*F]Fluorid Ry 0 und
3-[*®F]Fluorocholest-5-en (9) Ry 0,4. RCA 25 %, Aktivitatsprofil des Reaktionsgemischs
(Rechts), mobile Phase iPrOH:MeCN (4:1).

Die Abtrennung des [*®F]Fluorocholestens (9) =zur weiteren Verarbeitung in
Folgeversuchen wurde mittels semipraparativer HPLC, wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben,
durchgefuhrt. Aufgrund der sehr schlechten Loslichkeit von 9 in Wasser konnte die
Reaktionsldsung nicht mit Wasser gequencht werden und auf konventionelle Weise per
HPLC oder Kartusche aufgereinigt werden. Schon die Zugabe von kleinen Mengen
Wasser flhrte zu Tribung und Niederschldgen. Durch Quenchen der Reaktionslésung mit
iPrOH konnte die Bildung von Niederschlagen verhindert werden. Wie bei Duncan et
al.®® zur Trennung von Gesamtcholesterol per HPLC beschrieben, wurde eine mobile
Phase aus iPrOH und MeCN eingesetzt. Um die Peakscharfe und Retentionszeit zu
optimieren, wurde allerdings ein Verhéltnis iPrOH:MeCN 4:1 (v/v) verwendet. Die
HPLC wurde mit 100 % iPrOH:MeCN (4:1) gestartet. Nachdem das [*3F]Fluorocholesten
von der Séule gespult war, wurde mittels eines Gradienten der Wasseranteil auf 95 %
erhéht, um das nicht umgesetzte [*F]Fluorid zu eluieren. In Abbildung 29 ist ein Radio-
HPLC-Chromatogramm dieser Abtrennung gezeigt. Allerdings wurde die Aufnahme zu
friih beendet, wodurch der Fluoridpeak (tr: 18,7 min) nicht vollstandig zu sehen ist.
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Abbildung 29: Radio-HPLC zur Abtrennung von [‘®F]Fluorocholesten tr: 6,7 min von [*F]Fluorid
tr: 18,7 min (abgeschnitten).

Abbildung 30 zeigt eine Radio-HPLC mit schlechten radiochemischen Ausbeuten
(~ 5 %), hier wurde aber Uber die komplette Laufzeit von 28 min aufgezeichnet und das

[*®F]Fluorid ist als dominanter Peak bei tr: 18,7 min zu erkennen.
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Abbildung 30: Radio-HPLC mit schlechten Ausbeuten von [*®F]Fluorocholesten tr: 6,9 min, [*8F]Fluorid
tr: 18,7 min.

Nach der Abtrennung des [*®F]Fluorocholestens wurde das 2-Propanol-Acetonitril-
Losemittelgemisch am Miniatur-Rotationsverdampfer entfernt. Um 9 fur Tierversuche in
eine injizierbare Form zu (Uberflhren, wurden dem PBS-Puffer einige Tropfen
Losungsvermittler ((2-Hydroxypropyl)-p-cyclodextrin) zugegeben und die Lésung einer
kurzen Ultraschallbehandlung unterzogen. Es handelt sich bei Cyclodextrinen um
zyklische a-1-4-verknupfte Glukoseoligomere mit unterschiedlicher Kettenlange (a: 6,

B: 7, v: 8) und daraus resultierend unterschiedlichen Hohlraumgréf3en zur Aufnahme von
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unpolaren organischen Molekullen. Das p-Cyclodextrin besteht demnach aus 7
Glukoseeinheiten, wobei das 2-Hydroxypropylderivat erhdhte Wasserloslichkeit zeigt und
sich fur die Aufnahme von Cholesterol sehr gut eignet. 100101

Zur Liposomenpraparation wurde 9 nicht mit Losungsvermittler versetzt, sondern nach
dem Entfernen des Losemittels wurde eine ethanolische Lésung des Lipids DOPC und
Cholesterols in den Kolben gegeben und erneut das Losemittel entfernt, um einen diinnen
Film zu bDbilden. Da 9 anschlieBend nach Zugabe des PBS-Puffers unter
Ultraschallbehandlung und Extrusion in die Liposomendoppelmembran eingelagert

werden sollte, wére es kontraproduktiv gewesen, einen Losungsvermittler einzubringen.

Als alternativer Markierungsvorldufer wurde unter den gleichen Bedingungen, aber aus
Griinden der Loslichkeit in DMF, das kommerziell erhaltliche Cholesterylchlorid
(3B-Chlorocholest-5-en) getestet. Die radiochemischen Ausbeuten lagen jedoch deutlich

unter denen des mesylierten Vorlaufers 1, so dass dieser Markierungsweg gewéhlt wurde.

425 3-[*®F]Fluorethylcholest-5-en (10)

W ['®FIFETos /d;gjg\v/
- =

18F
HO ~"o

10

Die Synthese des 3-[*8F]Fluorethylcholest-5-en (10) sollte wie oben dargestellt (iber die
Reaktion der prosthetischen Gruppe 2-[‘®F]Fluorethyltosylat (8) mit Cholesterol erreicht
werden. [®F]JFETos wurde dazu nach Kapitel 3.4.1.2 hergestellt. Es wurden
unterschiedliche Stoffmengen des Cholesterols in verschiedenen Lésemitteln, Basen und
Temperaturen untersucht (n = 46).

Als Ldsemittel wurden DMF, Dioxan, THF und Dioxan-THF-Mischungen getestet. Die
eingesetzten Basen (in Aquivalenten zum Cholesterol zwischen 0,3 und 6) waren NaOH,
LDA und NaH. Es wurden Temperaturen zwischen 70 und 140 °C und Aktivitaten des
[*8F]FETos von 1,37 bis 245,0 MBq mit Reaktionszeiten bis 15 min verwendet. Zur
Deprotonierung der Hydroxylfunktion des Cholesterols wurde dieses mit der jeweiligen

Base vorinkubiert.
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Trotz  dieser groBen  Varianz an  Reaktionsparametern  konnte  kein
[F]Fluorethylcholesten (10) nachgewiesen werden. Ein Grund dafiir kénnte die sterisch
anspruchsvolle Abgangsgruppe des Markierungssynthons [*8F]FETos, das Tosylat, in
Kombination mit der vorliegenden Konformation des Cholesterols sein (vgl. Abbildung
31). Unter den basischen Bedingungen war die Hydrolyse des Synthons zu

2-[*®F]Fluorethanol kinetisch giinstiger.

HC
CHs

Abbildung 31: Konformation des Cholesterols (3p-Hydroxycholest-5-en).

Da kein Produkt hergestellt werden konnte, wurde von dieser Markierungsvariante
Abstand genommen und die Direktmarkierung des mesylierten Cholesterolvorlaufers 1

nach Kapitel 3.4.4 etabliert (Ergebnisse und Diskussion in Kapitel 4.2.4).

4.2.6 Kupferkatalysierte HPMA-Click-Markierung

HoOC cN
COOH
NC n
HN" N0 HN Yo
o
o\L
OH
o
Nj\
N-N

18F-c oder "¥F-d

18

Die kupferkatalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition des kleinen (c) sowie des grofien (d)
alkinfunktionalisierten HPMA-Homopolymers mit F-TEG-N3 (6) zu 8F-c bzw. 18F-d
wurde nach optimierten Reaktionsbedingungen (vgl. Kapitel 3.4.5) durchgefihrt. Eine

Zusammenfassung der untersuchten Markierungsreaktionen ist in Tabelle 9 zu finden.
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Tabelle 9:  Uberblick konventioneller CUAAC-Reaktionen von 8F-TEG-N3 (6) und alkinfunktionalisierten
HPMA Polymeren ¢ (My: 12000) und d (M: 60000) zu *8F-c und 8F-d, Einwaage (c oder d):
1 mg, n(CuSQa): 20 umol, n(Na-Ascorbat): 100 umol, Reaktionszeit t: 20 min, radiochemische
Ausbeute (RCA) mit DC bestimmt.

Polymer T Losemittel A (6) RCA
[°C] Vges: 1 mL [MBq] [90]
18F-¢ 50 PBS 283,0 54
(Mw: 12000) 70 164,6 L
PBS:DMSO (9:1) 130,3 96
50 PBS 277,4 72
18F-d PBS:DMSO (9:1) 59,5 93
(Myw: 60000) 70 PBS 168,7 95
PBS:DMSO (9:1) 136,6 94

Beide Polymere, 8F-c und '8F-d, wurden bei zwei verschiedenen Temperaturen (50 und
70 °C) auf ihre Reaktionskinetik hin untersucht. In Tabelle 9 sind nur die Ausbeuten nach
20 min Reaktionszeit aufgetragen. Grundsatzlich lasst sich feststellen, dass beide
Polymere in PBS-Puffer gut zu markieren sind. Durch Zusatz von 100 uL DMSO
konnten die Reaktionsausbeuten weiter gesteigert werden, bis hin zu nahezu quantitativen
Markierungsresultaten. Zur Vereinheitlichung der Reaktionsparameter wurden 70 °C als
optimale Reaktionstemperatur angenommen, obwohl fur das groRe Polymer d auch 50 °C
ausreichend wéren. Zu beobachten ist, dass die Markierung des kleineren Polymers ¢ im
Vergleich zum groReren Polymer d mit schlechteren Ausbeuten bei gleichen
Bedingungen verlauft. Bei 70 °C in PBS-Puffer konnte das Polymer c innerhalb von

20 min zu 75 %, das Polymer d zu 95 % markiert werden.

Die radiochemischen Ausbeuten (RCA) wurden mittels Radio-DC bestimmt. Es wurde
das gleiche System wie bei den cholesterolbasierten Polymeren verwendet. Die mobile
Phase war EA:nHex (1:1), wobei das Produkt ‘8F-c oder *8F-b (Rs: 0) auf der Startlinie
verblieb und das Click-Synthon 6 einen R von 0,8 aufwies.

Die Abtrennung wurde mittels drei in Reihe geschalteter HiTrap Desalting Columns und
isotoner Kochsalzlgsung als Laufmittel, bei einer Flussrate von 1 mL/min, durchgefiihrt.
Diese Sdulen basieren auf der GrofRenausschlusschromatographie, daher erféhrt das
Polymer weniger Retention und wird vor der radiofluorierten, prosthetischen Gruppe 6
eluiert. Es wurden drei Kartuschen in Reihe geschaltet, um eine Basislinientrennung zu
erreichen. Auch bei einer RCA > 95 % wurde das radiomarkierte Polymer mit dieser

Technik abgetrennt, um das DMSO der Reaktionslosung zu entfernen und das
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radiofluorierte pHPMA in einer injizierbaren Losung vorliegen zu haben. Zu beachten ist
die limitierte Druckbelastbarkeit dieser fertig gepackten Kartuschen. Ab einem Druck von
ca. 15 bar ist die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass die Polypropylen-Ummantelung
mechanischen Schaden erleidet und die Saulen dann aufgrund von Leckage nicht mehr zu
gebrauchen sind. Der neben der Flussrate auch von der benutzten HPLC abhéngige
(systemische) Arbeitsdruck lag bei 7 bar. Um die Stabilitat der einzelnen Kartuschen zu
erhdhen, wurde ein mechanisches Stitzgerust aus Aluminiumplatten mit Bohrungen
konstruiert (vgl. Abbildung 32), womit bis zu drei HiTrap-Kartuschen fixiert werden
konnen. Diese Fixierung stutzt den sensiblen Bereich zwischen roter Kappe und
durchsichtiger Kartuschenhille und verhindert so das Aufbrechen des Verbindungsteils

bei erh6htem Druck oder bei eventuell auftretenden Druckspitzen.

Abbildung 32: Stilitzgerust fur bis zu drei HiTrap-Kartuschen.

In Abbildung 33 ist ein repréasentatives HPLC-Diagramm einer Reaktion mit
radiochemischer Ausbeute von ~ 35 % gezeigt. Das obere Diagramm stellt die UV-
Absorption bei 254 nm dar, das untere die gemessene Aktivitdt. Die gesammelten
Fraktionen zwischen 5 und 8 Minuten (je 1 mL) kénnen direkt zu weiteren Versuchen

eingesetzt werden.
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Abbildung 33: UV- (oben, 254 nm) und Radio- (unten) HPLC-Diagramme eines HPMA-Polymers
mit RCA ~ 35 %, tr(*3F-c/*8F-d): 6,1 min, tr(**F-TEG-N3 (6)): 13,1 min.

4.2.7 Katalysatorfreie HPMA-Click-Markierung

HOOC

CN
COOH

18F-e oder "8F-f

18

Die ringspannungsgetriebene Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC) zwischen dem kleinen
(e) und groRen (f) cyclooctinfunktionalisiertem Polymer mit 8F-TEG-N3 (6) wurde mit
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den optimierten Bedingungen (vgl. Kapitel 3.4.6) durchgeflhrt. Eine Zusammenfassung
der durchgefiihrten Reaktionen zur Optimierung der Markierung ist in Tabelle 10
(konventionell) und Tabelle 11 (mikrowellengestlitzt) gezeigt.

Tabelle 10: Uberblick konventioneller = SPAAC-Reaktionen von *®F-TEG-N; (6) und COT-

funktionalisierten HPMA Polymeren e (My: 12500) und f (My: 61000) zu ®F-e und *8F-f,
Einwaage (e oder f): 1 mg, Reaktionszeit t: 20 min, radiochemische Ausbeute (RCA) mittels

DC bestimmt.

Polymer T Losemittel A (6) RCA
[°C] Vies: 1 mL [MBq] %]

20 1035 2

60 76,4 5

80 PBS 73,7 10

18F_¢ 100 70,3 9

(Mu: 12500) 120 54.6 2

% MeOH 20,2 3

DMSO:MeOH (8:2) 32,9 0

100 H,0:MeOH (8:2) 276 1

60 16,7 32

197 f 70 92,0 46

(Mu: 61000) 100 PBS:DMSO (3:1) 13,0 83

120 12,0 83

Zur Radiomarkierung des kleinen COT-funktionalisierten Polymers e wurde unter
konventioneller Erhitzung des Reaktionsgemischs in PBS-Puffer bei verschiedenen
Temperaturen die Reaktionskinetik untersucht (vgl. Tabelle 10). Die radiochemischen
Ausbeuten nach 20 min bei Temperaturen zwischen 40 und 100 °C lagen bei 2 - 10 %.
Auch durch den Wechsel des Losemittels zu Methanol oder DMSO:MeOH- bzw.
DMSO:H>0-Mischungen konnte die radiochemische Ausbeute (0 - 3 %) nicht verbessert
werden. Mit 22 °% RCA wurde bei konventioneller Erhitzung der beste Wert bei 120 °C
in PBS-Puffer erreicht.

Bessere Ergebnisse konnten fur das grofle COT-funktionalisierte Polymer (e) erzielt
werden. Wahrend bei Temperaturen von 60 und 70 °C die radiochemischen Ausbeuten
moderat waren (32 - 46 %), wurden bei 100 bzw. 120 °C gute Markierungsumsétze von
83 % in PBS:DMSO (9:1) erreicht.

Um eventuell bessere  Markierungsergebnisse zu erlangen, wurden die

Markierungsreaktionen in der Labormikrowelle untersucht (vgl. Tabelle 11).
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Tabelle 11: Uberblick mikrowellengestiitzter SPAAC-Reaktionen von F-TEG-N3 (6) und COT-
funktionalisierten HPMA Polymeren e (My: 12500) und f (My: 61000) zu ®F-e und *8F-f,
Reaktionszeit; 1 min ramp + tnoid, Pmax: 18 bar, radiochemische Ausbeute (RCA) mittels DC

bestimmt.
Einwaage Losemittel Tmax =~ Pmax = A(6) @ thoid RCA
Polymer [ma] Vges: 1 mL [°C] W] | [MBq] | [min] [%] Bemerkungen
300 6,3 28
DMSO 140 Geruch
150 12,5 5 11
PBS:MeOH (8:2) | 100 150 16,0 24
11,3 10 39
1BF_¢ 1 PBS:MeOH (10:1) 1,1 mL
(My: 12500) 100 95 15 42
PBS:DMSO (1:1) 120 60,9 5 10 NS + Geruch
PBS:DMSO (1:9) 48,6 5 10
50 99,6 5
PBS:DMSO (9:1) 10
3 39,9 52
1 18,7 96
A PBS:DMSO (9:1 120 50 10
(Ma: 61000) 2 : (9:1) 168,7 35
3 28,4 99

Hierbei wurde wieder zuerst das kleine cyclooctinfunktionalisierte HPMA-Polymer e
untersucht. Erste Markierungsstudien in DMSO zeigten, dass zu viel Energie in die
Reaktionsldsung eingestrahlt wurde. Nach Beendigung der Reaktionen war beim Offnen
des ReaktionsgefaBes ein unangenehmer Geruch, der von Zersetzungsprodukten des
DMSO herrihrte, bemerkbar. Unter Einfluss von Mikrowellenstrahlen kann das
Dimethylsulfoxid in Methylsulfid, Dimethyldisulfid, Bismethylthiomethan, Wasser und
Formaldehyd zersetzt werden.!®> Nach dem Herabsetzen der maximal eingestrahlten
Leistung auf 50 Watt blieb dieses Phdanomen aus. Geeignetere Ldsemittel hinsichtlich der
radiochemischen Ausbeute waren PBS:MeOH- oder PBS:DMSO-Mischungen. Durch die
Erh6hung der Einwaage des Polymers e von 1 auf 3mg konnten die besten
radiochemischen Ausbeuten von 52 % in PBS:DMSO (9:1) bei einer Reaktionszeit von

10 min erreicht werden.

Fir das groRe COT-funktionalisierte HPMA-Polymer f konnten bei 3 mg Einwaage unter
den gleichen Bedingungen sogar im Rahmen der Messgenauigkeit quantitative
Markierungsergebnisse von 99 % erreicht werden. In der Testreihe mit Einwaagen
zwischen 1 - 3 mg zeigt die Reaktion mit 2 mg eine deutlich verringerte radiochemische

Ausbeute von nur 35 %. Da diese Reaktionen nur einfach durchgefihrt wurden, ist es
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notwendig, durch Mehrfachbestimmungen eine statistisch relevantere Aussage treffen zu
konnen.

Ebenso wie bei der kupferkatalysierten Click-Markierung zeigte sich auch bei der
ringspannungsgetriebenen Cycloaddition, dass das kleinere HPMA-basierte Polymer e,
im Vergleich zum groReren f, schlechtere Ausbeuten bei gleichen Bedingungen lieferte.
Da die verschiedenen Funktionalisierungen ausgehend wvon den gleichen
Vorlauferpolymeren getétigt wurden sowie der Einbaugrad bei jeweils 3 % lag, lasst sich
nur Uber den Grund spekulieren. Bei gleicher Einwaage (3 mg) liegt aufgrund des
geringeren Molekulargewichtes das kleine HPMA-Polymer e (Mw: 12500 g/mol,
n = 240 nmol) von der Stoffmenge her ungefahr im finffachen Uberschuss gegeniiber
dem groRen Derivat f (Mw: 61000 g/mol, n = 49,2 nmol) vor. Bezieht man die groRere
Kettenlange (und damit mehr Wiederholungseinheiten) des grof3en Polymers mit in die
Betrachtung ein, nivelliert sich der Uberschuss aufgrund der Stoffmenge durch die
erhdhte Anzahl an funktionellen Gruppen pro groflem Polymer. Aufgrund dieser
Betrachtung sollte die Markierungskinetik prinzipiell dhnlich schnell ablaufen. Die
Voraussetzungen fiir solch eine Annahme sind gleiches Verhalten der Loslichkeit und der
Prasentation der funktionellen Gruppen bzw. die Ausbildung von gleichen Uberstrukturen

im Losemittel.
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4.3 Liposomenpréparation

Die Préparation der Liposomen wurde nach Kapitel 3.5 durchgefiihrt. Dazu wurde das
Phospholipid DOPC und Cholesterol in Ethanol gelést und mit dem jeweiligen
radiomarkierten Polymer Ch-PEGg,7-CHz-triazol-TEG-18F (18F-a) oder
Ch-PEG30-hbPG24-CHo-triazol-TEG-8F (18F-b) oder [*®F]Fluorocholesten (9) nach den
molaren Verhaltnissen aus Tabelle 4 (Kapitel 3.5) gemischt. Hierflir wurden
Stammldsungen von DOPC in Ethanol und Cholesterol in Ethanol hergestellt und das
entsprechende Volumen entnommen. Die Wahl des Phospholipids fiel auf DOPC
(Dioleoylphosphatidylcholin), um  keine  Lipidmischung  mit  verschiedenen
Kohlenwasserstoffkettenlangen, sondern ein definiertes Lipid ohne Nettoladung bei
physiologischen Bedingungen zu verwenden.

Das Verhéltnis von DOPC zu Cholesterol wurde durch die Cholesterolverankerung der
beiden Polymere konstant bei 60:40 gehalten. Flr die ersten Tierversuche wurde die
Liposomenpréparation mit 5 mol% Polymer, 35 mol% Cholesterol und 60 mol% DOPC
gestartet. Wie in Kapitel 4.4 diskutiert, wurde der Anteil des Polymers nach den ersten
Ergebnissen auf 20 mol% erhoht, wéahrend der Anteil von Cholesterol auf 20 mol%
reduziert wurde. Der Gesamtcholesterolgehalt wurde somit bei 40 mol% konstant
gehalten. Die zugesetzten Mengen von Cholesterol und DOPC wurden auf Basis der
eingewogenen Polymermenge zur Radiomarkierung berechnet. Im Falle des
hyperverzweigten Polyglycerolderivats 18F-b wurde beim Verhéltnis
DOPC:Cholesterol:Polymer (60:20:20) nach der Radiomarkierung (1 mg b eingesetzt)
noch 3 mg nicht-markiertes Polymer b zugegeben, um eine Gesamteinwaage von 4 mg zu
erreichen.

Zusammen mit der radioaktiven Komponente (*¥F-a, 8F-b oder 9) wurde das Gemisch in
einem 10 mL-Spitzkolben am Miniatur-Rotationsverdampfer vom Ldsemittel befreit.
Insbesondere bei Loésungen des linear-hyperverzweigten Polyether-basierten Lipids b
musste bei dem Entfernen des Ldsemittels auf starke Schaumbildung geachtet werden.
Nach dem Entfernen des Losemittels wurde 1 mL PBS-Puffer zugegeben und der
verschlossene Kolben fir 10 min bei 50°C in ein im Dauerbetrieb laufendes
Ultraschallbad gehédngt. Das Ultraschallbad wurde mit einer Bleiabschirmung versehen,

um die Dosisbelastung zu minimieren.
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Nach Ablauf der zehn Minuten wurde die Suspension in einer 1 mL gasdichten
Hamiltonspritze des Mini-Extruders (Avanti Polar Lipids) aufgenommen. In Abbildung

34 sieht man den prinzipiellen Aufbau des Mini-Extruders.
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Abbildung 34: Mini-Extruder (links) mit Explosionszeichnung (rechts) des Aufbaus (Abbildungen mit
freundlicher Genehmigung von Avanti Polar Lipids Inc.).1%

Dieser besteht aus einem beheizbaren Metallblock, der gleichzeitig zur Fixierung der
Spritzen und der Stahlverschraubung dient. Rechts und links dieser Stahlverschraubung,
die Tefloneinsatze enthalt, werden die gasdichten Spritzen eingesetzt. Die Membran,
deren PorengroBe im Endeffekt die LiposomengroRe bestimmt, sitzt innerhalb der
Tefloneinsatze, umgeben von zwei Unterstltzungsfiltern. O-Ringe dichten die Filter und
die Membran nach aufRen hin ab. Vor dem Einsetzen der Filter und Membranen sind diese
mit dem benutzten Puffer zu befeuchten, um das Totvolumen bei der Extrusion moglichst
klein zu halten. Beim Zusammenbau des Extruders ist darauf zu achten, dass die
Membran keine Falten an den Grenzflaichen zu den O-Ringen bildet und die
Verschraubung handfest zugedreht wird. Die Edelstahlnuss muss mit einer flachen Seite
nach unten in den Extruder gesetzt werden. Der Einsatz der Hamilton-Spritzen muss mit
Vorsicht durchgefiihrt werden, da die Ldcher, in die die Kantlen eingeflhrt werden
missen, sehr klein sind. Des Weiteren sollte darauf geachtet werden, dass beim
Einsetzten und Entnehmen der Spritzen diese nicht gegen den Uhrzeigersinn gedreht
werden (Blickrichtung von hinten auf die Spritze). Dabei kann sich die Verschraubung
der Kandule 16sen und Flussigkeit austreten. Um das zu verhindern, wurden die Spritzen

beim Einsetzen und Entnehmen leicht im Uhrzeigersinn gedreht.

Um ein mogliches Verstopfen der 100 nm Membran zu vermeiden, wurde zuerst (ber
eine 400 nm Membran extrudiert. Das wurde elf Mal durchgefiihrt, da mit jeder Extrusion
der Suspension die Grolienverteilung der Liposomen homogener wird. Es wurde immer

eine ungerade Anzahl an Durchgéngen gewahlt, um die extrudierte Suspension in der
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zweiten, unbenutzten Spritze aufzunehmen und somit eventuelle Verunreinigungen
(groRere Partikel oder Fremdmaterial) nicht mitzufiihren. Da das Auseinanderbauen der
Verschraubung und der Wechsel der Membran mit einem erh6hten Kontaminationsrisiko
verbunden ist, wurden zwei Extruder verwendet. Der erste wurde mit der 400 nm
Membran, der zweite mit der 100 nm Membran bestiickt. Nach elfmaliger Extrusion Gber
die 400 nm Membran wurde die Hamiltonspritze mit der Liposomenldsung entnommen
und in den zweiten Extruder (100 nm Membran) eingesetzt. Nach Beendigung der
Extrusion wurde der |Inhalt der gasdichten Spritze auf die selbstgepackte
GroRenausschlusssaule  (Sephadex  G-75)  aufgetragen, um  niedermolekulare
Verunreinigungen abzutrennen. Im Anschluss wurden Fraktionen mit einem Volumen
von jeweils 0,5 mL gesammelt. Ober- und unterhalb des S&ulenmaterials wurde eine
Fritte angebracht, was die Definition des Fraktionsvolumens erheblich vereinfachte.
Durch wiederholte Auftragung von 0,5 mL PBS-Puffer wurden auch nur Fraktionen von
0,5 mL Volumen gesammelt, weil der Durchfluss der Séule stoppte, sobald der Meniskus
der Flussigkeit die obere Fritte erreicht hatte. Die einzelnen Fraktionen wurden im
Aktivimeter vermessen und Fraktion 3 oder 4 wurde zu Tierversuchszwecken verwendet.
Welche Parameter bei der Applikation beachtet werden muissen, wird in Kapitel 4.4
diskutiert.

Einen Tag nach den durchgefuhrten Versuchen war die Aktivitéat der fur die Tierversuche
verwendeten Fraktionen abgeklungen und es wurden dynamische Lichtstreuexperimente
durchgefuhrt, um die GroRBe der Liposomen zu bestimmen. Dies wurde
dankenswerterweise von Frau Dipl.-Chem. Sabine Gietzen (AK Prof. Dr. Schmidt,
Institut fur Physikalische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Lichtstreuversuche sind bei den zugehorigen Tierversuchen in Kapitel

4.4 angegeben und diskutiert.
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4.4 Tierversuche

Die in vivo-PET- und ex vivo-Biodistributionsstudien an black six-Mdausen wurden nach
Kapitel 3.6 durchgefiihrt. Dazu wurden die einzelnen Polymere Ch-PEG27-CHz-triazol-
TEG-®F (*8F-a) und Ch-PEGso-hbPGas-CHo-triazol-TEG-8F (*¥F-b) sowie das
[®F]Fluorocholesten (9) untersucht. Zusatzlich wurden diese drei radiomarkierten
Verbindungen auch in die Doppelmembranen von Liposomen integriert (vgl.
Liposomenpréparation Kapitel 3.5). Die liposomalen Strukturen wurden ebenfalls via
PET und Biodistribution analysiert. Die einzelnen Ergebnisse sowie der Vergleich
untereinander sind in den folgenden Unterkapiteln gezeigt.

Ein limitierender Faktor bei Tierversuchen mit Ma&usen ist das maximale
Injektionsvolumen. Mé&use mit einem Korpergewicht zwischen 20 und 30 g haben ein
durchschnittlichnes Blutvolumen von 1,8-24mL.1%* Gerade in Hinsicht auf
makromolekulare Systeme, die mittels GrolRenausschlusschromatographie aufgereinigt
wurden, kann es sich als schwierig erweisen, die notige Volumenaktivitat zu erreichen.
Laut Workman etal. liegt das maximale intraventse Bolusinjektionsvolumen von
Mausen bei 10 mL/kg Korpergewicht.® Das entspricht bei oben angenommenem
Gewicht einem Volumen von 200 - 300 puL. Nach dem Setzen des Venenkatheters wurde
dieser mit ca. 50 uL Heparinlésung gespult, damit er nicht durch die Blutgerinnung
verschlossen wurde. Ebenso wurde der Venenzugang nach Applikation des Radiotracers
mit weiteren 50 -100 L isotoner Kochsalzlésung gespult. Nach Abzug dieses zusétzlich
injizierten Volumens (~100 - 150 pL) verbleiben fur die Verabreichung des Radiotracers
je nach Gewicht der Maus etwa 100 - 150 pL. In diesem Volumen muss ausreichend
Aktivitat fir die PET-Messung oder die Detektion nach der Biodistribution vorhanden
sein. Je nach Beschaffenheit des Radiotracers verbleibt eine gewisse Restaktivitat in der
zur Injektion verwendeten Spritze. Neben diesen Faktoren muss zuséatzlich der Zeit- und
damit Aktivitatsverlust durch den Transport einkalkuliert werden.

Natdrlich ist die bendtigte Menge der Aktivitdt neben der Messdauer auch von der
Halbwertszeit des Radionuklids abhangig. Bei PET-Messungen ist ebenso der prozentuale
Anteil an B"-Umwandlungen des Nuklids relevant, da nur die aus der Annihilation
entstandenen y-Quanten detektiert werden. In dieser Arbeit wurden Untersuchungen im
Zeitraum von einer Stunde durchgefuihrt. Da Fluor-18 eine Halbwertszeit von 109,7 min
(B*: 97 %)% hat, sind nach 60 min ca. 32 % der Startaktivitat zerfallen.
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4.4.1 WPET-Bildgebung

Zur Untersuchung der initialen Kinetik der verschiedenen Verbindungen in vivo wurden
uber 60 min dynamische PET-Aufnahmen, wie in Kapitel 3.6.2 beschrieben,
durchgefiihrt. Zur Darstellung wurde die coronale Maximumintensitatsprojektion (MIP)
eines frihen (0 - 3 min) und eines spaten (50 - 60 min) Zeitpunkts gewahlt. Dazu wurden
die betroffenen Frames aufsummiert.

In Abbildung 35 sind diese MIPs der drei Verbindungen Ch-PEG,7-CHa-triazol-TEG-18F
(8F-a), Ch-PEGs0-hbPG24-CHa-triazol-TEG-8F (*8F-b) und [*®F]Fluorocholesten (9) fiir

frihe (obere Zeile) und spate Zeitpunkte (untere Zeile) dargestellt.

max

0-3 min

50-60 min

min

Abbildung 35:  Coronale MIPs der Ganzkorperverteilung fur frihe (0-3 min) und spéate (50-60 min)
Zeitpunkte von Ch-PEGy;-CHp-triazol-TEG-8F (¥F-a), Ch-PEGsp-hbPG24-CHa-triazol-
TEG-®F (*®F-b) und [*®F]Fluorocholesten (9) in C57bl6J-Mausen; Ni: Niere, Bl: Blase,
He: Herz, Lu:Lunge, Ve: Vene, Le: Leber, Mi: Milz.
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In der linken Spalte ist deutlich zu erkennen, dass das lineare Polymer 8F-a bereits im
friihen Zeitfenster fast nur noch in den Nieren und der Blase aufzufinden ist. Bereits nach
einer Stunde ist es komplett renal ausgeschieden, die Aktivitat ist nur noch in der Blase zu
finden. In der mittleren Spalte ist der linear-hyperverzweigte Polyether 8F-b gezeigt,
welcher anfanglich neben den Nieren noch in der Vene und den gut durchbluteten
Organen Herz und Lunge zu detektieren ist. Im spaten Zeitrahmen zeigt sich auch hier die
fast vollstandige renale Ausscheidung. Beide mizellar vorliegenden Polymere 8F-a und
18F-b werden aufgrund ihrer guten Wasserloslichkeit und geringen GroRe bereits nach
kurzer Zeit Uber die Niere ausgeschieden, wobei das hyperverzweigte Polymer eine
langsamere Kinetik aufweist. Es kann festgestellt werden, dass sowohl das lineare als
auch das linear-hyperverzweigte Polymer nicht vom Mononukledren Phagozytensystem
(MPS) aufgenommen werden. Es ware ansonsten eine Anreicherung in der Leber und
Milz zu beobachten.

Eine ganzlich andere Korperverteilung kann bei dem fluorierten Cholesterolderivat 9
(dargestellt in der rechten Spalte) beobachtet werden. Im friihen Zeitfenster ist neben dem
Herz und der Lunge bereits eine betréchtliche Aufnahme in der Leber zu beobachten.
Knapp eine Stunde nach Injektion dominiert die hepatische Anreicherung. Die
Akkumulation in der Leber war aufgrund der Hydrophobizitat von 9 und der Bildung von
Gallenséuren als Endprodukte des Cholesterolstoffwechsels erwartet worden. Zusatzlich
ist Aktivitat in der Milz nachzuweisen und es kann eine leichte Defluorierung anhand des

Knochenuptakes von [*®F]F beobachtet werden.

Im Vergleich zu diesen Beobachtungen ist in Abbildung 36 die liposomale Formulierung
der oben gezeigten Verbindungen zu den gleichen Zeitpunkten dargestellt. Abgekirzt
sind die Verbindungen als ¥F-a Lipo, '8F-b Lipo und 9 Lipo, entsprechend dem in die
Doppelmembran  eingelagerten Molekil. Die molaren Verhaltnisse vor der
Liposomenpréparation lagen bei DOPC:Cholesterol:Polymer (60:20:20) fir das lineare
Polymer 8F-a und das linear-hyperverzweigte Polyglycerol 8F-b. Fir das radiofluorierte
Cholesten 9 lag das Verhéltnis bei DOPC:Cholesterol (60:40) unter Zusatz von 9 (vgl.
Kapitel 3.5, Tabelle 4).

Die Bioverteilung der liposomalen Formulierungen divergiert im Vergleich hierzu stark.
Die Liposomen mit der linearen Stabilisierung (*®F-a Lipo) zeigen zu Beginn der
Untersuchung (0-3 min), ebenso wie die linear-hyperverzweigt abgeschirmten
liposomalen Systeme (*8F-b Lipo), eine Anreicherung in den Venen und gut
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durchbluteten Organen, wie dem Herz und der Lunge. Auch die klassischen Liposomen

ohne stabilisierende Polymere (9 Lipo) zeigen initial eine &hnliche Aktivitatsverteilung.

0-3 min

50-60 min

min

Abbildung 36:  Coronale MIPs der Ganzkdrperverteilung fur frihe (0-3 min) und spéate (50-60 min)
Zeitpunkte der liposomalen Formulierungen von Ch-PEGy;-CH,-triazol-TEG-F Lipo
20 mol% (*®F-a Lipo), Ch-PEG3o-hbPGas-CHy-triazol-TEG-8F Lipo 20 mol% (*®F-b
Lipo) und [*®F]Fluorocholesten Lipo (9 Lipo); He: Herz, Lu: Lunge, Ve: Vene, Le:
Leber, Gi: Gastrointestinaltrakt, Bl: Blase, Mi: Milz.

Im spaten Zeitfenster (50-60 min) ist eine deutlich verringerte renale Ausscheidung der
linear (*8F-a Lipo) und linear-hyperverzweigt (*3F-b Lipo) stabilisierten Liposomen im
Vergleich zu den einzeln untersuchten Polymeren (*8F-a und 8F-b) zu erkennen. Bei
0-3 min ist eine Anreicherung in der Blase noch nicht zu beobachten. Dies spricht fur eine
erfolgreiche Inkorporation der sterisch stabilisierenden Polymere, aber auch fir eine
leichte Degradation der Liposomen, da die Liposomen an sich zu groR fir den renalen
Ausscheidungsweg sind. Die mittels DLS bei 30, 60, 90, 120 und 150° bestimmten
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hydrodynamischen Radien lagen bei 46 nm fiir 8F-a Lipo und 83 nm fiir das *F-b Lipo.
Neben der Aufnahme in der Leber zeigte sich auch der Gastrointestinaltrakt. Bei 8F-
b Lipo ist zusatzlich verbliebene Aktivitat in den gut durchbluteten Organen Herz und
Lunge zu erkennen. Das klassische Liposom (9 Lipo) ohne Abschirmung zeigt die
Hauptmenge der Aktivitat in der Leber und Milz, was fur eine Erkennung und Aufnahme
uber das MPS spricht. Der hydrodynamische Radius lag fir das 9 Lipo bei 200 nm. Es
trat wieder leichte Defluorierung auf, die sich durch die Darstellung des Skeletts
verdeutlichte.

Die verschiedenen GroRen der Liposomen und ihre Auswirkungen werden im folgenden
Kapitel diskutiert.

4.4.2 Exvivo-Biodistributionsstudien

Zur Quantifizierung der Aktivitdtsmengen in den einzelnen Organen wurden 60 min nach
der Injektion ex vivo-Biodistributionen nach Kapitel 3.6.1 durchgefihrt.

Nachdem die Organe der Tiere gewogen und im automatisierten y-Counter vermessen
wurden, musste der erhaltene Wert der Zahlrate (CPM: counts per minute) in Aktivitat (in
kBg) umgerechnet werden. Um diese Korrelation durchzufuhren, wurde eine

Kalibrationskurve mit Fluor-18 aufgenommen (vgl. Abbildung 37).
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Abbildung 37:  Kalibrationskurve des automatisierten y-Counters mit Fluor-18.
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Man erkennt deutlich, dass die Linearitat nur fir geringe Aktivitaten gultig ist und mit
zunehmender Aktivitat abnimmt. Nach Losung der Gleichung nach x, konnten die
erhaltenen CPM-Werte in Aktivitaten in kBg umgerechnet werden.

Der so erhaltene Aktivitatswert wurde auf den Zeitpunkt der Injektion zerfallskorrigiert
und anschlieBend auf 1 g Gewebe normiert. Im finalen Schritt wurde diese genormte und
korrigierte Aktivitdt durch die injizierte Gesamtaktivitat geteilt und mit einhundert
multipliziert, um den Wert der prozentualen injizierten Dosis pro Gramm Gewebe
(%I1D/g Gewebe) zu erhalten. Durch diesen Wert kdnnen die einzelnen Ergebnisse gut

miteinander verglichen werden.

In Abbildung 38 sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der einzelnen Organe von
den Verbindungen Ch-PEGy7-CHa-triazol-TEG-8F (18F-a), Ch-PEGso-hbPGz4-CH2-
triazol-TEG-'8F (*8F-b) und [*®F]Fluorocholesten (9) 60 min nach Injektion gezeigt.
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800 Il Ch-PEG, -hbPG, ,-CH -triazol-TEG-"F ("°F-b)
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Abbildung 38:  Ex vivo-Biodistributionsdaten (n=3) 60 min p.i. von mannl. C57bl6J-M&usen in
%ID/g Gewebe der Verbindungen Ch-PEG7-CH,-triazol-TEG-¥F (*¥F-a), Ch-PEGso-
hbPGgs-CHp-triazol-TEG-®F  (*®F-b) und [*®F]Fluorocholesten (9), Fehler sind als
Standardabweichung des Mittelwertes angegeben, Sternchen bedeutet n=2.

Wie bereits in den HPET-Aufnahmen festgestellt, wird das PEGylierte Cholesterol 8F-a
rasch Uber die Nieren ausgeschieden und ist nach einer Stunde fast nur noch im Urin
(1070 %ID/g) zu detektieren. Ahnlich, aber mit verzogerter Pharmakokinetik, zeigt sich
das linear-hyperverzweigte Polymer '8F-b. Neben dem hohen Wert im Urin (306 %I1D/g),
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ist aufgrund des renalen Ausscheidungsweges noch Aktivitat in den Nieren (~10 %ID/g)
zu finden. Zusatzlich befinden sich im Blut und den gut durchbluteten Organen, wie Herz
und Lunge, noch ca. 5%ID/g. Eine &hnliche Aufnahme ist in Milz und Leber zu
detektieren. Im Skelettmuskel des Femurs, in den Hoden und im Darm ist nahezu keine
Aktivitat von 8F-a oder 8F-b nachzuweisen. Wahrend sich die beiden Polymere von der
Bioverteilung her ahneln, verhlt sich das [*®F]Fluorocholesten (9) erheblich anders. Die
hdchsten Aufnahmewerte sind in der Leber (40 %ID/g), der Milz (30 %ID/g) und der
Lunge (28 %ID/g) zu erkennen, wahrend im Urin (2 %ID/g) nahezu keine Aktivitat zu
detektieren ist. Leicht erhohte Werte sind in den Nieren (~6 %ID/g), im Blut (5 %ID/g)
und im Herzen (4 %ID/g) vorzufinden. Der hohe Leberwert kann aufgrund der
Hydrophobizitdt und des Gallensdurestoffwechsels erklart werden. Des Weiteren ist
hauptsdchlich die Leber an der Lipoproteinaufnahme (HDL: high density lipoprotein;
LDL: low density lipoprotein) beteiligt. In Lipoproteinen wird Cholesterol im Kdorper
gebunden und transportiert.'% Auch die Milz spielt im Fettstoffwechsel eine, wenn auch

noch nicht ganz aufgeklarte, Rolle.*”

Lungenalveolen sind mit einer grenzflachenaktiven Substanz (pulmonary surfactant:
surface active agent) ausgekleidet, deren Hauptaufgabe darin besteht, die
Oberflachenspannung an der Wasser/Luft-Grenzflache zu reduzieren, um einen
Alveolenkollaps zu verhindern.® Diese pulmonale grenzflachenaktive Substanz besteht
neben Phospholipiden bei Mausen auch zu knapp 10 % aus Cholesterol.!®® Eine
Mdglichkeit, die beobachtete Anreicherung in der Lunge zu erklaren, ist die Aufnahme
des Cholesterolanalogons [*8F]Fluorocholesten in die fiir die Produktion der pulmonalen
grenzflachenaktiven Substanz zustdndigen Lungenzellen. Eine weitere Moglichkeit zur
Erklarung der hohen Aufnahme in der Lunge ware die ungeniigende Ldsungsvermittlung
durch das zugesetzte 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin. Aufgrund der hohen Lipophilie
des [*®F]Fluorocholesten kénnte es in den kleinen Lungenkapillaren zu einer Ablagerung
kommen und damit die hohe Aufnahme erklart werden.

Der Skelettmuskel des Femurs sowie der entnommene Dinndarm und die Hoden zeigen
fur keine der drei Verbindungen eine erhohte Akkumulation von Relevanz.

In Abbildung 39 ist der Vergleich der Biodistributionsdaten 60 min p.i. des linear-
hyperverzweigten Polyethers Ch-PEGso-hbPGas-CHa-triazol-TEG-8F (18F-b) mit den
beiden liposomalen Verbindungen (*F-b Lipo 5% und 8F-b Lipo 20%) gezeigt. Die
Zusammensetzung des Lipid-/Polymergemisches lag vor der Ultraschallbehandlung und
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Extrusion anfanglich bei DOPC:Cholesterol:Polymer (60:35:5). Wie in der Abbildung
deutlich zu erkennen ist, unterscheidet sich die Bioverteilung des '8F-b Lipo 5% von den
Werten des Polymers 8F-b hauptsachlich in der Aufnahme in der Milz (19 gegen
4 %I1D/g) und Leber (10 gegen 5 %I1D/qg). Der Blutwert der Liposomen hat sich gegenuber
dem linear-hyperverzweigten Polymer verdoppelt (~8 gegen 4 %ID/g). Unerwartet hoch
gestaltete sich die Anreicherung im Urin (221 %ID/g), was wiederum flir eine rasche
renale Ausscheidung von *¥F-b bzw. eine Instabilitat der Liposomen spricht. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde darauf geschlossen, dass das 8F-b durch seine anspruchsvolle
Sterik nicht ausreichend in die Liposomendoppelmembran inkorporiert wurde. Dadurch
war der abschirmenden Effekt zu gering und die Liposomen wurden degradiert. Bei
diesem Abbau der Liposomen wiirde somit ‘8F-b frei werden und wie zuvor gezeigt (vgl.
Abbildung 35 und Abbildung 38) der renalen Ausscheidung unterliegen. Es bestiinde
auch die Mdglichkeit, dass die Verankerung in der Liposomenmembran nicht stabil genug
ist und das Polymer ‘8F-b herausgel6st und anschlieBend renal ausgeschieden wird. Die
Abtrennung der Liposomen von dem eventuell noch (mizellar) vorliegenden Polymer
18F-b wurde mittels SEC durchgefiihrt und tiber DLS bestétigt.

Daraufhin wurde der Zusatz des Polymers b vor der Ultraschallbehandlung und Extrusion
von 5 auf 20 mol% erhdht. Bei gleichzeitiger Reduktion des Cholesterolgehalts von 35
auf 20 mol% wurde der Gesamtcholesterolanteil bei 40 mol% konstant gehalten.
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Abbildung 39: Ex vivo-Biodistributionsdaten (n=3) 60 min p.i. von mannl. C57bl6J-Mdausen in
%ID/g Gewebe der Verbindungen Ch-PEGso-hbPGy4-CH,-triazol-TEG-18F (*®F-b) und den
liposomalen Formulierungen mit 5 und 20 mol% Polymerzugabe (Ru: 86 bzw. 83 nm),
Fehler sind als Standardabweichung des Mittelwertes angegeben.

In Abbildung 39 ist Kklar ersichtlich, dass diese Erhéhung der Polymerzugabe auf die
biologische Verteilung Einfluss ausibt. Die daraus resultierenden Liposomen
18F-b Lipo 20% hatten einen zu '®F-b Lipo 5% (Ru: 86 nm) vergleichbaren hydro-
dynamischen Radius von 83 nm. Die erhaltenen Werte flr das Blut (15,6 %I1D/g) und die
gut durchbluteten Organe, wie die Lunge (15,5 %ID/g) und das Herz (7 %ID/qg), sind
deutlich erhéht und zeigen eine erhohte Blutzirkulationszeit auf. Ebenso ist die
Anreicherung im Urin von 221 %ID/g (*®F-Lipo 5%) erheblich auf 26,5 %ID/g
zuruckgegangen. Das deutet auf einen erhdhten Einbau in die Liposomendoppelmembran
mit daraus resultierender hoherer Stabilitat hin. Allerdings sind die Biodistributionsdaten
der Leber (17 %ID/g) und Milz (25,6 %ID/g) ebenfalls erhoht, was fir eine Aufnahme
der Liposomen durch das MPS spricht. Die Biodistributionsdaten im Darm sind bei
18F-b Lip0 20% (6 %ID/g) knapp viermal so hoch, wie bei den anderen beiden
Datensatzen ¥F-b und 8F-b Lipo5% (je 1,6 %ID/g). Verglichen mit den PET-
Aufnahmen erscheint dieser Wert dennoch zu niedrig, was wahrscheinlich in der

Entnahme des Darmabschnittes begriindet liegt.

Nachfolgend (Abbildung 40) ist der Vergleich des linearen Polymers Ch-PEG27-CHa-
triazol-TEG-8F (*8F-a) mit der liposomalen Formulierung (*8F-a Lipo 20%) gezeigt.
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Abbildung 40: Ex vivo-Biodistributionsdaten (n=3) 60 min p.i. von mannl. C57bl6J-Mdausen in
%ID/g Gewebe der Verbindungen Ch-PEG,7-CHa-triazol-TEG-®F (*®F-a) und der
liposomalen Formulierung mit 20 mol% Polymerzugabe (*¥F-a Lipo 20%, Ry: 46 nm),
Fehler sind als Standardabweichung des Mittelwertes angegeben, Sternchen bedeutet n=2.

Dynamische Lichtstreumessungen ergaben einen hydrodynamischen Radius von 46 nm
fur 8F-a Lipo 20%. Auch in dieser Grafik ist eine Veranderung der Bioverteilung
ersichtlich. Die renale Exkretion ist stark reduziert (1070 gegen 28,5 %ID/g). Da die
Liposomen auch in diesem Fall zu groR sind, um Uber die Nieren ausgeschieden zu
werden, muss wieder von einer ungentgenden Stabilisierung und damit dem Abbau der
Liposomen ausgegangen werden. In den gut durchbluteten Organen Lunge (7 %ID/g) und
Herz (3,6 %ID/g) ist ebenso wie im Blut (5,3 %ID/g) eine Erhoéhung der Werte
festzustellen, was eine erhohte Zirkulation der Liposomen im Blut aufzeigt. Die
Aufnahme (ber das Mononukledre Phagozytensystem zeigt sich in der Leber
(12,5 %ID/g) und der Milz (7,9 %ID/g). Die Gewebeaktivitat in den Nieren hat sich bei
der Applikation der liposomalen Formulierung gegeniiber des linearen Polymers in etwa

verdoppelt (4 gegen 2,2 %ID/g).
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Nachstehend ist in Abbildung 41 das [*®F]Fluorocholesten (9) mit dem

[*8F]Fluorocholesten im Liposom (9 Lipo) verglichen.
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Abbildung 41: Ex vivo-Biodistributionsdaten (n=3) 60 min p.i. von mannl. C57bl6J-Mdusen in
%ID/g Gewebe der Verbindungen [‘®F]Fluorocholesten (9) und der liposomalen
Formulierung  [*®F]Fluorocholesten (9 Lipo, Rw:204nm), Fehler sind als
Standardabweichung des Mittelwertes angegeben, Sternchen bedeutet n=2.

Die dynamischen Lichtstreuexperimente ergaben einen hydrodynamischen Radius von
204 nm fir die Liposomen. Der aufféalligste Unterschied in der Bioverteilung zeigt sich in
der Lunge. Die Aufnahme von 9 in der Lunge (29 %ID/qg) ist im Liposom (1,4 %ID/g)
fast nur noch auf Hohe des Blutwertes (1,2 %ID/g). Diese Ergebnisse stutzen die
Uberlegungen zur Aufnahme des [*®F]Fluorocholestens (9) in die pulmonale
grenzflachenaktive Substanz der Lunge bzw. die Loslichkeitsprobleme in den
Lungenkapillaren, weil das liposomal gebundene 9 dieses Verhalten nicht zeigt. Die
dominanten Werte von 9 Lipo in der Leber (36 %ID/g) und der Milz (24 %I1D/g) zeugen
von einer raschen MPS-Aufnahme. Die Anreicherung im Herzen (1,3 %ID/g) ist &hnlich
der des Blutes. Wéhrend in den Nieren nur sehr geringfuigig Aktivitat nachzuweisen war,
wurde im Urin etwa 5 %ID/g Gewebe detektiert. Da in den dynamischen PET-
Aufnahmen (vgl. Abbildung 36) eine leichte Defluorierung anhand der
Knochenaufnahme zu beobachten war, ist davon auszugehen, dass es sich in der Blase um

[*®F]Fluorid handelt, da normalerweise lipophile Substanzen die Niere nicht passieren.
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Ergebnisse und Diskussion

AbschlieBend sind in Abbildung 42 die Biodistributionswerte der drei untersuchten
Liposomensysteme  (linear abgeschirmt:  '8F-a Lipo 20%, linear-hyperverzweigt

abgeschirmt: 8F-b Lipo 20% sowie konventionell: 9 Lipo) nach 60 min p.i. verglichen.

50

|
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Abbildung 42: Vergleich der ex vivo-Biodistributionsdaten (n=3) 60 min p.i. von ménnl. C57bl6J-Mé&usen
in %ID/g Gewebe der untersuchten liposomalen Systeme (*¥F-a Lipo 20% (Ry: 46 nm),
BFE-bLipo20% (Ru:83nm) und 9Lipo (Ru:204nm)), Fehler sind als
Standardabweichung des Mittelwertes angegeben, Sternchen bedeutet n=2.

Es ist klar zu erkennen, dass die linear-hyperverzweigt abgeschirmten Liposomen (*8F-b
Lipo 20%) den hochsten Wert im Blut (15,6 %ID/g) und den gut durchbluteten Organen
wie Lunge (15,5 %ID/g) und Herz (7 %ID/g) aufweisen. Danach folgen die linear
abgeschirmten Liposomen (*F-a Lipo 20%) mit den Werten fir Blut (5 %1D/g), Lunge
(7 %ID/g) und Herz (3,6 %ID/g). Die konventionellen Liposomen (9 Lipo) sind nach
einer Stunde fast nicht mehr im Blut, der Lunge und dem Herz nachzuweisen (1,2-
1,4 %ID/g), sondern sind fast vollstandig in der Leber (36 %ID/g) und Milz (24 %ID/g)
aufgenommen. Vergleicht man die beiden sterisch stabilisierten Liposomensysteme in
den anderen Organen, dann ist die generell leicht erhohte Aufnahme der linear-
hyperverzweigten Liposomen in der Leber (17 gegen 12,5 %ID/g), den Nieren (8,6 gegen
4,1 %ID/g) und dem Darm (6 gegen 1,1 %ID/g) zu beobachten. Die Anreicherung in der
Milz (25,6 %ID/g) ist gegenlber dem linear stabilisierten System (8 %ID/g) deutlich
erhoht. Die Ausscheidung der stabilisierenden Polymere tber die Niere ist in etwa

vergleichbar und resultiert in einer Aktivitat im Urin von 26,5 (**F-b Lipo 20%) bzw.
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Ergebnisse und Diskussion

28,5 %ID/g (*®F-a Lipo 20%). Eine Akkumulation im Muskel (1,9 gegen 0,4 %ID/g) ist

minimal und die Hoden zeigen keine relevante Aufnahme.

Vergleicht man die Blut-zu-Organ-Verhaltnisse der beiden unterschiedlich abgeschirmten
Liposomen, sind die Blut-zu-Leber-Werte deutlich héher (0,92 zu 0,43) bei den linear-
hyperverzweigten Liposomen (vgl. Abbildung 43). Ebenfalls hinsichtlich der Blut-zu-
Lungen-Verhaltnisse sind die linear-hyperverzweigt abgeschirmten Liposomen gegeniber
den PEGylierten leicht im Vorteil (1 zu 0,73). Die Blut-zu-Milz-Verhaltnisse weisen
ahnliche Werte auf (0,61 gegen 0,67).

1,2 - *

11+ I °F-a Lipo 20%

101 [ *F-b Lipo 20%

0,9 -

0,8 o

Pt

0,7 H
0,6 -

0,5 <

Blut / Organ Verhaltnis

0,4 |
0,3 -
0,2

0,1 -

0,0

Blut / Leber Blut / Milz Blut / Lunge

Abbildung 43: Blut-zu-Organ-Verhaltnisse ~ aus  ex vivo-Biodistributionsdaten ~ der  liposomalen
Formulierungen Ch-PEGy;-CH,-triazol-TEG-®F  (*8F-a Lipo 20%, dunkelgrau) und
Ch-PEG3p-hbPG24-CHa-triazol-TEG-®F (*®F-b Lipo 20%, cyan), Fehler wurden durch
Fehlerfortpflanzung der Standardabweichung berechnet, Sternchen bedeutet P < 0,05.

Zusammenfassend zeigen diese Verhaltnisse neben der generell htheren Konzentration
im Blut das vorteilhaftes in vivo-Verhalten der linear-hyperverzweigten Abschirmung
gegentber den linear abgeschirmten Liposomen.

Die abweichenden Radien der verschiedenen Liposomensysteme waren in diesem
Ausmal nicht erwartet worden. Jede der drei liposomalen Formulierungen wurde auf die
gleiche Art und Weise behandelt. Zuerst wurde die Suspension im Ultraschallbad bei
50 °C fir 10 min beschallt, danach 11 x Uber eine 400 nm Membran und anschlieRend
11 x Uber eine 100 nm Membran extrudiert. Die Membranen wurden absichtlich so
gewahlt, um finale Liposomen mit einem Durchmesser um die 100 nm zu erhalten. Trotz

unterschiedlicher Mengen an zugesetztem linear-hyperverzweigtem Polymer Ch-PEG3o-
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hbPG24-CH2-C=CH (b) sind die Liposomen ®F-b Lipo 5% und 8F-b Lipo 20% auch
von ahnlicher GroRe (86 und 83 nm). Das linear abgeschirmte Liposom 8F-a Lipo 20%
ist mit einem hydrodynamischen Radius von 46 nm fast nur halb so grof3, wahrend das
nicht stabilisierte, konventionelle Liposom 9 Lipo einen Radius von 204 nm aufweist.
Das deutet darauf hin, dass das Vorhandensein und die Art der Abschirmung einen
erheblichen Einfluss auf die GroRenverteilung der mittels Extrusion préparierten
Liposomen haben. Die klassischen Liposomen ohne Abschirmung haben eine hohere
Flexibilitdat und konnen sich beim Durchtreten der Membranporen abflachen. Daraus
resultieren die groReren Durchmesser der nicht abgeschirmten Vesikel. Die
Membrangrofien des Mini-Extruders mussen in Zukunft dementsprechend angepasst
werden, um homogenere GrofRen der Liposomen zu erhalten. Bei nanopartikuldren
Systemen spielt die GroRe und Art der Abschirmung eine ganz entscheidende Rolle in der
Bioverteilung und Blut-Clearance. Vesikel mit einem hydrodynamischen Radius ber
200 nm werden deutlich schneller aus dem Blut entfernt als Partikel unter 100 nm,

unabhéngig davon, ob sie abgeschirmt sind oder nicht.!°
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Zur  Entwicklung und vor allem der invivo-Evaluierung von polymeren
Wirkstofftransportsystemen mittels Positronen-Emissions-Tomographie sind innovative
Markierungsmethoden vonnoéten. Die dadurch mit Positronen-Emittern markierten
Makromolekile konnen nicht-invasiv im lebenden Organismus hinsichtlich ihrer
pharmakokinetischer Eigenschaften untersucht und optimiert werden. Die alleinige
physikochemische Charakterisierung solcher Systeme ermdglicht keine hinreichende
Vorhersage des Verhaltens invivo und ist in der Wirkstofftransportentwicklung daher
nicht ausreichend. Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit die Radiomarkierung

verschiedener Polymere bzw. Molekile und deren in vivo-Evaluierung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Polyether-basierte Lipide und Cholesterol mittels
Fluor-18 radiomarkiert (vgl. Abbildung 44). Von besonderem Interesse war dabei das
Uber anionische Ringoffnungspolymerisation hergestellte linear-hyperverzweigte
Polyglycerol (b). Ihr in vivo-Verhaltens sollte geklart und mit bekannten Strukturen, wie

dem linearen Cholesterol-Polyethylenglykol-Konjugat (a), verglichen werden.

-:- Q\/\_

\(\/\&%O %»{\/MN \(\/\&:&b\f\,{,hbpc\)’:"

3-[*®*F]Fluorocholest-5-en Ch-PEGy;-CHa-triazol-TEG-®F Ch-PEG3p-hbPG,,-CH,-triazol-TEG-'8F
©) (°F-a) (°F-b)

Abbildung 44: Darstellung und Bezeichnung der drei radiofluorierten Cholesterolderivate.

Zur Markierung der beiden amphiphilen Polymere (*®F-a und '®F-b) wurde die
kupferkatalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition angewandt. Dazu wurden das lineare Ch-
PEG27-CH2-C=CH (a) und das linear-hyperverzweigte Ch-PEG30-hbPG24-CH2-C=CH (b)
mit der prosthetischen Gruppe F-TEG-Ns (6) unter Kupferkatalyse radiomarkiert. Es

konnten durch Optimierung der Reaktionsbedingungen in beiden Fallen radiochemische
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Ausbeuten Uber 95 % erzielt werden. Die Abtrennung des Kupfers sowie die Analytik
mittels der Radiodiinnschichtchromatographie und Radio-HPLC wurden entwickelt. Das
3-[*8F]Fluorocholest-5-en (9) konnte Uber die Direktmarkierung des mesylierten
Vorlaufers unter optimierten Bedingungen in radiochemischen Ausbeuten von 25 %
erhalten werden. Die Analytik mittels Radio-DC und die Analytik und Abtrennung
mittels Radio-HPLC wurden etabliert. Alle drei Verbindungen konnten fir die
Anwendung in Tierstudien formuliert werden und wurden hinsichtlich ihrer
Pharmakokinetik (PET und ex vivo-Biodistribution) tiber 60 min an ménnlichen black six
Mausen untersucht. Dabei zeigten die Polymere ®F-a und 8F-b eine rasche renale
Ausscheidung. Die ersten in vivo-Ergebnisse wiesen also durchaus ein vergleichbares
Verhalten des linear-hyperverzweigten Polyglycerols mit der des linearen
Polyethylenglykols auf. Das F-Cholesten (9) wurde hauptsachlich in der Leber, der Milz
und der Lunge aufgenommen.

Um zu untersuchen, ob der bekannte abschirmende Effekt von PEG-Ketten bei
Liposomen auch auf das neue hyperverzweigte System zutrifft, wurden die jeweiligen
Liposomen prépariert. Zum Vergleich dieser beiden sterisch-stabilisierten liposomalen
Formulierungen  mit  klassischen, nicht abgeschirmten  Liposomen  wurde
3-[®®F]Fluorocholesten in  Liposomendoppelmembranen eingelagert. Die drei

verschiedenen liposomalen Strukturen sind fusioniert in Abbildung 45 dargestellt.

' Cholesterol

Ch-PEG,,-CH,-C=CH
(2)

Ch-PEG,,-hbPG, -CH,-C=CH
(b)

oy Radiomarkierung

Abbildung 45: Konzeptionelles Design der drei Liposomenformulierungen; zwecks Ubersicht sind
Polymerketten oder Radiomarkierungen nicht im Inneren des Liposoms gezeigt und nicht
mafistabsgetreu gezeichnet.
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Durch Zugabe von DOPC und Cholesterol zu den radiomarkierten Derivaten wurden
durch die Dunnfilm-Hydratationsmethode mit anschliefender manueller Extrusion
Liposomen hergestellt und anschlieend Uber die GréfRenausschlusschromatographie
aufgereinigt. Beim Vermessen der drei verschiedenen Liposomensysteme zeigte sich in
der dynamischen Lichtstreuung, dass die hydrodynamischen Radien recht stark variierten.
Dies war zu beobachten, obwohl in allen Fallen die MembrangréRen (400 nm,
anschlieBend 100 nm) bei der Extrusion identisch gewahlt wurden. Es ergaben sich
hydrodynamische Radien von 46 nm (lineares PEG), 83 nm (linear-hyperverzweigtes PG)
und 204 nm fur die konventionellen Liposomen. In den Tierstudien (in vivo-PET und
ex vivo-Biodistribution) zeigten die klassischen Liposomen hauptsachlich eine
Anreicherung in der Leber und Milz durch eine MPS-vermittelte Aufnahme. Die beiden
sterisch-stabilisierten Liposomen unterlagen einer ahnlichen Pharmakokinetik, wobei die
linear-hyperverzweigten  Liposomen  gegeniber den linearen eine erhohte
Blutkonzentration zeigten. Im Kontext von Wirkstofftransportsystemen ist das ein
vorteilhaftes Verhalten. Die Aufnahme in der Leber war ebenfalls gegeniiber den linear
abgeschirmten Liposomen leicht erhoht. Final konnte ein vergleichbares, bis leicht
vorteilhaftes Verhalten der Liposomen mit der neuartigen linear-hyperverzweigten
Abschirmung in Bezug auf Blut-zu-Organ-Werten gegeniiber den PEGylierten

Liposomen festgestellt werden.

Die gewonnenen Erkenntnisse bieten die Mdoglichkeit fir  weiterflihrende
Untersuchungen. Zum einen kénnten die MembrangréfRen des Extruders an das jeweilige
System (keine Abschirmung, lineare Abschirmung, hyperverzweigte Abschirmung)
individuell angepasst werden, um Liposomen mit untereinander besser vergleichbaren
Durchmessern zu erhalten. Zum anderen konnten andere Phospholipide eingesetzt
werden, um die Stabilitat und damit die Blutzirkulationszeit der Liposomen zu erhdhen.
Weitere Ansatzpunkte sind die Mdglichkeit, dialkylverankerte Polyether-basierte Lipide
anstelle der cholesterolverankerten zu verwenden oder die Architektur der Verzweigung
zu variieren. Nachdem die Stabilitat der Liposomen erhéht wurde, sollte das langerfristige
Ziel die kovalente Anbindung von Targeting-Vektoren an die Polyetherstrukturen

und/oder die Einlagerung von Wirkstoffen in die Liposomen sein.
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Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit lag in der Click-Radiomarkierung von HPMA-basierten
Polymeren, die mittels Reaktivesteransatz und RAFT mit anschlieBender
polymeranaloger Umsetzung dargestellt wurden. Hierfr wurde der kupferkatalysierte
(CuAAC) sowie ringspannungsgetriebene (SPAAC) Markierungsansatz verfolgt und die
Polymere dementsprechend funktionalisiert (vgl. Abbildung 46).

HOOC cN
COOH

Abbildung 46: Strukturen der HPMA-basierten Polymere zur CuAAC- und SPAAC-Radiomarkierung
mittels ¥F-TEG-Na.

Es wurden jeweils ein kleines (~12 kDa) und ein grof3es (~60 kDa) Polymer synthetisiert,
um in spéteren in vivo-Versuchen unter und uber der renalen Ausscheidungsgrenze zu
liegen. Die Radiofluorierung erfolgte auch hierbei (ber die prosthetische Gruppe
1BE.TEG-Ns. Bei der CUAAC konnte in konventionellen Markierungsstudien mit beiden
HPMA-Polymeren unter optimierten Bedingungen eine radiochemische Ausbeute (iber
95 % erreicht werden. Dies gelang auch fur die mikrowellengestiitzte SPAAC-Reaktion
des groRen Polymers. Die beste radiochemische Ausbeute des kleinen pHPMA wurde
ebenfalls mikrowellengestiitzt mit 52 % erreicht. Fir alle vier Derivate wurde die

Abtrennung und Formulierung des Produkts erfolgreich durchgefihrt.

Die etablierten Radiomarkierungen der vier pHPMA-Systeme ermoglichen weitere
Schritte, etwa die Komplettierung der begonnenen Stabilitatsstudien in vitro sowie die
anschlieBende Durchfuhrung von Tierversuchsstudien (PET und ex vivo-Biodistribution)
an tumortragenden Ratten. Die daraus resultierenden Ergebnisse sollen mit vorherigen
Studien ([*®F]Fluorethylierung der gleichen HPMA-Polymeren®) hinsichtlich des
Einflusses der Markierungsart auf die Bioverteilung verglichen werden. Im optimalen

Fall sind keine oder nur sehr marginale Unterschiede festzustellen.
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6.2 Abkurzungsverzeichnis

ABC
ACVA
AIBN
BCN
BGO
Bq

Ch

cmc
coT
CT
CuAAC
DAST
DC/TLC
DCM
DDS
DIBO
DMF
DMSO
DOPC
EA

EC oder ¢
ESI-MS
EtOH
FD-MS
FETos
FT-IR
GPC/SEC
GSO
hbPG
HDL
HPLC
HPMA
IC
i.d.R.
iPrOH
LDA
LDL
LSO
UPET
MAC
MeCN
MeOH
MPS
MRT

accelerated blood clearance

4,4'-Azobis(4-cyanovaleric acid) (4,4'-Azobis(4-cyanovaleriansaure)
Azobisisobutyronitril

Bicyclo[6.1.0]nonin

Bismutgermanat

Becquerel

Cholesterol

critical micelle concentration (kritische Mizellenkonzentration)
Cyclooctin

Computertomographie

kupferkatalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition
Diethylaminoschwefeltrifluorid
Diinnschichtchromatopgraphie / thin layer chromatography
Dichlormethan

Drug delivery systems (Wirkstofftransportsysteme)
Dibenzocyclooctin

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

Ethylacetat

electron capture (Elektroneneinfang)
Elektrosprayionisationsmassenspektrometrie

Ethanol

Felddesorptionsmassenspektrometrie

Fluorethyltosylat
Fourier-Transformations-Infrarotspektrometrie
Gelpermeationschromatographie / size exclusion chromatography
Germaniumorthosilikat

hyperbranched polyglycerol (hyperverzweigtes Polyglycerol)
High Density Lipoprotein (Lipoprotein hoher Dichte)

High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungsflissigkeitschromatography)
N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid

internal conversion (innere Konversion)

in der Regel

Isopropanol (2-Propanol)

Lithiumdiisopropylamid

Low Density Lipoprotein (Lipoprotein niederer Dichte)
Lutetiumorthosilikat
Kleintier-Positronen-Emissions-Tomographie

membrane attack complex (Membranangriffskomplex)
Acetonitril

Methanol

Mononukleéres Phagozytensystem
Magnetresonanztomographie
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nHex n-Hexan

NMR Nuclear Magnetic Resonance (Kernspinresonanz)

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlésung)

PDI Polydispersitatsindex

PEG Polyethylenglykol

PET Positronen-Emissions-Tomographie

p.i. post injection (nach Injektion)

PP Polypropylen

Ps Positronium

PTFE Polytetrafluorethylen

RAET reversiple addition-fragmentation chain transfer (Reversible Additions-Fragmentierungs
Ketteniibertragung)

RCA radiochemische Ausbeute

Ry Retentionsfaktor

Ru hydrodynamischer Radius

RP-DC reversed phased (Umkehrphasen)-Diinnschichtchromatographie

RT Raumtemperatur

SPAAC spannungsvermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition

SPE Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion)

SPECT Single-photon emission computed tomography (Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie)

TBA(O)H Tetrabutylammoniumhydroxid

TEA Triethylamin

TEG Triethylenglykol

THF Tetrahydrofuran

THPTA Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin

Tos/Ts Tosyl (p-Toluolsulfonyl)

tr Retentionszeit
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