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Einleitung

1. Einleitung

Krebs ist weltweit naclkardiovaskularen Erkrankungen die zweithaufigste Todesursdeche.
Laut Schatzungen der World Health Organisation (WHQO) war im Jahr 2018 einer von sechs
Todesfallen auf Krebserkrankungen zuriickzufiirem Deutschland standen laut
Statistischem Bundesam{Destatis) 2017 sogar ein Viertel aller Todesursachen im
Zusammenhang mit bosartigen Neubildunggiobjldung 1-1).3

7.3%

Krankheiten des 5.6%

Atmungssystems / Psychische und
Verhaltensstérungen

4.4%

Verletzungen und
24.4% Vergiftungen
Bosartige 20.4%
Neubildungen Sonstige

(Krebs)

37.0%
Krankheiten des
Kreislaufsystems

Abbildung 1-1 Todesursachen nach Krankheitsarten 2017 (Destatis).

Wahrend die Inzidenz und Mortalitat in Industrielandern wie Deutschland oder den Vereinigten
Staaten relativ zur Population stabil blieben oder leicht zuriickgihtj@mvird vermutet, dass

in Zukunft die weltweite Krebsbelastung stark steigen wftdUrsachlich dafiir ist der
demographische und soziodkonomische Wandel der Bevolkerung, welcher mit Haufigkeit und
Verteilung von Hauptrisikofaktoren korreli€rf Sowohl de WHO als auch die American
Cancer Society weisen darauf hin, dasb8% aller letalen Krankheitsverlaufe vermeidbar
waren?° Zum einen durch Pravention mit einem entsprechenden Lebensstil und ausgewogener
Ernéhrung; 21 zum anderen durch hochsensitive Frilherkennungsmethoden, welche Tumore
in einem juvenilen Stadium identifizieren konriett:*? Die Herausforderung einer frithen
Diagnose liegt in der Wachstumsart von Krebszellen begrindet, die anhand einer
asymmetrischenSattigungskurve verlauft Apbildung 1-2).22 Krebszellen wachsen im
zellularen Stadium aufgrund der diffusionsbegrenzten Nahrstoffversorgung langsam
(Abbildung 1-2, gelb)!* bis durch Angiogenese eines wachsenden Tumors das Wachstum
durch neovaskuléare Nahrstoffversorgung exponentiell beschleunigt wird. Diese Transformation

wird als angdgenetischer Schalter bezeichhet? In Abbildung 1-2 ist die Karzinogenes
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durch die Anzahl der Zellen Uber einen Zeitraum abgebildet. Der Farbverlauf verdeuglicht d
Nahrstoffzufuhr von diffusionslimitierter (gelb) zu neovaskularer Versorgung (rot). Die
Detektionsgrenze klinischer Diagnostik ist als gestrichelte Linie dargestellt. Der schraffierte
Bereich verdeutlicht die Tumorgenese ohne mogliche Detektion. Alihéten Seite sind die
verschiedenen Stufen der Tumorgenese entsprechend der Zellanzahl erlautert, auf der rechten
Seite ist die entsprechende Sensitivitat verschiedener klinisch relevanter Detektionsmethoden
dargestellt, die in nichkitlinischen Anwendunge sogar um Groéf3enordnungen hoher ist; zur
Ubersichtlichkeit ist die Skala nicht linearisiert.

NIR

102 4 L 10°

PET/SPECT

Betroffenes Organ Detektionsgrenze

O et L 1012
5 8
g 5
(ETS 6 15 :E
- L B %]
Tumorgewebe 510 Angiogenetischer Schalter 10 5 I
n
- 10° - L 107
Zellhaufen

TS

Einzelne Zellen
Zeit

Abbildung 1-2 Karzinogenese als Funktion der Zellanzahl Uber die Zeit mit markiesi@giogenetischem Schalter. Die
Detektionsgrenze ist als gestrichelte Linie dargestellt. Der Bereich unterhalb der Detektionsgrenze ist grau schraffiert. Der
Farbgradient verdeutlicht die Nahrstoffzufuhr von langsamer (gelb) zu schneller (rot) Aufdahme.

Wie aus dem Kurvenverlauf hervorgeht, liegt die Detektionsgrenze vb@elleén (ca. Ig

festes Tumorgewebe) in einem Bereich exponentiellen Wachstums, was das therapeutische
Fenster nach einer Diagnose zeitlich limitiérDaher gibt es ein groRes Inteseglaran, neue
diagnostische und therapeutische Methoden zu entwickeln und zu etablieren, die idealerweise
eine Diagnose vor dem angiogenetischen Schalter oder auf zellularer Ebene erméglichen. Das
dafir theoretisch notige Auflésungsvermdgen besitzeneskligisch genutzten bildgebenden
Verfahren bereits heute.
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1.1 Bildgebende Verfahren

Bildgebende Verfahren sind wertvoll fur die klinische Diagnostik von Tumoren, da sie eine
nichtinvasive Methode darstellen, um gezielt Gewebe zu untersuchen. Dalesi $sh die
Methoden in zwei Anwendungsgebiete unterteilen:

(1) Diagnostische Methoden, welche die Morphologie eines Gewebes abbilden. Haufig werden
diese durch die Verabreichung eines Kontrastmittels sichtbar gemacht. Beispiele sind die
Computertomogrape (CT) oder die Magnetresonanztomographie (MRT).

(2) Gewebespezifische Methoden, bei denen selektiv Funktionalitaten durch ein Signal markiert
werden. Beispiele dafir sind die Positroitemissionstomographie (PET), die Einzelphotenen
Emissionscomputertoographie (SPECT) sowie die Bildgebung mittels Nahinfrarot

fluoreszenz (NIR).

Computertomographie

Die CT ist die Standardmethode der klinischen Radiologie, beiRdatgestrahlen zur
Bildgebung genutzt werdéi.!® Das grundlegende Prinzip der CT isasd Gewebe innerhalb

des Korpers Strahlen einer Rontgenquelle unterschiedlich stark abschwacht. Mit Hilfe eines im
Gewebe verteilten Kontrastmittels wigkbnn auf diese Weise durch schrittweise Tomographie
von Sektionen ein dreidimensionales Bild der #dnaie computergeneriert werden. Die CT ist
eine exzellente Methode, um Morphologie oder Lasionen eines betroffenen Gewebes
darzustellen, allerdings ist das Auflosungsvermoégen limitislobildung 1-2), sodass keine

Informationen auf zellularer Ebene abgebildet werden koHnEn.

Magnetresonanztomographie

Eine weitere Methode um Morphologie zu untersuchen ist die MRT, welche wegen der hohen
raumlichen Auflosung, sowieder Fahigkeit zwischen verschiedenen Gewebearten zu
unterscheiden, eines der meist genutzten bildgebenden Verfahren fir klinische Anwendungen
ist.181° Die MRT beruht auf den grundlegenden Prinzipien der Kernspinresonanz (MR).
Jedem Atomkern wird demaol ein Kernspin mit einem Eigendrehimpuls um die Kernachse
zugeordnet. Diese Rotation induziert ein Magnetfeld, welches mit aul3eren Magnetfeldern in
Wechselwirkung tritt. Fur die klinische MRT wird die Wechselwirkung von Protonen mit
einem &aulleren Magnelfie als bildgebendes Signal genutzt, da sie glnstige Kernspin
Eigenschaften besitzen und in Form v@rfasser in einer Konzentration von-80M in
verschiedenen Gewebearten vertreten ¥irttt?! Bei einer MRT werden Protonen von ihrem

magnetischen Gleichgewichtszustdng parallel oder antiparallel zu einem &uferlich

3
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angelegten MagnetfelBy ausgerichtet, wodurch eine vektorielle Gesamtmagnetisiévung
parallel zuBo resultiert, prazidieren abeveiterhin um ihre eigene Achse (oaorfrequenz).

Wird das statische Magnetfeld entfernt, streben die ausgerichteten Kerkpams Diese
Relaxation setzt sich aus der Abnahme von longitudinaler {Spier-Relaxation,T1) sowie
transversaler Magnetisiang (SpiRSpinRelaxation, T2) zusammen, die separat mit
unterschiedlichen, gewebespezifischen Geschwindigkeiten ablaufen. Beide Prozesse kdnnen
getrennt voneinander betrachtet werden, daher soll im Folgenden der Schwerpunkt auf die T
Relaxation gelegt wden. Die Relaxation der Protonenspinsvizbewirkt eine Anderung von
M,wodurchgem2 ¢ der Faradayodschen I nduktion ein S
wird.?? Die Spule funktioniert im Fall von MRT als Detektor fiir das auf diese Weise erzeugte
MRT-Signal. Daraus ergibt sich ein Bild, dessen Kontrast auf einer unterschiedlichen Dichte
von Protonen und den kontrastgebenden Gewebeeigenschaften'bétaht.

Um diesen Kontrast und damit das Auflésungsvermdgen zu erhéhen, werden meist intravends
verschiedene Kontrastmittel eingesetzt. Diese paramagnetischen Substanzen erzeugen bei ihrer
Diffusion in Bo durch Brownsche Molekularbewegung fluktuierende Magnetfelder.
Entsprechen diese Fluktuationen derrharfrequenz naher Protonen, treten die Kerrspin
Wechselwirkung und beschleunigen so ®ieRelaxation der Protonefi.Der Parameter, der

die Relaxation beschreibt, ist die Relaxivitgtgegeben als reziprokes Produkt der Zeit und

der Konzentration (m? st). In den letzten 20 Jahren hab&oh hauptséchlich Gdasierte
Kontrastmittel (GBCA) neben Mbasierte Kontrastmittel oder Fe®@anopartikel (NP) in der
klinischen Anwendung etabliett:?>2° Um das toxische Gdin vivo anwenden zu konnen, ist

eine Komplexierung mit einem geeignetéhelator essenziell. Insbesondere derkKadhplex

des Chelators 1,4,7,A0etraazacyclododecdlr4-7-10-tetraessigsaure (DOTABA-DOTA
(Dotarem, Clariscan) gilt als Goldstandard fiir Stabilitat und Inerthervo 182728 |n

Abbildung 1-3 sind gangige kommerziell erhaltliche GBCAs dargestellt.
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0" H,0 o 07 0"H,0 07 o
Gd-DTPA Gd-DOTA Gd-BOPTA
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Abbildung 1-3 Strukturformeln der am haufigsten klinisch genutzten GREAS

Durch die Komplexierung mit entsprechenden Chelatoren sinkt zwar die Anzahl-an Gd
koordiniertem Wasser und damit die Relaxivitat, dies wird allerdings aufgrund der
verminderten Toxizitét toleriert. Die iAbbildung 1-3 gezeigten GBCAs unterscheiden sich
strukturell stark, da die Relaxivitat von verschiedenen Parametern abhangt, welche durch
strukturelle Modifikation der Komplexe beeinflusst werden kéndeér2%3° Die Parameter

sind der Abstandsq zwischen Gd und Gloordiniertem HO, die Verweilzeitds von HO in

der inneren Koordinationsspharabpildung 1-4, lila), die Diffusionszeith von HO der
auReren Koordinationsspharbpildung1-4, orange) sowie die Rotationszéitdes gesamten
Komplexes. Eine graphische Darstellutigser Parameter am Beispiel von-B@TA st in
Abbildung 1-4 dargestellt.

|-\| L) (0]
.0 H7=
H M
O\ o 3
H AR
C|) ™/, ) N—1"N 0)
H” H roxéand 7
fed \ \Gd\’l/o TR

Medium H-O

Abbildung 1-4 Parameter der Protonenrelaxation am Beispiel&dDOTA. Die innere Sphére ist lila, die duRere Sphére in
Orange dargesteltf.
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Die Relaxivitatr; entspricht damit der Summe aller Prozesse, die in der inneren und aul3eren
Sphare ablaufen. Den grofl3ten Einfluss besitzen jedoch die Prozesse der inneren
Koordinationsspharedpbildung 1-4, lila),?” bei denen die Interaktion zwischeniGdnd HO

direkt beteiligt ist. Gleichung (1-1) beschreibt die Relaxivitdt der inneren
Koordinationssphéras in Abhangigkeit von der Anzahl gebundener Wassermolekidem
StoffmengenanteiPy des Wassers, der Verweilzéit, der Relaxationsgeschwindigk@itm

sowie der Konzentration3! 32

r &= a0 Tc
Ingn:f'Q/l (1-1)

Fir hohe Relaxivitaten sind also ein schneWéasseraustausch sowie eine mdglichst hohe
Anzahl metallgebundener Wassermolekile verantwortlich. Die Relaxationsgeschwindig
keit Tim der direkt gebundenen Wassermolekiile ist ein Faktor der Relaxivitdt und kann
naherungsweise durch einen Diiaipol-Relaxatonsmechanismus Uber die Solomon
BloembergerMorganGleichungen  beschrieben werden (Gleich(hg)).>*3* Die
Relaxationsgeschwindigkelumwird durch das gyromagnetische Verhéltnis des Praiodesn
gyromagnetischen Faktgr den elektromagnetischen Gesamtspin des MetalBpordas
Bohrsche Magnetops, den Abstandcs zwischen Gd und GHoordiniertem HO, den
Korrelationszeitei¢, der Lamorfrequenz des Protoms;, der Lamorfrequenz des Elek
trons¥s sowie der Rotationskorrelationsz&ktdefiniert.

1 —302925(9’ 16 3¢, N ¢

Tim 15 18, 13 1%Q o

Wie aus der Gleichung hervorgelfie3t der Faktorgq reziprok und exponentiell in die
Relaxationsgeschwindigkéltm und damit in die Relaxivitédt ein. Die Optimierung von
Kontrastmittelrelaxivitat ist also ein Faktomelcher die Sensitivitdt von klinisch genutzten
MRT-Methoden weiter erhéhen kann und so neue Anwendungsgebiete ermdglicht.

Zurzeit bleibt die MRT jedoch ein Standardverfahren der klinischen Radiologie, welches
aufgrund moderater Sensitivi@tisschlief3lich flr die morphologische Diagnostik angewendet

wird.
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EinzelphotonerEmissionscomputertomographie

Im Gegensatz zu MRT und CT erlaubt die Sensitivitat von SPECT die Markierung und
Erforschung biochemischer Vorgange und Veranderutrg&Dieses bildgebende Verfahren
nutzt Radioisotope mii-Zerfallseigenschaften wig™ ¢ (ti2 = 6.0h) oder'*in (t12 = 2.8d),

deren Signal durch einen rotierenden Kollimator detektiert ¥ifd. Anhand der Detektion

eines Photons kann jedoch nicht dessen genauer Ursprungsort ermittelt werden. Dieser kann
zwar Uber die gemittelten Werte des rotierenden Detektors rekonstruiert werden, allerdings
nimmt dadurch das Auflosungsvermdégen der Method¥ &le hervorragende Sensitivitat
erlaubt beispielsweise die Untersuchung von kardiovaskularen Verandef{intfeiese
Eigenschaft macht SPECT zu einer wertvollen Methode der klinischen Diagnostik, um
biochemische Prozesse zu untersuchen. Die Nachteie brfahrens sind neben der
Kostenintensivitat die limitierte Auflosung, die keine Bildgebung auf molekularer Ebene

erlaubt.

PositroneREmissionstomographie

Eine ahnlich sensitive Methode, welche jedoch hdher aufgeltste Bilder liefert, ist die auf
strehlenden Radionukliden basierende PET. Dieses bildgebende Verfahren nutzt Positronen,
die beim Aufeinandertreffen mit einem Elektron annihilieren. Bei diesem Prozess werden zwei
hochenergetische Photonen (XEV) in entgegengesetzte Richtungen emitéieff. Werden

in einer umliegenden Detektorrohre zwei Photonen gleichzeitig von gegeniberliegenden
Detektoren registriert, kann ihr Ursprung und damit die Position des Radionuklids rekonstruiert
werden. Darin liegt auch die Quantifizierbarkeit dieser Methadgiindet, da die gleichzeitige
Detektion zweier Photonen dieser spezifischen Energie nur auf die Annihilation
zurlckzufuhren ist. Somit sind Hintergrundsignale durch andere Photonenquellen
ausgeschlossen. Abbildung 1-5 ist das Prinzip der PEMethode graphisch dargestellt. Das
Positron emittierende Radionuklid (rot), die Annihilation (gelb) sowie das detektierte

Photonenpaar (orange) sind farblich markiert.

Annihilation

Abbild ung 1-5 Graphische Darstellung der PE3rundlagen. Das Radionuklid ist rot dargestellt. Die Annihilation ist farblich
hinterlegt (gelb). Das detektiere Signal auf dem Detektor ist orange mé&tkiert.

v
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Dieses bildgebende Verfahren ist innerhalb der letzten drei Dekaden zu einem
Standardwerkzeug der klinischen Diagnostik und Forschung gewbrtfe@rundsatzlich
basiert die Methode auf der Wahl eines geeignbiBtrahlers, dessen Produktion sowie auf
dem Labeling einer Substanz mit besagtem RadiondRIDias mit Abstand meist genutzte
Radionuklid ist'®F als Bestandteil des Glucosemimetikumél2oro-2-deoxy-D-glucose
(FDG) 47 welches aufgrund des erhohten Glueonstabolismus von Krebszellen fiir éer
radioaktive Markierung genutzt werden k&hRrf® Obwohl der Einsatz von FDG ein
Standardverfahren ist, stellt es im klinischen Alltag eine Héoadsrung dar, weil das
Radionuklid sowie die fFJFDG-Synthese aufgrund der kurzen Halbwertszeit V&R
(tu2=110min) vor Ort oder in unmittelbarer Nahe realisiert werden muss. Dafir sind spezielle
Raumlichkeiten und kostenintensives Equipment essefiziglinachst mus$F durch eine
Kernreaktion vort®O und*®F in einem Zyklotron gewonnen werd&nsdlieRend reagiert
dieses Fluorid in einern@-Reaktion mit dem Mannosetrifldt Die Form der Fluoridquelle
unterscheidet sich dabei und ist abhangig von der abschliel}enden Reinigungsmethode. Als
Standard hat sich die Synthese nach Hamaethedrmit demAminopolyether Kryptofix [2.2.2]
([K/2.2.2]") durchgesett’*® Die anschlieRende saure Hydrolyse der Acetylreste liefert das
Glucosemimetikum[*®F]FDG in einer chemischen Gesamtausbeute von 5@%hdma
1_1).50,51

OAc OAc OH

ot [K/2.2.2]" "8F, HCI (1 M),
AcO -0 CHiCN, 82°C,5min  pqo 0 100°C, 15min g 0
AcO OAc AcO OAc HO
50% 99%
° 18F o 18F OH
1 2 ['®FIFDG

Schemal-1 Synthese des GlucosemimetikufH]FDG aus dem Mannosederivap?

Automatisierte Methoden dieses Verfahrens ermoglicherarstellung des radiomarkierten
FDG innerhalb von 3nin in klinisch akzeptabler ReinhéftVoraussetzungler klinischen
Anwendung ist jedoch, dass geeignete Synthesd Isotopenlabore vorhanden sind, da die
Halbwertszeit keine langeren Transporoa {A8F]FDG erlaubt.

Eine Alternative zu kovalent verkniipften Radiomarkierungen bieten Radiontétitegnalog

zu MRT-Anwendungen durch passende Chelatoren komplexiert werden mussen. Ein haufig
verwendetes Radiometall i€Ga (12 =67.6min),>® welches im Gegensatz Z2fF nicht in

einem Zyklotron erzeugt werden muss, sondern aus eif@eféGa-Geneator eluiert und

direkt fir die Synthese verwendet werden k&hmie Synthese ist ein weiterer Vorteil
metallbasierter PEDiagnostik, da die Komplexbildung in wassrigem Medium innerhalb

weniger Minuten quantitativ erfolgt. Ein Beispiel fur diese Anwemnduist das

8
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RadiopharmakorféGa-DOTATOC (Abbildung 1-6),>* welches fiir die Markierung des

Somatostatinrezeptors genutzt witc®

0 %8Ga-DOTATOC

Abbildung 1-6 Radiomarkiertes Edotreotf§Ga-DOTATOC .54

Die klinische Etablierung voffGaDOTATOC und dessen DerivéiGaDOTATATE I5sten

in der Forschung den Trend aus, sich auch mit anderen Radiometall®Cwiga. = 12.7h)

oder 8Zr (t12=78.5h) zu beschéftigeff:-°2°3% Grund dafiir ist die Modularitat der
Markierungsmethode gegentiiber kovalent gebundenen Radiom&RéunterBeriicksichti

gung der Anwendung stehen auf diese Weise eine Reihe Radionuklide mit veesemed
Halbwertszeiten zur Verfugung.

Aufgrund der Kostenintensitat und hohen Strahlenbelastung fir den Patienten ist PET eine
Diagnostikmethode der zweiten Reihe im klinischen Alltag, die sich durch die exzellente
Sensitivitat, der Quantifizierbarkeit délethode und die Modularitat durch den Einsatz
verschiedener Radionuklide auszeichnet. Wegen dieser Eigenschaften ist deaBEdstik

eine der am haufigsten angewandten Methoden in der Krebsforschung, um biochemische

Veranderungen zu untersuch@r> 47,52,55,57

Optische Bildgebung

Das bildgebende Verfahren mit der héchsten Sensitivitat und Auflosung ist die optische
Bildgebung, bei der Prozesse auf molekularer Ebene dargestellt werden koiinBie
Methode ist jedoch durch die Lichtstreuungg dichtabsorption und die Autofluoreszenz des
Gewebes limitiert, sodass keine Diagnostik tiefliegei@tganemdglich ist. Daher wurden in

den letzten Jahren viele Ansatze verfolgt, um die detektierbare Gewebetiefe durch den Einsatz
von Fluoreszenzstraiig im NIR-Bereich (700hmi 900nm) zu erhéher*®! Im Fokus der
Forschung stehen unter anderem MNR&bstoffe? Nanocluster und L#Komplexe mit

auRergewdohnlichen optischen Eigenschafte:.536°
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Trotz der exzellenten Sensitivitat und der niedrigen Kostenintensitat ist die optische Bildgebung
eine Methode, die aufgrund der limitierten Gewebepenetration méiuthait der Forschung
und kaum in der Klinik Anwendung findét.°%:%” Abseits der Diagnostik wird die optische

Bildgebung jedoch fiir fluoreszenzgestiitzte Chirurgie und Endoskopie venf&htiet.

1.2 Tumor-Targeting

Fur eine erfolgreich&riherkennung von Krebs stehen diverse sensitive Detektionsmethoden
zur Verfugung, welche sich hinsichtlich ihres Anwendungsbereiches und der Kostenintensitat
stark unterscheiden. Die zuvor diskutierten bildgeleen Verfahren sind mit ihren

Eigenschaftemi Tabelle1-1 zusammengefasst.

Tabelle 1-1 Ubersicht aktueller diagnostischer Methoden mit entsprechenden Parathétein.

Methode Zeit Sensitivitat  Kosten  Signal Signalgebendes Agens
Auflésung (M)
CT min ND au o 2
MRT min-h 10%-10° Gaa T elo

§4CuU 2= 12.7h)
18F (t12 = 110min)
%8G (tu2 = 67.6min)
892r** (t12=78.5h)
0 (t2 = 67.9d)
SPECT min 10%0. 101 Ga 5 9MT¢ (112 = 6.0h)
0y (ty = 64.1h)
NIR-Farbstoff

Ln3*

PET smin 101t-1012 aau b*

NIR s-min 10°- 10?2 U po

Die frihestmdglichedentifizierung einer Krebserkrankung ist die Diagnostik auf zellularer
Ebene, fiir die nicht nur eine Detektionsmethode mit ausreichender Sensitivitam}10
sondern auch die Differenzierung zwischen einer gesunden und einer malignen Zelle essenziell
ist. Eine Mdoglichkeit ist die Unterscheidung anhand der extrazellularen Matrix (ECM), da
Krebszellen, imGegensatzu gesunden Zellen, bestimmte Rezeptoren auf ihrer Oberflache
exklusiv exprimieren oder uiberexprimiergkbpildung1-7).”> "3 Nach der Identifikation eines
Tumor-spezifischen Rezeptors (Target) kdnnen bildgde&ubstanzen entwickelt werden, die

das Target gezielt adressieféiese Markierung auf zellularer Ebene durch TargeTirager

74-76

wird als TumosTargeting bezeichnefpbildung 1-7).
10
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Targeting-Tracer

| e
/ S

B e e e e e S A e eaad Nl oot Mot eaan
EEEEEEES ¥ EEEEEEEEEEEEES  EEEEEEEE W EEEEEEES W EGEEEEES T EOEEEEESE

Gesunde Zelle Tumorzelle

Abbildung 1-7 Schematische Darstellung eines Targefimgcers und dessen Anwendung beim Tuifargeting zur
Differenzierung von gesunden und Krebszelten.

Das Design eines Targethigacers beruht auf drei Saulen und isAlbildung 1-7 graphisch
dargestellt: (1) Der Targetindgektor (Abbildung 1-7, orange), der mit hohepezifitdt und
ausreichender Affinitat an ein Targétopildungl1-7, braun) bindet. (2) Ein LinkeApbildung

1-7, schwarz), der Effektor und Targetivgektor rdumlich voneinander trennt, sodass die
Bindungseigenschaften nicht von einer Wechselwirkung der beiden Bausteine beeinflusst wird.
(3) Das Effektomolekil (Abbildung 1-7, lila), welches je nach diagnostischer Methode ein
detektierbares Signal emittierBeispiele dafur sind die bereits diskutierten Substanzen
[*8F]FDG (Schemadl-1) und®®Ga-DOTATOC (Abbildung1-6).

11
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1.2.1 Target und TargetingVektor

Fur das Design undie Entwicklung eines TargetiAfracers muss zunachst ein Target bekannt
sein, dass von den Zellen der entsprechenden Tumorart exprimiert?whiverse
tumorspezifische Rezeptoren sind bereits bek&it,welche unter anderem zentrale
Aufgaben des Zébachstums oder des Metabolismus sted&ri.”® Fir das Design der
TargetingTracer kdnnen verschiedene Strategien verfolgt werden, um neben spezifischer
Adressierung der identifizierten Targets authivo-Stabilitat, ausreichende Targeetention

sowie eine vorteilhafte Pharmakokinetik zu gewahrlei¢tefi. Die verschedenen Ansitze
konnen anhand der Groé3e und Molekulgewichte kategorisiert werden, und sibblilisung

1-8 graphisch dargestellt.

(0] /
X N— /\/N
18 S fo)
o’<fﬁGa\ I
o N__\—N
O‘g
['8FIFDG O  %8Ga-DOTATOC Nanopartikel
Kleine Molekile Biokonjugate NPs
<1nm 17 10 nm 107 200 nm

< 0.5 kDa 0.5 - 150 kDa -

Abbildung 1-8 Beispiele fiir verschiedene Anséatze von Targetiegtoren (orange) mit Linker (schwarz) und Effektor (lila),
mit GréRen und Gewichtsbereich 5462

Ein Ansatz sind kleine Molekile, die strukturell auf dem natirlichen rezeptorspezifischen
Bindungsmotiv basieref?;?° wodurch die Mimetika &ahnliche Pharmakokinetik, sowie
Rezeptoraffinitat undspezifitat besitzen. Der Nachteil dieser Strategie ist, Bassicklung

und Evaluation dieser Moleklle langwierige Proeessind welche jedoch durch
computergestiitztes Molekuldesign beschleunigt werdemenl” > Des Weiteren konnen
Effektormolektle aufgrund des geringen Molekilgewichtes die Pharmakokingtiiksaant
beeinflussen’

Ein weiterer Ansatz ist der Einsatz von Biomolekiilen wie Peptiti&h82Aptameref® 2oder
Antikorperr?®8 als Targetingvektoren, die sich durch eine hohe Tar§eezifitat und
Affinitat auszeichnen.’?7375.76.87.88 peptidische Biokonjugate sind h&ufig verwendete
TargetingVektoren, da mittels Peptidfestphasensynthese Molekulbibliotheken synthetisiert
werden konnef>® Der groRte Nachteil peptidbasierter Targefirektoren ist die

12
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proteolytisch limitierte Halbwrtszeitin vivo.l” Aptamere und monoklonale Antikdrper (mAb)
zeigen im Vergleich zu peptidischen Sequenzen hohere TAffigtaten,!” 2% besitzen
jedoch den Nachteil, dass sie wegen der Grof3e (mAbs) und Ladung (Aptamere) teilweise nicht
mehr von de adressierten Rezeptoren internalisiert wefdéfDurch die hohe Spezifitat und
Affinitat finden Aptamere und Antikdrper jedoch Anwendung in Verbindung mit
Nanopartikeln als Multimerisierungsplattfof®:°? Im Folgenden soll anhand prominenter

Beispiele die Identifizierung sowie die Adressierung von geeigneten Targets erlautert werden.

Integrin-Targeting

Integrine gehodren zur Familie der heterodimeren Transmembranrezeptoren, die an der
Zelladhasion und bidirektionale@ignaltransduktion beteiligt sifd® Je nach ihrer Rolle
bil den ei-ned wWaterdinhe®ten P4 verschiedene Integrine mit jeweils mehreren
AktivierungszustandefY, heterogener Glykosylierung und, in einigen Fallen, alternativer
SpleiBvarianted* Tumorzellen nutzen Integrine, um die Entstehung, die Entwicklung und die
Metastasierung fester Tumore zu ford&# °° Aufgrund ihrer Schliisselrolle in allen Stadien
verschiedener Krebsartéh?* stadienkorrelierender Uberexpression in der EQM tiohen
Rezeptorspezifitat> 1% sind Integrine zu einem intensiv erforschten Thema fiir zielgerichtete
diagnostische und therapeutische Anwendung gewdfdel? Im Gegensatz zu der
komplizierten Struktur kdnnen Integrine durch relativ einfache kidiodekiile spezifisch
adressiert werden. Die héaufigste Bindungssequenz ist das TripeptiGyagsp (RGD,
Abbildung 1-9, blau).

RGD Collagen Leukozyte-spezifisch
@ N — @ TH®
@ Laminin

Abbildung 1-9 Schematische Ubersicht der Integrinfamilie. Alle 24 verschiedenen Saugetierintegrine (mit Ausnahme der griin
markierten Untereinheiten) werden nach ihrer Ligandenspezifitat{Bi&D, grau Kollagen, orangeLaminin) kategorisiert.
Rezeptoren, die b2 oder b7 enthalter®¥ werden ausschlieClict

Seit der Etablierung von RGD als Bindungsmotiv wurde es in vielen naturlichen
Bindungsliganden identifizierf1°21® Durch diese artifiziellen Bindungsepitope kdénnen
ganze Integrirnterfamilien mit hoher Selektivitat adressiert werdekbkildung 1-9,

blau)?5-99:101 Strykturelle Modifikationen, wie die Einfiihrung ein@-Aminosaure und die
13
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Cyclisierung der RGEsequenz (cCRGD), fuhren zu einer signifikanten Steigerung der Affinitat
und in vivo-Stabilitat}®41% Eine weitere bekannte Methode zur Maximierung der
Tumorretention ist deEinsatz multimerer Systeme des TargeNektors cRGD??107.108

Wegen der Moglichkeit, verschiedene gewab® Tumorstadiurrspezifische Integrine durch
kleinste Veranderungen der Peptidsequenz mit hoher Selektivitat und Affinitat zu adressieren,
eteblierten sich cRGEBequenzen im Tumeérargeting als haufig verwendete Targeting

Vektoren von Biokonjugateff: 8

Prostataspezifisches Membranantigen (PSMA)

Prostatakarzinome hatten die zweith6chste Inzidenz aller Krebserkrankungen bei Mannern mit
weltweit 1.3 Millionen Neuerkrankungen und 360.000 Todesfallen im Jahr'20itediesem
Zusammenhang ist das Membranprotein PSMA das vielversprechendste Target fur
zielgerichtete Diagnostik von Prostatakrebs, da es von Tumorzellen signifikant Uberetprim
wird.”> 77109111 Ein wichtiger Schritt fiir das Targeting von Prostatakrebs war die Isolierung
einer LymphknotenkrebZelllinie der Prostata (LNCaP) von Horoszewatzall!? in den
frihen 1980er Jahren. Fast zwei Jahrzehnte spéter belegten étestdidie hervorragenden
TargetingEigenschaften der Zinkpeptidase PSMA. Die PSbkprimierende (PSMA(+))
Krebszelllinie LNCaP bildet zusammen mit der nEtf8MA-exprimierenden (PSMA))
Zelllinie PG-3 das Standardtestsystem fiir ii@itro undin vivo Evaluation!*11°

Da PSMA eine Zinkprotease ist, die fiir die Spaltung von -pa@Blu zustandig ist!®’
imitieren viele PSMAInhibitoren dieses Strukturmotiv mit zinkaffinen funktionellen Gruppen
wie Thiole!'® Phosphonaté®'?° oder Phosphinaf€®'?*123 Dariiber hinaus wurden PSMA
Inhibitoren auf Harnstoffbasis entwickétt, die bereits in klinischen Studien untersucht
wurden’>125130Bejspiele dieser zielgerichteten Strategie mit kleinen Molekiilen als Targeting
Vektoren sind der harnsfoBsierte Radidlracer®®Ga-PSMA-617 und dasPhosphinsaure
basierte NIRFluorophor3,1?212° die in Abbildung 1-10 dargestellt sind.
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(e}

58Ga-PSMA-617 3

Abbildung 1-10 Beispiele fur kleine Molekiile als Targetiwgktoren fiir zielgerichtete Tumordiagnostik. Der Targeting
Vektor ist farblich markiert (orangé&%.122

1.2.2 Linker-Einheit
Die Verbindung von Targetingektor und Effektormolekil mit einer LinkeEinheit ist
einerseits essenziell, um sekundare Wechselwirkungen zwischen den beiden Bausteinen zu
vermeiden, andererseits ist die Art der Konjugation ein kritischer Punkt in der Synthese von
vielen Targetinglracen. Die Anforderung an die Reaktion ist, dass meist hochfunktionale
(Bio-) Molekule in kurzer Reaktionszeit unter milden Bedingungen in hohen Ausbeuten
miteinander verkniipft werdéi*'3* Diese Anforderungen werden vor allem von
Peptidkupplung und Reaktien der sogenannten Cli€hemie erfillt’* 134135 Insbesondere
fur kleine Molekule oder Biokonjugate mit peptidischen Targetfegtoren eignet sich die
Peptidkupplung, da sich die Synthes@ Festphasensynthese durchfiihren [&8St®
Allerdings st bei der Peptidchemie zu beachten, dass die aktivierten Carbonséuren oft nur eine
geringe Selektivitdt gegentber verschiedener Nukleophile haben. Eine regiospezifische
Konjugation von Effektor und Biomolekiilen kann sich daher als Herausforderung darstell
Des Weiteren unterliegen die auf diese Weise geknipften Peptidbindungen den gleichen
enzymatischen Abbaumechanismen wie alle peptidbasierten Biomolekile, sodass eine
Spaltung von Effektor und Targetiégktor in vivo nicht ausgeschlossen werden katfn'32
Eine Alternative zur peptidischen Verknipfung bietet die bereits erwahnte Chiieinie. Der
Begriff bezeichnet nach der Definition von Sharpletss. eine Sammlung verschiedener
modularer Reaktionen, die chemoselektiv, steteml regiospezifish Produkte unter milden
Bedingungen in hohen Ausbeuten lieféthBeispiele fur diese Reaktionen sind die THiok
Click-Reaktion, die DielsAlder-Reaktion sowie die 1;8ipolare Cycloaddition®”:13%.140 Der
Begriff ist jedoch im Laufe der Zeit zu einem Synonym derk@ialysierten AlkirAzid
Cycloaddition CUAAC) geworden, seit sie von Rostovtstal. und Tornoestal. unabhangig
entwickelt wurdé?141142 Die Cukatalysierte Variante liefert im Gegsatz zur
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urspriinglichen HuisgeReaktior*® (Schemal-2, A) regiospezifisch 14ubstituierte 1,23
Triazole bei Raumtemperatus¢hemal-2, B). Der exakte Reaktionsmechanismus wurde erst
10 Jahre nach der Entwicklung der Reaktion abschlieRend aufgeklart unSideemel-2 (C)
vereinfacht dargestefi:?

A
R 3 3
° 2 N 4 2 2 N_4 2
R b 20 L NNeR N“ N-R
N+ 1\—/5 1\—(5
N R'] R1
B 3
R® [cul, RT 2 N4 g2
R’ H + N N N
N* 1y=/s
N R1
C
R’ H
N. 2
N N-R
=" e [Cu]
;
R R—=—H (cu
H* e

N 2
N“ N-R Cu(l)-Katalysecyclus

R! - [Cu] /\ R2
|
N

/\ R2 R? /,/N+

) N
N N e
N Vred N e
= N
R'" [Cu] R'—=—=—(Cu]

Schema 1-2 Darstellung verschiedener id®olarer Cycloadditionen. (A) Huisgdreaktion. (B) Ctkatalysierte und
regiospezifische Variante mit milderen Reaktionsbedingungen. (C) Katalysecyclus der CHARC.

Der Grund fur die haufige Anwendung der Reaktion sind die geringen Reaktionszeiten, die
milden Reaktionsbedingungen sowie die hohe Toleranz gegenuber hatleto
Gruppent32145:146 Dyrch den Einsatz von Cu{$tabilisierenden Liganden und Natrium
ascorbat (NaAsc) als Reduktionsmittel kann die Reaktion sogar ohne Schutzgasatmosphare in
wassrigem Medium durchgefiihrt werdéhn*® Zusatzlich sind sowohl tminale Alkine und

Azide als auch Triazolbioorthogonal*® da diese Funktionalitaten in biologischen Systemen
inert sind*®° Ein weiterer Vorteil der Konjugation von Effektoren und Targetfaktoren
mittels CUAAC ist die Ahnlichkeit, die 1,2Briazole und Peptidbindungeim Bezug auf
Polaritat und Bindungslange besitZéh!%® Diese Eigenschaften zeichnen die CuAAC als
ideale Methodeaus, die den konvergenten Aufbau vdrgetingTracern ermdoglicht.
Insbesondere bei der Konjugation von PeptidéRroteinen oder Aptameren als Targeting
Vektorenfindet diese Methodbreite Anwendung3+137:149.152
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1.2.3 Effektor

Die Wahl des Effektormoleklls wird durch die bereits vorgestellten Detektionsmethoden
determiniert. Abhangig von der Strategie des &angrTracers kann der Effektor bei kleinen
Molekilen direkt und kovalent in das Molekil eingefiihrt werden, oder nachtraglich Uber die
bekannten Konjugationsmethoden mit einem Biokonjugat verknuipft wétd&Nanopartikel
kénnen gleichzeitig als Multimisierungsplattform fir Targetingektoren, undAufgrund

ihrer besonderen magnetischen und optischen Eigenschaften als Effektor'diéhé&tt.Die
verschiedenen Ansétze wurden bereitahlildung 1-8 vorgestellt.

Einen modularen Ansatz ermdglichen die bifunktionale Chelatoren (BFC), die neben der
Komplexierung verschiedener Klinisch relevanter Metallionen auch eine Verknipfung mit
einem Targeting/ektor erlaubenphne die komplexbildende Eigenschaften zu verlieren, und
auf diese Weise Tumdrargeting mit allen metallbasierten Detektionsmethoden wie PET,
SPECT, MRT oder NIR ermdgliché® Allgemeine Anforderungen an BFasierte
TargetingTracer fur bildgebende Vihren sind hohe Zielselektivitat urdffinitat, glinstige
Pharmakokinetik und hervorragende Komplexstabilit&vo. In diesem Zusammenhang sind
der Makrocyclus DOTA und darauf basierende Derivate vielseitig fur eine Reihe klinisch
relevanter Metallkatinen einsetzbar und wurden umfangreich untersédiildung1-3, Gd-
DOTA; Abbildung1-6, %8Ga-DOTATOC ; Abbildung1-10, 8Ga-PSMA-617).53 70156 Daher
werden DOTABIokonjugate derzeit intensiv als Targetifigacer fiir Anwendungen in PET,
SPECT¥ MRT und Strahlentherapie verwendét’

1.3 Anwendung wind Eigenschaften des Chelators DOTA

Seit der ersten Synthese von Stetter und Frank 1976 hat der CBéddtareinen signifikanten
Einfluss auf metallbasierte bildgebende Verfahren genoniiéli.Brydenetal. publizierte
1981 erste LiKomplexe von DOTA* deren Kristallstrukture® %° chemische sowie
physikalische Eigenschaften in den folgenden Jahren intensiv erforscht Wiird&Dabei
zeigte DOTA aufgrund des makrocyclischen Effektes und der Kafigstruktur der Chelate
ausgezeichnete Komplexstatsit und-inertheit®53163 Nach ersten erfolgreichen Anwend
ungen vonGd-DOTA fur MRT, in dessen Folge es sich zum Goldstandard fir GBCAs
entwickelte {.1 Bildgebende Verfahrgh®” wurde der Chelator 1990 auch fiir zielgerichtete
SPECT und spater auch PEAnwendungetf*1%® genutzt.
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Abbildung 1-11 Beispiele der ersten Anwendungen verschiedener D&Dékivate in metallbasierten bildgebenden
Verfahren?4 164,166

Im Gegensatz zur MRT, bei déd-DOTA als Kontrastmittel eingesetzt wird, muss DOTA fur
den Einsatz als Effektormolekiil in einem zielgerichteten Tdfmacer, wie in den vorherigen
Abschnitten beschrieben, tber einen Linker mit einem Targ®takgor verknlpft werden.
Grundsatzlich gibt es vschiedene Ansatze, um modifizierbare DGDArivate zu erhalten. In
Abbildung 1-12 sind verschiedene Strategien beschrieben und farblich gekennzeichnet. Eine
Maglichkeit ist die Peptidkupplung Uber eines der vier Carboxylate des Chelaldnitd(ing

1-12, blau,p-SCN-Bn-DOTA, 6), was die Koordinationssphéare in Komplexen des Chelators
verandert. Wenn die Peptidkupplung nicht direkt an den Targ¥htpr erfolgt, konnen wie

in den gezeigten Beispielen Funktionalitaten eingefihrt werden, die eine Warkgivon
Chelator und Targetinyektor mittels ClickChemie ermoglichen. Andere Strategien sind die
SeitenkettensubstitutionAbbildung 1-12, rot) und die Ringsubstition (Abbildung 1-12,

grun), die zwar keinen Einfluss auf die Koordinationssphare haben, aber die Komplexgeometrie

beeinflussen.
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Abbildung 1-12 Verschiedene DOTMerivate mit farblich gekennzeichneten Modifizierungsmaoglichkeitefh 53 164,166

Bei den zuvor beschriebenen Targetimacern®Ga-DOTATOC und %8Ga-PSMA-617 ist

der radioaktiv markierte GRBOTA-Komplex mittels Peptidkupplung mit dem Targeting
Vektor verknupft. Dies hat zur Folge, dass eines der vier Carboxylate nicht mehr fur die
Koordination des Metallions zur Verfligung steht, wodurch die Komplexstabilitat signifikant
sinkt3%:187 Der Effekt ist fir dreiwertige hexadentate Metallionen mit relativ kleinen
lonenradien wie G gering, sodass es eine Anwendumgivo mdglich ist?® Dies gilt nicht

fir Metallionen hoéherer Koordinationszahlen wie Ln oder das als-M&@all der Zukunft
gehandelte vievertige®9zr.28 168,169 Sowohl dieSeitenkettensubstitutiodbbildung1-12, rot)

als auch die Ringsubstitution Aljbildung 1-12, grin) erhalten die octadentate
Koordinationssphare, haben aber signifikanten Einfluss auf die Komplexgeotffetfiega
DOTA-Komplexe in Losung durch Ringinversion und Armrotation in eirdymamischen
Gleichgewicht aus Konformationsisomeren vorlie§eh?1® Das Gleichgewicht der
Konformere ist inSchemal-3 dargestellt. Die Seitenkettensubstitutikann dabei die
Armrotation beeinflussen und sogar verhind€fnAnalog dazu kann die Substitution des

Makrocyclus eine Ringinversion unterdriickén.
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Schemal-3 Gleichgewicht der Konformere eines DOIMetdlkomplexes in Lésung. Das Metallion (grau), der Kohlenstoff
(schwarz), der Stickstoff (blau) sowie der Sauerstoff (rot) sind farblich gekennzeichnet. Die Abbildung wurde in Anlehnung
an Kriemenret al. angefertigt:’?

Die Rigiditat, die durch Ringund Seitenkettensubstitution erreicht wird, fihrt zu einer
extremen Inertheit entsprechenderiKomplexe und kann fur bestimmte MRShwendungen
wiinschenswert sef:1’%17> Allerdings ist die selektive Ringsubstitution synthetisch
anspruchsvoll, und fihnti Vergleich zu nichtingsubstituierten DOTAerivaten zu langeren
Reaktionszeiten und hohen Reaktionstemperaturen bei der abschlielBenden Metaltkomplex
ierungl’1:172.175.176 a5 einen Einsatz mit Biomolekilen als Targedifektor erschwert. Ein
vielversprechender Ansatz ist die Seitenkettensubstitution, da die Koordinationssphére und
Komplexierungseigenschaften auch bei mehrfacher Substitution erhalten Bléitérin
Abbildung 1-12 ist der Ansatz durch die ChelatoreDOTAZA und TCE-DOTA
reprasentiert®”-1’ Durch Mehrfachsubstitution kénnen z.B. Bindungseigenschaften des BFCs
durch Multimerisierung von Targetidgektoren signifikant erhoht werden. Die
Multimerisierung ist sowohl fur Integrifi>1’®181 als auch fiir PSMATargeting?%182:183 gin
bekanntes Konzept. Des Weiteren ermdglicht der Ansatz Modifikationen der Seitenkette,
welche die Pharmakokinetik signifikant beeinflussen. Wbbildung 1-13 sind
seitenkettensubstituierte Derivate des Cheldl@®3 A dargestellt, die mittels ClieiChemie

weiter modifiziert wurden.
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Abbildung 1-13 Mittels Click-Chemie modifizierte Derivate des ChelatDi@TAZA .167.184

Das Beispiel ZWI 4-BnsaDOTA verdeutlicht, wie mitts Click-Chemie eingeflhrte
Modifikationen die Pharmakokinetik beeinflussen kénnen. Die zwitterionischen Reste von
ZWI 4-BnsDOTA reduzieren die sekundaren Wechselwirkunigerivo, 118 was zum einen

die renale Ausscheidung beschleunigt, zum anderei @§fet Effekte unterdriickt und so das
Signatzu-RauschVerhaltnisbildgebender Verfahren vergroRétt.187:188 Die mittels Click
Chemie eingefuhrte Modifikationen des DOTAZ¥erivatesMans-BnsDOTA ist ein Beispiel

fur die Funktion von DOTADerivaten als Multimerisierungsplattform, wie sie bereits fur
DOTA und TCE-DOTA in Verbindung mit Glucose bekannt sitid.1¥ DOTAZA bietet
jedoch aufgrund der Azidgruppe einen orthogonalen und laauModifizierungsansataa
Click-Chemie, ohne die octadentate Koordinationssphire des B®&WAdgeristes zu

verlieren.
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2. Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit waren die Erforschung #wrdvendung verschiedener DOTBerivate

fur diverse metallbasierte bildgebende Verfahren. Dabei sollten besonders drei Schwerpunkte
bearbeitet werden: (1) Der Einfluss der Komplexgeometrie verschiedener DOTA
Metallkomplexe auf die Leistungsfahigkeit in lgkebenden Verfahren, (2) DOTBerivate als
Multimerisierungsplattform und (3) die Anwendung von DQDArivaten als BFC fur
zielgerichtete Tumordiagnostik.

Die zu untersuchenden Parameter (Zentralatom, lila; Komplexgeometrie, griin, Modifikation,
orange) sid anhand eines DOT-Aasierten Metallkomplexes iAbbildung 2-1 schematisch

dargestellt und farblich gekennzeichnet.

MRT: Gd%*
PET: Ga*', zr**
SPECT: In%*

< B ’_//O
O-I 1 /// \\ >
N \/\*N
z vl
> 5 L
¢ 5
Komplexgeometrie
Relaxivitat: Gd®* Targeting-Vektoren
NMR: Eud* Zwitterionen

Hydrophile/-phobe Reste

Abbildung 2-1 Konzeptionelle Darstellung eines DOTasierten Metallkomplexes mit Modifikationen fur zielgerichtete
Tumordiagnostik.

Durch hohe Komplexstabilitdt von DOTFMetallkomplexen mit drei und vierwertigen
Metallionen kdnnen dieChelatoren modular fir metallbasierte diagnostische Methoden
verwendet werden. Der Einfluss der Komplexgeometrie verschiedener methylierter-DOTA
Grundgeriste auf die Relaxivitat entsprechender GBCAs wurde in der Literatur bereits
beschrieber?2°:174.190.191 pieger Effekt soll anhand einer Reihe seitenkettensubstituierter
DOTA-Derivate fur den modularen Chelator DOTAZA detailliert untersucht werden. Der
Chelator koénnte nicht nur die hervorragenden Relaxivitditen methylierter EXEFikate

besitzen, sathern zusatzliclhia Click-Chemie modifiziert werden. Auf diese Weise konnte der

22



Aufgabenstellung

BFC DOTAZA die Grundlage fur eine Reihe GBCAs mit mal3geschneiden®ivo-
Eigenschaftemittels ClickChemie bieten.

Die Anwendung von DOTADerivaten flr zielgerichtete Tunaiagnostik ist in der Literatur

als Teil von BFGSystemen mit mehreréntegrinbindenden Epitopen beschrieben. Allerdings
wurden bis jetzt keine DOT-hasierten Chelatoren publiziert, bei denen DOTA gleichzeitig
Chelator und Multimerisierungsplattform f$t1°7:192.193 Daher sollten verschiedene Synthese
routen fur DOTAbasierte BFCs entwickelt werden, die eine mal3dgeschneiderte
Pharmakokinetik oder eine mogliche Multimerisierung durch Gtlemie ermaoglichen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Komplexeigenschaften verschiedener LBDOTXAZA -Derivate

Der aktuelle Konsens der Literatur ist, dass die Relaxivitat verschiedener D&sidter
Metallkomplexe direkt von der Komplexgeometrie abhangid’#st%*1% Dabei liegt ein
Gleichgewicht zwischen quadratisch antiprismatischer (SAP) und verdrehter quadratisch
antiprismatischer (TSAP) Komplexgeometrie V8¥2%° Die sterisch anspruchsvollere
Umgebung des koordinierten Wassermoleklls des T&&iormers begungjt den
dissoziativen Mechanismus des Wasseraustauschs um Faktor 50 und erhoht auf diese Weise
die Relaxivitatt’® 2°*Durch U-Substitution der Acetatreste kann das SAP/TSAEchgewicht

durch den sterischen Anspruch beeinflusst und auf die Seite désKR@&@#ormers verschoben
werden. Daraus resultiert ein verringerter Torsionswitikelvischen der MEbene des
Makrocyclus und der £Ebene der Acetatreste. Die Konsequenz des verdrehten
Koordinationspolyeders ist, dass der Komplex eine Streckung entlahguigsachse ahnlich

einer JahsTeller-Verzerrung erfahrt’3202.203 Djes fijhrt nicht nur zu einer VergroRerung des
Abstandesl zwischen N- und G-Ebene, sondern auch zu einer Stauchung des Wipkeias

eine sterische Abschirmung der Koordinationgstér H.O bedeutet. Diese Effekte resultieren

in einer Verlangerung der E®H.-Bindung des koordinierten Wasséf31’21% was die
angesprochene Begulnstigung des dissoziativen Wasseraustauschs veKonS#meren
begriindet®:204.205 Djes ist inAbbildung 3-1 graphisch aufgearbeitet.

H. _H
Q = 148A oM qQ = 144A

d=2.36A
1
U
~
y
A G
d=252A

SAP TSAP

Abbildung 3-1 Unterschiede der SAP/TSARonformere am Beispiel einés-DOTA-Komplexes. Die Abbildung wurde in
Anlehnung an Hermanet al. angefertigt”®

Ein in der Literatur bekanntes Beispiel ist das DGD&ivat DOTMA, welches den Einfluss
der Seitenkette auf die Komplexgeometrie und die damit verbundene Erhohuredad@vitat
verdeutlicht!’9174.201 |n Apbildung 3-2 sind die GeKomplexeGd-DOTA, Gd-DOTMA und
Gd-DOTAZA gezeigt und ihre Komplexeigenschaften miteinander verglichen.
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Gd-DOTA Gd-DOTMA Gd-DOTAZA
SAP TSAP TSAP
ry=3.0mMm" s r=37mM" s zu bestimmen

Abbildung 3-2 Strukturformeln der G&omplexe Gd-DOTA, Gd-DOTMA und Gd-DOTAZA mit den entsprechenden
Komplexgeometrien aus Kristallstrukturen und Relaxivitaten20,Hufgenommen bei 15und 310K.167:170.174,201,206,207

Basierend auf den fiGd-DOTMA bekannten Eigenschaften konnte der gréRere sterische
Anspruch in Gd-DOTAZA die Relaxivitat entsprechend beginstigen und zudem eine
modifizierbare Alternative darstellen. Ein Parameter beim Vergleich neuer Substanzen mit
literaturbekannten Referenzen sollte die Diskussion der Komplexgeometrie in Lésung
darstellen. Fur die Struktaufklarung von G&Komplexen kann aufgrund der
paramagnetischen Eigenschaften der Substanzen jedoch keine<SNdkRoskopie verwendet
werden. In der Literatur hat sich die indirekte Evaluierung von Strukturmerkmalen anhand der
analogen EiKomplexe durchgeetzt, deren Eigenschaften den korrespondierenden Gd
Komplexen aufgrund ahnlicher lonenradien vergleichbar $f>177:190.191

Daher sollte im Folgenden eine Reihe seitenkettensubstituierter Chelatoren synthetisiert und
der Einfluss systematis@rhdhter Seitenkettensubstitution auf die Komplexgeometrie anhand
der entsprechenden #omplexe untersucht werden. Anschlie3end sollte die Relaxivitat
anhand der G&omplexe evaluiert werden und in Korrelation zu den Komplexgeometrien
gesetzt werden. Grditage dafir ist die Synthese des Chel@QTAZA , der mittels Click
Chemie auch als Multimerisierungsplattform dienen Kdain Abbildung 3-3 sind alle tiber

diese Synthese zuganglichen DOD&rivate dargestellt.
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Abbildung 3-3 Strukturformeln aller méglicher DOT-®erivate mit steigender Seitenkettensubstitution.

3.1.1 Synthese DOT Abasierter Metallkomplexe

Kriemenetal. veroffentlichte 2014lie Synthese des DOFBerivatesDOTAZA ,*¢” welches
durch dieN-Alkylierung von Cyclen mit dem ausApfelsaure synthetisierten Trifl@terhalten
wird. Die Synthese des Trifla® welches ein zentraler Bstein der folgenden Synthese

verschiedener DOTMerivate ist, ist irfSchema3-1 dargestellt.

1.2,2-DMP, 1. NaN3, DMF, 70 °C, 15 h
p-TsOH, RT, 3 h 2. p-TsOH, BnOH,
HO. _O 2.BHs, THF, RT, 16 h MsO 70°C,15h N3
0 3. MsCl, DIPEA, CH,Cl, 0 3. Tf,0, Pyridin, CH,Cl,, 0
a0 °© o . 25° £0° ;
OH 60 °C auf 0 °C, 90 min o 5°C auf 0 °C, 90 min 0Bn
OH 52% O\[/\ 67% OTf
7 8 9

Schemas3-1 Synthese des Trifla@ausL-Apfelsiurer.

Das Triflat9 wurde erfolgreich aus-Apfelsaure? in sechs Schritten mit einer Gesamtausbeute
von 35% synthetisiert. Mit diesem Baustein sollte zunachst der literaturbekannteoChelat
DOT1AZA synthetisiert werden, der Uber einen ahnlichen Syntheseweg von \Miaher
durch den entsprechenden Methylester erhalten wifdBie Wahl einer geeigneten
Abgangsgruppe iglabei essenziell, da das Triflat, im Gegensatz zu anderen Abgamasgru

wie Halogeniden, eind&l-Alkylierung lber einen @-Reaktionsmechanismus ermdgliétit.

Dies gewahrleistet die stereospezifische Bildung des Produktes. Die Syntheseroute ist in

SchemaB-2 dargestellit.
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Schema3-2 Syntheseroute des Chelat@®T1AZA.

Kommerziell erhaltliches CyclebO wurde mit 2Bromessigsaurebenzylester mit NaHCQ

als Base zum TribenzylestE2 nach einem literaturbekannten Protokoll in einer Ausbeute von
42% umgesetZA’®21° Die Anzahl der Alkylierungen und Regioselektivitat lasst sich durch Art
und Stochiometrie der Base sowie Alkylierungsreagenz kontrollfété: Die Darstellung
des feien Chelator DOT1AZA verlief Uber N-Alkylierung mit dem Triflat9 und
anschlieBender Verseifung in einer Ausbeute von 81%.

Nach der erfolgreichen Synthese desnosubstituierten ChelatoiBOT1AZA sollte im
Rahmen der Arbeit die Synthese des disubstituierten Chel2@F2AZA untersucht werden.
Dabei musste beachtet werden, dass bei der Reaktion zwei Regioisomarad 1, ZDerivat,

Abbildung 3-4) entstehen kénnten.

N3 N3
O, O,
2LOH _/ g\gOH A
N_/\N/Yo N_/\N/Yo
OH OH
OH OH
)\/N\/—N N\/—N
HO‘@ \—N3 HO‘@
N ¢}
1,4-DOT2AZA 1,7-DOT2AZA

Abbildung 3-4 Strukturen der méglichen Regioisomere @AT2AZA .

Das Regioisomef,4DOT2AZA kann nur bei deN-Alkylierung von CyclenlO mit dem
Bromid 11 in CHC selektiv synthetisiert werden, bei der die-Rdgioselektivitat durch die
Polaritdt des Losungsmittels begunstigt wird. Es ist anzumerken, dass der disubstituierte
Makrocyclus in der Synthese nur als Nebenprodukt des trisubstituidatencyclus auftrit!?
Allerdings gibt es literaturbekannte Methoden zur selektivenDgfivatisierung von
Cyclenl0, bei der zunachst die sekundaren Amine des Makrocyclus mit einer Schutzgruppe
versehen, und die freien Amine anschlielResl#lyliert werden. Durch die folgende
Entschiitzung wird selektiv der istibstituierte Makrocyclu$5 erhalter?'3214 Die Synthese

des 1,7substituierten DOTADerivatesDOT2AZA ist in Schema-3 dargestellt.

27



Ergebnisse und Diskussion

L 2
0 1.11, K,CO5 (2 Aq.), ?"OB”

CH3CN, RT, 24 h

HN—""NH i )< DIPEA (2 Aq.), HN—""N"S0 TFA/CH,Cl, (1:1), N—""NH
g CH3CN, RT, 16 h % g RT, 8 h % g
_—
0, 0,
HN._—NH \V\j 9% \N/o N._—NH % HN._—N
BnO*{
10 13 14 15 O
o)
?—OH /
1.9, (2 Aq.), Cs,CO3 (2 Aq.),
N—/\N CH4CN, RT, 24 h
% g 2. LiOH (0.5 m), RT, 48 h
OH
43%
O)\/N\/_N
( HO
N3 ©

DOT2AZA

Schema3-3 Syntheseroute des Chelat@f®T2AZA.

Nach einem Protokoll von De Led®odrigueztal. wurde CyclerlO mit jeweils zwei
Aquivalenten des Aktivesters BocO$8 und DIPEA versetzt. Diese milde Methode in
Kombination mit dem sterischen Anspruch ter$-Butylcarbamates erlaubt die selektive-1,7
Disubstitution des Makrocyclus4 in quantitativer Ausbeut&® Im folgenden Schritt wurde
durch Zugabe des Bromid4 und saure Spaltung der Carbamate mit TFA der Makrocy&us
in einer Ausbeute von 77% erhaltéANach anschlieRendd-Alkylierung mit dem Triflat9
unter den bereits verwendeten Bedingungen mit falge Verseifung konnte der Chelator
DOT2AZA mittels HPLC (C18) in einer Ausbeute von 43% isoliert werden.

Der ChelatoDOT3AZA wurde durch ein modifiziertes Syntheseprotokoll von Krie miei.
dargestellt®” Dabei wurde Cycled0direkt mit dem Triflat9 umgesetzt. Durch die Wahl von
CHsCN als Losungsmittel und 84 als Base kann die Tetrasubstitution verhindert weféfen.
Anschlie3end sollte mittelS-Alkylierung des sekundéaren Amii$ mit dem Bromidll und
darauffolgender Verseifung der Benzylester GéelatorDOT3AZA erhalten werden. Die
Synthese ist itschemeB-4 dargestellt.

N3 o) N3
/ OH _/
1. 11, K,CO5 (1 Aq.), o

HN—"""NH 9 (3 Ag.), EtzN (10 Aq.), HN—"" N CH4CN, RT, 48 h N_/\N/\(

CH3CN, RT, 36 h % g OBn 2. LiOH (0.5 m), RT, 48 h % g
70% OBn 92% oH
HN\/—NH O)\/N\/—N N\/—N
(’ BnO*@ \—N3 g HO‘{ \—N3
o)

10 N3 16 N3 DOT3AZA

Schema3-4 Syntheseroute des Chelat@®T3AZA.
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Der trisubstituierte Makrocyclukst wurde nach bekanntem Protokoll in einer Ausbeute von
70% synthetisiert und durdi-Alkylierung mit dem Bromidl1 unter den bereits verwendeten
Bedingungen zum TetrabenzylesBmDOT3AZA mit einer Ausbeute von 92% umgesetzt.
Fur die vollstandige Reihe seitenkettensubstituierter D@MEAvate sollte nun nach der
etablierten Methode von Kriemenal. der ChelatoDOTAZA synthetisiert werdetf’ Die
Synthese ist itschemaB-5 dargestellt.

N3
0

1.9 (4 Aq.), Cs,CO3 (4 Aq.), o
HN—""NH CH4CN, RT, 16 h, N—/\N/\(

2. LiOH (0.5 m), RT, 48 h % OH

81% oH
HN._—NH O)\/N\/—N
HO \_N3
10 N, DOTAZA©

Schema3-5 Synthese des ChelatddOTAZA .

Ausgehend von Cycleh0 konnte zunéchst durcN-Alkylierung mit dem Triflat 9 der
TetrabenzylesteBnaDOTAZA gewonnen werden, der durch Verseifung der Benzylester mit
LIOH zum freien ChelatoDOTAZA umgesetzt wurde. Nach Reinigung an-RiEselgel

(C18) konnteDOTAZA quantitativ isoliert werden.

Die Reihe synthetisierter DIA-basierter Chelatoren sollte im Anschluss in die
korrespondieren Ewund GdKomplexe Uberfihrt werden, um Studien Uber den Einfluss der
Seitenkettensubstitution auf Komplexgeometrie und Relaxationseigenschaften durchzufuhren.
Zu diesem Zweck sollte alseferenzEu-DOTA sowie Gd-DOTA aus dem kommerziellen
ChelatorDOTA synthetisiert werden. Die Synthese der MetallkompExeDOTA und Gd-

DOTA ist in SchemaB-6 dargestellt.

}i 1 s, (}OH o (}Li/\ -
|

N N/YO NH,OAc-Puffer, N—"NT O NH,OAc-Puffer, N— N/\(O
< Lo pH 5.5,70 °C, 3 h OH pH559003h < o
/Gd‘/ - —/Eu/
o) > ~999 OH o o
)\/ o 41'\/ >99A) 41'\/ o
N’ N N_ _\—N
o} o) ~
10 o »
Gd-DOTAC DoTA O Eu-DOTAO

Schema3-6 Synthese der MetallkompleXa-DOTA und Gd-DOTA aus dem ChelatddOTA.

Die Synthese der Metallkomplexe verlief nach einer literaturbekannten Methode in jeweils
quantitativer Ausbeet'* Analog wurde das Protokoll fiir die zuvor synthetisierten Chelatoren

angewandt, um eine Reihe DOTasierter Gd und EuMetallkomplexe mit steigendem
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sterischen Anspruch der Seitenketten zu erhalten. Die Synthese der KomplexXectstnma

3-7 gezeigt.
(0] '\ZI (o) 1) ';I
o) / OH / 0 /
R1I Gd203, EUC|3, R1|. E
/YO NH4OAc-Pu(f:fer, N_/\N NH4OAc-Puffer, N— /\'T/YO
pH 5.5,70°C, 3 h pH 5.5,90 °C,3 h N
o/Gd’T -~ OH - o—’<| ,EL"\/TO
O)\/ \/\ O)\/N\/_N O)\_/N\/\_N RS
z |
o HO*{ R o
o) o)
Gd-DOT1AZA R1—R2—R3—H, >99% Eu-DOT1AZA R'=R?=R3=H, >99%
Gd-DOT2AZA R'=R3=H, R?=CH,CH,N3, >99% Eu-DOT2AZA R'=R3=H, R?=CH,CH,N3, 97%
Gd-DOT3AZA R'=H, R?=R3=CH,CH,N3, >99% Eu-DOT3AZA R'=H, R?=R3=CH,CH,N3, >99%
Gd-DOTAZA R'=R?=R3=CH,CH,N3, 94% Eu-DOTAZA R'=R?=R3=CH,CH,N3, 82%

Schema3-7 Synthese der Ewnd GdMetallkomplexe aus den zuvor synthetisierten DGJaSsierten Chelatoren.

Die Metalkomplexe konnten nach saulenchromatographischer Reinigung dfieRé&gel

(C18) zwischen 82% und quantitativen Ausbeuten erfolgreich isoliert werden. Die
MetallkomplexeGd-DOT1AZA und Eu-DOT1AZA wurden in der Literatur bereits von
Wieneretal. beschreibef!” Allerdings wurden die Komplexeigenschaften nicht naher
untersucht, da die Substanzen nur als Intermediate synthetisiert wurden. Die Metallkomplexe
Gd-DOTAZA und Eu-DOTAZA wurden bereits mit einer genaueren Analytik der
Komplexeigenschaftgoubliziert, sodass diese Parameter als Referenz diétiaf.abelle3-1

sind weitere Referenzen mit diversen Parametern aufgefuhrt, die fur die folgende Diskussion
der Komplexgeometrie verschiedener-Eomplexe und die anschliel3ende Evaluation der
entsprechenden Gdomplexe hilfreich sind. Falls publiziert, wurde zunachst die
Komplexgeometrie als %.e. von TSAP angegeben. Wichtige gelistete Parameter der
Kristallstrukur sind neben der Komplexgeometrie der Torsionswibkel d e s
Koordinationspolyeders, und der Abstand zwischen Zentralatom und koordiniertem Wasser.

Fur GdKomplexe ist zusatzlich die Relaxivitat angegeben.
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Tabelle 3-1 Zusammenstellung verschiedener literaturbekanntefGetKomplexe. Falls publiziert, wurde zunéchst die
Komplexgeometrie als %.e. TSAP angegeben. Wichtige gelistete Parameter der Kristallstruktur (Kristallstr.) sind eeben d

Komplexgeometrie der Torsionswinkgbes Koordinationspolyeders, der Abstand zwischen Zentralatom und koordiniertem
Wasser sowie die Relaxivitat der B@mplexe bei 1.97 und 310K.

Chelator Eu-Komplexe Gd-Komplexe Struktur
-68%d.e. TSAP 168 -66%d.e. TSAR'° Q o
SAP Kristallstr?!? SAP Kiristallstr2%t ?Ni \/\N 0
DOTA U=37.7° U=38.0° o,<|;ju{¥|>’°
EuOH; (R) 2.480  Gd-OH, (A) 2.463 o N’v\—j\‘g
r1=2.9mmtgltb208 °
60%d.e. TSAP' 62%d.e. TSAP' Q o
TSAP Kristallstr'™®  TSAP Kristallstr" 2:_ /\Nj\(o
DOTMA U=27.9° U=26.1° 5 </|‘;Lr;f'/>0
EuOH, (R) 2.558  Gd-OH: (A) 2.500 o)\(N/\/ i’é ,,,,,
ri=3.7mmtslb207 I
60%d.e. TSAP 2% n.a. o COH
SAP Kristallstr?® SAP Kristallstr™ HOZC_\---?L 1 o
- - N—{ N
TCE- U=34.1° U=39.2° (Lo
0 RN
DOTA Eu-OH; (A) 2.445 Gd-OH; (A) 2.431 o r'«v\—wf
n.a. (' o% \—COZH
CO,H 0
78%d.e. TSAP*172 n.a. o /Ns
(0]
Keine Kristallstr. TSAP Kristallstrt72 Ve \/\ ‘o
N— N
= ° AN
SOTAZA U=26.1 ] </| o
Gd-OH; (A) 2.505 A NN
n.a. ( o) \—N3
N o

2in Losungvia NMR (D20, 298K).
bin Losung mittels Relaxometer £8, 310K, 1.5T).
¢in Losung mittels NMR (CBCN/D2O (4:1), 29&).
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3.1.2 Komplexgeometrie von EtDOTA -Derivaten

Wie bereits etabliert, ist die Komplexgeometrie DObd@sierter GeKomplexe ein wichtiger
Parameter, um Raivitaten zu diskutieret(®194197.290 pje sterisch anspruchsvollere
Umgebung der Koordinationsstelle fiur Wasser des T8ARformers begunstigt den
dissoziativen Mechanismus des Wasseraustausch um Faktor 50 und erhght auf diese Weise die
Relaxivitat. Die vermeintlich beste Methode ist die Betrachtung der Kristallstruktur jedes
Komplexes, allerdings zeigt dasTiabelle3-1 aufgefiihrte BeispieTCE-DOTA, dass es eine
Diskrepanz zwischen Kristallstruktur und Komplexgeometrie in Losung vorliegt. Daher sollte
die Komplexgeometrie in Losung indirekt durch die analoge#&uplexe bestimmt werden,

da fiur E4 und GdDOTA-basierte Komplexe das gleiche Konformationsverhalten
angenommen wird’® ’"Dieses Verhaltnis kann mittels NMR-Spektroskopie anhand der
axialen Protonen des Makrocyclus ermittelt wertiér?1°die in verschiedenen Konformeren
unterschiedlich stark einen tinduzierten TieffeldShift erfahrerf?® 22! Die axialen Protonen

des SAPKonformers werden dadurch in den Bereich 30-40 ppm (Abbildung 3-5, blau)
verschoben, wahrend die Protonen des T8&Rformers zui= 10-20 ppm @Abbildung 3-5,

gelb) versboben werden. Somit kann Uber das Verhaltnis der relativen Integrale das
SAP/TSARVerhéltnis direkt bestimmt werdéf’ Im Folgenden soll dieses Verhéltnis fiir alle
zuvor synthetisierten DOT-hasierten EtKomplexe Eu-DOT1AZA, Eu-DOT2AZA, Eu-
DOT3AZA undEu-DOTAZA mittels'H NMR-Spektroskopie bestimmt, und mit f20TA
verglichen werden. Alle Spektren wurden ipbei 400Hz und 295K aufgenommen und
sind inAbbildung3-5 dargestellt.

A !\ SAP TSAP
SN, N (¥
B JL PN
J\ \ A

Abbildung 3-5 Ausschnitt zwischei = 10-40 ppm der*H NMR-Spektren verschiedener &womplexe in RO bei 298K. Der
Bereichti = 30-40 ppm ist blau eingefarbt. Der Bereith 10-20 ppm ist gelb eingefarbt. (Au-DOTA, (B) Eu-DOT1AZA,
(C) Eu-DOT2AZA, (D) Eu-DOT3AZA, (E) Eu-DOTAZA.
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Die SAP/TSAPRatio fur alle vermessenen Substanzen i$ainelle3-2 dargestellt. Schon auf

den ersten Blick wurde die Substitution der Seitenkette in allen JS#ktren
widergespiegelt, da die symmetrischen DerivBteDOTA (A), Eu-DOT2AZA (C) und
DOTAZA (E) im Gegaesatz zuEu-DOT1AZA (B) und Eu-DOT3AZA (D) entsprechende
Symmetrie der Signalsatze zeigten. Erwartungsgeman zeigte der steigende sterische Anspruch
in der Seitenkette einen Einfluss auf die Komplexgeometrie. Dies ist gut an den Referenzwerten
Eu-DOTA, Eu-DOT1AZA und Eu-DOTAZA zu erkennen; der Metallkompldxu-DOTA

liegt in -69%d.e. TSAP vor, was dem in der Literatur ermittelten Wert entspri6B%4d.e.,
Tabelle3-1).1%8 Auch die Ratio des EKomplexesEu-DOT1AZA (-53%d.e.) stimmt mit dem

von Wieneretal. publizierten vergleichbaren B{fomplex tberein62%d.e.)!’’ Allerdings
unterscheiden sich die teraturwerte vorEu-DOTAZA (78%d.e., Tabelle 3-1) signifikant

von den experimentellen Daten (I¥&.)1%” Der Unterschied der beiden Proben ist, dass die
Referenz nichin D20, sondern in einem Gemisch auszCN/D20 (4:1) gemessen wurde. Der
Einfluss von Losungsmitteln auf die Komplexgeometrie wurde in der Literatur bis jetzt wenig
bearbeitet und nicht abschlieRend gerkd3t.??2 Allerdings ist eine Evaluation des
Losungsmitteleffektes besonders bei der Betrachtung der Komplexgeometrie wichtig, da
Ergebnisse beispielsweise durch Lésungsmittelgemische aufgrund von Loéslichkeitsproblemen
der Komplexe verfalscht werden kénnten.

Die koordinierenden Eigenschaften von Lagsmitteln zu In-lonen wurden von Kimuretal.

und Di Bernarnd@tal. genauer untersucht und eine Reihe mit zunehmender koordinierender
Wirkung fur EG* erstellt: DMSO> H,O ~ CHsOH > CH3sCN 223224 Aus diesem Grund sollten

die zuvor synthetisierten Melibmplexe in verschiedenen deuterierten L&sungsmitteln
vermessen werden und die SAP/TSRR&tio miteinander verglichen werden. Es wurde jeweils
eine Reihe in BO, D:O/CDsCN und CROD vermessen. Aufgrund der geringen Ldslichkeit

der polaren EiKomplexe wurden stellvertretend fur die Reihe der Metallkompiex
DOTAZA zusatzlich in DMS@s und CXCN vermessen, um die von Kimura und Di
Bernardo postulierte Reihe zu vervollstandigen. [Eegebnisse sind inTabelle 3-2

zusammengefasst.
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Tabelle3-2 SAP/TSARRatio bestimmt au$d NMR-Spektren der zuvoyathetisierten Etkomplexe. Gezeigt sind die Werte
fur unterschiedliche Lésungsmittel in @e. TSAP.

Substanz M DMSO-ds D20 CDsOD D20/CDsCN CDsCN
(g/mol) (%de) (%de) (%de.) (% d.e) (% d.e.)
Eu-DOTA 552.35 n.a? -70 -82 -73 n.a?
Eu-DOT1AZA 621.42 n.a? -53 -53 -43 n.a?
Eu-DOT2AZA  690.49 n.a? -37 -33 9 n.a?
Eu-DOT3AZA  759.55 n.a? -14 -36 28 n.a”
Eu-DOTAZA 828.62 -100 1 -4 50 75

a: Nicht in Losungsmittel I6slich.
b: Wenig in Losungsmittel I6slich.

Die Ergebnisse sind inAbbildung 3-6 graphisch aufgearbeitet. Entsprechend der
unterschiedlich stark koordinierenden Lésungsmittel wurden Did&@chwarz), RO (blau),
CD30D (lila), DoO/CD:CN (1:1) und CICN (gelb) fur die Messungen gewahlt. Anhand der
relativen Integrale detH NMRs wurde die SAP/TSARatio ermittelt und als %.e. TSAP
gegen das Molekilgewicht als reprasentativer Parameter fir den zunehmesrtahes

Anspruch der Seitenketten aufgetragen.

100 - ®  DMSO-dg
D>0O
751 CD30D
50 - "  D0/CD3CN -
CD3CN

TSAP (% d.e.)
o
1

-25
Eu-DOTAZA
50 Eu-DOT3AZA
Eu-DOT2AZA
754 E Eu-DOT1AZA
100 Eu-DOTA .

1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v
550 600 650 700 750 800 850
Molekulargewicht (g/mol)

Abbildung 3-6 Verénderung der Komplexgeometrie (TSARI%.) in verschiedenen deuterierten Lésungsmitteln (DM&§O
schwarz; RO, blau; CROD, lila, D:O/CDsCN (1:1); CIXCN, gelb) mit steigendem sterischen Anspruch der Seitenketten,
reprasentiert durch das Moldkrgewicht (g/mol).

Fur alle als Reihe durchgefiihrten Experimente zeigte sich eine Bevorzugung des TSAP

Konformers linear proportional mit zunehntdem Molekllgewicht, respektive steigendem
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sterischen Anspruch der Seitenkette. Die Unterschiede zwisci@mrizl CROD sind dabei
marginal, wahrend der Zusatz von £IN einen signifikanten Einfluss auf die
Komplexgeometrie hatte. Des Weiteren nahm der kEffimit steigender Seitenketten
substitution des Makrocyclus zu. Wahrend deiEunplex ohne Seitenkettensubstitutibo-
DOTA geringe Veranderung der SAP/TSARtio in verschiedenen Losungsmitteln zeigte,
war der Effekt auf den Eomplex mit der héchstenefenkettensubstitutioeu-DOTAZA
deutlich zu erkennen Thbelle 3-2, Abbildung 3-6). In Abbildung 3-7 werden die
entsprechendefd NMR-Spektren verglichen.

DMSO-d,
}\ -100% d.e. TSAP |

W - .._.._w.#" A"‘Irm
B D,0

1% d.e. TSAP

c CD,0D
-4% d.e. TSAP
D CD,CN/D,O
50% d.e. TSAP
VAN .& 1'
E CD,CN

75% d.e. TSAP

Abbildung 3-7 Ausschnitt zwischenii= 10-40 ppm der'H NMR-Spektren des EMomplexesEu-DOTAZA bei 298K in
verschiedenen deuteriemté 6sungsmitteln mit abnehmenden koordinierenden Eigenschaften: (A) Bk|§8) D20, (C)
CDsOD, (D) D:O/CDsCN (1:1), (E) CRBCN. Der Bereichi=30-40 ppm ist blau eingefarbt. Der Bereidh 10-20 ppm ist
gelb eingefarbt.

Wahrendeu-DOTAZA in DMSO-ds (A) ausschliel3lich als SARonformer vorlag, zeigte sich
in D20 (B, 1%d.e. TSAP) und CEDD (C, -6%d.e. TSAP) nahezu ein 1:1 Gleichgewicht
beider Konformere. Die Zugabe von @IN zu DO fiihrte zu einem signifikanten Uberschuss
des TSAPKonformers (D, 50%d.e. TSAP). Dieser Trend setzte sich bei der Messung in purem
CDzCN fort (E, 75%d.e.). Entsprechend der Reihe von Lésungsmitteln mit koordinierenden
Eigenschaften DMSG H20 ~ CHsOH > CHs:CN liegt mit abnehmender Koordination des
Losungsmittelslas TSAP Konformer bevorzugt vor. Dieser Befund scheint auf zwei Faktoren
zu beruhen. Zum einen auf den sterischen Anspruch der Seitenkette, der dasoregmer
bevorzugt, zum anderen auf den koordinierenden Eigenschaften des Lésungsmittels, die dem
sterischen Effekt entgegenwirken. Dstatus quoist, dass die Komplexgeometrie die
Bindungseigenschaften des koordinierten Loésungsmittels beeirfltisbt. dem stark
koordinierenden Lésungsmittel DMS@3 lag jedoch ausschlief3lich das SKenformer vor
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(Abbildung3-2, Abbildung3-7), was darauf schlie3en lasst, dass die Koordination von BMSO

ds starker ist als der sterische Effekt der Seitenketten. Damit wurde zum ersten Mal beschrieben,
dass der koordinierende Effektsdedsungsmittels Einfluss auf die Komplexgeometrie nimmt
und nichtvice versa wie es beim schwach koordinierenden L&sungsmittekGDD zu
beobachten ist. Hier scheint der sterische Anspruch den koordinativen Effekt deutlich zu
Ubertreffen. Diese Ergebniskeben den signifikanten Lésungsmitteleffekt hervor, der in der
Literatur haufig ignoriert wird. Seitenkettensubstitutionen D@TA flhren oft zu veréanderten
Loslichkeiten der Produkte. Um die resultierenden D@J&ivate dennoch NMR
spektroskopisch untenchen zu konnen, werden unpolare Losungsmittel wiesCGH
eingesetzt. Die resultierende Komplexgeometrie in solchen Losungen und der daraus gezogene
Ruckschluss auf die Relaxivitat hat dabei ggf. wenig mit physiologischen Bedingungen zu tun
und unterscheit sich insbesondere fur hochsubstituierte De&ivate dramatisch, wie am
Vergleich DOTA und DOTAZA zu erkennen ist. Zumindest was Ruckschlisse auf
physiologische Bedingungen anbelangt, sind NStRdien neuer DOTMAerivate in nicht
wassriger Losung dahertit Zuriickhaltung zu interpretieren.

Zusammenfassend konnte die Komplexgeometrie aller synthetisieRBOEA-Derivate per

'H NMR evaluiert werden, und zusétzlich neue Denkanséatze in Bezug auf den Einfluss
koordinierender Losungsmittel gewonnen werdersB Erkenntnisse sollten im Folgenden auf

die GdKomplexe tbertragen werden.

3.1.3 Relaxivitaten von GADOTXAZA

Die NMR-Experimente der Eomplexe deuteten auf eine Zunahme des T-8&Rformers

mit steigenderSeitenkettensubstitution hin. Fir die synthetisiertenK@ohplexe @8.1.1
Synthese DOTAbasierter Metallkomplexe) wurden konsequenter Weise erhohte
Relaxvitaten im Vergleich ziGd-DOTA erwartet. Die Relaxivitat lasst sich durch die Spin
Gitter-Relaxationszeit T: ermitteln, die mittels 'H NMR-Spektroskopie in einem
Inversionserholungsexperiment (IRE) direkt bestimmt werden kann, welcAébiildung 3-8
schematisch dargestellt ist. Die Probe wird zun&chst parallel zu einem angelegten magnetischen
Feld magnetisiert (dargestellt durch diéchse,Abbildung 3-8). Durch einen 180Puls wird

der Vektor der Gesamtmagnetisierung umgekehrt. Nach verschiedenen Zeitintegwaitdn

der Vektor durch einen 9@Puls auf diex-Achse gebracht, um die Aufnahme des freien
Induktionsverfalls (FID) zu ermdglichen. Durch den Vergleich der Integrale nach

verschiedenen Zeitintervallenkann die Relaxationszeit direkt ermittelt werdéh.
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t 180A Z ty Z 90A Z
S e e L e

Abbildung 3-8 Schematischer Verlauf des Inversionserholungsexperimentes mit unterschiedlichen Zeitintewaisaien
den Messungeft®

Anhand der ermitteltef:-Zeit kann die Relaxivitat unter Bérksichtigung der Konzentration

der jeweiligen Probe berechnet werden. Im Folgenden wurde zunachst ein Referenzpunkt
etabliert. Daftr wurde BD mit definierter Menge D (0.1%v/v) in einem IRE vermessen. Die
relativen Integrale nach verschiedenen Zeitirgten ty wurden normiert und die Intensitat
gegentq (s) aufgetragen. Die relativen normierten Integrale fir jedes Zeitintervall sind in
Abbildung3-9 (A) zusammen mit der entsprechenden Auftragung (B) graphisch dargestellt.

t,=0.10's

A B

1.0 4 Ho0

t,=0.25s

t;=0.50s

< S S

t;=0.75s 0.8 4

<

t3=10s

<

t;=15s 061

\

t;=3.0s 0.4 -

t;=50s

Intensitat

t,=75s 0.21

ty=10s
0.0 4

ty=15s

-0.2 4

mrrT

ty=20s

t;=30s /\

ty=45s

0 10 20 30 40 50 60

Zeitintervall ty (s)
ty=60s

Abbildung 3-9 (A) *H NMR-Spektren des IRE nach verschiedenerti@iervallentd. (B) Entsprechende Auftragung der
Intensitat der normierten relativen Integrale gegen die ZeitintedgBg Anhand nichtlinearer Regression kannTi€eit
errechnet werden. Alle Daten wurden bei L0nd 1.5T akquiriert.

Aus dem htensitatsZeit-Diagramm kann mittels nichtlinearer Regression die Relaxationszeit

T, anhand der Geradengleichuf3gl) bestimmt werden.
| =lo( &Y 3-1)

Die Intensital ist dabei abh&ngig von der maximalen Intensiatder Zeitt und der

RelaxationszeiT:. Alle zuvor synthetisierten GHomplexe sollten auf diese Weise an einem
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Relaxometer vermessen werden und die Relaxationszsiwie die jeweiligen Relaxivitaten

bei klinisch relevanten Magnetfeldstarken (I)Sermittelt werden. Hierfir wurde eine
Verdinnungsreihe (100% 50% und 10%L0sung) jedes G&omplexes erstellt und die
jeweilige Ti-Zeit mittels IRE an einem 68z Relaxometer gemessen. Da die Relaxivitat
signifikant von der Konzentration abhéngig ist, wurde die-KBdzentration aller
Stammldsungn (100%) mittels induktiv gekoppeltem Plasma (K& bestatigt. Durch die
reziproke Auftragung der:-Zeiten gegen die Konzentration kann die Relaxivitat durch lineare
Regression ermittelt werdembbildung 3-10 zeigt die linearisierte Auftragung mit den
Parametern der linearen Regression. Die Steigung, die der Relaxivitat entspricht, ist gelb

markiert.

50 7 Gleichung y=a+b*x
{ |zeichnen Gd-DOTA Gd-DOT1AZA Gd-DOT2AZA Gd-DOT3AZA Gd-DOTAZA
45 Gewichtung instrumental
| i?:;‘;f;‘;”"k‘ mitder 72605 + 0.14456 -0.16879 + 0.18932 0.01167 + 0.06974 0.01699 + 0.06104 -0.17181 + 0.24779
40 | steigung 2.89065 + 0.02982  2.97627 + 0.0409 3.22489 + 0.01512 3.50392 + 0.01751 4.07985 + 0.07187
7 |R-Quadrat (coD) 0.99989 0.99981 0.99998 0.99998 0.99969
35 4 ]
]| = Gd-DOTA
304 * Gd-DOT1AZA
a ] Gd-DOT2AZA ]
2
~ 25 Gd-DOT3AZA
5 ] Gd-DOTAZA
20 A
15 4
10 -
5 -
0 r T r T r T r T r T r 1
0 2 4 6 8 10 12

Konzentration (mM)

Abbildung 3-10 Linearisierte Auftragung demi-Zeit zuvor synthetisierter GBOTA-Derivate Gd-DOTA (blau) Gd-
DOT1AZA (grun),Gd-DOT2AZA (lila), Gd-DOT3AZA (braun),Gd-DOTAZA (hellblau) gegen die Konzentration Nt
Von den aufgefiihrtendPametern der linearen Regression entspricht die Steigung der Relaxivitat (gelb).

Die fur Gd-DOTA ermittelte Relaxivitat stimmt mit dem literaturbekannten Wert fir Dotarem
(r1=2.9mm?1s?) tiberein??’ Die Werte der Relaxivitat erhéhen sich mit steigendelarer
Masse, respektive Seitenkettensubstitution, @ohDOT1AZA zu Gd-DOTAZA . Der Gd
Komplex Gd-DOTAZA zeigte eine Relaxivitatr{=4.1mM*s?), welche die Relaxivititen
des tetrasubstituierten @bmplexesGd-DOTMA (r1 =3.7mm?ts?) (ibersteige®’ der als
Referenz fur seitenkettensubstituierte DOb@sierte Chelatoren gilt. Anhand der Experimente
der topoisomeren EKomplexe, die einen hoheren Anteil an TSKBnformeren proportional

mit steigender Seitenkettensubstitution zeigten,sdias sich die aul3ergewohnlichen
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Relaxivitaten erklaren. Der Zusammenhang zwischen Relaxivitat und Komplexgeometrie in
der Reihe synthetisierter LDOTA-Derivate ist inAbbildung 3-11 dargestellt. Die fir die Eu
DOTA-Derivate bestimmte KonformerdRatio ist zusammen mit den ermittelten Relaxivitaten
der GADOTA-Derivate gegen die entsprechende molare Masse aufgetragen. Der Verlauf der

Auftragung wurde durch Hilfslinien veeutlicht.
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Abbildung 3-11 Auftragung der TSAP/SAIRatio (%d.e.) zuvor synthetisierter BGomplexe (linke ¥Achse) und der
ermittelten Relaxivitét: (mms?) zuvor synthetisierter GHomplexe (rechteY-Achse) furLn-DOTA (Quadrat),Ln-
DOT1AZA (Kreis),Ln-DOT2AZA (Dreieck),Ln-DOT3AZA (Hexagon) und.n-DOTAZA (Raute) gegenasMolekular-
gewicht(g/mol). Der Verlauf der der Relaxivitat (blau) sowie der KonforRatio (rangé sind farblich gekennzeichnet.

Die Seitenkettensubstitution verschiedener-D@TA-Derivate zeigt einen signifikanten
Einfluss auf die Eigenschaften der-Eals auch der GRomplexe. Wahrend die Reihe der-Eu
DOTA-Derivate einen linearen Anstieg des TSKenformers proportional zu steigenden
molaren Massen zeigfbbildung 3-11, orange Ling), wirkt sich die Seitenkettensubstitution
exponentiell auf die Relaxivitat der GOTA-Derivate ausAbbildung 1-12, blaue Linie).
Grund dafir ist die hohere Binduthésge zwischen koordiniertemy@ und Zentralatom der
TSAP-Konformere verglichen mit SARonformeren Nach der in1.1 Bildgebende
Verfahren beschriebenenSolomonBloemenbergeiMorganGleichung (Gleichungl-2))
beeinflusst der Abstandzwischen Gd und dem zu relaxierenden Proton die Relaxivitat
exponentiell. Dies geht auch aus den bereits publizierten kristallographischen Daten
verschiedener GBOTA-Derivate hervor. Das SARonformer von GeDOTA zeigt bei einer

Bindungsléange von 2.468 eine Relaxivitat von 2.8 st bei 1.5T und 31&.2°% 227|m
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Gegensatz dazu zeigt das TSKBnformer des seitenkettensubstituierter[BATA-Derivats
Gd-DOTMA eine deutliche héhere Bindungslange von 2A00nd ebenfalls eine hohere
Relaxivitat von 3.7m?1s? bei 1.5T und 31&.'% 2°7 Fir das ebenfalls in TSAP
Konformation kristallisiert&sd-DOTAZA eine Bindungslange von 2.5@6festgestellt und in
dieser Arbeit eine Relaxivitat veh1mM™ st bei 1.5T und 31& ermittelt!’2

Ein weiterer Faktoder die Relaxivitat beeinflusst ist die molare Ma$s&®Die Korrelation
verschiedener GBCAs zeigt einen linearen Anstieg der Relaxivitat proportional zur molaren
Masse€??® Klinisch genutzte Kontrastmittel wigsd-BOPTA (Multihance) verfigen tber
Protein-bindende Funktionalititen um die Relaxivitatvivo zu erhéhert?” Obwohl beide
Faktoren die Relaxivitat beeinflussen kdnnen spricht der exponentielle Anstieg jedoch fur die
starkere Gewichtung der Komplexgeometrie, respektive die Erhdhung der Birithgegsl
zwischen Zentralatom und koordiniertersCH

Um die ermittelten Relaxivitaten einzuordnen, sind alle entsprechenden Substahakelli@

3-3 zusammen mit klinisch haufig genutzten ni€rganspezifische GBCAs aufgefuhrt.
Neben den Relaxivitaten ist die molare Masse angegeben. Die Strukturformeln aller
aufgefuihrten GBCAs sindbbildung1-3in 1.1 Bildgebende Verfahrerzu entnehmen.

Tabelle 3-3 Relaxivitaternri verschiedener GEomplexe in HO bei 1.5T und 310K.

Substanz Name M r
(g/mol) (mmts?

Gd-DOTA - 557.64 2.9
Gd-DOT1AZA - 621.42 3.0
Gd-DOT2AZA - 690.49 3.2
Gd-DOT3AZA - 759.55 3.5
Gd-DOTAZA - 828.62 4.1

Gd-DTPA Magnevist 54556  3.3%

Gd-DOTA Dotarem  557.64 2.9

Gd-BOPTA Multihance 665.71 4.07%7
Gd-HP-DO3A ProHance 558.69 2.9%27
Gd-DO3A-butrol Gadovist 618.74 3.3%%7

Die Relaxivitat des GIOTA-DerivatesGd-DOT1AZA (r1 = 3.0mm* s?) zeigte eine leicht
hohere Relaxivitat als das nietubstituierteGd-DOTA (Dotarem,r1 =2.9mmv™* s?) und das
nichtionische Gd-HP-DO3A (ProHance, r1=2.9mm?*s?), wahrend Gd-DOT2AZA

(ri=3.2mm?*s?) und Gd-DOT3AZA (r1=3.5mms?) in einem Bereich mit dem
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acyclischenGd-DTPA (Magnevist,r1 =3.3mm* s1) und demnichtionischenGd-DO3A-

butrol (Gadovistri = 3.3mm™ s?1) lagen. Der GeKomplexGd-DOTAZA (r1=4.1mm?ts?)

zeigte sogar eine hohere Relaxivitat &@sl-BOPTA (Multihance,r1=4.0mm?ts?). Alle
synthetisierten Gé&omplexe sind alson Bezug auf ihre Relaxivitat vergleichbar mit dem
klinischen Standard. Ein Vorteil gegentber allen diskutierten KontrastmittelAusitahme

von Dotarem ist das intakte DOT@&rundgeriist, welches eine hohe Inertheitivoverspricht.

Dem acyclischen GBCA Magnevist wurde wegen Bedenken bezlglich der Inertheit 2018 die
Zulassung von der Europaischen Arzneimifigentur (EMA) entzogerkin weiterer Vorteil

ist die Mdglichkeit alle GaKomplexe mittels ClickChemie zu modifizieren um auf diesem
Wege diein vivo-Relaxivitat durchProteinbindende Funktionen zu erh6hen oder einen
TargetingVektor fir zielgerichtete MRTeinzufiihren. Kinftig sollten jedoch zunachst die
Relaxivitat aller GeKomplexe in Serum ermittelt werden, um den Einfluss abschatzen zu
kénnen, den die unpolaren Seitenketten durch Wechselwirkungen mit Serumproteinen auf die
Relaxivitat besitzen.

3.1.4 Zi,vammenfassung Komplexeigenschaften

In diesem Kapitel konnte die Synthese einer Reihe DQMasierter Chelatoren mit
unterschiedlicher Seitenkettensubstitution gezeigt werden, welche die Komplexeigenschaften
entsprechender -Komplexe signifikant beeinflusst

Die Komplexgeometrie aller gezeigten-Eomplexe in Losung konntéa *H NMR durch das
Verhéltnis der Lanthanoideinduzierten Verschiebung der Ringprotonen ermittelt werden.
Gemall der bekannten Literatur zeigte sich ein Anstieg des TSAR/8iRltnis linear
proportional zur Seitenkettensubstitutihl’* In diesem Zusammenhang konnte auch eine
Abhangigkeit der Komplexgeometrie in unterschiedlich stark koordinierenden Losungsmitteln
festgestellt werden, die zwar fiir Ln(HIpnen bekannt is224jedoch bishein Bezug auf LA
Komplexen fir MRTAnwendungen nicht diskutiert wurde.

Der Trend der Komplexgeometrie spiegelte sich auch in den Relaxivitdten der entsprechenden
Gd-Komplexe wider. Aufgrund der Verzerrung von TSKBnformeren steigt die
Bindungslédnge zwischen Gd und koordiniertem Losungsmittel und bedingt somit einen
exponentiellen Anstieg der Relaxivitat mit steigender Seitenkettensubstitution. Dabei zeigte
Der GdKomplexGd-DOTAZA hdéhere Relaxivitatrg = 4.1mM™ s?) als alle derzeit klirsich
eingesetzten nickirganspezifischen GBCAsr{=2.9- 4.0mM*s?) in H,O bei 310K und
1.5T.2%7
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3.2 Komplexierungsstudien verschiedener ZDOTA -Derivate

Das Radioisoto@%Zr ist in den letzten Jahren fiir immuR&T-Anwendungen im Fokus
akademishen Interesses gewes@hDer Grund hierfiir ist die relativ lange Halbwertszeit
(t2=78.5n),>® die in einem &hnlichen Bereich wie dimvivo Halbwertszeit von
Biomolekilen wie mAbs liegt. Allerdings ist der Transfer in klinische Studien noch nicht
gelungen, da 2 eine anspruchsvolle Komplexchemie in wassrigen Losungen besitzt und bis
jetzt kein geeigneter Chelator identifiziert wurde, déf #r vivo stabil bindet. Daher leidet Zr
basiertes immmun®ET zurzeit an geringer Markierungswirksamkeit und Akkumulation von Zr
im Knochengeweb® Derzeit ist der beste Kompromiss fiir die-@hnelatbildung das
Siderophor DesferrioxamirDFO, Desferal), bzw. das niddizierte DerivatDFO*, das sich
durch erhéhte Komplexstabilitat auszeichtfétPandyaetal. publizierten 2017 erstmals die
Kristallstruktur von  Zr-DOTA mit zugehdrigen Kompetitions und
Serumstabilitatsexperimentéll. Dabei zeigte sich, dassDOTA in Bezug auf
Komplexstabilitdt nicht nurDFO, sondern auch alle anderegédngigen Zr-Chelatoren
ubertrifft.t>6 2%0Allerdings beziehen sich die Experimente auf den riamjugierten Chelator,
welcher Zf* in einem neutralen Komplex tber vier Carboxylate kaxigirt. Fur die immuno
PET-Anwendung muss der Chelator jedoch Uber eines dieser Carboxylate mit einem mAb
verknupft werden, wodurch kationische-Bomplexe mit erhdhter Lewdéciditat resultieren.
Daher sind die Komplexeigenschaften des neutralen KompEx&OTA nicht mit den fir
immuncPET eingesetzten kationischen-ZOTA-Derivaten vergleichbar. Dies kdnnte ein
Grund dafir sein, dass trotz exzellenter KomplexstabilitatAreBOTA bis jetzt noch keine
DOTA-basierten ZiChelatoren publiziert wurden, wéle sich far immund’ET-
Anwendungen eignelt® Die Zr-Komplexe der ChelatorePFO, DFO* und DOTA sind in
Abbildung 3-12 gezeigt.

4

o) 012
o}

Zr-DFO Zr-DFO* Zr-DOTA

Abbildung 3-12 Strukturformeln der ZKomplexe vorDFO, DFO* und DOTA .22%.230
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3.2.1 Stabilitat DOTA-basierter Zr-Komplexe

In einem ersten Versuch sollte ein einfaches DeéD&kivat synthetisiert werden, welches in
Analogie zu anderen DON-basierten BFCs Uber ein Carboxylat des DGGAIndgerustes
substituiert ist. AnschlieBend sollten die Komplexeigenschaften der entsprechenden
kationischen ZKomplexe evaluiert werden. Dafur wurde das sekundare Amirach einem
literaturbekannten ProtoK aus CyclerilOsynthetisiert und mit dem Alkylbromiti8 zumtert-
Butylester t-BusDOTA-Ahx-Bn umgesetzt3! Nach hydrolytischer Spaltung detert-
Butylester konnte der freie Chelator mit Zr(agagym ZrKomplex Zr-DOTA-Ahx-Bn
umgesetzt werden. Die kongple Synthese ist iSicheméB-8 dargestellt.

o] O\>_ o
Ot-Bu H
Br\)J\ N\/\/\)J\
Ot-B Br OBn
HN—""NH T N—""NH /\([)]/ 18
K,CO3, CH3CN, RT, 16 h ot B% g K,CO3, CH3CN, RT, 4 h
-Bu
HN NH 77% N N 96%
~ O)\/ ~
10
t-BuO

17 0o

(0] +
o o ] 1. TFAICH,Cl, (1:1), Q oLBu
N H\/\/\)J\ RT. 8N ?; H\/\/\)CJ)\
N— N/Y OBn /\er oBn

—\" 2. Zr(acac)y, N—""N
;—\ZrlLO CH30H, 70 OC’ 3h O
T Zr-DOTA-Ahx-Bn >99% QrBu Bu;DOTA-Ahx-B
O)\/N\/ —N )‘\/N\/_N R e
o
O t-BuO
0] 0]

Schema3-8 Syntheseroute des-KomplexesZr-DOTA-Ahx-Bn aus Cyclerl0 tiber vier Reaktionsschritte.

Durch N-Alkylierung von CyclenlO mit dem kommerziell erhaltichem-Brom-Essigsaure
tert-butylesterl6 und anschliel3ender Alkylierung mit dem Alkylbroniil konnte dertert-
Butylestert-BusDOTA-Ahx-Bn in Ausbeuen von 77% erhalten werdét:%3! Nach saurer
Spaltung dertert-Butylester und nachfolgender Behandlung mit Zr(ac&onnte der Zr
KomplexZr-DOTA-Ahx-Bn quantitativ nach Reinigung an R&eselgel (C18) isoliert
werden. Allerdings ist anzumerken, dass die Synthese des Komplexes unter wasserfreien
Bedingungen mit N als Inertgas erfolgen musste. Ohne diese Vorkehrungen erfolgte die
Hydrolyse der ZielverbinghgZr-DOTA-Ahx-Bn; mittels LGMS konnten die jeweiligen
Hydrolyseprodukte identifiziert werden. Das IMS Chromatogramm der Reaktion ist in
Abbildung 3-13 dargestellt.Zu sehen sind die verschiedenen Nebenproddkt®©OTA
(t=2.20min), Zr-DOTA-Ahx (t =2.20min), Zr-DOTA-Ahx-Me (t = 3.60min), sowie das
ProduktZr-DOTA-Ahx-Bn (t = 14.63min) mit entsprechenden Retentionszeiten.
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Abbildung 3-13 LC-MS Chromatogramm der Reaktion des-Kbmplexes Zr-DOTA-Ahx-Bn nach 3h in CHOH,
aufgenommen mit einer Standardsaule (C18) mit Standardbedinguh@ishHochleistungsflissigkeitschromatographje
HydrolyseprodukteZr-DOTA (t=2.20min) und Zr-DOTA-Ahx (t = 2.20min), sowieZr-DOTA-Ahx-Me (t =3.60min)
wurden neben dem Produ&t-DOTA-Ahx-Bn (t = 14.63min) mit den entsprechenden Retentionszeiten eingezeichnet.

Fur die beobachtete Hydrolyselabilitat der kationischeK@nplexe kdnnte die starke Lewis
Aciditat von Zirkonium verantwortlich gewesen sein, sodass Koordinationspartner wie das
Amid des DOTAAcetatrestes oder der Benzylester des Aminohexansaurerestes fur einen
nukleophilen Angriff intramolekular aktiviert werden. Dabei kann zum eine® Hls
Nukleophil reagieren und so das Amid bzw. den Benzylester hydrolysieren. Zum anderen kann
das Losungsmittel C#DH als Nukleophil reagieren und den Methyle&eiDOTA-Ahx-Me

bilden. Die beiden postulierten Hydrolysereaktionen sinBidnema3-9 dargestellt. z sehen

ist die Hydrolyse des aktivierten Amids (blau) und die Spaltung des Benzylesters (orange).
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Schema3-9 Darstellung der Hydrolysereaktionen, die zur Bildung von Nebenprodukten b€odgriexbildung fiihren. Zu
sehen ist die Amidhydrolyse des DOB&ketatrestes (blau) und die Esterhydrolyse der Aminohexansaurerestes (orange).

Uber den orangefarbenen Reaktionsweg kann auch der MethylErsBOTA-Ahx-Me
erhalten werden, wenn der Benzy&stiurch CHOH statt HO angegriffen wird. Aus der
Hydrolyselabilitat geht hervor, dass kationischeKomplexe im Gegensatz zu neutralen Zr
Komplexen Lewissauer gespalten werden. Dies erklart das in der Literatur dominierende
Paradigma, nachdem DOTA didfektormolekil fir ZrPET-Applikationen ungeeignet ist.

Dies ist allerdings weniger auf die Komplexeigenschaften veD@TA zurickzufihren,
sondern liegt in der Derivatisierung tber ein Carboxylat begriindet, welche zu kationischen und
damit hydrolyseempidlichen Komplexen flihrte. Dieses Problem adressiert der Chelator
DOTAZA , welcher die Mdglichkeit zuModifikation bietet und gleichzeitig 2t tber vier
Carboxylate in einem neutralen Komplex bindet. Daher sollten im Folgenden verschiedene

DOTAZA-basiere ZrrKomplexe synthetisiert und evaluiert werden.
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3.2.2 Synthese neuartiger DOTAZAbasierte Zr-Komplexe

Um die Zrinduzierte Hydrolysereaktion zu vermeiden, bietet der Cheld@FAZA durch

die octadent® Koordinationssphéare mit vier anionischen Carboxylaten, zusammen mit der
Moglichkeit der Derivatisierungvia Click-Chemie, eine strukturelle Alternativ®. Die
Synthese des ZLomplexesZr-DOTAZA ist in Schema-10 dargestellt.

N3 o Ns
N ?—OH . No—\ o) S
N—/\N Zr(acac)y, N\—\/\/N °
% g OH CH30H, 70 °C, 3 h ( \Z,;I,o
(Ol [ N >
)\/N\/_N 0 _N\/\_N
g HO% \—N3 ( o% \—N3
Ns N3 °
DOTAZA Zr-DOTAZA

Schema3-10 Synthese des AomplexesZr-DOTAZA. .

Zwar konnte der erfolgreiche Umsatz des Chela@@TAZA zum entsprechenden -Zr
Komplex Zr-DOTAZA massenspektrometrisch nachgewiesen werden, allerdings zeigte das
Produkt Ldslichkeitsprobleme. Der Kompl&x-DOTAZA |6ste sich lediglich in DMSO bei
100°C vdistandig. Um die Symmetrie des Komplexes zu verringern und damit gleichzeitig die
Loslichkeit zu verbessern, wurde der Cheldl@T1AZA in Anlehnung an das bekannte
Protokoll von DOTAZA synthetisieff’ Zeitgleich wurde von Wieneatal. der freie Chelatr
DOT1AZA aus dem entsprechenden Methylester synthetidfemh Schema3-11 ist die
Synthese des Chelato®®OT1AZA ausgehend von Cyclen, sowie die anschlielRende

Komplexierung mit Zr dargestellt.
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Schema3-11 Synthese des AomplexesZr-DOT1AZA ausgehend von Cyclerd.

N3

OBn _/
N—/\N/\fo

OBn
OBn

AN N

BnO
¢}
Bn,DOT1AZA

LiOH,
H,O/THF (1:1)

>99%

Die Synthese des Makrocyclag verlief in Ausbeuten entsprechend der Literatur (82%%).

Anschlieend wurde durchN-Alkylierung mit dem Triflat9 und CsCOz als Base der

Benzylester BnsDOT1AZA in einer Ausbeute von 81% erhalten. Der freie Chelator
DOT1AZA wurde nach Verseifung der Beiester mit LiOH und Reinigung an Rileselgel
quantitativ isoliert. Nach Umsetzung mit Zr(acgkdnnte der ZzKomplexZr-DOT1AZA in

guantitativer Ausbeute isoliert werden. Dies ist der erste bekannte (asiArte ZiKomplex,

der Uber das Azid fur weiter Modifikation mittels ClickChemie Mdglichkeiten zur

Modifizierung bietet. Um die von Pandgaal. postulierte Stabilitat von ZDOTA-Komplexen

zu Uberpriifer?® sollten Ligandenaustauschexperimente durchgefiihrt werden.
Kompetitionsassay sollte ali Stabilitat des KomplexeZr-DOT1AZA

Dieser

in Bezug auf

Transmetallierung testen, indem dieser mit Ag0des Siderophor®FO in PBSPuffer bei

37°C fur 7d geruhrt wurde. Die Stabilitdt wurde anschlieend massenspektrometrisch zum

einen Uber die Detektion dézien Chelator&©OT1AZA, zum anderen durch die Detektion
des ZrSiderophorsZr-DFO untersucht. InAbbildung 3-14 ist das Chromatogramm der
Kompetitionsstudie mit da ExtrahierterionenchromatogramieIC) der Transmetallierungs

produkte gezeigt.
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Abbildung 3-14 LC-MS Chromatogramme der Kompetition desK&implexesZr-DOT1AZA (tr =4.47min) gegen das
Siderophor DFO (tr=6.23min). Die Chromatogramme wurden unter Standardbedingungen aufgenontiie8 (
Hochleistungsflissigkeitschromatographig und entsprechen der Audgung der Intensitat gegen die Retentionszeit (min).
(A) Totales lonenchromatogramm (TIC) nachd 7Reaktionszeit. (B) EIC des freien ChelatoBOT1AZA
(m/iz=474.2307+ 0.1Da) nach d Reaktionszeit. (C) EIC des-RomplexesZr-DFO (m/z=647.2341+ 0.1Da) nach ®
Reaktionszeit.

Neben dem ZKomplex Zr-DOT1AZA (tr=4.47min) und dem SiderophoiDFO
(tr=6.23min) konnten nach @ keine Transmetallierungsprodukte detektiert werden. Der
Kompetitionsassay bestatigt die in vitro-Studien von Pandyetal.,”®° die keinen
Ligandenaustausch voZr-DOTA beobachteten. Anhand dieser Datenlage ist davon
auszugehen, dass DOTAA#asierte Chelatoren einen exzellenten Ansatz fur neue BFCs in
zielgerichteten ZPET-Anwendungen bieten.

Basierend darauf sollten imolgenden anhand des Azi@sDOT1AZA ein Protokoll zur
Synthese modifizierter Chelatoren mittels CUAAC entwickelt werdeBchrema3-12 ist die
Synthese eines modifizien Chelator@WI -DOTA und die Synthese des entsprechenden Zr
KomplexesZr-ZWI -DOTA darstellt.
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Schema3-12 Synthese des modifizierten-KiomplexesZr -ZWI -DOTA aus dem Benzylest&nsDOT1AZA .

Die Synthese verlief in Anlehnung an ein bekanntes ProtokoQdkatalysierte AlkinAzid-
1,3-Cycloaddition CuUAAC) mit anschlie3ender hydrogenolytischer Spaltung der Benzylester
uber Pd/C®" Der freie ChelatoZWI -DOTA wurde nach Reinigung an RResebel mit einer
Gesamtausbeute von 70% Uber zwei Stufen isoliert. Nach anschlieRender Behandlung mit
Zr(acac) konnte der ZtKomplexZr-ZWI -DOTA quantitativ isoliert werden. Analog zu dem
freien ChelatoizZWI-DOTA sollte auch der zuvor nach bekanntem Protfokghthetisierte
ChelatorZWI 4-DOTA in den entsprechenden Komplex tberfuhrt wer@anémas-13).

R R

N N
i i
O
NN_\ ?;OH Zr(acac)y, ?;\

N—/\N NH4OAc-Puffer, pH 5.5,
100 °C, 16 h
OH

78% Qv |//,ZI’\\\ >
O)\/N\/_N 0 y N._A\—N
: : : TN NN
HO - 0 N
N (0] R
N °N
\ 11 g\/n
N R= s \/ N
R zwi,-DOTA ~_Ni_~_ SOy R zr-ZwWI,-DOTA

Schema3-13 Synthese des AomplexesZr -ZWI s-DOTA aus dem freien Chelatd@wI| »-DOTA.

Der Chelator wurde nach einer literaturbekannten Methode synthefi$iger entsprechende
Zr-Komplex Zr-ZWI +-DOTA wurde nach der Reinigung an HKieselgel in einer Ausbeute
von 78% isoliert. Die dargestellten zwitterionischerKamplexeZr-ZWI-DOTA und Zr -
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ZWI 4-DOTA beweisen, dass DOTAZA als Makrocyclus nicht nur stabHE@mnplexe bildet,
sondern auch die Mdglichkeit einer Modifikation mittels CliCkemie bieten.

Darauf aufbauend sollte eine bereits synthetisierte Bibliothek modifizierter DOT2&tvate

in die entsprechenden radiomarkiert&r-Komplexe tberfiihrt werden, und der Einfluss der
Modifizierungen in Biodistributionsstudien evaluiert wen. Neben der Verbesserung der
Loslichkeit sollen die eingefiihrten Funktionalitdten auch die Pharmakokinetik der Komplexe
beeinflussen. Aus diesem Grund wurden kationische, anionische und zwitterionische Reste fur
die Modifizierung gewahlt, da diese ungpische Wechselwirkungen mit Serumproteinen wie
HSA in vivo beeinflussen kénnem\bbildung 3-17).18 Des Weiteren sollte ein Pyridinylrest,
welcher die Affinitat zu Prginen wie HSA erhdhen sollte, eingefuhrt und untersucht werden
(Abbildung 3-17).2%2 Alle zu testenden Chelatoren wurden zuvor in anderen Arbeiten
synthetisiert84 22 Die Synthese der radiomarkiert&Zr-Komplexe wurden in Kooperation

mit Kelly Henry und Jason S. Lewis am Memorial Sloan Kettering Cancer Center in New York
durchgefihrt und sind iBcheméB-14 dargestellt.

N

) S R )
S W e SN
—/\N/\( [ngr] NT\ ,”II/Y

N
o Y — o
HO \—NN \ o~g””\—N'N:N
( S e
o o
R R
Py,-DOTA, R = PA,-DOTA,R = o) Kat,-DOTA, R = \ /

A , ,
\(j ™~ on s
N

ZWI1,-DOTA, R = \ 4
AN~ 505

Schema3-14 Synthese defZr-markierten Komplex&2Zr -Pys-DOTA, 89Zr -PA4-DOTA, 89Zr -Kat4-DOTA und®Zr -ZWI s-
DOTA aus den entspcaenden freien Chelatoren.

Die freien Chelatoren wurden nifZrCls in die entsprechenden radiomarkierterkomplexe
89Zr-ZWI1 4-DOTA (griin), 89Zr-PAs-DOTA (blau), 8%Zr-Kat4-DOTA (grau) und®Zr -Pys-
DOTA (magenta) uberfihrt und sowohl in ein@mvitro-Assay auf ihre Serumstabilitat, als
auch mit einem Mausmodell auf ihnre Pharmakokinetiivountersucht. Die Ergebnisse dieser
Studien sind irAbbildung 3-15 graphisch aufgearbeitet.
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Abbildung 3-15 (A) Serumstabilitat defZr-Chelatoren®Zr-ZWI +DOTA (griun), 8Zr-PA+DOTA (blau), 8%Zr -Kat s-
DOTA (grau) und®Zr-Pys-DOTA (magenta)in vitro mit FBS nach 24 bei 37°C (%ID/g fir jeden Chelator). (B)
Biodistribution de°Zr-Chelatoren in einem Standakbausmodell nach 24 (%1D/g fir jedes Organ).

Obwohl alle Chelatoren eine gute Inertheit zwisc®@% und 95%n vitro zeigen, scheint trotz

der eingefuhrten Modifizierungen Transmetallierung aufzutreten. Dies kdnnte jedoch auf die
Evaluation mittels Kieselsaugetrankter Glasfaserstreifen (iTE®A) zurtickzufihren sein, da

die Substanzen unterschietll stark an Serumproteine binden und auf diese Weise an der
Retention gehindert werden. Dieser Trend spiegelt sich auch in der Polaritdt der Substanzen
wider, da ausschlieBlich der wenig polare-Ke&mplex 8Zr-Pys-DOTAZA verminderte
Stabilitdt zeigt. Diein vivo Studie unterstreicht die Komplexstabilitat, bei der sich keine
signifikante Akkumulation radioaktiven Materials im Knochengewebe zeigte, wie es bei labilen
Zr-Komplexen der Fall ware. Neben der geringen Akkumulation in den Knochen und der
Karkassezeigte der zwitterionisch&zr-Komplex 89Zr -ZWI +-DOTAZA gewebespezifische
Akkumulation in der Milz, die anhand der aktuellen Datenlage nicht abschlieRend geklart
werden konnte. Der anionischi@r-Komplex89Zr -PAs-DOTAZA zeigte als einzige Substanz

eine Anreicherung in der Leber, die jedoch nicht signifikant hoher war als die Akkumulation in
Milz oder Knochen. Di€%Zr-Komplexe?®Zr -Kats-DOTAZA und®Zr -Pys»-DOTAZA zeigten

eine ungewohnliche Gewebespezifitdt zu Lunge und Herz. Dies kdnnte auf die exzellente
Loslichkeit des kationischef?Zr-Komplexes89Zr -Kat&-DOTAZA und die erhohten HSA
Bindungsaffinitat des Pyridinylderivaté&Zr-Pys--DOTAZA zuriickzufiihren sein, die eine
Akkumulation in gut durchblutetem Gewebe erklaren.
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3.2.3 Zusammenfassung Komplexierungsstudien

In diesem Kapitel wurde die Rolle des Chelators DOTA im Zusammenhang +REEr
Anwendungen diskutiert. DieUntersuchungen zeigten dabei in Stabilitaitsassays die
Hydrolyselabilitdt carboxylatsubstituierter -XOTA-Komplexe, welche durch die Lewis
Saure Aciditat von Zr hervorgerufen wirBghemas-9). Die beobachteteabilitat der DOTA
basierten Komplexe konnte ein Erklarungsansatz fur den bisher limitierten Einsatz vorn DOTA
Derivaten als Chelatoren fur-BET-Anwendungen sein.

Des Weiteren konnte mit der Synthese deK@mplexesZr-DOT1AZA erstmals ein DOTA
basierter Komplex synthetisiert werden, der exzellente Komplexstabilitdt durch die Bindung
von Z** tiber vier Carboxylate mit der Modifizierbarkeit mittels ChCkemie vereint. Auf
dieser Grundlage konnten die radiomardert®Zr-Komplexe89Zr-ZWI-DOTA und 8%Zr -

ZWI 4+-DOTAZA mit modifizierter Pharmakokinetik synthetisiert werden. Die exzellente
Serumstabilitat dieséfZr-Komplexe war dabei vergleichbar mit der publizierten Stabilitat fir
den nichimodifizierten KomplexZr-DOTA. Des Weiteren wurde die Biodistribution der
DOTA-basierten®Zr-Komplexe in einem Mausmodell untersucht. Dabei zeigte sich neben
guter Stabilitat allePZr-Komplexein vivo eine geringe Gewebespezifitat abhangig von den
unterschiedlichen Modifikatiomeder Komplexe. Es ist anzumerken, dass diesawvo-Assay

einer der ersten ist, der die vivo-Eigenschaften radiomarkierter DOTasierter®Zr-

Komplexen beschreibt.
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3.3 Exkurs Oberflachenbeschichtung

Die Nahinfrarot (NIR)basierte Bildgebung ist zeiner wichtigen diagnostischen Methode,
insbesondere fur intraoperatives Imaging gewof8éh.In der letzten Dekade wurden
besonders Quantumdot (Qbasierte NIRSonden aufgrund der Fluoreszenzinten$ttétes
gréRenabhangigen Emissionsmaximums und der Fotostabilitat gut erfSradetdings ist
neben Faktoren wie der Biotoxizitit oder der Qeaausbeute auch die
Fluoreszenzlebensdauer ein optimierbarer Parafffefdn Ansatz ist die Verlangerung der
Lebensdauer durch ForstResonanzenergietransfer (FRET) zwischen einem QD und einem
Fluorophor?®* Ln-Komplexe sind bekannte Lichtemitter (beainen LiganeMetall-
Ladungstransfer (LMCT3®® der zueinerlangjmLumi neszenz | empfimtfauver (
Verschiedene Systeme, bei denen Ln{KOmplexe als Donoren und QDs als Akzeptor
angewendet wurden, sind bereits veroffentlicht®?*° In Abbildung 3-16 sind die
Lumineszenzeigenschaften von einem QD (A) und einerL@BRET-Paar (B) schematisch

dargestellt.

A B FRET

h3 h3 \
X N L SO

QD QD
ohs,

Abbildung 3-16 Schematische Darstellung von (A) Absorption (blau) und Emission (griin) von QDs, und (B) Absorption
(blau) und LMCTbeeinflusst€Emission(rot) eines FREPaar aus QD und LKomplex mit Ankermolekilen (schwar®).

Ein essenzieller Faktoder Wechselwirkung ist neben der Fluoreszenzlebensdauer die

physikalische N&ahe der beiden Chromophore, wie aus GleiqBt@)dhervorgeh?!

kE = % (3-2)

Die Energietransferrate:r ist dabei abhéngig von der Fluoreszenzlebensdaudes Donors
(QD), dem Abstand zwischen den Chromopharend dem ForsteRadiusRo, der als Abstand
definiert wird, bei dem di&ffizienz des Energietransfers zwischen Donor und Akzeptor 50%
betragt. Der Abstand bestimrkir als Faktorr®, daher bewirken kleinste Anderungen einen
grolR3en Effekt und der Abstand zwischen Donor und Akzegaiidte minimal sein. Dies kdnnte

im Fall von Nanopartikeln durch Chemisorptigeeigneter Ankermolekule auf der Oberflache
erreicht werded?? Phosphonate und Phosphonsauren sind dafiir bekannte Struktur

motive24¥247 Dije Modifikation von Ankermolekiilermit einem Ln(lll}Chelator ist ein
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vielversprechender Ansatz fir Giasierte NIRSonden mit langer Fluoreszenzlebensdauer.
Der Chelator DOTAZA vereinigt diese Eigenschaften und er6ffnet die Mdglichkeit zur
Kombination von Oberflacherbinderde Restenmittels ClickChemie und exzellenten
Komplexbildungseigenschaften mit einer Reihe von Lanthanoitiér’2

Dieser Exkurs soll eine weitere Anwendungsmaglichkeit des vielseiteigen Chelators DOTAZA
aufzeigen. Daflr sollten zunachst Phosphonsaurereste mittelsCBlaskie eingefihrt werden

und der entsprechende omplex auf Nanopartikeln immobilisiert werden. $\den daraus
gewonnen Erkenntnissen Uber die grundlegenden Bindungseigenschaften und den
Besetzungsgrad der Molekiile auf den Partikeln sollte ermittelt werden, ob das Konzept auf
geeignete QDs Ubertragbar ist. Dies wirde einen modularen Ansatz fur$RiEmMe mit
maf3geschneiderten Fluoreszenzeigenschaften ermdglichen. Das Konzept ist schematisch in
Abbildung 3-17 dargestellt.

Abbildung 3-17 Schematische Darstellung eines moglichen FR&E#&rs zwischen Nanopartikel undBOTAZA-Komplex.
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3.3.1 Synthese des DOTAZasierten Ankermolekils

Die Retrosynthese des mittels ChGkemie modifizierten DOTAZAasierten EtKomplexes
Eu-P2-DOTA mit Phosphonaten als Ankermolekulen fur die Immobilisierung auf NPs ist in
Schema3-15 dargestellt. Das Zielmolekul sollte ausgehend von dem BaidDOTAZA in
einer CUAAC mit einer AlkilPhosphonséaure dargestellt werden, die zuvor agtidol 19

mit einer AppelReaktion und anschlieRender Arbuzegaktion gewonnen werden sollte.

o ) o Na
?‘O R ?‘OBH R N3—\ ?‘OBH _/
R R R R e :
i P O 1. Entschiitzeung N~ o o~ o}
<N\\ T o 2. Komplexierung N N/\(i CuAAC N N OB
) i E— n n
o= A ) OBn% g —> OBn% g
N__\—N N N
07 v\ 4R 0)\;/ ~ N R OJ\/N\/_N o
R o% o R BnO*{ ( BnO*{ \—N3
O Rr-= % lg 0] Ns o
Eu-P,-DOTA _\—N/ﬁ/\/éHOH P,-DOTA Bn,DOTAZA
A
n°N N
1. Appel
2. Arbuzov (,),
oH {—— P<
/\/ ///\/6HOH
19 20

Schema3-15 Retrosyntlese des EtomplexesEu-P4-DOTA fiir die Oberflachenimmobilisierung.

Die Synthese der Phosphonsaure aus dem kommerziell erhaltBeBatmol 19ist in Schema
3-16 dargestellt.

1. P(OTMS)3,
N,O-Bis(TMS)acetamid,
NBS, PPhs, 75°C,23h o
OH CHxCl,0°C, 4h Br 2. H,O,RT, 10 min O
Z = P
z 45% z 87% =z o
19 21 20

Schema3-16 Synthese der Alkinphosphonsa@®@aus dem Alkohol 9.

Der Alkohol19 wurde entsprechend der Literatur mit RRhd NBS in einer Appehrtigen
Reaktion mit 45% Ausbeute zu-Bromhutin umgesetzt*®24° AnschlieBend wurde die
Phosphonséur20 nach einem bekannten Protokoll von Waetatl. durch eine Arbuzov
ahnliche Reaktion in einer Ausbeute von 87% erh&f®i? Allerdings konnte die
Phosphonséaur20 in einer folgenden CuAAC nicht mit dem AzBh4sDOTAZA umgesetzt

werden. Der entsprechende Syntheseversuch $&themeB-17 dargestellt.
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Schema3-17 Click-Reaktiondes AzidsBnsaDOTAZA mit der Phosphonsaug®.

Zwar zeichnet sich die CuAAC im Allgemeinen durch ihre hohe Toleranz gegeniber
funktionellen Gruppen aus? jedoch sind in der Literatur bis jetkeine CUAAC Click-
Reaktionen mit freien Phosphonsauren bekannt. In der Regel wird die Reaktion erst nach einer
Veresterung durchgefiinit®2°#25" Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Funktion
alitat nicht fir diesen Reaktionstypus geeignet ist. Grund daflr kénnten die exzellenten
Metallbindungseigenschaften von Phosphonsauren sein, die das fur die Reaktion notige Cu
komplexieren und so die Reaktion inhibieféhAllerdings ist eine Immobilisierung vond,-
Oberflachen auch mit Phosphonséureestern bekrdig bereits mittels CUAAC modifiziert
werden konnter®®2°%261 Daher sollte fiir die CliclReaktion der AlkirlPhosphonsaureest2?

nach einer bekannten Methode synthetisiert weftfe@ie Reaktim ist in Schema3-18

dargestellt.
P(OEt)s, 9
Br 150°C,4d P~
z 30% z N
21 22

Schema3-18 Synthese des Phosphonsauredieethyleggasis dem Alkinbromi@1.

Die Darstellung des AlkiPhosphosaureesters erfolgte Uber eine Michaebszov Reaktion,

die dunnschichtchromatographisch bis zum kompletten Umsatz verfolgt wurde. Allerdings
zeigte sich, dass sich entstandenes Triethylphbsmth der Reaktion saulenchromato
graphisch nicht vom Produkt trennen lief3. Mittels Kugelrohrdestillation konnten 30% Produkt
isoliert werden. In weiteren Fraktionen der Destillation konnte neben dem P&italkth
Triethylphosphatia 3P NMR nachgewiesewerden {i = 0.44ppm). Aus diesem Grund sollte

eine alternative Syntheseroute gefunden werden, die eine 6konomische Synthese des Alkin
Phosphonséurediethylesters ermoglicht. Die Synthese sollte nach bekannten Methoden aus dem
kommerziell erhaltlichen Alkiool 23 synthetisiert werden und ist Bcheméa-19dargestell£>

Ziel der Synthese war eine vereinfachte Reinigung des Akimsphonsaureestét®durch die

eingefuhrte terminale TMSchutzgruppe des Alkins.
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1. P(OEt),,
CH,Cl,, PPhs, 150 °C. 72 h
oy NBS.-20°C.1h, 5 2 NaHCOs, o)
dann RT, 4 h r RT, 2 min b
/\/ /\/ | //\/FI’\O/\
™S 23 40% ™S 24 30% = O\/

22
Schema3-19 Alternative Syntheseroute des Phosphonséuredéstieys22 aus demAlkohol 23.

Die Synthese des silylierten Alkinbromi@g erfolgte entsprechend der Literatur in einer
Ausbeute von 4092 Die anschlieRende Synthese des Phosphonsaureatafslgte nach

der bereits verwendeten Methode von Simpetat. in einer Ausbeute von 30982 Auch wenn

sich die Reinigung im Gegensatz zum nisitylierten Phosphonséurediethyles?@reinfacher
gestaltete, bot diese Syntheseroute keine 6konomisckenalitve zur bereits vorgestellten
Methode §chemé3-18).

Der zuvor synthetisierte Phosphonsauree®?esollte anschlieRend in einer CUAAC mit dem
Azid BnaDOTAZA umgeetzt und nach hydrogenolytischer Spaltung der Benzylester zum Eu
Komplex Eu-Ps+-DOTA umgesetzt werden. Die komplette Synthese isSamema3-20

dargestellt.
o N3 1.22 (4 Aq.), )R
Cul, TBTA, NaAsc,
N3_\“.?‘OB” / t-BUOH/DMF/H,0 (2:2:1), R_\ ?* =
~0 50°C,24 h o~
N—""N ' N N
/\Can 2. Hy, Pd/C, /\[//
OBn% g H,O/THF (1:1), RT, 16 h % g
N\/—N 85% )\/N\/—N
g BnO*{ \—N3 g HO«{ \—
N3 _| R
Bn,DOTAZA R P,-DOTA
R—\ ?‘
o < \ EuCls, ACONH,, ‘
I H 5.5, 100 °C, 3 h
P. A~ Eu/o p , ,
R= §—N\/_\7\l/\/c')\o/ O AN ) >99%
N- 0 . N\/ —N
(- O \—R
R o]
Eu-P,-DOTA

Schema3-20 Synthese des EKomplexesEu-P4-DOTA aus dem Benzylest@&nsDOTAZA .

Die CuAAC des AlkinPhosphonsaureest&®® mit dem Azid BnsDOTAZA mit
anschlielBender hydrogenolytischer Spaltung der Benzylédkter Pd/C verlief in guter
Ausbeute von 85%. Nach anschlieRender Umsetzung mitEa@hte der korrespondierende

Eu-KomplexEu-P4-DOTA quantitativ nach Reinigung an R&eselgel (C18) isoliert werden.
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3.3.2 Immobilisierungsexperimente

Die in Schema&-20 synthetisierten EeKkomplexe wurden anschliel3end auf FH®anopartikel
immobilisiert, um erste Oberflachenwechselwirkungen (oBerdungseigenschaften) der
Phosphonséaureester zu evaluieren. Daflr musste zunachst die fur die Immobilisierung
erforderliche Stoffmenge zuvor synthetisierter -kamplexe mittels der spezifischen
Oberflaiche (51.8n%/g) der TiQ-Nanopartikel errechnet werden wobei eine
Oberflachenbesetzung von einem Molekiil pro® mmgenommen wurde. Die Annahme stiitzt
sich auf die Topologie des Molekiils und die Bindungsmodi in der Literatur beschriebener
einfacher Phosphonsaur&:246:264.265 Dije maximale Beladungsdi@Bmax wurde mit der

Formel(3-3) berechnet.

; _Aln 511 B Mg
MY Na 6. 0ROMOY

6. B9, 9

In der Reaktion wird die maximale BeladungsdidBtex fur 1 Molekil pro nm durch die
spezifische Oberflach&s, die Anzahl der Molekiila pro nnt und die AvogadrékonstanteNa
definiert. Die maximale Beladungsdichte dengamsetzten Ti@Nanopartikel entspricht
6.02nmol/mg. Damit konnten die Immobilisierungen mit nach einem literaturbekannten
Protokoll von Gaatal. durchgefilhrt werdeff® Der schematische Verlauf der

Immobilisierung ist inScheméB-21 dargestellt.
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1. CH30H/H,0 (3:1), 100 °C, 2d
2. Waschcyclen, 5 x CH;0H
3. Gefriertrocknung

Schema3-21 Schematische Durchfiihrung der Beschichtung vor: N@hopartikeln.

Die TiO>-Nanopartikel wurden in C#H/HO (3:1) suspendiert und mit einemfathen
Uberschuss des EomplexesEu-P4-DOTA versetzt. Zeitgleich wurden als Negativkontrolle
TiOo-Partikel identisch, allerdings ohne Zusatz deskKBmplexes behandelt. Beide Ansatze

wurden je zweimal durchgefuhrt. Dieroben wurden &8 bei 100°C gertuhrt. Anschliel3end
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wurde die Suspension zentrifugiert und gewaschen. Nach insgesamt 5 Waschcyclen wurde der
Ruckstand gefriergetrocknet und die Nanopartikel analysiert. Im Folgenden sollen die

Analysemethoden kurz beschregbwerden.

Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX)

Die EDX ermdoglicht eine elementspezifische Charakterisierung durch die Bestrahlung einer

Probe mit Elektronen. Diese bewirkt eine Tiefenionisation des bestrahlten Materials durch das
Herausschlagen von Elektronen aus der Elektronenhiille. Die entstandene Licke wird durch ein
Elektron mit einer hoheren Hauptquantenzahl ausgeglichen. Bei dieser Relaxation wird ein

Energiequant in Form von Rontgenstrahlung frei, welches als elementsiezBigektrallinie

detektierbar ist%®

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM ermdglicht mikroskopische Aufnahmen unterhalb des durch Beugungsphanomene
determinierten Aufldsungsvermogens der Lichtmikroskopie. Der Elektronenstrahl wird durch

themische oder Feldemitter erzeugt und analog zur Lichtmikroskopie in einem Strahlengang

durch verschiedene Linsen fokussiert und auf die Probe gelenkt. Durch Interaktion mit der
Probe kann StreuabsorptienBeugungsund Phasenkontrast auftreten, der eamem hinter

der Probe liegenden CGBensor detektiert werden kaffi.

Thermogravimetrische Analyse (TGA)

Mithilfe der TGA lassen sich thermische Zersetzungsprozesse gravimetrisch quantifizieren.
Hierbei wird die Probe einem Temperaturgradienten ausgesetz das Gewicht mittels
Ultramikrofeinwaage bestimmt. Prozesse wie Oxidation, Reduktion, Zersetzung, Verdampfung
oder Sublimierung kénnen dabei gezielt untersucht wefeburch den Vergleich der
Thermogramme beschichteter und unbeschichteter Nariadakann die Beladungsdichte

evaluiert werden.

Die Beschichtung der Tig&Nanopartikel mit dem EKomplex Eu-P4-DOTA sollte zunachst
mittels EDX evaluiert werden. Die EDRpektren der Nanopartikel mit elementspezifischen
Spektrallinien sind imbbildung 3-18 dargestellt. Der Vergleich der beiden Spektren zeigte
signifikante Unterschiede zwischen der Negativkontrolle (A) und der behandelten Nanopartikel

(B), die in der Abbildung farblich gekennzkitet sind. Die Intensitat der-Kinie von

59



Ergebnisse und Diskussion

Kohlenstoff (gelb), die KLinie von Phosphor (blau), sowie die ind M-Linie von Europium
(rot) zeigten eine erhohte Intensitat bei den behandelten Nanopartikeln.

A C Eu P Eu
153 "_T T T T C m
B 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 keV

- T:teS,:SSSSSSSSTTTT
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 keV

Abbildung 3-18 EDX-Spektren der Negativkontrolle (A) und der behandelten Nanopartikel (B), mit farblich markierten
elementspezifischen Spektrallinien.

Fur die Negativkontrolle wurde durch EDX ein Masseanteil von 0.7% Eu ermittelt, der durch
Verunreinigingen des GOTEM-Grids hervorgerufen wird, welches als Probentrager fur die
Analysemethode diente. Die behandelten Partikel zeigten einen Gesamtmasseanteil von 2.7%
Eu. Dieser signifikante Anteil und die erhdhte Intensitat der Spektrallinien von C, Puund E
deuten auf eine erfolgreiche Beschichtung der Partikel hin. Zur Abschatzung der
Beladungsdichte wurden die Partikel anschlieend mittels TGA untersucht. Die
aufgenommenen Thermogramme sowie die TBiMer der vermessenen Partikel sind in
Abbildung3-19 dargestellt.
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Abbildung 3-19 (A) Thermogramme der beschichteten (rot) und unbeschichteten (schwarzpadritel. (B) TEM-
Aufnahme beschichteter TiPartikel. (C) TEMAufnahme unbeschichteter Ti®artikel. Der Kreis (grau) auf den TEM
Aufnahmen dient als drtliche Markierung fur anschlieRend durchgefiihrte EDX.

Das Thermogramm (A) der unbeschichtetefOTPatikel (schwar) zeigt einen Masseverlust
2.5%, der auf oberflachenadsorbiertes Wasser zurlckzufihren ist. Der signifikante
Massenverlust von 6.5% bestétigt die erfolgreiche Beschichtung der Partikel (schwarz), obwohl
sie deutlich unter der theoretisch mdglichen maxémaBeladungsdichte (11%) liegt.
Allerdings ist die theoretische Beladungsdichte unter der Annahme berechnet worden, dass
1Molekul pro nn? in einer dichtesten Packung beschichtet wird. Der Wert der
Thermogravimetrie deutet auf 0.4 Molekiile pro?rim. Im Hinblick auf die raumgreifende
Beschaffenheit des Molekils ist dieser Wert nachvollziehbar. Des Weiteren zeigen die TEM
Bilder ein unterschiedliches Verhalten der Partikel. Dabei zeigten die beschichteten Partikel

(B) eine geringere Aggregatiorsalie unbeschichteten Partikeln (C).
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3.3.3 Zusammenfassung Oberflachenbeschichtung

In diesem Exkurs wurde eine weitere Anwendungsmoglichkeit des CheR@FAZA
diskutiert. Dabei konnte ein Chelator m®berflacherbinderden Phosphonsaurestern
erfolgrech synthetisiert und in ersten Untersuchungen aut-N@nopartikel immobilisiert
werden. Die Detektion erfolgte sowohl mittels TGA als auch tber EDX. Dabei wurde eine
Beladungsdichte von 0.4 Molekiilen pro hemmittelt. Basierend auf den Erkenntnissen der
Voruntersuchung kénnen kinftig Bindungsstudien auf modifizierte DOT-B&Avate und

andere Partikelsysteme Ubertragen werden, so ist ein FRET zwischen PartikelKod iex
denkbar, der mal3geschneiderte Eigenschaften des Partikelsystems fir verschiedene

Anwendungen ermdglicht.
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3.4 Integrin-Targeting

Wie in 1.2.3 Effektor erwahnt, ist die Verknlipfung des Chelators DOTA als Effektormolekil
mit einem Targting-Vektor eine haufig genutzte Strategie, um zielgerichtete Diagnostika und
Therapeutika zu synthetisiereh’% 1%’ Zwar findet diese Vorgehensweise bereits Anwendung
in Bezug auf IntegriTargeting?® jedoch zeigen aktuelle DOTFARGD-Derivate
unvoteilhafte pharmakokinetische Eigenschaftér?’? Dies ist durch die verhaltnismaRig
geringe Affinitat der peptidischen Targetivg@ktoren zu erklaren, deren Bindungsaffinitat
gegenuber Integrinen im Vergleich zu Antagonisten wie Echistatin bis ztadlo@eringer
sind?’2Eine Vielzahl an Publikationen thematisierte die Erhéhung der Bindffimifit durch
Multimerisierung!’®*® Dadurch konnte die Affinitéat zu isolierten Integrinen erhoht werden,
allerdings intensivieren sich dadurch auch unspehiést®/echselwirkungem vivo, die eine
Tumorlokalisation erschweren®

Im Folgenden sollen diverse DOTERGD-Derivate synthetisiert werden, die fur zielgerichtete
metallbasiertes bildgebende Verfahren genutzt werden kénnen. Dabei soll basierend auf dem
DOTA-Derivat DOTAZA eine Strategie entwickelt werden, welche die Synthese von BOTA

cRGD-Derivaten mit maf3geschneiderter Pharmakokinetik ermdglicht.

3.4.1 cRGD Synthese

In 1.2.1 Target und TargetingVektor wurde bereits die Vielfalt der IntegriRezeptoren und

deren diverse Funktion in unterschiedlichen Tumorstadien disk(#f?’4 Daher muss
zunachst ein Target gewahlt werden, welches essenziell in einem mdoglichst frihen
Tumorstadium ist. Das fir Tumdanduzierte Angiogenese verantwortliche Intedtibs ist ein
vielversprechendes Target und kann Uber das Cyclopeg®RGD selektiv adressiert
werdent®*22Grundlegend fur alle zu entwickelnden Substanzen ist also zunachst die Synthese
des Targeting/ektorscRGD.

Die Peptidsequenz wurde nach einem bekannten Protokoll voneChlemittels Festphasen
Peptidsynthese dargestellt umgclisiert?’>27¢ Das lineare Pentapept® wurde mittels
Festphasensynthese dargestellt und ist zusammen mit der Cyclisierung und der Entschtitzung
in Schem&-22 dargestellt. Im Folgenden wirdederTargetingVektor vereinfacht mit cRGD
bezeichnet.
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Schema3-22 Syntheseroute des Pentapeptides cRGD nach dem Protokoll vort@hamd Daietal..27527¢

Ausgehend/on einem mit Glycirvorbeladenem -Zhlorotrityl-Harz 25 wurden nacheinander

die Aminosauren Fmec-Arg(Pbf}OH, FmoeL-Lys(Boc}OH, FmoeD-Tyr(t-Bu) und Fmoe
L-Asp(t-Bu)-OH mit den Kupplungsreagenzien HOBt/HBTU mit der Festphase verknupft.
Nachjeder Amidkupplung wurde mittels Piperidin das Carbamat gespalten, um das freie Amin
fur die nachste Amidkupplung bereitzustellen. Nach abschlieBender Carbamatspaltung wurde
das Pentapeptid mit Trifluorethanol (TFE) vom Harz gespalten. Das lineare Pédtagep
wurde in einer Ausbeute von 38% erhalten, was einer Ausbeute von 90% pro Reaktionsschritt
entspricht. Das Pentapeptid AsBUu)-D-Tyr(t-Bu)-Lys(Boc)Arp(PbfrGly  wurde
anschlieBend in einer intramolekularen Amidkupplung mittels HOBt/HBTU cyclifatiei

musste in hoher Verdinnung (0L gearbeitet werden, um die konkurrierende
intermolekulare Amidkupplung zu unterdriicken. Die Reaktion lieferte das Cyclog&ptid

einer Ausbeute von 71% nach s&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel.
AbsdahlieRend wurden alle Schutzgruppen des Cyclopegiidmittels Trifluoressigsaure
(TFA) und Triisopropylsilan (TIPS) in Anwesenheit vorn(Hgespalten. Das Cyclopeptid

cRGD wurde nach Fallung ausZx in hoher Reinheit und quantitativer Ausbeute erhalten.
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Wie in1.2.2 Linker-Einheit beschrieben, ist die rAumliche Trennung von Effektormolekil und
TargetingVektor essenziell. Aus diesem Grund wurde dasl@peptidcRGD mit dem, nach

einem Standardprotokoll synthetisierféh?’® Aktivester28 in einer Aktivestewermittelten
Amidkupplung umgesetzt. Anschlieend wurde das Carbamat in saurem Milieu gespalten, um

das Amin fir weitere Reaktionen freizugeb@&ie Synthese vor29 ist in Schema3-23

dargestellt.
o]
HO‘<
o, =
1. ¢cRGD, EtsN, Y o
DMF, RT, 24 h NH HN
2. TFAITIPS/H,0 HO
(95:2.5:2.5), 0 HN
i RT. 8N H,N i v H\/\*O
oo~~~ L
oe OSu 65% 2 H/\/\\ Kﬂ/ :
28 29 0

Schema3-23 Synthese des cRGDerivates29.

Die Reaktion lieferte das bereits in einem Patentdamczyketal. beschriebene Ilgkettige
cRGD-DerivatAhx-cRGD in einer Ausbeute von 65%°die in dieser Arbeit erstmalig mit der
entsprechenden NMRnalytik beschrieben wurde; die Daten sthd.5 Integrin-Targeting -
Synthesezu entnehmen.

65



Ergebnisse und Diskussion

3.4.2 Synthese neuartiger DO3ARGD-Derivate

Das Amin29 sollte ein zentraler Baustein fur weitere Reaktionen sein und mit verschiedenen
DOTA-Derivaten verknlpft werden. lBchema3-24 st die Verknupfung des Amins mit dem
zwor synthetisierten Aktivest&0 dargestellt.

HN)\
o uN? N2
w0
o 2 1. EtsN,
Y o DMF, RT, 24 h
NH HN 2. LiOH,
0 HO H,O/THF (1:1),
?—OH o 0™ N\H H\il RT, 24 h
N_/\N/\n/ \/\/\)J\N/\/\\\\-K”/N . (0] 51%
H ot
o) 0 f
OH
)\/N\/_N HN
0 DOTA-Ahx-cRGD Ju
HO n? NH

Schema3-24 Synthese des DOTBRGD-DerivatesDOTA-Ahx-cRGD.

Die Reaktion mit dem Aktivest&0wurde massenspektrometrisch bis zum kompletten Umsatz
des freierAmins 29 verfolgt. Das Rohprodukt der Reaktion wurde ohne weitere Reinigung mit
LIOH versetzt, um den Tribenzylester zu verseifen. Nach saulenchromatographischer
Reinigung an RKieselgel (C18) wurde der BFBOTA-Ahx-cRGD in einer Ausbeute von

51% erhalten. Der Asbeuteverlust ist auf die Hydrolyse des Cyclopeptids zurlickzufuhren, die
bei der Verseifung mit LIOH beobachtet wurde. Bogdanowdnlpp etal. untersuchten die
Zersetzung von cRGD in stark sauren und basischen Lostfifgevelche fir die
Benzylesterspaltig essenziell ist. Dabei wurde ein Mechanismus postuliert, bei dem Aspartat
am N- (orange) oder @erminus (blau) nukleophil angreifen kati.Der postulierte

Reaktionsmechanismus ist8themas-25 dargestellt.
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Schema3-25 Postulierte Aspartatspaltung asn (orange) undC-Terminus (blau) der Peptieguenz ArgGly-Asp-Phel®*

Fir eine bessere Ausbeute sollte in Zukunft eine hydrogenolytische Spaltung der Benzylester
statt der Verseifung mit LiOH in Betracht gezogen werden.

Neben dem Chelat@OTA-Ahx-cRGD sollte eine Syntheseroute etabliert werden, welche die
Synthese von BFCs mit malRgeschneiderter Pharmakokinetik erméglicht. Basierend auf den
Ergebnissen von Kriemestal. wurde der mittels ClickChemie derivatisierbare Chelator
DOT3AZA als Grundgerust agewahlt®’ Dieser sollte zunachst als Aktives8sr mit dem

freien Amin29 verbunden und anschlieRend mit dem zwitterionischen AIMA in einer
CuAAC modifiziert werden. InSchema3-26 ist die Synthese des cR@&Derivates32

dargestellt.
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Schema3-26 Aktivesterkupplung des Aktivestegd mit dem freien Amir29.

Die Aktivestervermittelte Peptidkupplung wurdmassenspektrometrisch verfolgt, jedoch
wurde dabei schon bei der Reaktion eine schnelle Hydrolyse des Aktivigstestgestellt.

Auch durch Erhéhung der eingesetzten Aquivalente an Aktivester konnte die Ausbeute mit 63%
nach saulenchromatographischerrmiging an RFieselgel nicht verbessert werden. Da die
Reaktion unter Ausschluss von Sauerstoff und Wasser erfolgte, kann das fur die Hydrolyse
notige HO nur aus bereits erfolgten Amidkupplungen stammen. Diese Hydrolyse scheint ab
einer gewissen Wasserkmentration schneller abzulaufen als die konkurrierende
Amidkupplung. Dies konnte die stagnierende Ausbeute unabhangig von den eingesetzten
Aquivalenten erklaren. Auch die Reinigung des Produktes gestaltete sich als anspruchsvoll. So
wurde eine starke Weablsvirkung zwischen Produkt und stationérer Phase (C18) beobachtet,
die auf die Polaritat des Molekuls zurtickzufuhren ist. Durch die hydrophoben Benzylester
einerseits und das hydrophile Peptid andererseits besitzt das Molekul seifenartige
Eigenschaften, wehe die Retention beeinflussen und das beobachtete Tailing verursachen.
Das entsprechende Chromatogramm isAbbildung 3-20 dargestellt und zeigt das starke

Tailing der Substanz auf der stationaren Phase.
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Abbildung 3-20 LC-MS Chromatogramm des Azi@ uUber eine Standardsdule (C18) mit isokratischem
Standardldsungsmittelgemisch (21:12). Die Standardbedingungen sind dem Kapitél1.3
Hochleistungsflissigkeitschromatographieu entnehmen. (A) TIC; Intensitat aufgetragen gegen die Zeit (min). (B) EIC des
Peaks bei einer Retentionszeit von 8116; Intensitat aufgetragen gegere (Da).

Selbst bei unpolaren Bedingungen zeigt das A2idleutliches Tailing ud eine fir die
Bedingungen ungewohnlich hohe Retentionszeit, was den Ausbeuteverlust durch starke
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase erklart.

Da die eingesetzten Edukte derSnhema3-26 gezeigten Amidkupplung bereits aufwendig
synthetisiert werden mussen, sollte eine 6konomische Syntheseroute entwickelt werden, die
zum selben Produkt fihrt. Ein Faktor, der die Amidkupplung verlangsamt, konnte die
Umgebung des éetatrestes sein, sodass der nukleophile Angriff des freien Amids auf den
Aktivester sterisch gehindert ist. Durch die Einfihrung eines Abstandhalters kénnte der
sterische Einfluss reduziert werden. Die Synthese des langkettigen DOTRAAVates ist in
ScheméeB-27 dargestellt.
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Schema3-27 Synthese des alternativen DOT3AZBYynthesebausteirss.

Zunachst wurde das Alkylhaloger88 aus Bronacetylbromid33 und3Aminohexansaureert-
Butylester34 in einer Ausbeute von 90% synthetisiert. Nach der Reaktion mit dem
literaturbekannten sekundaren Aniié und CsCOs als Base nach einem Protokoll von
Kriemenetal. konnte das Produld6 nach Reinigung an Kieselgel mit einer Ausbeute von 38%
isoliert werden®” Grund fiir die geringe Ausbeute ist die Uberraschend hohe Polaritat des
Produktes, die zu einer herausfordemnmdReinigung flhrte. So zeigte sich bei der
saulenchromatographischen Reinigung, selbst mit polaren Eluenten widCHHsOH (7:1),
CH2Clo/THF/CHsOH (4:3:1) oder EtOAC/EtOH (1:1), stets eine extreme Wechselwirkung des
Produktes mit der stationdren PhaBassivierende Additive wie 4 erlaubten eine bessere
Trennung von Produkt und Edukten, aber I6sten das Problem der starken Wechselwirkung
nicht.

Im Folgenden sollte das cRGDerivat 32 mit dem zwitterionischen AlkirZWI in einer
CuAAC umgesetzt und deribenzylester anschlie3end mit LiOH verseift werden, um einen
BFC mit maRgeschneidertd?harmakokinetik zu erhalten. Die Reaktion istSchema3-28

dargestellt.
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Schema3-28 Synthese des pharmakokinetisch modifizierten BN@ 3-DOTA -Ahx-cRGD.

Die Synthese des BFZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD mit modifizierter Pharmakokinetik wurde
massenspektrometrisch bis zum vollstandigen &almsdes Azid82 verfolgt. AnschlieRend

wurde das fur die CliciReaktion verwendete Cu mittels #aFallung entfernt, und der
Uberrest mittels saulenchromatographischer Reinigung ai&flgel (C18) gereinigt. Der
zwitterionische Benzylester konnte trotmehrfacher Reinigungsversuche nicht in
befriedigender Reinheit isoliert werden, da starke Wechselwirkungen mit der stationaren Phase
auftraten, und das Produkt mit dem Ci&tabilisator TBTA eluierte. Aufgrund dessen wurde

das Substanzgemisch ohne weaitéufarbeitung mit LiOH umgesetzt. Das Proddkt/I 3-
DOT3AZA -Ahx-cRGD konnte mittels HPLC in einer Ausbeute von 10% isoliert werden. Die
Faktoren, die zu der niedrigen Ausbeute fihrten, sollen im Folgenden genauer erlautert werden.
Ein Faktor ist die in deLiteratur beschriebene und fur das cRGErivatDOTA-Ahx-cRGD

bereits diskutierte Hydrolyse des Cyclopeptidere$tedie bei der Verseifung der Benzylester

mit LIOH aulftritt. Eine hydrogenolytische Spaltung der Benzylester war nicht zu realisieren, da
das fur die CtFéllung verwendete N& den PeKatalysator vergiftete. In diesem Fall wurde
bereits die Hydrolyse des Peptids nach der cHlelaktion beobachtet. Dies kdnnte ebenfalls

auf die CuFallung zuriickzufiihren sein, da das im Uberschussng@g/fng Cu) eingesetzte

N&S in wassrigem Medium NaOH bildet.

Na,S + 2H,0 s<=—————= H,S} + 2NaOH

Schema3-29 Gleichgewicht N&S in wassrigem Medium. Die Triebkraft der Reaktion ist die Bildunggasiormigem ES.
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Die auf diese Weise freigesetzte Base kdnnte zur Spaltung des Cyclopeptids beitragen. Eine
Alternative verspricht der Gspezifische lonentauscher Purdti&®84. Des Weiteren sind in

der Literatur Beispiele bekannt, in denen Cu durch Kditipe mit EDTA aus der
Reaktionslosung entfernt wurd®.In einer Testreaktion wurde neben diesen Maglichkeiten
auch die Fallung durch gasformigesSHgetestet. Der qualitative Kupfernachweis nach der

Reaktion wurde mit Blutlaugensalz[ke(CN)] durchgéiihrt.

Tabelle 3-4 Tabelle verwendeter Reagenzien fir dieFzllung nach CuAAC. Erfolgreiches Entfernen von Cu wurde griin
gekennzeichnet. Positive @Nachweise durch §Fe(CN)] (rotbrauner Niederschlag) wie rot gekennzeichnet.

Reagenz Cu-Indikation
Purolite®S984
NaS
EDTA-Lsg. (5m)
EDTA-Lsg. (5™, pH 1}
H2S (9)
2Eingestellt mit HCI (3v)

Aus den Vorversuchen lasst sich keine effektive Alternative z6 Bbleiten. Eine Alternative
konnte eine Modifikation der Syntheseroute darstellen. Dabei wirde im Gegensatz zur
bisherigen Syntheseroute zuerst die CRaaktion mit dem zwitterionischen Alkin
durchgefuihrt werden, bevor der TargetMektor cRGD als freies Amin mittels
Peptidkupplug eingefihrt wird.

Eine Testreaktion sollte zeigen, ob die fur die alternative Strategie notige Aktivesterbildung
einer Carbonsaure in Anwesenheit einer modeu&teophilen Sulfonséure prinzipiell moglich

ist, da innerhalb der Literatur keine Prazedenditsen Reaktionstyp gefunden werden konnte.
Dafir wurde das Azid -Azidobuttersdure nach einem literaturbekannten Protokoll aus 4
Brombuttersdure synthetisiert und in einer CUAAC mit dem AIRWI umgesetzfs!
Anschliel3end sollte der Aktivest40 syntretisiert werden. Die Reaktionssequenz ist in
Schema-30dargestellt.
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Schema3-30 Testreaktion der Aktivesterbildung mit der zwitterionischen Carbonggure

Die Synthese des Azi@8 verlief nach debekannten Methode in einer Ausbeute von $8%.
Nach der folgenden ClieReaktion konnten 70% der zwitterionischen Carbonsa@idurch
Reinigung an RiKieselgel (C18) isoliert werden. Mit der Carbonsé&s®sollten im Folgenden
Bedingungen gefunden wena, unter denen der Aktives#d gebildet werden kann. Dafur
wurdeN-Hydroxysuccinimid mit einem Aktivierungsreagenz in verschiedenen Lésungsmitteln

3 d bei Raumtemperatur gertihrt. Die Ergebnisse sifi@belle3-5 aufgefihrt.

Tabelle 3-5 Synthesebedingungen des zwitterionischen Aktivesienit HOSu bei RT fur 2l. Jede Reaktion wurde qualitativ
mittels Massenspektrometrie verfolgt.

Ansatz Losungsmittel Aktivator Umsatz
1 CHsCN HBTU
2 CHsCN DDC
3 CHsCN EDC
5 DMF EDC
6 DMSO EDC
7 CHsOH EDC

Die Reaktionen wurdequalitativ mittels Massenspektrometrie verfolgt. Die Aktivesterbildung
wurde ausschlieBlich Carbodiimigtrmittelt in CHCN beobachtet (2, 3). Andere
Losungsmittel, sowie HBTU als Aktivator zeigten keinen Umsatz. Es ist anzumerken, dass in
diesem Fall nudie gangigsten Aktivatoren und Losungsmittel getestet wurden. Die Auswahl
an Losungsmitteln ist limitiert, da durch die starke Polaritat der zwitterionischen Buttersaure
nur sehr polare Losungsmittel verwendet werden konnten. Die erfolgreiche Aktivestegbil

mit HOSu und EDC als Aktivator in GEN bei Raumtemperatur soll im Folgenden genauer
diskutiert werden. Die Chromatogramme des Reaktionsverlaufes siadhbildung 3-21
dargestellt. Der Bereich, in dem Edukt detektiert wurde ist blau gekennzeichnBetBigion
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des Produktes wurde mit gelb gekennzeichnet. Zusatzlich sind die Strukturformeln des
Eduktes39 und Produkted0 abgebildet.

A 3.67 12.46
= SOy
2 1.0x10 232 o NN N 13.65
[0) l}
= HOJ\/\/N\/)\/
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T T T T T
5 10 15
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Abbildung 3-21 LC-MS Chromatogramme des Reaktionsverlaufs der Aktivesterbildung mit HOSu und EDC als Aktivator in
CHsCN bei Raumtemperatur. Die Chromatogramme wurden unter Standardbedingungen aufgendiriirn (
Hochleistungsflissigkeitschromatographigund entsprechen der Auftragung der Intensitat gegen die Retentionszeit (min).
(A) TIC nach 1d Reaktionszeit. (B) TIGach 2d Reaktionszeit. (C) TIC nachd3Reaktionszeit. Die Retentionszeit des
Eduktes39 bei 3.67min ist blau unterlegt. Die Retentionszeit des Produk@deei 12.46min ist gelb hinterlegt.

Die Bildung des Aktivesters verlief extrem langsam. Nadk8nnten neben Edukt (3.6iin,

blau) im LGChromatogramm nur Spuren des Produktes (12i46 gelb) detektiert werden.

Hinzu kommt, dass sich mittels Saulenchromatographie mKigselgel (C18) ausschlielich

Edukt isolieren liel3. Dies konnte auf die Vemdung von EO als Eluenten zuriickzufiihren

sein, das den Aktivester spontan hydrolysiert. Ob der zwitterionische Rest, genauer gesagt das
Sulfonat, einen direkten Einfluss auf die Reaktion besitzt oder durch einen sekundaren
Mechanismus die Hydrolyse desktivesters katalysiert, konnte nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden. Allerdings scheint die Synthese des Aktivesters unter diesen
Bedingungen nicht befriedigend zu verlaufen. Unter diesem Aspekt ist die Syntheseroute des
zwitterionischen cRGHDerivats durch Einfuhren des TargetivMgktors cRGD nach der

Einfuhrung der zwitterionischen Reste mittels Glickemie keine sinnvolle Synthesestrategie.
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Eine Alternative ware die selektive Cli¢keaktion des TetraazidBnsDOTAZA mit dem
zwitterionischen AlkinZWI , sodass nach der Einfihrung der zwitterionischen Reste noch eine
Azidfunktion fur die Konjugation des Targeti\gektors mittels ClickChemie zur Verfigung
steht. InSchemaB-31 sind die Bedingungen der Testreaktion dargestellt, die in Kooperation

mit Inga Blanck durchgefiihrt wurd&?

N3

o)
NS_\ ?‘OBH :/ _\ ?‘OBH
N—"> N ZWI (1.0 Aq.), TBTA, Cul, NaAsc, N_/\N/\(O
Bn +BUOH/DMF/H,0 (8:1:1), RT, 24 h Oan
OBn
A NN O)\/N\/—N
g Bno~g : BnO*{ \—RZ
R3
B"4D°TAZA ZWI,-Bn,DOTA R'=R2=R3=R*=Triazol-ZWI
Triazol-ZWI = 41 R'=R?=R3=Triazol-ZWI, R*=N;
—N'\%\/\ { 42 R'=R2=Triazol-ZWI, R3=R*=Nj
N~ 05 43 R'=R2=R%=N3, R*=Triazol-ZWI

Schema3-31 Click-Reaktion des AzidBnsDOTAZA und 10 Ag. des zwitterionischen AlKinWI .

Im Gegensatz zu der bereits bekannten Synthese des zwitterionischen@@lBforsZ Wi s-
DOTA, bei der das Alkin im Uberschuss von A&./Azid eingesetzt wurd®? verlauft diese
Reaktion mit 1.0Aqg. zwitterionischen AlkinsZWI. Die Reaktion wurde nach 2%
massenspektrometrisch Uberprift. DasCromatogramm der Reaktion istAbbildung3-22
dargestellt. Neben dem EduBRnsDOTAZA (22.30min, lila) wurden auch die Triazok3
(18.24min, grin), 42 (19.01min, blau) und43 (19.85min, gelb) beobachtet. Fur das
zwitterionische DOTADerivat42wurde nicht Gberprift, ob selektiv ddeide in 1,4 oder 1,7
Position des Makrocyclus reagierten. Stellvertretend wirdlbhildung 3-22 das 1,7Derivat
gezeigt. Ein Salzgemisch aus dem in der Reaktiowamteten Reduktionsmittel NaAsc und
HCO:H, das als Zusatz der Elutionsmittel verwendet wurde, ist zusammen mit nicht

umgesetzteAlkin ZWI bei 2.34min im Chromatogramm zu erkennen.
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Abbildung 3-22LC-MS Chromatogramm der ClieReaktion des AzidBnsDOTAZA mit dem zwitterionischen AlkiZWI .

Das Chromatogramm wurde nach 24nit der Standardséule (C18) und dem Standardlésungsmittelgemisch aufgenommen
(6.1.3 Hochleistungsflussigkeitschromatographje Der Gradient wurde von 2% GEN auf 95% in 25nin gefahren. Das

TIC ist als Auftragung der Intensitat gegen die Rébastizeit (min) dargestellt.

Die Verteilung der Produkte zeigt, dass die-Katalysierte Reaktion nicht selektiv verlauft.
Aus diesem Grund sollte das Molekliil auf andere Weise synthetisiert werden. Ausgehend
von dem zuvor synthetisierten Makrocycl& sollte zuerst die ClickReaktion mit dem
zwitterionischen AlkinZWI durchgefihrt, und im Anschluss das AditldurchN-Alkylierung
gewonnen werden. Die CligReaktion ist ifSchema3-32 dargestellt.

0
N3 OBn ZWI (3.9 Aq), R OBn
_\ ?; TBTA, Cul, NaAsc, _\----
N—""NH -BUOH/DMF/H,0 (2:2:1), N—""NH
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OBn 6% OBn
(]
AN NN
I/_ BnO \_N3 (- BnO \_R
N o R o
3 16 R = N<ny 44

\
g"N\)\/N\/\/SO3
Schema3-32 Click-Reaktion des Azid$6 mit dem zwitterionischen AlkiZWI .

Nach der ClickReaktion konnte das zwitterionische, sekundare Afinach Reinigung an
RP-Kieselgel (C18) in einer Ausbeute von 76% isoliert werden. Aul3erdem wurde 13% des
entsprechenden Gkiomplexes erhalten, da im Gegensatz zu vorigen (Rielktionen auf die
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Cu-Féllung mit NaS verzichtet wurde. Das erhaltene zwitteische sekundére Amid
wurde anschlieRend mit demuvor synthetisiertedriflat 9 umgesetzt. Die Reaktion ist in
Schema&-33 dargestellt.

.
RA\. ?;OBH OTf oo R_\""?‘OBn /

N—""NH 9 N—/\N/\fo
OBH% g Cs,C03, CH3CN,RT, 24 h OBn% OBn
o)\/N\/—N 90% O)\:/N\/_N
(’ BnO*{ R ( BnO R
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Schema3-33 N-Alkylierung des zwitterionischen sekundaren Anddamit dem Triflat9.

Das zwitterionische Azid1 konnte nachN-Alkylierung mit dem Triflatd in einer Ausbeute

von 90% isoliert werden. Dieses Azid bietet die Grundlage, um kinftig einen Taryetibay

mittels ClickChemie zu konjugieren und auf diese Weise einen BFC mit maf3geschneiderter
Pharmakokinetik zu synthetisieren.

Um die VerknUpfung @ies Targeting/ektors mit dem AziBnsDOTAZA zu gewahrleisten,
muss zunéchst eine Alkinfunktionalitat eingefiihrt werden. Das AIRGD-Derivat47 wurde
bereits in einem Patent und einer Publikation zur Anwendung gebracht und ist vom
koreanischen Chemikainhersteller FutureChem kommerziell erwertb84¢%* Allerdings
wurde das Molekil in dieser Arbedrstmalsmit der entsprechendevolistandigen NMR
Analytik beschrieben. Die an ein Protokoll von Passeratati angelehnte Synthese des
Alkin-cRGD-Derivates47 ist in Schemas-34 dargestell£s®

cRGD, E;N,

HOSu, EDC, DMF/DMSO (1:1),
O CH,Cl,, RT, 16 h O RT, 6 h
///\)J\OH 94% ///\)J\OSU
45 46

0 0]
HO‘< H0‘<
) s (0] 2

0 Y o Y o
= A NH HN NH HN

o) HO
o o HN o HN

Schema3-34 Synthese des AlkieRGD-Derivates47 mit dem Nebenprodulds8.
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Die Synthese des Aktivestet§ aus Pentinsau4s verlief nach einem literaturbekannten
Protokoll?®® Das AlkincRGD-Derivat47 konnte nach Reinigung an R@eselgel (C18) in
einer Ausbeute von 33% isoliert werden. Bei der magsekirometrischen Kontrolle der
Reaktion wurde neben dem Proddkt(m/z gef.: 700.725%a) auch ein Nebeprodukt (nz

gef.: 780.770Ma) detektiert, welches bei Betrachtung auf ein seltenes lonisierungsaddukt mit
CHsCN (m/z ber.: 779.3238 [M+CECN+K]*) zurtickgefiihrt wurde. Allerdings widersprach
die grol3e Abweichung déochauflosendeMassenspektrometrie (HRMS) der These. Durch
den Einsatz von L@AS konnte das Nebenprodukt identifiziert werden, da fur Produkt und
Nebenprodukt verschiedene Retentionsmestiemittelt wurden. Das Nebenprodukt eluierte bei
einer spateren Retentionszeit (1506@) als das Produkt (14.1din), was auf eine geringe
Polaritat des Nebenproduktes schlieRen lasst. Abbildung 3-23 ist das LCMS-

Chromatogramm der Reaktion gezeigt.
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Abbildung 3-23 LC-MS Chromatogramm der Reaktion des freien AniR&D mit dem Alkin46. Das Chromatogramm
wurde nach @& mit der Standardsdule (C18) wunter Standardbedingungen aufgenomnéeh3 (
Hochleistungsflissigkeitschromatographig und entsprechen der Auftragung der Intensitat gegen die Retentionszeit (min).
(A) TIC nach 6h Reaktionszeit. (B) EIC des Nebenproduld8sm/z= 780.3675t 0.5Da. (C) EIC des Produktes FARGD;
m/z=700.7735t: 0.5Da.

Die Massendifferenz deutet darauf hin, dass der Aktivester mit dem Edukt mehrfach reagierte.
An welcher Stelle die zweite Substitution stattfand, kann aus deM&icht abgeleitet
werden. Allerdings lasst sich bei der Reaktion eine nichtselektive Reakt® Aktivesters
postulieren, welcher nicht nur mit dem freien Amin reagierte, sondern auch mit der
phenolischen Hydroxidgruppe des Tyrosins. Dies kann nur auf die basischen Bedingungen

zuruckgefuhrt werden, welche zur Deprotonierung des mild aciden IBhaoas fihrten, und
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somit einen nukleophilen Angriff des Phenolats auf das aktivierte Carbdgdgamaglichten,

da es unter den gegebenen Bedingungen den starksten nukleophilen Charakter besitzt.

Nach der erfolgreichen Synthese des AGRGD-Derivates47 sollte es im nachsten Schritt
mittels ClickChemie mit den zuvor synthetisierten ChelatoBenDOT1AZA und41l ver-
knupft werden. Diese Chelatoren stellen mittels Clidtiemie verknipfte Analoga zu den in
Abschnitt3.4.2 Synthese neuartiger DO3ARGD-Derivate diskutierten ChelatoreDOTA -
Ahx-cRGD undZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD dar. Die Synthese des BFERGD-DOTA mittels
Click-Chemie aus dem Azi@naDOT1AZA unddem Alkin47ist in Schema3-35 dargestellt.

o
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Schema3-35 Synthese des BF@RGD-DOTA mittels CUAAC

Nach der Synthese konnte das ProdoRGD-DOTA in einer Ausbeute von 2% nach
saulenchromatographischer Reinigung anKiselgel (C18) isoliert werden. Die Click
Reaktion wurde bis zum kompletten Umsatz des ABdsEDOT1AZA verfolgt, sodass ein
signifikaner Ausbeuteverlust wahrend des ersten Reaktionsschritts ausgeschlossen werden
konnte. Da das Produkt und der Stabilisator TBTA sich mittels Sdulenchromatographie an RP
Kieselgel (C8) nicht voneinander trennen liel3en, sollte die Reinigung erst nach dendgpal
der Benzylester erfolgen. Da eine Behandlung im basischen Milieu wegen der bereits
diskutierten Labilitdt von cRGD 3(4.2 Synthese neuartiger DO3ARGD-Derivate)
umgangen werden sollte, wurde auf die-R&llung mit NaS verzichtet. Aus diesem Grund
wurde auch von der Verseifung der Benzylester mit LIOH abgesehen. Als Alternative sollten
die Ester hydrogenolytisch mit Pd/C untep-Atmosphére gespaltewerden. Nach der
Reaktion konnte das DOTFARGD-Derivat cRGD-DOTA jedoch nur in Spuren isoliert
werden. Auch nach Zugabe zusatzliclssigsaure AcOH) als Protonenquelle konnte die
Ausbeute nicht erhoht werden. Grund dafur sind vermutlich die Verurunemeg aus der
vorhergehenden Reaktion, die zur Vergiftung des Katalysators beitragen kénnten.
Um diese Sythesestrategie anzuwenden und gegebenenfalls auch auf den pharmakokinetisch
optimierten Chelato#l zu Ubertragen, mussen kinftig alternative Reinigungsmethoden,
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beispielsweise Uber GrolRenausschlusschromatographie oder modifiziertes Kieselgel (C4, C18
Pyramid, C18 PolarTec) optimiert werden. Auch wenn sich wahrend der Synthese der
TargetingVektoren dierse Probleme ergaben, konnten die D@B&ierten BFCs
DOTA-Ahx-cRGD und ZWI3-DOTA-Ahx-cRGD mit cRGD als Targetingy/ektor
erfolgreich synthetisiert werden. Die beiden Substanzen stellen einTgstegstemdar, um

die Auswirkung zwitterionischer Reste adfe pharmakokinetischen Eigenschaften der
Molekule zu evaluieren. Im Folgenden wurden die Molekule mit einem Radionuklid gelabelt

und in einem Mausmodah vivo getestet.

3.4.3 SPECTRadioassay

Die zuvor synthetisierten BFA3OTA-Ahx-cRGD und ZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD wurden

mit **4n radioaktiv markiert und in einem bilateralen Melan®na mo r mo d @s(+) M2ini t U
u n dvbs( M21-L als Negativkontrolle auf ihre Eigenschaftémvivo untersucht. Die
Verauche mit den radioaktiv markierten Substanzen wurden in Kooperation mit Kelly Henry
und Jason S. Lewis am Memorial Sloan Kettering Cancer Center in New York durchgeflhrt.

Abbildung 3-24 zeigt die Strukturformeln der zu untersuchenden Molekiile.
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Abbildung 3-24'1n-gelabelte DOTACRGD-Derivate''in-DOTA-Ahx-cRGD (oben) und*in-ZWI :-DOTA-Ahx-cRGD
(unten) frin vivo-SPECTASssays.
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Um die Biodistribution sowie die tumorspezifische Retention zu ermitteln, wurden die
radiomarkierten Substanzen injiziert und anschlieBend ndch4h, 8h und 24h der
prozentuale Anteil der injizierten Dosis (%ID) iwverschiedenem Gewebe mittels
Radiodetektion gemessen. Die Biodistribution der cRGdDivate nach einer Stunde (A) ist in
Abbildung 3-25 mit dem zugehérigen SPEEHIld (B, C) dargestellt. Der komplette Datensatz
Uber mehrere Messpunkte %2 SPECT-Radioassayzu entnehmen.

B 1 n-DOTA-Ahx-cRGD
B11n-ZWI;-DOTA-Ahx-cRGD

3.01

Abbildung 3-25 (A) Direkter Vergleich der Radioaktivitét (%ID/g) jedes Gewebasath Injektion der cRGIDerivate!'lin -
DOTA-Ahx-cRGD (schwarz) und*in-ZWI s-DOTA-Ahx-cRGD (pink). Entsprechende SPE@Bilder nach 1h von (B)
140 -DOTA-Ahx-cRGD und (C)1*n-ZWI -DOTA-Ahx-cRGD; ( B, b&¥) MZL wurden auf der rechten Seite (Pfeil)
u n dbs(YM21-L auf der linken Seite inokuliert. Die Intensitat der Radiodetektion ist auf den Maximalwert normiert.

Nach 1h zeigte!in-DOTA-Ahx-cRGD erwartungsgeman eine TumorretentionUibs(+)

M2 1 i m Ge g e/xsE)aM2i-L. Rie selektive Tumorretention bestétigte die
hervorragende Selektivitat des TargetWigktorscRGD, allerdings zeigte sich auch
signifikante Aktivitdt in der Luge, der Leber, der Milz, dem Dinndarm, der Haut und
besonders in der Nierdlpbildung 3-25, A). Diese sekundéren Wechselwirkungen sind die in
1.3 Anwendung und Eigenschaften des Chelators DOT Aereits diskutierten Probleme, die

bei jedem Reagenz fur bildgebende Verfahren auftreten. Die Konsequenz ist ein
Hintergrundsignal des Bildes, welches intensiver ist als das adressierte Tumorgewebe
(Abbildung3-25, B). Aus diesem Grund wurde der pharmakokinetisch modifizierte'BRG

ZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD mit zwitterionischen Resten synthetisiert, dessen Biodistribution
(A) in Abbildung 3-25 mit dem zugehdrigen SPEEHIild (Abbildung3-25, C) dargestellt ist.
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Im Gegensatz zum cRGDerivat **in-DOTA-Ahx-cRGD zeigte''lin-ZWI 3-DOTA-Ahx-

cRGD nach 1h keine signifikante Tumorretention ialbs( + ) M2 1,bs(-y M2i-L. U
Allerdings konnte in keinem anderen Gewebe aul3er der Niere Radioaktivitat detektiert werden.
Zusammenfassend konnte das System aus DOTA als Effektormolekil und cRGD als TFargeting
Vektor erfolgreich in vivo angewendet werden. Dabei zeigte das System jedoch die
literaturbekannten Probleme sekundarer Wechselwirkufesie durch die Einfiihrung
zwitterionischer Reste erfolgreich unterdriickt wurden. Allerdings scheint die Pharmakokinetik
dadurch derart erhoht, dass keine Retention im Tumorgewebe stattfand und die gelabelten
Reagenzien direkt in der Niere akkumulierten. Um diesem Effekt entgegenzuvadiée die

Anzahl zwitterionischeFunktionalitaterpro Molekil reduziert werden. Alternativ kbnnte die

Anzahl an Targetirkyektoren erhéht werden, um die Tumorretention weiter zu erhéhen.

3.4.5 DOTAZA als Multimerisierungsplattform

Neben der modulare Verknupfung von Targetingektoren und der Modifikation
pharmakokinetischer Eigenschaften mittels CGl@ikemie eignet sich der Chelator DOTAZA

als Multimerisierungsplattform. Wie zuvor diskutiert, ist dies in Bezug auf Intdgnigeting

eine vielgenuta Strategie, um Bindungsaffinitaten zu erhoHgri>1:193

In der Literatur werden oftmals die Vorteile beschrieben, die eine Synthesestrategie mittels
CUAAC bietet!?”1%1.193 Dahei werden viele Nachteile nicht ausreichend diskutiert. So ist die
Entfernung des Cu nach der Reaktion ein grofRes Problem fur Systeme, die auf azacyclischen
Chelatoren (DOTANOTA-Derivate) als Effektormolekiil basieréif,da diese eine extreme
Affinitat zu Cu*?* besitzerf>183280 Eine weitere Herausforderung ist die Rgiung der
Verbindungen, die selbst bei vollem Umsatz des Azids geringe Ausbeute produzieren.
Insbesondere bei groReren Molekilen (>3D@) wurde oft beobachtet, dass nach einer
Standardreinigung tUber Rieselgel (C18) die Zielstrukturen in geringen Aesten isoliert
wurden!®2193.287 Diese Faktoren sollten bei einer Synthese multimerer cR@ivate im
Folgenden beachtet werden.

Fur die Synthese wurden zunachst die bereits etablierten Reaktionsbedingungen fur die CUAAC

angewendet. Die Synthese istdohema3-36 dargestellt.
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Schema3-36 Synthese des tetrameren cRGBrivatescRGDs-BnsDOTA.

Massenspektrometrische Reaktionsverfolgung ergab, dass die Reaktion unter den verwendeten
Bedingungen keinen vollstandigen Umsatz des ABiildDOTAZA lieferte. Auch nach langer
Reaktionszeit von 7B bei Raumtemperatur wurde ein Substanzgemisch verschreden
Multimere beobachtet. Erst nach einer Erhéhung der Reaktionstemperatur und zuséatzlicher
Energiezufuhr durch einen Mikrowellenreaktor konnte das TetraR@Ds-BnsaDOTA als
Hauptprodukt beobachtet werden. Die Reaktion wurde massenspektrometrisch verolgt.
Chromatogramme des Reaktionsverlaufes sidbinildung3-26 gezeigt. Die Retentionszeiten

der Produkte und Nebenprodukte, sowie verwendeter Reagenzien sirahfgebennzeichnet

(47, grun; cRGDs-Bn4sDOTA, cyan 51, hellblay 50, blau; 49, violett; BnsaDOTAZA , lila;

TBTA, grau). Die farbliche Kennzeichnung wurde der Markierung durch Retentionszeiten
vorgezogen, da diese durch P&akling und Uberlagerung verschiedener Peaks in den
Chromatogrammen nicht eindeutig ist. Uber den Verlauf der Reaktion ist eine Abnahme der
Edukte (grin, lila) bei Zunahme des Produktsa@) zu beobachten. Es ist anzumerken, dass
die Detektionsmethode nicht quaniNast. So scheint im Chromatogramwbildung 3-26,

A) wenig EdukiBnsDOTAZA (lila) vorhanden zu sein, dies ist jedoch auf die Darstellung der
Abbildung zuriickzufiihren die an die Intensitat des wesentlich besser ionisierbaren
Cyclopeptids47 angepasst ist. Ahnlich verhalt es sich mit demSEabilisator TBTA (grau),

der im ChromatogrammApbildung 3-26, D) vom PeakTailing des Produkte€RGDa-
Bn4sDOTAZA Uberlagert wird.
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Abbildung 3-26 LC-MS Chromatogramm der Reaktion des AZBI&DOTAZA (lila) mit dem Alkin47 (grun). Die
Chromatogramme wurden mit der Standardsaule (C8) in einem Gradienten (5% auf @K ©H25min) mit
Standardlésungsmitteln  aufgenommer6.1(3 Hochleistungsflissigkeitschromatographje Die Chromatogramme
entsprechen der Intensitat aufgetragen gegen die Retentionszeit (min). (A) TIC haBediZionszeit bei Raumtemperatur.
(B) TIC nach zusatzlichen #2Reaktionszeit bei 50 im Mikrowellenreaktor. (C) TIC nach 120Reaktionszeit bei 70C im
Mikrowellenreaktor. (D) TIC nach 149 Reaktionszeit bei 10T im Mikrowellenreaktor. Das ProduGRGD4-BnsDOTAZA
istcyanmarkiert, die Nebenprodukte sihdllblau(51), blau(50), und violett(49) markiert. Der CeStabilisator TBTA ist grau
markiert.

Die Reaktionsverfolgung zeigt deutlich, welche Herausforderung die vermeintlich einfache
Click-Reaktion an den Anwender stellt. Nachi?Reaktionszeit wurde neben den Edukten ein
Subsanzgemisch aus verschiedenen Multimeddrbfldung3-26, cyan hellblau,blau,violett)
detektiert. Auch nach einer langen Reaktionszeit voh B2i RaumtemperatuAbbildung

3-26, A) konnte das Produkt nur in einem Substanzgemisch ohne befriedigenden Umsatz des
Azids BnsaDOTAZA (lila) detektiert werden. Ein Vorteil der CUAAC ist untmnderem die
Vermeidung hoher Reaktionstemperaturen (36)) um das peptidbasierte AlkéY nicht zu
hydrolysieren. Aufgrund der geringen Umsetzung nach W2rde in folgenden Versuchen die
Reaktionstemperatur auf 3G unter Verwendung von Mikrowellemahlen erhdht, um die
Reaktionszeit zusatzlich zu reduzieren. Massenspektrometrische Untersuchungerhnaah 72
50°C (Abbildung 3-26, B) zeigten weiterhin die Eduk#¥ (grin) sowieBnsaDOTAZA (lila).

Erst nach einer Reaktionszeit von weiterem4si einer Reaktionstemperatur von°@wurde

das Tetramer deutlich als Happtdukt detektiert Abbildung 3-26, C). Der vollstandige
Umsatz der Edukte wurde jedoch erst nach einer Erhéhung der Reaktionstemperatur auf
unkonventionelle 100C beiweiteren 12h Reaktionszeit beobachtet. Allerdings wurde neben
dem ProduktcRGDs-Bn4sDOTAZA (cyan) auch das Nebenproduld9 (violett) in der
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Reaktionslosung detektiert. Da der Umsatz zu diesem Zeitpunkt befriedigend ausfiel, wurde die
Reaktion zu diesem Zpunkt beendet und das ProdeRGD4-BnsaDOTAZA mittels HPLC

(C8) isoliert (17%)Wie in Abbildung3-26 (D) zu erkennen ist, entsteht durch extremes Peak
Tailing ein Reinigungsproblem, dem auch durch unpolare Eluenten und erh6hte Flussraten
nicht entgegengewirkt werden konnte. Die starke Interaktion mit der stationdren Phase hat zu
dem Ausbeuteverlust beigagen.Wie bereits diskutiert, wurde die Reinigung von multimeren
cRGD-Derivaten in der Literatur bereits als herausfordernd beschrieben, aufgrund dessen,
sowie der hohen funktionellen Dichte des Molekiils, sind 17% Ausbeute befriedtgécs’

Der auf diese Weise synthetisierte BenzylesRGDs-BnsDOTA kann kiinftig nach Verseif

ung fur bildgebende Targetimgnwendungenn vivo eingesetzt werden.

3.4.5 Zusammenfassung IntegrisTargeting

In diesem Abschnitt wurde die Synthese verschiedener Didsferter BFCs fur Integrin
Targeting vorgestellt, deren Pharmakokinetik mittels GGtlemie modifiziert werden
konnten. Dabei wurden zwei Syntheserouten vorgestellt, die zusatzlich die Konjugation eines
TargetingVektors ermoglichen. Die Evaluation neitt SPECT invivo zeigte, dass
zwitterionische Reste prinzipiell unspezifische Wechselwirkungen unterdriicken kénnen,
gleichzeitig aber auch die Tumorretention verschlechtern. Kunftig sollte hier noch das
Verhéltnis zwischen zwitterionischen Resten und &@ngVektoren untersucht werden.

Des Weiteren wurde ein Ansatz prasentiert, der auf der Basis des Che@IAZA als
Multimerisierungsplattforndie Konjugation mehrerer TargegiVektorenvia Click-Chemie
ermdglicht. Ein grofRer Vorteil dieser Verbindemg gegeniber aktuellen BFCs ist die
Modularitéat der Tetracarbonsaure, die nicht nur gangige MetalliGf@e’(, 114n3*, 86y 3*) mit

hoher Affinitat und Stabilitit komplexieren konnen, sondern auch Metallionerf°@it!,

welches als PEMetall der Zukunfigehandelt wird?®-22°
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3.5 PSMA-Targeting

Wie in 1.2.1 Target und TargetingVektor beschrieben, kommen beim PSMArgeting, im
Gegensatz zu den Biokonjugaten des Inte@ergeting®? kleine pseudopeptidische Molekiile
als Targetingvektoren zur Anwenduntf®228 Ein vielvelsprechender Targetingektor, um
PSMA gezielt zuadressierenist die PhosphinsaufgPl, die auf dem natirlichen PSMA
SubstratFolatpoly-o-Glu 52 basiert. Das Substrat bindet an PSMA unter anderem durch
gunstige Wechselwirkungen des Pteroylrestes miPd&eininnenwand, sodass gay-2-Glu
Hydrolyse im aktiven Zentrum der Zinkprotease begunstigtailsbildung 3-27, A). Die Zn
katalysierte Hydrolysereaktion ist A&bbildung 3-27 (B) abgebildetDer Folatrest, der durch
sekundare Wechselwirkungen Bindungsaffinitat zur ZinkproteaseAPSMafft, ist in grin
dargestell£®® Der hydrolysierbare pobp-Glu-Rest ist in lila dargestellt. Dabei ist die zu
hydrolysierende Amidbindung in orange hervorgehoben. Beim VergleicBtdgtturendes
naturlichen Substratés2 und der pseudopeptidischBhosphinsaur&PI (Abbildung3-27, C)

wird deutlich, dass GPlI ein Analogon des tetraedrischen Zwischenschrittes der
Hydrolysereaktion ist. Im Gegensaizr Amidbindung kann die-B-Bindung jedoch nicht auf
diese Weise hydrolysiert werden. Die starke Affinitat des Phosphinates zu Zn z&idtiran

ein interessantes Bindungsmotiv in neuartigen PSMAgetingVektoren aus.

A Pteredyl-
. WechseIwwkungen/(j)L L\ ﬂ
52 2n2+
B H,0O
O._OH O.~_OH O+~_OH
\ Q HO H Glu
R N OH _— R\N\\. N OH _— N OH
H « H ¢ H
] O OH I O OH
1 1
Zn? Zn?
52 53 54
C
O.~_OH H o O+~_OH
R HO
H ﬂOH HoN® I\)kOH
O~ OH O~ OH
53 GPI

Abbildung 3-27 (A) Strukturformel und (B) Hydrolysereaktion des natirlichen Substrates-paliab-Glu 52 mit (C)
strukturellem Vergleich der pseudopeptidischen Phosphinggifaind dem Bindungsmod#S des natirliben Substrats.
Der Pteroylrest (griin), das petyGlu-Motiv (lila), die zu hydrolysierende Bindung (orange) uras dNukleophil (HO, rot)
sind farblich gekennzeichnet.
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Allerdings ist eine Kompetition zwischerGPI und Phosphat zu PSMA vitro
nachgewiese:?> was es fir Anwendungen vivo disqualifiziert, da Phosphat hier ubiquitar
vorhanden ist. Eine Strategie zur Erhohung der BindungsaffinitatGminist, neben der
Multimerisierung, die Derivatisierung der Phosphinsaure, um sekundare Wechselwirkungen
mit den Proteinstrukturen zu begiinstigéh,'?? welche in unmittelbarer Umgebung zum
aktiven Zentrum liegeh'’ Dabei ist das Strukturmotiv Folakjbildung3-27, griin) mit einem
Heteroaromaten und eineparaAminobenzoat die Grundlage fur alle neuen B&sierten
TargetingVektoren, deren Synthese von Dr. Natalija PEdSharah Chandralingaf! und

Dr. Florian Riping durchgefiihrt wurd&

Im Folgenden sollen neue potenzielle Targetsktoren mit DOTA gekuppelt werden, um

ihre Bindungseigenschaften in einem geeigneten Zellassay zu evaluieren.

3.5.1 PETRadioassay

3.5.1.1 Synthese DOTAonjugierter BFCs mit GPI-basierten TargetingVektoren

Fur die Evaluierung verschiedener Targefifektoren sollen diese im Folgenden mit einem
DOTA-basierten Chelator verbunden werden, um die Komplexierung signalgebender
Metallionen zu ermdglichen. Daflir sollte Zamst der Grundbausten® synthetisiert werden,
welcher durch Aktivesterkupplung mit potentiellen PSNargetingVektor verknipft wurde.

In SchemaB-37ist die Synthegeute dargestellt.

p-TsOH, BnOH, 33, K,COs,
OH i OB
HzN/\/\/\n/ Toluol, Riickfluss, 6 h HzN/\/\/\[]/ N CHZCN,RT, 8 h
55 (0] >99% 56 (o) 80%
1.17, K,COs,

CH3CN, RT, 24 h

0
?—Ot-Bu y o 2. Hy, PdIC, o
CHOH, RT, 16 h
N\/\/\)J\ sSTL R B OB
N_/\N/\"/ OH r\)J\H/\/\/\"/ n
o

97%

O
Ot-Bu
57 18
o)\/N\/_N
(0]
t-BuO Ot-Bu
° ?; H\/\/\)(J)\

N—""N osu

EDC, HOSu, /\[O]/

CH,Clo, RT, 15h o, "

92% O)'\/N\/_N

t-BuO*{

0]

Schema3-37 Syntheseroute fiir den Synthesebausigin

Der UAminohexansdurebenzyles®t wurde nach einer literaturbekannten Methode aus
kommerziell erhéltlicher -®\minohexansaurgé5 synthetisiert und anschlieend nach einem

Protokoll von Geninattetal. mit Bromacetybromid33 alkyliert?3 2% Nach demselben
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Protokoll wurde anschlieBendder zuvor synthetisierte Makrocyclig mit dem
Alkylbromid 18 alkyliert und der entstandene rBaylester unter KHAtmosphare
hydrogenolytisch gespaltédt Die auf diese Weise synthetisierte freie Carbonsaureurde

mit EDC und HOSu in den AktivestéB Uberfiihrt. Der zentrale Bausted® konnte in einer
Ausbeute von 92% erhalten werden. Im Foligmsollte dieser Baustein mit den potenziellen
TargetingVektoren mittels Peptidkupplung verknipft werden, die in Kooperation mit Dr.
Florian Ruping und Dr. Natalija Peric synthetisiert wuré®nAlle potenziellen Liganden
verfigen uber die Phosphinsau@Pl, die zusammen mit einer Aminobenzoeséure und
verschiedenen Heteroaromaten das Strukturmotiv von -polgto-Glu imitieren. Fir die
Verknupfung und die raumliche Trennung wurde ein Linker verwendet, der durch Acylierung
oder Alkylierung das Folatmimi&um mit dem Chelator DOTA verbindet. Bthema3-38 ist

die Synthese eines Derivates mitCRinolin als Heteroaromat dargestellt. Fir die
Ubersichtlichkeit wird im Folgnden das Kurzel GPI anstelle der kompletten Strukturformel

verwendet. Dieses Kurzel wird in allen folgenden Schemata verwendet.

1. 58, Et;N, DMSO,

o Oy, ©OH o RT, 5h
K/\QH 2. TFA/CH,CI, (1:1),
0 H P OH 0°C,16h
HzN\/\/\)J\ (6]
N
N /@)\
o)
T g ) t)@
o )\/N N DOTA-FR388

18%

N N DOTA-Fol-GPI
O)\/ ~ 18%
HO

e}
Schema3-38 Synthese des acylierterChinolin-GPI-DerivatesDOTA -FR388

Die Synthese lieferte das Produkt in einer Ausbeute von 18%. Ein NebenpDgdUAt-Fol-

GPI konnte ebenfalls in 18% Ausbeute isoliert werden, welches keinen Heteroaromaten im
Folatmotiv enthieltDa dieses Nebenprodukt bei der Peptidkupplung nicht beobachtet wurde,
konnte darauf geschlossen werden, dass die sauren Bedingunderi-Batylesterspaltung

zum Nebenprodukt fithrten. Durch den fehlenden Heteroaromaten sinkt die Ahnlichkeit zum

naturlicren PSMA Substrat, dennoch eignet sich die isolierte Verbindung als Referenzsubstanz,
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um den Einfluss des Heteroaromaten auf die Bindungseigenschaften der Folatmimetika
abzuschatzen. Folglich sollten beide Substanzen in dem folgenden Assay getestet werden.
Abbildung 3-28 zeigt das Chromatogramm der Reaktion &mshema3-38 nach 1h
Reakionszeit. Das gewtnschte ProdiKDTA-FR388(blau), das NebenproduRXOTA -AB-

GPI (grun), sowiedas freie Amir60 (gelb) unddas Hydrolyseproduld9 (grau) konnten
identifiziert werden.

O}\/N\/N
HO
0 14.38
& o}
5 %OH " fo) /@AGPI
1.0%x10™1 N—""N N N

T % 0 N
"5 OH -
% O)\/N\/N S
c HO

O)\/N\/N
M
0.04
T T T T T I
5 10 15
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Abbildung 3-28 LC-MS Chromatogramm der Reaktion naclm Reaktionszeit. Die Retentionszeit ist gegen die totale
lonenintensitat aufgetragen. Produkte der Reaktion sind farblich gekennzeih(gtau, 5.81min), 60 (gelb, 10.43nin)
DOTA-FR388(blau, 14.38min), DOTA-Fol-GPI (griin, 14.88nin). Das Chromatogramm wurde unter Standardbedingungen
aufgenommen, die i6.1.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographiaufgefuhrt sind.

Aus dem Chromatogramm l&sst sich ableiten, dass der AktigSstarersten Reaktionsschritt
nicht vollstindig mit dem freien Ami®0 umgesetzt wurde, da sowohl der vollstandig
hydrolysierte Aktivesteb9 (Abbildung 3-28, grau, 5.8Imin), als auch das freie Am&0
(Abbildung 3-28, gelb, 10.43nin) im Chromatogramm zu sehen sind. Bei einer Retentionszeit
von 13.82min ist aul3erdem déert-Butylester57 zu sehen, der aufgrund der Reaktionszeit und
geringer Temperatur (TC) noch nicht gespalten wurde. Die Retentionszeiten des Produktes
DOTA-FR388 und des Nebenprodukt&OTA-Fol-GPI erklaren die niedrigen Ausbeuten
(jeweils 18%), da sich selbst mittels HPLC die Isolierung anspruchsvoll gestaltete.

Als nachstes wurde d&sChinolin-DerivatDOTA-FR371D synthetisiert. Die Reaktion ist in

Schema-39 dargestellt.
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Schema3-39 Synthese des acylierterChinolin-GPI-DerivatesDOTA-FR371D.

Die Synthese lieferte das ProdiMDTA-FR371D in befriedigender Ausbeute von 48%. Im
Gegensatz zur Synthese vodes 2ChinolinDerivatesDOTA-FR388 wurde Kkein
Nebeprodukt ohne Heteroaromat beobachtet. Neben dem acylierten Folatmimetikum wurde
die Verbindung von Linker und Folatmotiv auch Uber Buchwdddtwig-Alkylierung
realisiert?®®4?% Die Synthese eines alkylierten Derivates m@linolin als Heteroaromat ist

Schemé&B-40 dargestellt.

1. 58, Et;N, DMSO, ? o
GPl RT 5h 2\*

N /@)‘\
_ RT, 3h % I
72% oH
62 Sy O)\/N\/—‘Ng DOTA-NP188

o)

Schema3-40 Synthese des alkyliertenGhinolin-GPIDerivatesDOTA-NP188

Die Synthese éferte das Produl®OTA-NP188in guter Ausbeute von 72%. Auch bei dieser
Reaktion wurde kein Verlust des Heteroaromaten als Nebenprodukt beobachtet. Fir den Assay
wurden neben den in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen auch Referenzsubstanzen
bendtigt Zu diesem Zweck sollte das DOT@PFKonjugatDOTA-Ads-GPI ohne zusatzliche
Funktionalitaten synthetisiert werden, welches anschlieRend als Negativkontrolle eingesetzt

werden konnte. Die Synthese istSnhema-41 dargestellt.
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Schema3-41 Syntheseroute der ReferenzsubstamTA -Ads-GPI.

Zunachst wurde die kommerziell erworberid¢Boc-12-Aminododecansaurg3 mittels
Aktivesterkupplung miGPI verbunden. Anschliel3ende Spaltung des Carbamates lieferte das
freie Amin65in guter Ausbeute von 74%. Durch die Reaktion mit dem zuvor synthetisierten
Aktivester30 und anschlieBender Verseifung der Benzylester leormds GRMonomer
DOTA-Ads-GPI in guter Ausbeute von 69% erhalten werden.

Zusatzlich zur Negativkontrolle wurde fir einen biologischen Assay eine Positivkontrolle
bendtigt, die denselben Targetikgktor (GPI) besitzt wie die Negativkontrolle und die zu
untersuchenden neuen Substanzen. Ein-Tider wurde bereits von Humbletal.
erfolgreich in einem Fluoreszenzassay als selektiver Ligand fur PSMA(+) LNCaP Zellen
angewendet?? Es zeigte sich, dass GPRlultimere im Gegensatz zu Monomeren auch in
phosphthaltigem Medium eine Affinitat zu PSMA(®Biellinien aufweisert?? Auf dieser Basis
sollte ein DOTADerivat entwickelt werden, dass als Positivkontrolle in einem Radioassay
dienen sollte. Fur die Synthese kdnnen zwei Ansatze gewahlt werd8ohéma3-42 sind

beide Syntheserouten schematisch dargestellt.
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Schema3-42 Gegeniiberstellung der beid8gntheserouten eines DOTkbnjugierten GRITrimers.

Route 1 (blau) verfolgt die Konjugation des Adamantangrundgeristes mit dem-O@dlator

und anschlielender Kupplung mit der Phosphins@irie Die Strategie von Route 2 (orange)

ist die Bindung des Grugerists mitGPI im ersten Schritt, mit darauffolgender DOTA
Konjugation. In diesem Zuge sollte auch der Einfluss unterschiedlicher Linkerlangen (6
Methyleneinheiten vs. 12 Methyleneinheiten) untersucht werden, die durch 6
AminohexansaurBausteine aufgebawurden. Zunachst wurde Route 1 verfolgt, da es sich
vom 6konomischen Aspekt anbietet die Phosphins@ieerst spat in der Syntheseroute zu
implementieren. 'fchemaB-43ist die Synthese des Adamantanderivates mit kurzem Linker
(C6) dargestellt.
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Schema3-43 Synthese des Adamantanderivatésnit kurzem Linker.

Die Konjugation des literaturbekannten Adamantanderivates mitzisor synthetisierten
Aktivester70 lieferte die Tricarbonsaurél in einer Ausbeute von 28%. Die moderate
Ausbeute lasst sich moglicherweise mit dem sterischen Anspruch beider Reagédxiéien.er
Auch die Reinigung des Produktes gestaltete sich schwierig, da sichydrolysierte
Aktivesternach sdulenchromatischer Reinigung sowohl an Kieselgel, als auchkie$tiRyel
(C18) nicht komplett entfernen liel3.

Die Synthese des AdamantanderegitBusDOTA -Ahx2-Ad mit langerer Linkereinheit (C12)
wurde in Analogie zu-BusDOTA-Ahx-Ad realisiert. Die Syntheseroute ist §thema3-44

dargestellt.
0
B 0
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—_—
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H .
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Schema3-44 Synthese des Adamantanderivat8snit langem Linker tiber zwei verschiedene RouiaimdB.

Die Konjugation des Adamantanderiva6&smit dem zuvor synthetisierten Aktivests

lieferte das Produki3 in einer Ausbeute von 36% (Rout®). Die Reaktion wurde
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dunnschichtchromatographisch verfolgt, bis keine Farbung mit Ninhydrin zu erkennen war.
Auch massenspektrometrisch wurde der kottgpldmsatz des Aming9verifiziert. Allerdings
gestaltete sich die Reinigung wie beim Adamantander®ails anspruchsvoll. RoutB
(Schema3-42) lieferte das Produki3 in einer zweistufigen Synthese. Zuerst wurde das freie
Amin 69 mit dem Aktiveste28 umgesetzt und lieferte das Adamantangrundgertist mit
verlangerter Linkereinheit2 in einer Ausbeute von 63%. AnschlieRend wurde das Carbamat
sauer gespalten und dasigewvordene Amin mit dem Aktivest&0 umgesetzt. Das Produkt
konnte in einer Ausbeute von 55% isoliert werden. Zwar zeigte R®wteutlich bessere
Ausbeuten bei der Konjugation des Adamantangrundgertistes mit dem -Dé&Mat,
allerdings liefert die Gesamauisbeute von RoutB mit 35% Uber 3 Stufen keine sinnvolle
Alternative zu RouteA (36%). Auffallig war, dass die Produkte trotz verschiedener
Reinigungsprotokolle nicht restlos isoliert werden konnten, sobald der Chelator mit dem
Adamantangrundgerust verlqoft war. Insgesamt scheint der Ansatz, zuerst den Chelator mit
dem Adamantangrundgerist zu verknipfen, wenig erfolgsversprechend fur eine 6konomische
Syntheseroute.

Die in Schema3-45 dargestellte Route 2, bei der zuerst die Phosphingabktemit dem
Adamantangrundgerist verbunden wird, sollte im Folgenden untersucht werden. Ausgehend
von literaturbekannten Adamantangrundgeristen soll in Anlehnung an die bereits bekannte
Synthese das freie AmB8 synthetisiert werderSchemes-45).2%7

94



Ergebnisse und Diskussion

0 0
Cb HN\/\/\)J\ \/\/\)J\
z NH CbzHN NH
EDC, SuOH,
HO oH PMF.RT.24h g0 osu
75%
o) o) o) o)
0 0
OH oSu
74 75
o 1. GPI, Et;N,
1.58, EtsN, . DMSO, RT, 20 h
DMSO,RT, 16h  Hz NH 2. Hy, PA/C,
2. TFAICH,Cl, (1:1) H,0, RT, 16 h
430& 710/0
P
< G
. o
GPI

N
O
OH

O)\/ N._—N
DOTA-Ahx,-GPl;

Schema3-45 Syntheseroute der PositivkontroD®©TA -Ahx-GPls.
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Zunachst wurde die Tricarbonsaui# in Anlehnung an ein Standardprotokoll in den

Aktivester75 tberfiihrt?®” Durch Konjugation der Phosphinsau®Pl und anschlieRender

hydrogenolytischer Spaltung des Benzylcarbamates konnte dadriGfer68 erhalten

werden. Dieses wurde in der Literaturdies durch eine andere Syntheseroute beschriében,

allerdings zeigt diese Arbeit zum ersten Mal die komplette Analytik der Verbindung. Das freie

Amin 68 wurde dann mit dem Aktivest&8 versetzt. Der synthetisiertert-Butylester wurde

mit Trifluoressigsaure gespalten, sodass das gewiinschte Zielmb@Ki#l-Ahx2-GPl3 nach

saulenchromatographischer Reinigung anKfselgel (C8) in einer Ausbeute von 43%

isoliert werden konnte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass kler beiden Routen einen deutlichen Vortell

besitzt. Route 2 lieferte das Produkt in einer Gesamtausbeute von 24%. Um diese Ausbeute zu

erreichen, misste das ProdidBtaus Route 2 das ZielmolekDIOTA-Ahx2>-GPI3 in einer

Ausbeute von mindestens 70% h#&&PKupplung und anschlieRender Esterhydrolyse liefern.

Der Vorteil von Route 2 ist die Modularitat, die ausgehend vomTaiRler 68 nicht nur die
Synthese deDOTA-Ahx2-GPIls durch 58 ermdglicht, sondern auch die Synthese des

kurzkettigen DerivateBOTA-Ahx-GPI3 mit 70 (Schem&3-46).
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Schema3-46 Synthese dePositivkontrolleDOTA -Ahx-GPls.

Die Synthese dekurzkettigen Positivkontroll®OTA-Ahx-GPl3 aus dem freien Ami68 mit

dem AktivesteB0 verlief in einer guten Ausbeute von 82%.

3.5.1.2 Evaluation neuer PSMALiganden mittels 8Ga in vivo

Alle zuvor synthetisierten potentiellen PSMAganden sollten imFolgenden mit dem
Radioisotop®Ga markiert, und ihre PSMRindungseigenschaften in einem Radioassay
evaluiert werden. Dabei sollten unter verschiedenen Bedingungen Faktoren wie Spezifitat,
Internalisierung und Phosphatkompetition untersucht werden. Deziff@t der neuen
TargetingVektoren sollte mit PSMA exprimierenden (PSMA(+)) und nielStMA-
exprimierenden (PSMA)) Krebszellen getestet werden. In der Literatur sind eine Reihe von
Ziellinien mit passenden Eigenschaften bekakht®als Standard haich jedoch das System
aus PSMA(+) LNCaP und PSMA(PGS3 fiirin vivo undin vitro Anwendungen etabliett>

298 Eine Differenzierung zwischen defiellinien wiirde fiir eine Affinitat der Targeting
Vektoren zu PSMA sprechen. Allerdings mussen die Targ&tektoren fir eine diagnostische
Anwendung nicht nur eine PSMA(finitat besitzen, sondern auch von den Zellen internalisiert
werden, um eine Detektion zu ermdglichen. Um die Internalisierung der radiomarkierten
Substanzen zu beurteilen, sollten die &elinit den Substanzen bef@ und 37°C inkubiert
werden, da die Bioaktivitdt der Zellen bef@ minimiert ist. Auf diese Weise kann eine
Anreicherung an radioaktivem Material auf Internalisierung®°@)/ respektive unspezifische
Oberflachenbindung (4C) zuriickgefuihrt werden. Wegen der bekannten Kompetition GPI
basierter Targetinyektoren mit Phosphat sollte der Assay sowohl in fetalem Kélberserum
(FBS), als auch in phosphatfreiem Tris(hydroxymetayfinomethan (TRIS) Puffer
durchgefiihrt werden. IdeEaweise sollten Targetingektoren eineDifferenzierungzwischen
LNCaP und P& in phosphathaltigem Medium bei 3Z zeigen und keine unspezifische

Oberflachenbindung bei€C aufweisen.
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Der Assay mit entsprechend®GaMarkierung als Tracer wurde in Kperation mit der
Arbeitsgruppe von Jason S. Lewis am Memorial Kettering Cancer Center durchgefihrt. Fur die
Validierung des Assays wurde der Harnstudfierte Targetinyektor PSMA-617verwendet,

der eine literaturbekannte Affinitat zu PSMA(+) LNCaP tas?f® 12°Neben der Reproduktion
literaturbekannter Parameter v#iGa-PSMA-617 (effektiver Kq = 2.34+ 2.94nm),*2° wurde

eine PSMASelektivitat der GRTrimere 8Ga-DOTA-Ahx-GPIz und ®8Ga-DOTA-Ahxz-
GPIsin Serum erwartet, da deren Targetligenschaften bereits in einem Fluoreszenzassay
evaluiert wurdé?? Des Weiteren sollte das GRlonomer®Ga-DOTA-Ads-GPI zwar eine
PSMA-Selektivitat bei 37C in TBSPuffer zeigen, diese jedoch aufgrund der bekannten
Kompetition mit Phosphat in Serusignifikantverringern. Im Gegensatz dazu sollte Uberpruft
werden, ob die neuen GBasierten Targetinyektoren inf8Ga-DOTA-FR388, %4Ga-DOTA -
Fol-GPI, 8Ga-DOTA-FR371Dund®Ga-DOTA-NP188durch die strukturellen Anderuag

auch in Serum eine PSM8elektivitat besitzen. Die Ergebnisse des Radioassays sind in

Abbildung 3-29 zusammengefasst.

97



Ergebnisse und Diskussion

Cul Lo o RS
6855, S . N GPI GPI
—T S o)\/N\/ —N

o on U H op o~\2 o o
o
an %8Ga-PSMA-617 5- 68Ga-DOTA-Ads-GPI 201 68Ga-DOTA-Ahx-GPIy GPI
Bl LNCaP Bl LNCaP Il LNCaP
L @ PC3 2 @ PC3 . = Pc3
g 67 £ g 157
= 3 =
2 ) 2
o 47 [} o 109
s T 21 k=
o o o
= [ =
8 2 B 8 5
0- 0- 0-
OOOO O@GO QIO N IR I I O O0,0@@O
A A A A > ™ A ’\ NS \V A A
N \ ?. @ o Y‘ & QN g o n’ & ro & \ y. e
K& &R Q)%v & Q)@ ,& QQ,@ S E L F& ng & & Q,% Qg ,& F& &

Z

S Al 1ol SRS o g SRS Rty
box AN oY v Fei

Z
Z

o} o] o
30- 58Ga-DOTA-FR388 40 68Ga-DOTA-Fol-GPI 20 %8Ga-DOTA-FR371D
Bl LNCaP Bl LNCaP B LNCaP
- = PC-3 - = PC-3 - PC-3
& & 30 & 151
3 20 2 3
x 4 B
< <
o @ 20 < 10
= g =
© 107 = =
g & 107 g 57
0- 0- 0-
OO O OOO@ O,\O\QBO\ uo\/\ao\go\oo\ OOOO GO@O
A A A > > A & A A
\"’ \?. 0_; & & ‘?" @ & \?.\ ) & Qo & & O \?.
& Q’@ Q}@ & F& TS & & T F&& @ EE S ,@ Q?v & ‘b@ ,&

[o}

1 2 4
oS e o omtitied \ O m
GPI GPI
O)\/N —N, OZ\/N\/\kN N/

o) o]
0 0
o] o o]
GPI
8- 8Ga-DOTA-AhxX,- GPI3 5- 8Ga-DOTA-NP188
LNCaP B LNCaP
. = Pc3 4 = PC3
8 67 g
= =
= £ 3
< <
o 4 o
T [ -
3 5 2
= =
8 2 £ 1
0- o
OGO OOOG O OO O o\o\o\o\
« A AL > X A A
&> & & & &N &S v \
&@ Qe & &Q) Q?v Q? & &Q; Q‘b@ &Q,% & ,37 Q)%v Q;‘) & ,(b

Abbildung 3-29 Ubersicht des Radioassays mit den radiomarkierten Targétktpren®®Ga-PSMA-617, $8Ga-DOTA -Ads-
GPI, $8Ga-DOTA-Ahx-GPIs, 88Ga-DOTA-FR388 %Ga-DOTA-Fol-GPI, ¥Ga-DOTA-FR371D, 8Ga-DOTA-Ahx2-GPl3
und®Ga-DOTA-NP188 Dargestellt sind jeweils verschiedene Bedingungen fuir LNCaP (blau) url ®€nge) Zelllinien
mit den entsprechenden Strukturformeln der eingesetzten Substanzen.

Die radiomarkierte ReferenzsubstarffGa-PSMA-617 zeigte nicht die erwarteten
Ergebnissé?®1® Zum einen konnte nicht zwischen den beiden Zelllinien differenziert werden,
was im Gegensatz zu der literaturbekannten AffinitatR8MA-617zu LNCaP Zellen steH#®
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zum anderen zeigte sich eine hdhere Anreicherung radioaktiven Materials®eilg lei

37°C. Dieser Befund ist nicht zu erklaren, da bei°37zusatzlich zur unspezifischen
Oberflachenbindung Akkumulation durch Internalisierung von Targafteigoren stattfindet.

Da die Literaturwerte vor¥8Ga-PSMA-617 nicht reproduziert werden konntesind die
Ergebnisse dieses Assays als nidgdidert zu betrachten. Da der Assay in einem externen
Labor von einem Kooperationspartner durchgefiihrt wurde, ist eine detailierte Fehleranalyse an
dieser Stelle nicht moglich. Es ist bekannt, das LNCaP Zelesr 2in hervorragendes
Testsystem fur PSMA argeting darstellen, jedoch extrem empfindlich sind und eine moderate
Adhérenz besitzef?® Diese Faktoren konnten die Ergebnisse beeinflusst haben.

Abschlie3end lieferte der Radiossay nicht die gewlinschten isgeb Keine der getesteten
Substanzen zeigte eine PShBpezifitat in phosphathaltigem Medium bei €7 Allerdings

liel3 sich aus dem Assay ein Trend ableiten: Alle neuen Substanzen, sowie -dienGPé

zeigten PSMASelektivitat in TBSPuffer. Dieser E#kt kann durch zwei Hypothesen erklaren
werden: (1) Durch die Abwesenheit von Phosphat liegt keine Kompetition zwischen
Phosphinsaure und Phosphat vor, was zu einer erhdhten Internalisierung fuhrt. (2) Das im TBS
enthaltene TRIS begunstigt Uber ein sidddndes lonenpaar die Bindung Uber einen bis jetzt
unbekannten Mechanismus. Die Hypothese (2) wurde basierend auf diesem Assay von Dr.
Natalija Pericdetailliertbearbeitet®™ In diesem Zuge wurden in Kooperation mit Dr. Natalija
Peric und Sharah Chandralingam neue DeD&ivate synthetisie®! die Variationen in der
Linkereinheit zwischen DOTA und GPI besitzen. Allerdings sollte in Zukunft eine alternative
Evaluierungsmethaa entwickelt werden, um eine hausinterne Analytik der neuen DOTA

konjugierten Targetingyektoren zu ermdglichen.

3.5.3 EuAssay

Fur die neuen potentiellen PSMAganden sollte eine schnelle He&aluation etabliert
werden, um potenzielle Leitstrukturenveulassig, zeitund kosteneffizient zu identifizieren.
Aufgrund des hohen apparativen und 6konomischen Aufwands radioaktiver Assays sollte eine
nichtradioaktive Alternative gefunden werden, um eine schnelle, hausinterne Analytik zu
gewabhrleisten. Die Dehfiihrung des Zellassays soll jedoch nicht verandert werden, sodass die
alternative Analytikmethode eine ahnliche Sensitivitat wie die Radiodetektion aufweisen muss.
Naheliegend ist die Detektion der Ligandenbindwig Fluoreszenzmarkierung, die eine
etablierte Methode fiir die verwendeten Zelllinieni$tAllerdings gestaltet sich die Detektion

der absoluten Fluoreszenm vivo als schwierig. Grund dafir sind neben der

Fluoreszenzlbéschung und Photobleichung auch die Absorption von Fluoreszenzstrahlung,
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selbst im Nahinfrarotbereich.Ein weiterer Nachteil waren die strukturellen Anderungen, die
an den zu untersuchenden Liganden durch den Fluoreszenzfarbstoff ndtig wéaren. Diese kdnnten
die Pharmakokinetik des PSMAganden signifikant beeinflussen und smesm direkten
Vergleich von Targetindyektoren mit Fluoreszerzind Radiomarkierung beeintrachtigen.

Dank der exzellenten Komplexierungseigenschaften des Chelators DOTA kann durch
Austauschen des radioaktiven Isotops durch ein -nattibaktives Metalliorals Tracer eine
alternative Analytikmethode genutzt werden. Eine Methode, die eine ahnliche Sensitivitat
besitzt wie die im Radioassay verwendete mEgthode, bietet ICRMS, die eine Detektion bis

zum pptBereich ermoglicht®® Aus diesem Grund wird diesélethode bereits fiir
Elementaranalytik in Zelleim vitro und ex vivoangewendet®3%*Welche Sensitivitéat fir die
Detektion von PSMALiganden in Zellexperimenten noétig ist, kann mit For3el)

Uberschlagsweise ermittelt werden.

ltzel LéEpi t o pe

ma X NA

17 pmol (31

Die maximale BeladungsdichBnaxdurch PSMALiganden kann durch die Anzahl der LNCaP
Zellen, der exprimierten Bindungsepitope sowie die AvogddnostanteNa
(6.022x 10?° molY) berechnet werden. In einer Mikrotiterplattenfl) liegt die Anzahl der
LNCaP Zellentypischerweise bei etwa 10Die Zelllinie exprimiert naherungsweise 610
Kopien von PSMA an der ZelloberflacA.Daher kann eine maximale Konzentration des
PSMA-Liganden (und damit auch des Tracers) von @M 7erwartet werden, ohne die
Internalisierungzu bertcksichtigen. Daher ist IGWS grundsatzlich in der Lage diese
Konzentrationen zu detektieren, falls das zu untersuchende Element eine hohe
elementspezifische Empfindlichkeit und geringe natirliche Haufigkeit aufweist, um das
Hintergrundsignal zu mimieren. Lanthanoide zéhlen durch ihre geringe Interferenz mit
anderen Isotopen zu den Elementen mit der niedrigsten elementspezifischen Nachweisgrenze
mit ICP-MS.3% Insbesondere Eu besitzt eine besonders niedrige Nachweisgrenze-im ppt
Bereich3°-3%7 AuRerdem zeichnen sich EMOTA-Komplexe durch hohe Komplexstabilitaten
aus®® Ein weiterer Vorteil ist, dass trivalentes¥die Komplexeigenschaften vieler klinisch
relevanter Metallkationen widerspiegelt. Aus diesem Grund sollten die Unterschiede awische
GaDOTA-Derivaten und korrespondierenden-BEQTA-Derivaten minimal sein. Aus diesen
Grunden fiel die Wahl des IGMS-Tracers auf Eu.
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3.5.3.1 Etablierung der ICRMS Methodik

Fur den Assay sollten analog zum bereits durchgefiihrten Radioassay dasHe&eatnte
System aus PSMA(+) LNCaP und PSMAPG3 Zelllinien verwendet werdefi® 11 Als
Grundlage fur alle folgenden Experimente sollte der Assay zuerst mit dem -Rgsiiden
PSMA-617 validiert werden. ImAnschlusssollten die PSMABindungseigenschattealler
neuen Substanzen anhand einer-BmktMessung mit einer positiven und negativen
Kontrolle bei 50nm evaluiert werden. Da die zellulare Retention einer der wichtigsten
Parameter von Imagir§ubstanzen ist, soll in einem nidtampetitiven Assay zachst der
effektive Kg-Wert des literaturbekannten PSMAganden PSMAG617 mittels ICPMS
reproduziert werden, um die Methodik zu validieren. Der Ligand PSWA wurde in der
Literatur bereits mit diversen Metallionen auf seine Bindungseigenschaften aA REM
verschiedenen Detektionsmethoden untersucht. Die effekiivéierte sind inTabelle 3-6
aufgefuhrt. Die Synthese der RefereBa-PSMA-617 wurde in Kooperation mit Sharah
Chandralingam durchgefuri®

‘}LOH ‘}Lo

PSMA-617 PSMA-617
N—/\N/\[r EuCls, NH4OAc-Puffer, \ N/\/

H 5.5, RT, 18 h <
OH% g P o7 BRI >
44%
o)\/N\/_N ° )\/N \
3 A0
(6] (6]
PSMA-617 Eu-PSMA-617

PSMA-617 = &

0
HN\:)J\NH
o L”
> 0
O A
o

Schema3-47 Synthese der Referenzsubst&zPSMA-617.2%

OH

Als Negativkontrolle wurddeu-DOTA-n-Bu ohne PSMABiIndungsmotiv synthetisiert. Die
Syntheseroute ist ibchema3-48 dargestellt.Die kommerziell erhéltlicheCarbonsaur&6

wurde mit HBTU aktiviert und min-Butylamin umgesetzt. Die saure Spaltung tht-
Butylester lieferte den freien Chelator mit 99% Ausbeute. Die anschlie3ende Synthese des Eu

Komplexes verlief in Anlehnung an ein Standardprotokoll mit quantitativer Aus#ute.
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Schema3-48 Synthese der Negativkontrolleu-DOTA-n-Bu.

Der Ablauf des Assays ist BcheméB-49 dargestellt und wurde in Kooperation it Marina

Mutas und Indranath Chakraborty durchgefidfftt.Zunachst wurden Zellen in einer
Mikrotiterplatte mit 1ImL Kavitaten zu einer Dichte von etwa 5x1Bellen pro Kavitat
gezlchtet. Jeweils eine Kavitat der Mikrotiterplatten wurde fir das Auszahlen denditiéds
Trypanblau in einer Zahlkammer verwendet. AnschlielBend wurden die Zellen mit dem zu
untersuchenden Eiomplex 30min bei 37°C und 5% CQinkubiert. Nach drei Waschcyclen

mit PBSPuffer erfolgte der oxidative Aufschluss der organischen Matrix inidgiswasser bei

Raumtemperatur fur 24.

7y
24

Eu-DOTA-x-GPI Eusd*
—_ == :
-
1. Zellwachstum 2. Inkubation 4. Oxidativer Aufschluss miz
3. Waschcyclen 5. Evaluation

Schema3-49 Schematischer Ablauf des Bssays?®

Um Kontaminierungen auszuschliel3en, wurden alle verwendeten Reagenzien mitidS ICP
vermessen und aufVerunreinigungen durch Eu untersucht. Vorab wurden zudem
Untersuchungen mit der maximal eingesetztenKBozentration (50wm) ohne Zellen
durchgefuhrt, um eine mogliche Oberflachenadsorption deKdfoplexe auf den Platten
auszuschliel3en. Hierbei wurde keisignifikante EtKonzentration mittels ICRMS detektiert.

Fur die Etablierung des Assays sollte der effektiy&Vert vonEu-PSMA-617 mit PSMA(+)
LNCaP Zellen ermittelt und mit aktuellen Literaturwerten verglichen werden. Daflir wurden
die Zellen mit eier Konzentrationsreihe vordD nv des EuKomplexes behandelt. Um eine
Spezifitdt auf PSMA zurtickzufuhren, sollte auRerdem die gleiche Konzentrationsreihe mit
PSMA(-) PG3 Zellen vermessen werden. In dieser Konzentrationsreihe wurden keine

signifikanten Ameicherungen von Eu in den Zellen erwartet. Als Negativkontrolle wurde
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aulRerdem der EKomplex Eu-DOTA-n-Bu in einer Konzentration von 5@ zu den Zellen
gegeben. Da der Komplex kein PSMBMdungsmotiv besitzt, sollte keine Zellretention zu
beobachten sei Aus den gemessenen Werten der-M®, aufgetragen gegen die eingesetzte
Konzentration der jeweiligen EKiomplexe, konnten fur jede Zelllinie die effektivia-Werte

durch lineare Regression aus den Bindungskurven ermittelt werden. Die Bindungskuilven sin

in Abbildung 3-30 dargestellt.

PC-3
+ LNCaP
LNCaP

0.08 -

0.04 4

detektierte Eu-Konzentration (nmol/L)

e _____

0.00 ==

1 v 1 v 1 v 1 v
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eingesetzte Eu-Konzentration (nmol/L)

Abbildung 3-30 Detektierte EtKonzentration (nmol/L) aufgetragen gegen die eingesetzte Konzentration (nmol/Euvon
PSMA-617mit PSMA(+) LNCaP Zellen (8.3x2Xellen, blau; 6.4x10Zellen, hellblau) und PSMAY PG3 Zellen (orange).
Eingezeichnet ist die Bestimmung ddfektivenKq mittels nichtlinearer Regression.

Die in hellblau und blau dargestellten Bindungskurven ergaben sich aus der Inkubation
verschiedener KonzentrationBa-PSMA-617 (0 nm, 0.1nm, 0.5nm, 1.0nm, 2.5nm, 5.0nm,
10 nm, 20nm, 50nM) mit PSMA(+)LNCaP Zellen. Die Experimente der blauen Kurve wurden
mit 8.3x1G Zellen und die der hellblauen Kurve mit 6.4%1Rellen durchgefiihrt. Die
Bindungskurven erreichen jeweils eine Sattigung bei ungefahmv3@ingesetzterEu
Konzentration. DieorangefarbendBindungskurve wurde bei der Inkubation verschiedener
Konzentrationen Eu-PSMA-617 mit PSMA() PG3 Zellen erhalten. Der lineare
Zusammenhang der gemessenen Werte ohne nennenswerte Erh6hung der gemessenen Eu
Konzentration lief3 nicht auf eine Anreicherung #ninnerhalb der Zellen schliel3en.
PSMA(+) LNCaP Zellen (hellblau, blau) zeigten im Gegensatz zu PSMAG3 Zellen
(orange) eine spezifische Anreicherung der detektierteKdfzentration in exponentieller
Abhéngigkeit zur eingesetzten Hionzentration.Die unterschiedlich starke Aufnahme liel3
sich durch die verschiedene Zellanzahl erklaren. Durch nichtlineare Regression konnte aus
beiden Bindungskurven d&g-Wert ermittelt werden. Die ermitteltéfy-Werte sind irTfabelle
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3-6 zusammen mit den literaturbekannten Werten aufgefiihrt. Unabhéngig von der Zellanzahl
konnten effektiveKq-Werte von4.44+ 0.63nm (Blau, 8.3x1G Zellen) und4.24+ 0.70nM
(hellblau, 6.4x10Zellen) bestimmt werden.

Tabelle 3-6 Effektive K¢-Werte verschiedener Metallkomplexe des DGAdsierten ChelatorBSMA-617 mit PSMA(+)
LNCaP Zellen.

Substanz Methode Effektiver Kqd
68Ga-PSMA-617 PET 2.34+ 2.94nm?°
5551Co-PSMA-617 PET 4.69+ 0.49nm310
n-PSMA-617 SPECT 5.40%0.80nm3!t
Eu-PSMA-617 ICP-MS  4.44+0.63nm?%
Eu-PSMA-617 ICP-MS  4.24+0.70nm?%

Um einen unspezifischen Bindungsmechanismus auszuschlie3en, wurden die Zellen nicht nur
mit Eu-PSMA-617, sondern auch mit der Negativkontradla-DOTA -n-Bu inkubiert. Durch

den direkten Vergleich beider Komplexe bei einer festen eingesetziKorizentratbn von

50nm sollten die Bindungseigenschaften genauer untersucht werden. Die Ergebnisse des
Vergleichs sind iAbbildung 3-31 dargestellt.

mm PC-3
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3
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Abbildung 3-31 Direkter Vergleich vorEu-DOTA-n-Bu und Eu-PSMA-617 bei derselben eingesetzten Konzentration mit
PSMA(-) PG3 Zellen (orange) und PSMA(+) LNCaP Zellen (6.4%Z6llen, blau; 8.3x10Zellen, hellblau).

Beide Substanzen zeigen eine vernachlassigbare Bindung an BSNCAR Zellen (orange).
AulBerdem zeigteeu-DOTA-n-Bu eine extrem niedrige Aufnahme mit PSMA(+) LNCaP

Zellen, was die Substanz als Negativkontrolle in einem Assay mit diediénien qualifiziert.
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Der KomplexEu-PSMA-617 adressierte wie erwartet nur LNCaP Zellen (blau, hellblau) und
kann fur zukinftige Experimente als Positivkontrolle dienen.

Durch die Identifizierung der Positivund Negativkontrolle und die Reproduktion
literaturbekannter Bindungseigenschaften konnte eine neuartig8lfasierte Methodik
etabliert werden. Auf diese Weise wird eine hausinterne Evaluation von Bindungseigenschaften
neuer Substanzen durch Einzelpunktmessungen ermdglicht, ohne dabei gquénisdiore
angewiesen zu sein. Vielversprechende PSNganden konnen auf diese Weise identifiziert
werden und Parameter wi®-Werte oder die Internalisierung ausfuhrlicher evaluiert werden.
Die Pr&Evaluation mittels EwAssay reduziert somit den 6kononhiso und zeitlichen

Aufwand auf vielversprechende Substanzen.

3.5.3.2 Synthese neuer Substanzen

Da der Radioassay keine eindeutigen Ergebnisse lieferte, sollten alle neuen von Dr. Natalija
Peric und Sharah Chandralingam synthetisierten Targe®hgporen mit einem DOTA
basierten BFC konjugiert werden, um sie mittelsTEacer Uber den zuvor etablierten-Eu
Assay zu evaluieren. Strukturelle Unterschieflbbjldung 3-32) der neuen Target Vektoren

sind (1) die Anzahl an Methylengruppen zwischen Amid yrata-Benzoat,(2) der Einfluss
verschiedener rigider und flexibler Systeme anstellepdegBenzoats(3) die Modifikation

der Phosphinsaui@PI mit TRIS.

o OR 0
H IS I/\C.)H
LLLL/\/\/\H/N‘M}]X H P OH
o) % o”>oH
)

(1)n=0,1,2 (2)R=Ph  (3) R=OH
R =Cy R = TRIS
R = Indyl

Abbildung 3-32 Anséatze der Derivatisierundl) Kettenlange(2) rigide oder flexible Resté3) zusatzliche Funktionalitét.

Alle nach diesem Design synthetisierten Targetfieftoren wurden mit dem zuvor
synthetisieten Aktiveste/58 in einer Aktivestewvermittelten Peptidkupplung mit DIPEA
umgesetzt und anschlieRend tlet-Butylester mittels TFA gespalten. Alle auf diese Weise
synthetisierten Produkte wurden an-Riéselgel (C18) gereinigt. IBchema-50sind alle neu
synthetisierten DOTAGPI-Derivate dargestellt.
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Schema3-50 Synthese neuer GiBerivate mit Modifikationen in{1) Kettenl&dnge(2) rigiden oder flexiblen Rester3)
zusétzlicher Funktionalitat.

Die DOTA-GPIKonjugatekonnten in Ausbeuten von 27% bis 85% erfolgreich dargestellt

werden. Eine Auswahl der auf diese Weise synthetisierten potentiellen-Rigjsiiden sollten

im Folgenden durch den etablierten-Essay mit Hilfe eines Edracers auf ihre PSMA

Bindungseigensclii@n untersucht werden. Zu diesem Zweck sollten alle synthetisierten

DOTA-GPIDerivate in die entsprechenden-Eamplexe Uberfiihrt werden. Die Synthese der

Eu-Komplexe wurde in Anlehnung an ein Standardproté®diurchgefiihrt und ist iBchema
3-51 dargestelit.
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Schema3-51 Synthese neuer Emarkierter DOTAGPI-Derivate.

Alle Komplexe zeigten in der LS kompletten Umda nach spatestensh8 Die Reinigung
der Komplexe erfolgte tiberwiegend tUber-RRromatographie (C18). Aufgrund der héheren
Hydrophobizitat wurden die Substanzén-DOTA-SC125und Eu-DOTA-SC170an einer
C8-Phase gereinigt.

Zusétzlich zumU-alkylierten Indé-Derivat Eu-DOTA-SC170sollten auch die von Sharah
Chandralingam synthetisiert®ralkylierten Indolderivat&u-DOTA-SC260undEu-DOTA -
SC259mittels ICRMS-Assay untersucht werden. Beide-Eamplexe sind irAbbildung 3-33

dargestellt.
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Abbildung 3-33 DOTA-IndolderivateEu-DOTA-SC259und Eu-DOTA-SC26Q

Im Kapitel 3.5.1 PETRadioassaywurden das GPMonomerDOTA-Ads-GPI und das GRI
Trimer DOTA-Ahx2-GPl3s diskutiert, die in dem Assay als Positivkontrolle bzw.
Negativkontrolle eingesetzt wurden. Fur den-ASsay sollten beide Substanzen in die
entsprechenden Bdomplexe tberfuhrt und massenspektrometrisch analysiert werden, um die
Bindungseigenschaften mien von Humblegtal. in einem Fluoreszenzassay ermittelten
Parametern zu vergleichéft. Die Synthese wurde in Anlehnung an ein Standardprotokoll
durchgefiihrt und ist iSchema8-52 dargestell£®®

0 0
?—OH ?—o
AN R
N—""NTY EuCls, NT\ 'il |
OH% g NH,;OAc-Puffer, o ( E(—=0
pH 5.5,90 °C, 3 h =T )

N O ~
HO‘{ (6]

o
R = (@] R = o)
HH\/\/\/\/\/\)J\GM ﬁn\/\/\/u)
e 2NH
DOTA-Ads-GPI

80% 0 0
GPI GPI

DOTA-Ahx,-GPI;

50% (0]

GPI

Schema3-52 Synthese der Eomplexe des GPMonomersEu-DOTA-Ads-GPI und des GRTrimersDOTA-Ahx2-GPls.

Die Synthese des GRRMonomersEu-DOTA-Ads-GPI verlief in einer guten Ausbeute von
80% nach Reinigung mittels HPLC (C18). Die Synthese desT@mRlersDOTA -Ahx2-GPl3
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lieferte das Produkt in einer Ausbeute von 50% nach Reinigung mittels HPLC (C8). Die
Reinigung gestaltete sich als anspruchsvoll, da setbst auf wenig hydrophoben stationéren
Phasen (C8) deutliches Tailing der Substanzen zeigte, was den Ausbeuteverlust erklaren
konnte. Diese starke Wechselwirkung steht im Gegensatz zur hohen Polaritat des Molekails,

dass sich nur in sehr polaren Lésungteln wie HO oder DMSO l6ste.

3.5.3.3 Evaluierung neuer TargetingVektoren via Eu-Tracer

Die Eumarkierten Substanzen sollten anschliel3end mit dem etabliert@sday in einer Ein
PunktMessung bei 50M mit Referenzsubstanzéfu-PSMA-617 und Eu-DOTA-n-Bu im
direkten Vergleich auf die detektierte ionzentration mit LNCaP Zellen untersucht werden.
Unter der Annahme, dass GPI in phosphathaltigem Medium kein P8&MBitor ist}??
wurden die Zellexperimente in phosphathaltigem Medium (10% FBS) durdirgefim
eventuelle Bindungseffekte direkt auf die modifizierte Linkereinheit zurlickzufihren. Der
direkte Vergleich detektierter Egonzentrationen mittels IGMS ist in Abbildung 3-34
dargestellt.

Il Eu-PSMA-617
Il Eu-DOTA-n-Bu
[ ]Eu-DOTA-Ahx,-GPI,
[ Eu-DOTA-Ads-GPI
[ |Eu-DOTA-NP284
Eu-DOTA-SC079
Eu-DOTA-NP321
Eu-DOTA-SC095
I Eu-DOTA-SC125
I Eu-DOTA-NP340
0.084 | Eu-DOTA-SC170
I Eu-DOTA-SC260
[ ]Eu-DOTA-SC259

0.16

0.12

©

o

=
L

detektierte Eu-Konzentration (nmol/L)

0.00 +—

Abbildung 3-34 Direkter Vergleich detektierter Eiionzentrationen bei gleicher eingesetzterKfnzentration (50m)
verschiedener Eomplexe mit LNCaP Zellen. Die gestrichelte Linie reprasentiert den GrenzweBuOTA -n-Bu. Die
verschiedenen Substanzen sind in der Legende farblich gekennzeichnet.

Die PositivkontrolleEu-PSMA-617 (rot) zeigte erwartungsgemal egwge EuAnreicherung,
die im Bereich der zuvor gemessenen Wes18.8.1 Etablierung der ICRMS Methodik) lag.

Die NegativkontrolleEu-DOTA-n-Bu (schwarz zeigte keine signifikante Anreicherung. Alle
Substanzen, deren detektierte -l@nzentrationen oberhalb des Maximalwertes von

Eu-DOTA-n-Bu (Abbildung 3-34, gestrichelteLinie) liegen, kdnnen fir eine genauere
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Untersuchung in Betracht gezogen werden. Das -Tifler Eu-DOTA-Ahx2-GPI3
(dunkelgelb) besitzt laut Literatur eine exzellente Bindungsaffinitat zu LNCaP Zellen
(Kq = 0.5+ 0.1nm).1?2 Der Maximalwert sdte folglich deutlich oberhalb der Referenz liegen
(Kq = 4.44+ 0.63nM).2*® Dieser Wert konnte in diesem Assay nicht reproduziert werden.
Allerdings wurde deKg-Wert fur das Trimer in einem Fluoreszenzassay ermittelt. Der dafur
verwendete Fluoreszenzfatbff konnte die Bindungseigenschaften des Trimers beeinflussen,
was die Diskrepanz beider Befunde erklaren kdnnte. Erwartungsgemal wurde fur das GPI
MonomerEu-DOTA-Ads-GPI (grin) keine signifikante EAnreicherung in LNCaP Zellen
detektiert. Dies galt al fur die Aminomethylbenzoesaurederivail-DOTA-NP284
(hellblau) undeu-DOTA-NP321(rosa), und dab-alkylierte ndolderivatEu-DOTA-SC259
(gelb). Geringe Anreicherungen wurden fiur das Aminomethylbenzoesaurederivat
Eu-DOTA-SCO079(grau) und da$-alkylierte IndolderivatEu-DOTA-SC260 (dunkelgriin)
detektiert. Entgegen der Erwartung scheinen Aminomethyllesémcereste keinen positiven
Effekt auf die Bindungseigenschaften zu haben, wie es bereits fikbdseste Inhibitoren
literaturbekannt ist?® Das b-alkylierte Indolgrundgeriist scheint ebenfalls keinen positiven
Einfluss auf die Bindungseigenschaften zu haben. Das Biphenyld&unvBXOTA-SC125
(braun) und dak+alkylierte IndolderivatEu-DOTA-SC170(lila) zeigten eine signifikante Eu
Konzentration. Grund fur die erhéhten Bindungsaffinitaten konnte der aromatische Charakter
in Kombination mit der Topologie des IndGrundgeriistes sein, der eine hydrophobe
Seitentasche neben dem aktiven Zentrum von MA&S adressiert. Fir das
AminoethylbenzoesaurederivaEu-DOTA-SC095 (blau) wurde eine detektierte Eu
Konzentration in der GroRenordnung der Refer&éwePSMA-617 festgestellt, was die
Substanz zu einem Kandidaten fur weitere Zellexperimente qualifiziertGerd fur die
Uberlegenheit des AminoethylbenzoesaDezivats gegeniiber dem strukturell sehr dhnlichen
Aminomethylbenzoesaw@erivat konnte im Zuge der Arbeit nicht abschlieRend geklart
werden. Weitere Dockin@tudien kénnten klaren, ob in diesem Berancter Bindungstasche
Wechselwirkungen auftreten. Interessanterweise zeigte dasO&i%t Eu-DOTA-NP340
(petrol) eine aulRergewoOhnliche hohe-lKanzentration, die das Funffache der Referenz
Ubersteigt. Dieser Befund deutet auf exzellente PSAlungsegenschaften im
subnanomolaren Bereich hin. Um diesen Befund zu verifizieren, sollte im Folgenden der
effektive Kg-Wert des TRISerivatesEu-DOTA-NP340mit PSMA(+) LNCaP (petrol) und
PSMA(-) PG3 Zellen (dunkles petrol) mittels IS bestimmt werden. DiErgebnisse sind

in Abbildung 3-35dargestellit.
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Abbildung 3-35 Detektierte EtKonzentration (nmol/L) aufgetragen gegen die eingesetzte Konzentration (nmol/Euvon
DOTA-NP340mit PSMA(+) LNCaP Zellen (petrol) und PSMAPG-3 Zellen (dunkles petrol).

Das TRISDerivatEu-DOTA-NP340zeigte widersprichliche Ergebnis§ge detektierte Eu
Konzentration bei 58M eingesetzter Eonzentration entsprach den Werten, die bereits im
direkten Vergleich beobachtet wurden. Allerdings konnte keine Bindungskurve erstellt, und
somit keinKg-Wert ermittelt werden. Entgegen der Erwaigen zeigten auch P&Zellen eine
signifikante detektierte Eonzentration. Dieser auf3ergewohnliche Befund ist jedoch mit der
aktuellen Datenlage nicht zu erklaren. Der nahezu lineare Anstieg spricht fur eine schnelle
nicht PSMA-selektive Anreicherundzine Erklarung kdnnte sein, dass durch den zusatzlichen
TRIS-Rest ein Rezeptor adressiert wird, der sowohl auBR(S auch auf LNCakRiellinien
exprimiert wird. Dies wirde zwar die Anwendung fir zielgerichtetes PSMslriyeting
aufgrund geringer Selektit verhindern, da jedoch Krebstiglien adressiert werden, kénnte

der Targetingvektor fur nichtgewebespezifisches Tumdargeting Anwendung finden. Hier

sind weitere Zellexperimente ndtig, um eine Klarung herbeizufihren.
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3.5.4 Zusammenfassung PSMA ar geting

In diesem Kapitel wurde die Synthese neuer DJ@R-Derivate beschrieben, die sich
strukturell in ihrer Linkereinheit zwischen Targetiwigktor und BFC unterscheiden. Die
Konjugation der Targetiniyektoren mit einem DOTAasierten BFCermoglichte die
Evaluation der PSMAMAindungseigenschaften mittels metallbasierten bildgedreN erfahren.

Die Evaluationin vitro mittels 8Ga-Radiotracer ergalwiderspriichlicheDaten, sodass eine
alternative metallbasierte Methodik bendtigt wurde, unmdigen Substanzen ohne den Einsatz
von Radioisotopen zu evaluieren. Daher wurde eirb&sierter Zellassay entwickelt und
etabliert, devia Ein-PunktMessung mit Edlracer eine Evaluation der Targetikgktorenin

Bezug auf ihre PSMAindungseigenschaftearmaoglicht. Im direkten Vergleich zeigten neben
dem Biphenylderivat Eu-DOTA-SC125 und dem Ualkylierten hdolderivat
Eu-DOTA-SC170vor allem das AminoethylbenzoesaerivatEu-DOTA-SC095und das
TRIS-Derivat Eu-DOTA-NP340teilweise sehr hohe Anreicherwrgdes Tracers in LNCaP
Zellen.

Besonders bemerkenswert ist die hohe Anreicherung desD&ig8atesEu-DOTA-NP34Q
welches im Vergleich zur RefereBu-PSMA-617bei gleicher eingesetzter Eonzentration
(50nm) mehr als die funffache detektierte-Konzentration aufwies. Dieser auRergewdhnliche
Befund wirde fur einen PSMAiganden mit Bindungseigenschaften im subnanomolaren
Bereich sprechen. In der anschliel3enden detaillierten Evaluation mit einer Konzentrationsreihe
mit LNCaP und PE3 Zellen zeigte sicfedoch keine PSM#Apezifische EtAnreicherung. Der
Effekt, der zu einem nahezu linearen Zusammenhang zwischen eingesetttarzentration

und EuTraceranreicherung unabhangig von derllibg¢ fuhrt, konnte mit der aktuellen
Datenlage nicht abschlieRBerdklart werden. Obwohl die ersten Versuche eideiwert flr

das TRISDerivat zu ermitteln scheiterten, sollten kunftige Experimente durchgefiihrt werden,
die sich auf die Spezifitat gegeniiber weiteren Rezeptoren konzentrieren. Zelllinien wie 22Rv1,
die sch durch die extrazellulare Matrix unterscheiden, kdnnten Aufschluss dariiber geben, ob
weitere Rezeptoren fir das aulRergewohnliche Bindungsverhalten verantwortlich sein kénnten.
Auch der vielversprechende #omplex Eu-DOTA-SC095sollte weiter untersucht werden,

da der direkte Vergleich ahnliche BindungseigenschaftefcuiBSMA-617 suggeriert.
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4. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit waren die Erforschung und Anwendung makrocyclischer DD&rivate

fur verschiedene metallbasierte bildgebende Verfahren. Dabei fuhrten Modifikationen des
DOTA-Grundgerustes, abhangig von der jeweiligen Anwendung, zu maf3geschneiderten
Eigenschaften der entsprechenden Metallkomplexe.

Durch die Synthese einer ReihBOTA-basierter Chelatoren mit unterschiedlicher
Seitenkettensubstitution konnte gezeigt werden, dass die Komplexeigenschaften
entsprechender LKomplexe signifikant beeinflusst wurde. Eint#H NMR-Studie der
entsprechenden HEgomplexe zeigte einen Anstiegesl TSAP/SAPVerhéltnis linear
proportional zur Seitenkettensubstitution. In diesem Zusammenhang konnte auch eine
Abhéangigkeit der Komplexgeometrie in unterschiedlich stark koordinierenden Losungsmitteln
festgestellt werden. In der Reihe DMS®,0 ~ CH3OH > H,O/CHsCN > CH3CN begunstigt
DMSO das SAFKonformer und CHCN das TSAFKonformer. Der Trend der
Komplexgeometrie spiegelte sich auch in den Relaxivitaten der entsprechentd@em@iéxe

wider, die mit zunehmender Seitenkettensubstitution einen expotemtidhstieg der
Relaxivitat zeigten. Besonders der-&dmplex Gd-DOTAZA zeigte aul3ergewdhnlich hohe
Relaxivitat (1 =4.1mm* s1) bei klinischen Magnetfeldstarken (I und 310K, die alle

aktuell verwendeten GBCAs Ubersteigt. Dartber hinaus konnewivo- und
Relaxationseigenschaften durch Modifikationen mittels CUAAC mal3geschneidert werden. Die
entsprechenden EKomplexe sind inAbbildung 4-1 mit den experimentellermittelten

Komplexgeometrien und Relaxivitaten dargestellt.

o ‘0 ?; 0
N—"N NATONTY NN NN
(Lo (N lao (Lo (W lao
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Gd: 3.0 mm" s Gd:3.2mm s Gd: 3.5 mm " s Gd: 4.1 mm s

Abbildung 4-1 Ln-Komplexe mit entsprechenden Komplexgeometrien deK&uplexe in RO und den Relaxivitaten der
Gd-Komplexe bei 1.5 und310K in Hz20.

Des Weiteren wurden die auf diese Weise synthetisierten Chelatoren auf ihre

Bindungseigenschaften mit Zintersucht, dessen Radioisotéfgr im Zusammenhang mit
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metallbasiertem PETmaging stark diskutiert wirék® 312 Dabei konnte nicht nudie Zr
katalysierte Autohydrolyse carboxylatsubstituierter-DOTA-Komplexe gezeigt werden,
sondern auch mit der Synthese dek@mplexesZr-DOT1AZA erstmals ein DOTAasierter
Komplex synthetisiert werden, der exzellente Komplexstabilitat durch dieuBgndon Zf*
Uber vier Carboxylate mit der Modifizierbarkeit mittels ChHCkemie vereint. Auf dieser
Grundlage konnten die modifizierten-KomplexeZr -ZWI -DOTA undZr-ZWI 4s-DOTAZA
synthetisiert werden, die als Modell fur maRgeschneidertEodnplexe unteschiedlicher

Pharmakokinetik dienen.

(0]
vaiy
N\—\/\/N O
lll \—\N> A
(o) ~ ) / N \
R O‘g \—NI = \WA
o) \7K/N+\/\/SO3'

R = H: Zr-ZWI-DOTA
R =ZWI: Zr-ZWI4-DOTA

Abbildung 4-2 Modifizierte ZrKomplexe, basierend auf den zuvor synthetisierten ChelaR@I1AZA undDOTAZA .

Nach dem gleichen Prinzip wurde eine Reihe modifigiefOTA-Derivate mit®®Zr markiert

und in vivo untersucht. Neben exzellenter Serumstabilitat zeigten®&lleKomplexe eine
geringe Gewebespezifitdt abhdngig von den unterschiedlichen Modifikationen der Komplexe.
Es ist anzumerken, dass diesevivo-Assay einer der ersten ist, der dievivo-Eigenschaften
radiomarkierter DOTAbasiertePZr-Komplexen beschreibt.

Neben der Aufklarung von Komplexeigenschaften verschiedener DO&rAvate wurden
diverse Syntheseprotokolle etabliert, die zu DGJasierten BEs fuhrten, welche modular

mit TargetingVektoren konjugiert werden konnen und so den Einsatz fur verschiedene
metallbasierte bildgebende Verfahren ermdglichen.Abbildung 4-3 sind die DOTA
KonjugateDOTA-Ahx-cRGD und ZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD des Targeting/ektorscRGD
dargestellt, deren entsprechertfén-markierten Komplexén vivo auf ihre Pharmakokinetik

untersucht wrden.
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Abbildung 4-3 DOTA-basierte Peptidkonjuga2OTA-Ahx-cRGD, ZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD und cRGD4-BnsDOTA mit
dem Targeting/ektor cRGD.

Die Evaluation mittels SPECT zeigte, daasitterionische Reste prinzipiell unspezifische
Wechselwirkungen unterdriicken koénnen, gleichzeitig aber auch die Tumorretention
verschlechtern. Kinftig sollte hier noch das Verhaltnis zwischen zwitterionischen Resten und
TargetingVektoren untersucht werde

Des Weiteren wurde ein Ansatz prasentiert, den CheldBmDOTAZA als
Multimerisierungsplattformfir die Konjugation mehrerer Targetiygktoren via Click-
Chemie zu nutzen. Ein grofRer Vorteil dieser Verbindungen gegeniber aktuellen BFCs ist die
Modularitét der Tetracarbonsaure, die nicht nur gangige Metallidfiea’(, 111n3*, 86y 3*) mit

hoher Affinitat und Stabilitat komplexieren kdnnen, sondern auch das bereits diskéZigtte
welches als PEEMetall der Zukunft gehandelt wird.

Neben dem Targetingektor cRGD wurde auch Derivate der pseudopeptidischen
Phosphinsaur&PI untersucht, deren Evaluation eine metallbasierte Methodik erforderte, um
die neuen Substanzen ohne den Einsatz von Radioisotopen zu evaluieren. Daher wurde ein Eu
basierter Zellassagntwickelt und etabliert, deria Ein-PunktMessung mit E«lracer eine
Evaluation der Targetingektoren in Bezug auf ihre PSM#Mindungseigenschaften
ermdglicht. InAbbildung 4-4 sind die Verbindungen gezeigt, die in diesem Zellassay bei
gleicher eingesetzter Hfonzentration eine vergleichbare detektierte-Keunzentration
zeigten wie die Refererzu-PSMA-617.
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Abbildung 4-4 Mittels Eubasiertem Zellassay identifizierte PSMBnder.

Besonders bemerkenswert ist die hohe Anreicherung desD&i8atesEu-DOTA-NP34Q
welches auf eine PSMRBindung im niedrigen nanomolaren Bereich hindeutet. In der
anschlieBenden detaillierten Evaluation mit einer Konzentrationsreihe mit LNCaP u8id PC
Zellen zeigte sich jedoch keine PSMpezifische EtAnreicherung, welche mit der aktuellen
Datenlage nicht abschliel3end erklart werden konnte. Obwohl die ersterchéenernks-

Wert flr das TRISDerivat zu ermitteln scheiterten, sollten kinftige Experimente durchgeftihrt
werden, die sich auf die Spezifitdt gegenliber weiteren Rezeptoren konzentrieren. Zelllinien wie
22Rv1, die sich durch die extrazellulare Matrix ustieiden, konnten Aufschluss dariber
geben, ob weitere Rezeptoren fur das aul3ergewdhnliche Bindungsverhalten verantwortlich sein
konnten. Des Weiteren sollten alle auf diese Weise identifizierten PBikider in einem
Radioassay auf ihria vivo-Eigenschattn tberprift werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Substanzen sind aufgrund der ausgezeichneten
Komplexbildungseigenschaften des DOGAhundgerustes nicht nur fir metallbasierte
diagnostische Methoden, sondern auch naddir metallbasierte therapeutische oder
theragnostische Verfahren anwendbar. Der Chelator DOTA ist ein bekannter Chelator fir
Metalle wie °°Y, Lu oder ??°Ac, welche beispielsweise als’Lu-DOTATATE bereits

klinisch verwendet werdet?
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5. Summary

The aim of this work was the investigation and application of DOTA derivatives for various
metatbased imaging techniques. Modifications of the DOTA scaffold led to taiémte
characteristics of the corresponding metal complexes with respect to the intpplieatian.

The synthesis of a number of DOdased chelators with different side chain substitutions was
shown to significantly influence the complex properties of corresponding Ln complexes.
Studies of the corresponding Eu complexiasH NMR revealed an increase in the TSAP/SAP
ratio in linear proportion with side chain substitution. In this context, a dependence of the
complex geometry in solvents coordinating to different degrees was also detected. In the series
DMSO > H>0O ~ CHzOH > H2O/CHCN > CH3:CN, the solution structure in DMSO is
predominantly SAP. On the contrary, in &N TSAP is the favored conformation. The trend

in complex geometry was reflected by the relaxivity rates of the corresponding Gd complexes,
which showed an exponentialcrease in relaxivity with increasing side chain substitution.
Especially the GatomplexGd-DOTAZA showed remarkable relaxivityi(= 4.1mm* s1) at
magnetic field strength of 1’6 and 31K, outperforming all currently used GBCAs. In
addition, in vivo and relaxation properties can be tailored for a variety of applications by
modificationsvia CUAAC. The corresponding Loomplexes are shown Figure5-1 with the

experimentally determined complex geometries and relaxabilities.

N3 N3 N3
Ln-DOT1AZA Ln-DOT2AZA Ln-DOT3AZA Ln-DOTAZA
Eu: -53% d.e. TSAP Eu: -37% d.e. TSAP Eu: -14% d.e. TSAP Eu: 1% d.e. TSAP
Gd: 3.0mm" s Gd:3.2mm " s Gd:3.5mm " s Gd: 4.1 mm " s

Figure 5-1 Ln complexes with corresponding complex geometries of the Eu complexe®iarid the relaxivity of the Gd
complexes at 1.5 and310K in H20.

Furthermore, the chelators synthesized in this way were examined for their binding properties
with Zr, whose radioisotop®Zr is strongly discussed in connection with mdtased PET
imaging. Here, it was possible to demonstrate theafalyzed autohydrolysis of carboxylate
substituted Z4DOTA complexes. In addition, the synthesis of the Zr comgleOOT1AZA

was established, yielding the first DOdased Zr complex, which combines excellent complex

117



Summary

stability by binding of Zt" via four carlwxylates with the modifiability by click chemistry. On
this basis, the modified ZomplexesZr-ZWI-DOTA and Zr-ZWI s-DOTAZA were
synthesized, which serve as a model for taih@de Zrcomplexes of different

pharmacokinetics.

(0]
el
N\_\/\T (0]
° < :Zr:',’o ZWI
TN A
A NN N

; ‘g\— NNy
0 N
5 "l Nt~ _s0y

R =H: Zr-ZWI-DOTA
R =2ZWI: Zr-ZWI14,-DOTA

Figure 5-2 Modified Zr complexe&r-ZWI -DOTA andZr-ZWI -DOTA, based on the previously synthesized chelators
DOT1AZA andDOTAZA.

Following the same principle, a number of modified DOTA derivatives were labelle@%ith

and investigateth vivo. In addition to excellent serum stability, &iFr complexes showed a

low tissue specificity depending on the different modificationdhhefdomplexes. It should be
noted that this assay is one of the first to describmthigo properties of radiolabelled DOTFA
based®Zr complexes.

In addition to the elucidation of complex properties of several D@&#Avatives, various
synthesis protocel for DOTAbased BFCs have been established. Key features of these
compounds are effortless conjugation with targeting vectors and the modular applicability for
various metabased imaging techniquedrigure 5-3 shows the DOTA conjugates
DOTA-Ahx-cRGD and ZWI3-DOTA-Ahx-cRGD of the target vector cRGD, whose
corresponding!lin-labeled complexes were examiriadivo for their pharmacokinetics.
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Figure 5-3 DOTA-based peptide conjugat€8TA-Ahx-cRGD, ZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD and cRGD4-DOTA with the
targeting vectocRGD.

The evaluation using SPECT showed that zwitterionic residues can in principle suppress
unspecific interactiongyut at the same time impair tumor retention. In the future, the ratio
between zwitterionic residues and targeting vectors should be investigated here.
Furthermore, an approach was presented that utilizes the ch8aiDOTAZA as a
multimerization platfom for conjugation of several target vectorisa CUAAC. A major
advantage of these compounds in comparison to current BFCs is the modularity of
tetracarboxylic acid, which is not only able to complex common metal $8@s{, 1*4n®",

86y 3*) with high affnity and stability, but also the already discus§&d**, which is considered

to be the PET metal of the futuré® 312

In addition to the target vectoRGD, derivatives of the pseugeeptidic phosphinic aciGPI

were also investigated. Their evaluation required a rAleiseéd methodology to evaluate the
new substances without the use of radioisotopes. Therefore, -haséd cell assay was
developed and established, which allows the evaluation of target-eectagates in terms of

their PSMA binding propertiega one-point measurement with an Hwacer.Figure5-4 shows

the most promising compounds, which showed a comparatdeteeé Eu concentration in this

cell assay in comparison to the refereBcePSMA-617 at the same applied Eu concentration.
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Figure 5-4 PSMA binders identified by Ebased cell assay.

Especially remarkable is the high accumulation of the TRIS derivaiv®OTA-NP34Q

which indicates a PSMA binding in the low nanomolar range. However, in the subsequent
detailed evaluation with a concentration row with LNCaP aneBRElls, no PSMAspeciic
Eu-enrichment was found, which could not be conclusively explained with the current data.
Although the first attempts to determine an effecdevalue for the TRIS derivative failed,
future experiments should be carried out that focus on the sigdifiwards further receptors.

Cell lines such as 22Rv1, which are distinguished by their extracellular matrix, could provide
information as to whether additional receptors could be responsible for the unusual binding
behavior Furthermore, all PSMA binderndentified in this way should be checked for their

in vivo properties in aadio assay

Due to the complex formation properties of the DOTA scaffold, the substances presented in
this thesis are not only applicable for mediaked diagnostic methods, la$o in a modular

way for metalbased therapeutic or theranostic procedures. The chelator DOTA iskanowt
chelator for metals such &%, "Lu or ?°Ac, which are already clinically used &<Lu-
DOTATATE for example®
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6. Experimenteller Teil

Alle Reaktionen wurden, sofern nétig, unter Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Als Schutzgas
wurde Stickstoff verwendet. Kommerziell erhaltliche trockene Losungsmittel wurden von der
Firma Acros unter Stickstoffatmosphéare und Gber Mdkisieb bezogen. Andere
Lésungsmittel wurden an einer Destille nach Standardmethysdescknet und destillief?

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Acros Organics,
MachereyNagel, Merck, Roth, SigmAldrich oder VWR Chemicals bezeg. Der
Reinheitsgrad ent sprach Azur Synt hesef. Di

beschrieben, nicht weiter gereinigt.

6.1 Reinigung

6.1.1 Saulenchromatographie

Die saulenchromatographische Trennung erfolgte durch Kieselgel als stationareHehase.
unpolare Verbindungen wurden Kieselgel der KorngréRe-2@Ium der Firma
MachereyNagel verwendet. DeR--Wert wurde mittels Dunnschichtchromatographie auf
Fluorophorbeschichteten Kieselgelplatten der Firma Machd&tagel bestimmt. Die
Detektion erfégte mit Cersulfat (5 Ammoniummolybdat, 0.4 Cersulfat, 90nL H-O, 10mL
konz. BSQy), Vanillin (15g Vanillin, 250mL EtOH, 2.5mL konz. BSQy), Bromkresolgrin
(40mg Bromkresolgrin, 100L EtOH, 2mL NaOH (0.1m)) und U\-Licht (254nm,
366nm). Polareverbindungen wurden iiber Polygopfep00-50 C18 oder C8 Kieselgel der
KorngréRe 4663 um gereinigt. Die Detektion erfolgte massenspektrometrisch TEH).

6.1.2 Automatisierte Flussigkeitschromatographie
Fir die automatisierte Fliissigkeitschromatographiiurden Chromabofid Flash RS
Kartuschen der Firma Macherdjagel an einer Interchim PuriFI&5850 mit automatischem

Fraktionssammler und DAIDetektor verwendet.

6.1.3 Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Fur die analytische und préparative HPLC deurAcetonitril der Firma VWR Chemicals
verwendet. Der Reinheitsgrad entsprach Af ¢r
eine Merck Millipore Mil+Q Filteranlage gereinigt.

Fur die analytische HPLC wurde eine VWR Hitachi LaChorm Elite mit Pumpensy&te

2130), einem Diodenarraetektor (DAD, L-2455) und einem Autosampler -@200)
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verwendet. Als Standardsaule wurden eine EC 150/2 eine Nucleodur C18 Hifea eine
Nucleodur G ec, 5um der Firma Macherey & Nagel genutzt. Fir die praparative HRWwde

eine VWR Hitachi LaChrom Elite mit einem UBNetektor (U\W2400) und einem 42130
Pumpensystem verwendet. Je nach Substanz wurde eine 250/10 Nucleodur C18u#Tec, 5
oder eine 250/10 Nucleodur C18 eqir der Firma Macherey & Nagel verwendet. Als nhebi
Phase wurde ein Standardldsungsmittelgemisch a@HHCN mit 0.05% HCGH als
Additiv verwendet. Tabelle 6-1 zeigt den Standardgradienten mit entsprechenden

Retentionszeiten.

Tabelle 6-1 Standardgradient mit Retentionszeiten fiir analytisthayf) und praparativetéray HPLC-MS.
tanayt (MiN)  terap(Min)  H20 (%)  CHsCN (%)

2 7 98 2
17 32 5 95
19 40 5 95

6.2 Analytik

6.2.1 Kernspinresonanzspektroskopie

Die Messungen déH- und **C-Spektren erfolgte an einem Bruker Fourier 309z NMR-
Spektrometer oder einem Bruker AVANCE 40®1z bzw. 600MHz NMR-Spektrometer. Die
Struktur neuer Substanzen wurde mit2Balytik (H-H-COSY, HMBC, HSQC) ermittelt.

Die Verschiebung wird iG-Werten inppm in Bezug auf TMS angegeben. Die Spektren wurden
auf nichtdeuterierte Losungsmittel kalibrié¥ Zur Charakterisierung der Signale wurden die
Abkirzungen s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett) g (Quartett), m (Multiplett) und br (Breit)
verwendetKopplungskonstantehwurden in Hz angegeben.

Die Nummerierung der Atomkerne weicht von den I[UPRE&geln ab und stimmt nicht mit der
IUPAC-Nomenklatur der Molektle Uberein.

Die NMR-Spektren wurden mit der Software MestReNova 9.0.1 ausgewertet.
6.2.2 Relaationszeiten

Die T:-Relaxationszeiten wurden an einem microspect mg60 Relaxometer der Firma Bruker

bei 1.5T bei 37°C Uber 15 Messpunkte in Intervallen voin 800 ms ermittelt.
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6.2.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie erfolgte an eindraker MicroTOF-Q Il oder AmazonSL mit ESI

Quelle. Fir HRMS und L@1S-Chromatogramme wurde das Bruker MicroFQRI mit ESF

TOF Tunemix der Firma Bruker kalibriert und an eine VWR Hitachi LaChrom Elite gekoppelt,
welche ein Pumpensystem -f130), einen Diodenay-Detektor (l-2455) und einen
Autosampler (k2200) enthielt.

ICP-MS Messungen wurden an einem 7500cs series Massenspektrometer der Firma Agilent
Technologies durchgefuhrt.

6.2.4 Infrarotspektroskopie

Infrarotspektroskopie (IRMessungen wurden ainem Jasco FT/FA100 durchgefihrt.

6.2.5 Drehwertmessung
Der DrehwertUwurde an einem Polarimeter P 80D@er Firma Kriiss ermittele= 589nm).
Unter Berlcksichtigung der Kuvettenlanggdm) und der Massenkonzentratior(g/mL)

wurde mit Forme(6-1) der spezifische Drehwert]p ermittelt.
- U
[ H F b Ad (6-1)

6.2.6Thermogravimetrische Analytik

Alle Thermogramme wurden mit einer Pyrs 1 TGA der Firma PerkinElmer aufgenommen. Die
verwendete Temperatur wurde i isotherm bei 80C gehalten, bevor ein
Temperaturgradient von 8C bis 700°C mit einer Temperaturerhéhginvon 10°C/min

angewendet wurde.
6.2.7 Transmissionselektronenmikroskopie
Alle Probe wurde auf TEMCu-Grids mit 400Mesh Carbonfilm aufgetragen und an einem-JEM

1011 HRTEMMikroskop der Firma JEOL vermessen.

6.2.8 Energiedispersivd&Rontgenspektroskopie
EDX wurde an einem CM 300 UT der Firma Philips durchgefihrt.
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6.3 Arbeitstechnik

6.3.1 Mikrowelle

Reaktionen unter Mikrowellenbedingungen wurden in einem Discover Mikrowellenreaktor der
Firma CEM durchgeflhrt.

6.3.2 Zentrifuge

Zentrifugationen wurden an einer Biofuge Stratos der Firma Heraeus durchgefuhrt.

6.4 Arbeitsvorschriften

Im Folgenden beziehen sich Mischverhéaltnisse in Losungen auf die Volumenverhaltnisse,
sofern nicht anders angegeben. Aufgrund der Komplexitat der Molekéieht die
Nomenklatur von den IUPAEmpfehlungen ab.

6.4.1 Festphasensynthese

Die Festphasenpeptidsynthese erfolgte an einem CEM Liberty 12 Peptidsynthesizer auf einem
2-Chlorotrityl-Harz 100200 mesh (1.@\g.). Pro Kupplungssegnz wurde eine Aminosaure

in DMF (6.4Aq., 0.2m) mit Activator (HOBt (5.0Aq.) und HBTU (5.0Ag.) in DMF
(5.0mL)), Activator BasgDIPEA (1.4mL) in N-Methylpyrrolidon (2.8mL)), Deprotection
(Piperidin (8.0mL) in DMF (32mL)) verwendet. Die Abspaltung des Peptids erfolgte ldurc
Zugabe von AcCOH/TFE/CKLI> (1:1:8, 2.0mL) und anschlielendem Rihren ¢h) bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die Losung filtriert und der Rickstand mit
AcCOH/TFE/CHCI> (1:1:8, 2.0mL) versetzt. Der Vorgang wurde viermal wiederholt. Die
Filtrate wurden vereinigt und das Lagsmittel destillativ entfernt.
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6.4.2 Komplexeigenschaften verschiedenén-DOTXAZA -Derivate
BnsaDOT1AZA

0}

N3
27
2 1
26 ?—OBn —)
3.0

1"
25 N_/u;N 4

24
23 12 10 O
(@] 11 5
6
P aN N 7
1
8

4

< > 16/0%5
o
20 17

19 18

Der Tribenzylester BYDO3A 12 (113mg, 183mmol, 1.00Aq.) wurde in CHCN (15mL)
gelost und mit C£0s (66.0mg, 202mmol, 1.10Aq.) versetzt. AnddieBend wurde das
Triflat 9 (135mg, 367mmd, 2.00Aq.) in CHCN gel6st und tropfenweise zugegeben. Die
Suspension wurde #2 bei Raumtemperatur gerihrt, filtriert, das Losungsmittel destillativ
entfernt und das Rohprodukt an Kieselgel {CHCH3zOH, 991- 50:1) gereinigt. Das Produkt
wurde als gelbes Ol (1289, 148mmol, 81%) erhalten.

Rr = 0.30 (CHCI2/THF, 15:1, Cersulfat)

[Ub =-26° (c = 1 mg/mL, ChkCl,, 25°C)

'H NMR (600MHz, CDCL): ti= 7.38i 7.27 (m, 20H, H7 i H9, H-181 H-20, H251 H-27),
5.25i 5.03 (m, 8H, H5, H-16, H23), 3.67i 3.62 (m, 1H, H3), 3.58 (d3J=7.1Hz, 1H, H

10a, HSQC), 3.51 3.38 (m, 4H, H10b, H14, H21a, HSQC ), 3.22 2.92 (m, 7H, Hla, H

1 0 6-1 4 $121b, HSQC), 2.61 2.35 (m, 12H, HL17 H-13), 1.921.86 (m, 2H, H2).

13C NMR (150MHz, CDCk): ti= 175.5 (G4, HMBC), 174.0 (€22) , 173.9 (€15), 135.3 (€
17),135.3,135.1 (®, G24), 128.8, 128.8, 128.7, 128.7, 128.7, 128.5, 128.5, 128.4, 128.4 (C
77 C-9, G181 C-20, G251 C-27), 67.7 (G5), 67.2, 67.1, 67.1 (@6, G23), 58.2 (C3), 55.4
(C-14), 55.3 (C21), 52.89, 52.73, 50.2, 48.55, 48.40, 48.20, 47.59QCC-13), 44.52 (C1),
23.83 (G2).

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GeHssN7Og: 417.7129, gef.: 47.1775 [M+HF".

IR : Gmax(cm) =2831.9, 2097.2, 1725.0, 1448.3, 1143.6, 1103.1, 1028.8, 948.8, 742.5, 695.21,
569.9.
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BnsaDOT2AZA
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Das sekundare Amin BBO2A 15(260mg, 554umol, 1.00Aq.) wurde in CHCN (35.0mL)

gelost, mit CsCOs (361mg, 1.11mmol, 2.00Aqg.) versetzt und auf @C gekihlt. Die
Suspension wurde portionsweise mit dem Tr@lé52mg, 1.50mmol, 2.77Aq.) versetzt und

Z

16h bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung filtriert, das
Losungsmitel destillativ entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch an Kieselgel
(CHCI2/CHsOH, 50:% 5:1) gereinigt. Da®roduktwurde als gelbes Ol (3509, 387umol,

70%) erhalten.

[ UF-2. 8A (b = 1sN,85°QGpg/ mL, CH

'H NMR (400MHz, CDCh): li=7.47i 7.21 (m, 20H, HL17 H-13, H167 H-18), 5.24i 5.06

(m, 8H, H9, H-14), 3.69i 3.62 (m, 2H, H3), 3.65i 3.62 (m, 2H, Hla), 3.511 3.39 (m, 4H,

H-1b, H-7a), 3.27 2.05 (m, 18H, 61 H-7), 1.93i 1.72 (m, 4H, H2)

13C NMR (100MHz, CDCk): U = 175.5 (G4), 174.0 (G8), 135.3 (G15), 135.2 (Cl10),
128.83, 128.80, 128.72, 128.67, 128.42, 128.33, 122.30L (C13, G161 18), 67.7 (C9),

67.1 (G14), 58.2 (€3), 55.4 (C7), 52.8 (G5), 50.2 (C1), 48.6, 47.5,445 6B 6 ;6, 0B 6 ) ,
23.1 (G2).

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GgHsgN10Os: 452.2293, gef.: 452.2213 [M+H]

IR: Omax (cmit) = 2979.48, 2883.06, 2096.24, 1731.76, 1455.99, 1254.47, 1192.763, 1111.76,
1029.80, 968.09, 748.25, 697.14, 638.32.
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BnsDOT3AZA

Das sekundare Amih2 (358 mg, 435umol, 1.00Aq.) wurde in CHCN (7.00mL) geldst, mit

CsCOs (141 mg, 435mmol, 1.00Aq.) versetzt und die Reaktionslosung adf0gekiihlt. Die
Suspension wurde mit -Bromessigsaurebenzgierll (652mg, 1.50mmol, 2.77Aq.)

versetzt und 24 bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung
filtriert, das Losungsmittel destillativ entfernt und der Riuckstand saulenchromatographisch an
Kieselgel (CHCI/CH3OH, 99:% 7:1) geeinigt. Das ProdukBnsDOT3AZA wurde als

gelbes Ol (388ng, 399umol, 92%) erhalten.

[Up =-10.6° @ = 1.5 mg/mL, CHCN, 25°C)

IH NMR (300MHz, CDCh): U= 7.39i 7.27 (m, 20H, H11-13, H16-18), 5.24i 5.07 (m, 8H,

H-9, H-14), 3.75 3.70 (m, 1HH-3 6 ) , 1 3%1 (6,2H, H7a) 3.51' 3.16 (m, 11H, H3, H-

5a, H6a, H7b), 2.931 2.34 (m, 14H, HL, H-1 6 ;5b, H6b), 2.03( 1.72 (m, 6H, H2, H2 ¢ ) .

13C NMR (75MHz, CDCk): U = 175.65, 175.54 (&), 173.95 (€8), 172.25(c46) , 128. 80
128.76, 128.8, 128.64, 128.48, 128.44 128.36, 128.32, 128.27,128.211 {@3, G16- 18)

60.61 (G3), 58.15 (C3 6 ) , 135. 79, 1 3 5-102F15), 6X.85567.05966.321 3 5. O ¢
66.09 (G9, G14),60.52 (€3 6 ) , 53y 56122, 53.5€, 52.69, 50.89, 50.60,43, 50.20,

49.34, 48.67, 48.58, 48.49, 47.57, 44.71(C-57 7), 29.12, 28.94, 23.82 (2).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir GoHe1N130s: 9714766, gef.:971.4732
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Der BenzylesteBnslDOT2AZA (50mg, 45umol, 1.0Aq.) wurde mit LIOH £.0mg,
0.20pumol, 4.4Aq.) in THF/H,O (1.0mL, 1:1) gelost und 24 bei Raumtemperatur gerthrt.
Anschlieend wurde die Reaktionslosung mit HAGO0QuL, 1.0m) versetzt und
gefriergetrocknet. Der Ruckstand wurde s&ulenchromatographisch dfie&dtgel (C18
H>O/CHCN, 98:2 0:1) gereinigt. Das Produtturde als farbloser Feststo#4mg, 44umol,
98%) erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fur GoHs1EuN10Os: 543.2634gef.: 543.2649 [M+H].

IR: Omax (cml) = 2980.45, 2098.17, 1688.37, 1627.63, 13751(28.43, 1159.97, 691.36,
626.75.
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Der BenzylesteBnsdDOT3AZA (14mg, 15umol, 1.0Aqg.) wurde in mit LIOH THF/HO
(1.0mL) gelost und 24 bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionslésung mit HCI (1, 2.0mL) versetzt un@4 h bei 40°C geruhrt. Danach wurde die
Reaktionslosung gefriergetrocknet und der Rickstand s&ulenchromatographisch- an RP
Kieselgel (C18, HO/CH:CN, 98:2 0:1) gereinigt. Das Produkturde als farbloser Feststoff
(9.1mg, 15umol, >99%)erhalten

[ BF-27. 6 A (mg/mis HG, 2%C).

HRMS (ESI): m/z ber. flir G2H3z7N130s: 612.2961, gef.: 612.2825 [M+H]

IR: OGmax (cmt) = 2377.80, 2098.17, 1695.12, 1624.73, 1398.14, 1348.00, 1222.65, 1155.15,
1097.30, 823.46, 784.89, 643.14.
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Eu-DOT1AZA "

Der freie ChelatoDOT1AZA wurde in NHOAc-Puffer (500uL, pH 5.5) geldst, mit EuGl
(29.4mg, 114umol, 1.10Aq.) versetzt und & bei 90°C geriihrt. AnschlieRend wurde das
Lésungsmittel destillativ entfernt und der Riickstand saulenchromatographisckaeseigel

(C18, BO/CHsCN, 99:1 0:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (@4,1

103 umol, >99%) erhalten.

[ UF-0. 7A (b = ,Q/CHCNIrigl), 281C). H

HRMS (ESI): m/z ber. flrCigH26EUN;Os: 624.1285gef.:624.123gM+H] ™.

IR: OGmax (cnit) = 2980.45, 2098.17, 1688.37, 1627.63, 1375.00, 1228.43, 1159.97, 691.36,
626.75.

Eu-DOT2AZA
. T
I
N—| "N ©
<\ ,I’O

Der freie ChelatorDOT2AZA (18.8mg, 20.0umol, 1.00Aq.) wurde in NHOAc-Puffer
(500pL, pH 5.5) geldst, mit EuGl(29.4mg, 114umol, 1.10Aq.) versetzt und B bei 90°C
geruhrt. Anschlieend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Ruckstand
séaulenchromatographisch an HRRselgel (C8, HO/CHCN, 85:15 0:1) gereinigt. Das
Produktwurde als farbloser Festoff (13.3mg, 19.3umol, 97%) erhalten.

[ UF-21. 3A (b =,08CHEN (ih)/28C)., H

HRMS (ESI): m/zber. firCzoH31EUN1oOs: 693.1611gef.:693.1565 [M+H].

IR: Omax (cml) = 2980.45, 2098.17, 1688.37, 1627.63, 1375.00, 1228.459.97, 691.36,
626.75.
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Eu-DOT3AZA

Der freie ChelatoDOT3AZA (5.0mg, 8.2umol, 1.0Aq.) wurde in NHOAc-Puffer (500uL,
pH 5.5) geldst, mit EuGl(2.3mg, 9.0umol, 1.1Aq.) versetzt und 8 bei 90°C geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel tdlesiv entfernt und der Ruckstand
séulenchromatographisch an-RRselgel (C8, HO/CHCN, 8:2 0:1) gereinigt. Das Produkt
wurde als farbloser Feststoff (618, 8.2umol, >99%) erhalten.

[ U¥-13. 4A (b =,08CHEN (rp)/28C)., H

HRMS (ESI): mVz ber. fiir G2H34EuNi30g: 762.1938, gef.: 762.1918 [M+H]

IR : Gmax (cmi?) = 292548, 2096.24, 1608.34, 1382.71, 1276.65, 1092.48, 635.43.

Eu-DOTAZA 172

Der freie ChelatoDOTAZA (38.6mg, 56.7umol, 1.00Aq.) wurde in NHOAc-Puffer
(500pL, pH 5.5) gelost, mit EuGl(16.1mg, 62.4umol, 1.10Aq.) versetzt und & bei 90°C
geruhrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Ruckstand
saulenchromatographisch andRRselgel (C8, HO/CHCN, 8:2 0:1) gereinigt. Da Produkt
wurde als farbloser Feststoff (381§, 46.6umol, 82%) erhalten.

[ UF-140. 7A (b =0/GHCN (Imy 251€). , H

HRMS (ESI): vz ber. flr GaHasEUN160s: 831.2265, gef.: 831.2227 [M+H]

IR : Gmax (cmi?) = 3373.85, 2980.4%2098.17, 1604.48, 1377.89, 1272.79, 1093.44, 633.50.
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Gd-DOT1AZA "

Der freie ChelatoDOT1AZA wurde in NHOAc-Puffer (500uL, pH 5.5) geldst, mit GaD3
(3.6mg, 10umol, 0.60Aq.) versetzt und 8 bei 90°C geriihrt. AnsclieRend wurde das
Losungsmittel destillativ entfernt und der Riickstand s&ulenchromatographiscHaseseigel

(C18, HO/CHsCN, 99:1 0:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (©9.4
16.6umol, >99%) erhalten.

[ BF-2. 0OA (b =HQ/CHCNrtlgl), 251C).

HRMS (ESI): m/zber. firCisH2GdN/Og: 629.1314, gef.: 629.1317 [M+H]

IR: Omax (cmt) = 2979.48, 2925.48, 2381.66, 2096.24, 1591.95, 1386.57, 1319.07, 1244.83,
1084.76, 943.02, 908.31, 719.32.

Gd-DOT2AZA

Der freie ChelatoDOT2AZA (5.5mg, 10umol, 1.0Aq.) wurde in NHOAc-Puffer (500uL,

pH 5.5) geldst, mit GaDs (2.2mg, 6.1umol, 0.61Ag.) versetzt und 18 bei 90°C gerihrt.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch andRRselgel (C18, HO/CH:CN mit 0.05% HCGH, 85:15 0:1)
gereinigt. Das Produkturdeals farbloser Feststoff (6rig, 9.9umol, >99%) erhalten.

[ U¥-7. 8A (b = Q/CHCNIrigl), 281C). H

HRMS (ESI): mVz ber. flirCzoH31GdN10Os: 698.1641, gef.: 698.1633 [M+H]

IR: Omax (cmY) = 2921.63, 2856.06, 2096.24, 1594.88887.53, 1315.21, 1085.73, 904.45,
647.00.
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Gd-DOT3AZA

Der freie ChelatoDOT3AZA (9.2mg, 15umol, 1.0Aq.) wurde in NHOAc-Puffer (500uL,

pH 5.5) geldst, mit GDs (2.8 mg, 7.7umol, 0.77Aq.) versetzt und 18 bei 90°C geriihrt.
Anschlieend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch an Reselgel (C18, HO/CHCN, 8:2 0:1) gereinigt. Das
Produkt wurde als farbloser Fsiiff (11.5mg, 15umol, >99%) erhalten.

[ U¥-10. 8 A ( b =0ICHEN (rty)/28C)., H

HRMS (ESI): m/z ber. fur GzHzGdNwz0g: 767.1967, gef.: 767.1768 [M+H]

IR: Omax (cmt) = 2921.63, 2856.06, 2098.17, 1608.34, 1387.53, 1085.73, 66386,7.

Gd-DOTAZA "2

Der freie ChelatoDOTAZA (13mg, 16umol, 1.0Ag.) wurde in NHOAc-Puffer (500uL,

pH 5.5) geldst, mit Gs (6.4mg, 18umol, 1.1Ag.) versetzt und & bei 90°C geriihrt.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch andReselgel (C8, HO/CH:CN, 2:8 0:1) gereinigt. Das Produkt
wurde als farbloser Feststgl2.5mg, 15umol, 94%) erhalten.

[ UF-115. 0A (b =0O/GHQN (Im}y 251€)., H

HRMS (ESI): m/z ber. fiur GaHzsGdNieOs: 836.2295, gef.: 836.2262 [M+H]

IR: Omax (cmY) = 2979.48, 2925.48, 2381.66, 2096.24, 1608.34, 1386.57, 124998.44,
639.29.
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6.4.3 Stabilitdit DOTA-basierter Zr-Komplexe
DOTA-Ahx-Bn
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Der Tritert-butylester t-BusDOTA-Ahx-Bn (26.5mg, 34.2umol, 1.00Aqg.) wurde in
TFA/CH2Cl2 (2.00mL, 1:1) gel6st und fur 24 bei Raumtemperaturegihrt. Anschlie3end
wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch an
Kieselgel (C18, HO/CHCN, 99:% 1:1). Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (2038
34.2umol, >99%) erhalten.
IH NMR (300MHz, D20): ti= 7.47i 7.41 (m, 5H, H11 3), 5.16 (s, 1H, ¥b), 3.86i 3.74 (m,
4H, H13, H18), 3.66 3.54 (m, 4H, H16), 3.48i 3.30 (m, 8H, H14, H15), 3.30i 3.20 (m,
8H,H1 4 6-15 61) i 1.25(n§ H, H7 - 10).
13C NMR (75MHz, D;O): i= 176.68 (G17, C18) 135.77 (G5), 128.81, 128.54, 128.16{C
i 3), 66.77 (C13, G16, G18), 55.26 (€14, G15), 39.14 (Cl11), 33.78 (€7), 27.82, 25.51,
23.90 (G81 10).
HRMS (ESI): n/zber. fir GsHasNsOg: 608.3290, gef.: 608.3100 [M+H]
IR: Omax (cmit) = 2937.06, 1718.26, 1633.41, 1455.99, 1382.71, 1351.86, 1197.58, 1162.87,
1085.73, 977.73, 908.31, 700.03.
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Zr-DOTAZA

Der freie ChelatoDOTAZA (10mg, 15umol, 1.0Ag.) und Zr(acag) (7.9mg, 16umol,
1.0Aq.) wurden in CHOH (1.0mL) gelost und 3 bei 60°C geriihrt, wobei sich ein farbloser
Niederschlag bildete. Die Suspension wurde filtriert und der Filterkuchen re@€LOmL)
gewaschen und I8 bei 70°C getrocknet. Das Produkt-DOTAZA wurde als farbloser
Feststoff(12mg, 15umol, >99%) erhalten. Die Identitat des Produktes konnte aufgrund der
geringen Loslichkeit in DMSO bei 20C nicht abschlieRend bestétigt werden.

HRMS (ESI): mVzber. fir GaHssN160sZr: 767.2022, gef.: 767.1913 [M+H]

IR : Omax (cmt) =2097.2, 1691.3, 1672.0, 1257.4.

Zr-DOT1AZA

Der freie ChelatoDOT1AZA (1.6mg, 3.4umol, 1.0Ag.) wurde mit Zr(acaa) (1.8 mg,
3.7umol, 1.1Aq.) in CHOH (1.0mL) geldst und 3 bei 70°C geriihrt. Der entstehende
farblose Niederschlag wurde filtriert, mit GBH gewaschemind im Vakuum getrocknet. Das
Produkt wurde als farbloser Feststoff (1§, 3.4umol, >99%) erhalten.

[ U¥-3. 6A (b = ,0,25C)mg/ mL, H

IH NMR (700MHz, CD:CN): ti= 3.961 3.82 (m, 4H, H7), 3.71i 3.68 (m, 1H, Hla), 3.64
3.58 (m, 3H, H3, H-9), 3.52 3.42 (m, 4H, H5 6 ;6 6H1b)B.18 2.69 (m, 13H, b, H-6),
2.081 2.04 (m, 1H, H2a), 1.81-1.77 (m, 1H, H2b).

13C NMR (175MHz, CDsCN): ti= 179.39 (&4, G-10) 68.2 (C7, HSQC), 64.8 (®, HSQC),
56.6 (G5, G6, 31, HSQC), 56.2 (€3), 49.1 (C1), 25.0 (G2, HSQCQC).

HRMS (ESI): m/zber. fur GgH27N70s: 560.1041, gef.: 560.1004 [M+H]

IR : Gmax (cm) =2102.0, 1699.0, 1673.9, 1470.5, 13342267.0, 930.5, 719.3.
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ZWI-BnaDOTA
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Das Losungsmittet-BuOH/H,O/DMF (2:2:1) wurde entgast, bevor Cul (@, 5.1umol,

0.043Aq.), TBTA (3.4mg, 6.4umol, 0.053Ag.) und Natriumascorbat (3r8g, 19umol,

0.16Aq.) zugegeben, und 30in bei Raumtemperatur geriihrt wurden. AnschlieBend wurden

das Alkin ZWI (32mg, 0.15mmol, 1.3Ag.), sowie das AziBnsDOTAZA (0.10g,

0.13mmol, 1.0Ag.) zugegeben und die Reaktionslésunghl®ei 50°C geriihrt. Das

Losungsmittel wurde destillativ entfernt, der Rickstand inOMHF (2mL, 1:1)

aufgenommen, mit N& (5.0mg) versetzt, 3tnin bei Raumtemperatur gerihrt und das

Losungsmittel destillativ entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde sdulenchromatographisch an

RP-Kieselgel (C18, HO/CHs:CN, 9:3 5:95) gereinigt. Das Produkt wurde als gelblicher

Feststoff (90mg, 87 umol, 70%) erhalten

[ U¥-3. 3A (b = ,0,29C).mg/ mL, H

'H NMR (600MHz, CD:OD): ti=8.42 (s, 1H, H7), 8.31 (s, 1H, SéM), 7.391 7.28 (m, 20H,

H-14i H-16), 5.17i 5.11 (m, 8H, H12), 4.63i 4.51 (m, 2H, H5), 3.83i 3.66 (m, 7H, H10,

H-19), 3.43-3.39 (m, 2HH-3), 3.12i 2.78 (m, 24H, €1, G4, G17, G18), 2.50i 2.44 (m,

1H, H-9a), 2.32" 2.25 (m, 3H, H2, H-9b).

13C NMR (150MHz, CDsOD): U = 172.75 (GC11, H19), 136.99, 136.97, 136.94, (3),

136.47 (G6), 129.94, 129.89, 129.78, 129.70, 129.66, 129.586.512 (G147 H-16), 129.47

(C-7), 68.16, 68.13, 67.99 {C2), 63.0 (C3), 62.0 (C10), 58.7 (G5), 56.0, 55.3 (€19), 54.2,

53.2 (G17, G18),51.5,51.4 (&1),51.20(C1 7 6 ) , -84HESQO), 48.5(€1), 29.9 (G9),

19.9 (G2).

HRMS (ESI): mVz ber. fiirCs4H70NgO11: 520.2515, 520.2419 [M+H].

IR: Omax (cml) = 2979.48, 1731.76, 1455.99, 1258.32, 1160.94, 1029.80, 968.09, 741.50,

698.11, 637.36, 601.68, 516.83.
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ZWI-DOTA
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Der BenzylesteZWI -BnsDOT1AZA (81 mg, 78 umol, 1.0Aq.) wurde in HO/THF (1:1,
3.0mL) gelost, mit Pd/C (8.ing, 10wt%) versetzt und unter>fAtmosphare 16 bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung filtriert und das
Losungsmittel destillativ entfernt. Das Produkt desals farbloser Feststoff (83, 78umol,

>99%) erhalten.

[ U¥-1. 8A (b = ,8,2%5C)mg/ mL, H

IH NMR (600MHz, D20O): Ui= 8.44 (s, 1H, H7), 4.72 (m, 2H, B, H-5), 4.01i 3.00 (m, 35H,

H-1, H-3, H4, H-8, H-10, H17, H18, H19), 2.46i 2.42 (m, 1H H-9a), 2.38 2.33 (m, 3H,

H-2, H-9b).

13C NMR (150MHz, D20): ti = 178.3 (G11, G20, HMBC), 135.0 (G5), 129.4 (C7), 62.2
(C-19), 61.5 (G10), 60.7 (C3), 58.1 (G5), 55.8 (br, C17, G18), 50.1 (G4), 48.60 (CB), 47.2

(C-1), 27.8 (G9), 18.2 (G2).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir GeHasNgO11S: 340.1576, gef.: 340.1443 [M+H]

IR: Omax (cnit) = 2980.45, 2884.02, 1683.55, 1386.575, 1251.58, 1156.12, 1087.66, 1028.84,
954.59, 638.32.
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Zr-ZWI -DOTA
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Der freie ChelatoZW!-DOTA (1.0mg, 1.5umol, 1.0Aq.) wurde in CHOH (0.50mL)
gelost, mit Zr(acaa)170uL, 10mm, 1.1Aq.) und 3h bei 70°C gerihrt. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel destillativ entfernt und der Ruckstséwdenchromatographisch an -RP
Kieselgel (HO/CHCN, 98:2 5:95) gereinigt. Der ZKomplexwurde als farbloser Feststoff
(1.2 mg, 1.5umol, >99%) erhalten.

[ UF99.5A (b =,0125). mg/ mL, H

HRMS (ESI): mV/z ber. fir GeHa2NgO11SZr: 765.1814, gef.: #1800 [M+HT.

Zr-ZWI »-DOTA
N 6\ SN TS0,
N. . 4
038/\/\N+
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Der freie ChelatoZWI 4+-DOTA (10mg, 6.7umol, 1.0Aq.) wurde mit Zr(acaa)(3.9mg,
8.0,umol, 1.2Ag.) in NH:OAc-Puffer (1.0mL, pH 5.5) gelost und 16 bei 100°C geriihrt.
Der entstehende beigefarbene Niederschlag wurde filtriert, miOEHyjewaschen und an RP
Kieselgel (C18, HO/CH:CN, 98:1 1:1) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff
(8.2mg, 5.2umol, 78%) erhalten.
[ BF-24. 8A (b =,0425T). mg/ mL, H
'H NMR (600MHz, D2O): U= 8.45 (s, 4H, Hb), 4.89i 4.86 (m,8H, H-8), 4.77 (s, 8H, b),
3.67 (d,%J = 10.5Hz, 4H, H10), 3.5112.94 (m, 56H, H1, H-3, H-4, H-12), 2.40i 2.34 (m,
16H, H2, H-9).
HRMS (ESI): mz ber. fiir GeHosN20020S4Zr: 794.2593, gef794.2590 [M+H}*.
IR : Omax (cm?) = 2916.81, 1700.91, 1678.73, 1476.24, 1333.53, 1253.50, 1177.33, 1036.55.
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6.4.4 Oberflachenbeschichtung Synthese
P4-Bn4sDOTA
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Das Losungsmittet-BuOH/H.O/DMF (2:2:1) wurdeentgast, bevor Cul (0.953, 5.0umol,
0.043Aq./Azid), TBTA (2.2mg, 6.2umol, 0.053Ag./Azid) und Natriumascorbat (3rig,
19umol, 0.16Ag./Azid) zugegeben, und 3@in bei Raumtemperatur geriihrt wurden.
AnschlieRend wurden das Alk#2 (20mg, 0.15mmol, 1.3Ag./Azid), sowie das
Azid BnsaDOTAZA (30 mg, 29umol, 1.0Aq.) zugegeben. Die Reaktionslésung wurdeldei
50°C im Mikrowellenreaktor (1%) und danach 1B bei Raumtemperatur gerihrt.
Anschliel3end wurde das Losungsmittel destillativ entfernt, dek&®and in HO/THF (2mL,
1:1) aufgenommen, mit N& (5.0mg) versetzt, 3Gnin bei Raumtemperatur gerihrt und das
Losungsmittel destillativ entfernt. Der Ruckstand wurde an Kieselgel (EtOAc/EtOH,
50:1- 0:1) gereinigt. Das Produkt wurde als gelbes Olni4324 umol, 82%) erhalten.

'H NMR (500MHz, CDsCN/D;0, 4:1) ti= 7.59- 7.53 (m, 4H, H11), 7.53- 7.25 (m, 20H, H
7-9), 5.36- 4.99 (m, 8H, H5), 4.56- 4.28 (m, 8H, H1), 4.08- 3.97 (m, 16H, HL5), 3.39-
3.23 (m, 4H, H3), 2.95- 2.79 (m, 8HH-2), 2.69- 2.45 (m, 8H, H13), 2.29- 2.18 (m, 16H,
10-H), 2.10- 2.03 (m, 8H, 14H), 1.32- 1.21 (m, 24H, 146).

13C NMR (125MHz, D20): U = 175.3 (G4, HMBC), 146.0 (C12, HMBC), 135.3 (&5,
HMBC), 128.6 (G9, G8, G7, HSQC), 122.1 (€11, HSQC), 66.8C-5, HSQC), 62.7 (€15,
HSQC), 57.7 (€3, HSQC), 48.4 (€1, HSQC), 46.3 (€14, HSQC), 43.5 (2, HSQC), 23.4,
18.8 (G10, HSQC, HMBC), 17.9 (@3, HSQC), 15.3 (a5, HSQC).

3P NMR (242Hz, D;0): li = 33.48.

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GaH124N1¢020Ps: 901.4B7, gef.: 901.4152 [M+H.
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Ps-DOTA
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Der Tetrabenzylesté?s-BnsDOTA (10mg, 5.5umol, 1.0Ag.) wurde in HO/THF (1mL)
geldst, mit Pd/C (10%, thg) versetzt und unter sHAtmosphéare & bei Raumtemperatur
geruhrt.Anschliel3end wurde die Reaktionslosung filtriert und das Losungsmittel destillativ
entfernt. Das Produkt wurde als farbloses Ol (¢ 5.5umol, >99%) erhalten.
'H NMR (500MHz, D;O/CDsCN, 1:1) ti=8.12- 8.02 (m, 4H, 11H), 4.94- 4.82 (m, 16H, 15
H), 4.76 - 4.68 (m, 8H, 1H), 4.35- 4.27 (m, 8H, 1), 4.13- 4.03 (m, 4H, 3H), 3.23- 3.08
(m, 8H, 10H), 2.93- 2.83 (m, 4H, 2H), 2.48- 2.41 (m, 4H, 2H), 2.27- 2.23 (m, 16 H, 1{H,
14-H), 1.61- 1.32 (m,24 H, 164).
3P NMR (242MHz, D20): ti = 33.08.
HRMS (ESI): vz ber. fiir GeH1odN16020P4: 721.3198, gef.: 721.3223 [M+H]
IR : Gmax (cmi?) = 3386.39, 3102.90, 1579.41, 1366.32, 1170.58, 1044.26, 787.78, 625.79.

Eu-Ps-DOTA
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Der freie ChelatoP4+-DOTA (30mg, 23 umol, 1.00Aq.) wurde in NHOAc-Puffer (1mL, pH

5.5) geldst, mit EuGl (6.5mg, 25umol, 1.1Aq.) versetzt und B bei 100°C geriihrt.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch an-{Reselgel H.O/CHCN, 98:2 5:95) gereinigt. Das Produkt
wurde als farbloser Feststoff (391, 25umol, >99%) erhalten.

HRMS (ESI): mVz ber. fir GeHo7N16020P4: 796.2691, gef.: 796.2689 [M+H]
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6.4.5 Integrin-Targeting - Synthese
Ahx-cRGD 29

Das Boegeschiitzte cRGiDerivatBoc-29 (12.5mg, 15.0umol, 1.00Ag.) wurde in
TFA/TIPS/HO (95:2.5:2.5, 5nL) gel6ést und 16 bei RT gerihrt. Das Lésungsmittel wurde
mit N> abgedampft und mit Ci€l> (2x 3 mL) koevaporiert. Anschliefend wurde der
Ruckstand in BO/CHsCN (2:1, 1mL) gel6ost und gefriergetrocknet. DBsoduktwurde als
farbloser Feststoff (10.4hg, 14.2umol, 95%) erhalten.

[ U¥-2. 8A (b = ,O/CHCNIrigl), 2%1C). H

H NMR (600 MHz, CDsCN/D;0, 1:1):li= 7.487 7.25 (m, 2H, Amid), 7.00 (}J = 8.3Hz,
2H, H-16), 6.70 (d3J = 8.3Hz, 2H, H17), 4.58 (t3J = 6.9Hz, 1H, H21), 4.40 (HSQC, H
13), 4.27 (HSQC, F27), 4.09 (d2J = 14.9Hz, 1H, H25a), 3.75 (dd¥J = 10.7, 4.2Hz, 1H, H-
11), 3.35 (d2J = 14.8Hz, 1H, H25b), 3.09 2.75 (m, 8H, H1, H-7, H-14, H-30), 2.64- 2.56
(m, 2H, H22), 2.12 (t3J = 7.5Hz, 2H, H5), 1.78- 1.18 (m, 14H, H2 - 4, H-8, H-10, H-28,
H-29), 0.86i 0.81 (m, 2H, HI).

13C NMR (150MHz, CDsCN/D20, 1:1):li= 175.8 (G23, HMBC), 175.4 (&, HMBC), 173.6
(C-26, HMBC), 172.6 (€32, HMBC), 171.58 (€20, HMBC), 171.0 (€24, HMBC), 154.6 (C
18), 131.1 (€16), 129.8 (€31, HMBC), 127.6 (€15, HMBC), 116.5 (€17), 56.5 (C13), 56.3
(C-11),53.2 (C27, HSQC), 51.2 (G21, HSQC), 44.53 (25), 41.46 (C7), 40.12 (C30), 39.6
(C-1, HSQC), 37.6 (22), 37.2 (G14), 36.6 (C5), 31.0 (C10), 28.7 (G8), 28.3 (G28), 27.6
(C-29), 26.12, 25.77, 25.31 {Ci 3), 23.7 (C9, HSQC).

HRMS (ESI): 'z ber. fir GsHs2N10Og: 732.392, gef.: 366.906 [M+H]

IR: Omax (cmit) = 3195.47, 2917.77, 2848.35, 1652.70, 15240.85, 1516.74, 1196.61, 1171.54,
1144.55, 1023.05, 819.60, 719.32, 612.29.
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DOTA-Ahx-cRGD

Das cRGDBDerivat29 (10mg, 14 umol, 1.0Ag.) wurde mit NHSEster30 (12mg, 17umol,
1.2Aq.) in DMF (2mL) gel6st, mit EN (0.15mL) und 24h bei RT gertihrt. AnschlieRend
wurde das LoOsungsmittel destillativ entfernt, der Ruckstand i@/FHF (1:1, 3mL)
aufgenommen, mit LIOH (0.8, 400uL) versetzt und 24 bei RT gerihrt. Anschliel3end
wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das RohprodaktPLC (Nucleodur RP18,
250x 10mm ID, 5um Partikel, 2% CBCN in H,O mit 0.05% HCGH, 2min halten,
anschlieBend 2% 95% in 18min, 5 mL/min, 255nm, tr = 6.50min) gereinigt.Das DOTA-
cRGD-Konjugat wurde als farbloser Feststoff (&@, 7.2umol, 51%) erhalten.

[Ub =-2.2° @ = 1.8 mg/mL, HO/CHCN (1:1), 25°C).

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GoH7sN14O16: 560.2933, gef560.2940 [M+HF*.

IR: Omax (cmiY) = 3207.04, 2983.34, 1652.70, 1567.84, 1417.42, 1205.29, 1182.15, 1135.87,
842.74, 800.31, 723.18, 554.43.
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BnsDOT3AZA -Ahx-cRGD 32
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Das cRGDBDerivat29 (9.0mg, 12umol, 1.0Aqg.) wurde mit NHSEster31 (13 mg, 14umol,
1.2Aq.) in DMF (2mL) gel6st, mit BN (0.15mL) und 72h bei RT geriihrt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das RohprodaktiPLC (Nucleodur RP18,
250x 10mm ID, 5um Partikel, 5SmL/min, 255nm, tr = 6.50min) gereinigt.Das Produkt
wurde als farbloser Feststoff (i#y, 7.6umol, 63%) erhalten.

IH NMR (400MHz, D,O/CDsCN, 4:1): 8.34 (s, 4H, M), 7.447 7.21 (m, 15H, H44 - 46),
7.08i 6.95 (m, 2H, H16), 6.70i 6.63 (m, 2H, H17), 5.55i 5.04 (m, 6H, H42), 4.59 4.52
(m, 1H, H21), 4.47i 4.43 (m, 1H, H13), 4.38i 4.31 (m, 1H, H27), 4.15 (d2J = 15.2Hz,
1H, H-25a), 3.98 3.86 (m, 1H, H11), 3.69i 3.51 (m, 5H, H33, H38), 3.45 2.74 (m, 50H,
H20, H-1, H7, H-14, H22, H25b, H30, H34ai 37a, H40), 2.67i 2.24 (m, H34bi 37b),
2.10 (t,%) = 7.9Hz, 2H, H5), 1.84i 1.71 (m, 2H, H39a), 1.68 1.57 (m, 2H, H39b), 1.55
1.21 (m, 14HH-2 - 4, H-8, H-10, H28, H29), 0.97i 0.91 (m, 2H, H9).

HRMS (ESI): 'z ber. fir GeH108N23016: 798.9128, gef.: 798.9564 [M+E]
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ZWI 3-DOTA-Ahx-cRGD
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Fur die folgende Reaktion wurde eine Stammlésung aus(4@dlug, 2.58umol), TBTA
(2.69mg, 3.18umol) und NaAsc (1.9éng, 9.60umol) in einem entgasten Gemisch aus
DMF/t-BuOH/H,O (1:2:2, 5mL) hergestellt. Danach wurde das Alk&wIl (1.18mag,
5.75umol, 3.28Aq.) und das AziB2 (2.80mg, 1.75umol, 1.00Aq) in DMF (200uL) gelost,
mit der Stammldosung (440L) versetzt und 24 bei RT geruhrt. Danach wurde das
Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch -an RP
Kieselgel (G18, 2% CHCN in Wasser mit 0.05% HC#) gereinigt und da Losungsmittel
destillativ entfernt.

HRMS (ESI): 'z ber. fiir GodH108N26025s: 738.3560, gef.: 738.3592 [M+#]

Das Rohprodukt wurde inJ@ gelost, mit LIOH (0.34, 20pL) versetzt und 24 bei RT
gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel destilleitfernt und das Rohprodukia
HPLC (Nucleodur RP18, 250xXOm ID, 5um Partikel, 2% CHCN in H,O mit 0.05%
HCO:H, 2min halten, anschlieRend 2995% in 18min, 5mL/min, 218nm, tr = 12.87min)
gereinigt. Das Produkt wurde als farbloBeststoff (0.5mg, 0.3umol, 10%) erhalten.

HRMS (ESI): miz ber. fir GeHi3N26025Ss: 647.9746, gef.: 647.9801 [M+H]
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6-(2-bromoacetamido}hexansauretert-butylester 35
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Eine Suspension aus Hexansatae-butylester34 (100mg, 534umol, 1.00Aq.) und KCOs
(148mg, 1.07mmol, 2.00Ag.) in CHCN (1.00mL) wurde bei CC mit einer Losung aus
Bromaceylbromid33 (50 uL, 575umol, 1.08Aq.) in CHsCN (100pL) versetzt. Anschlie
Rend wurde die Suspension furii6ei Raumtemeratur geruhrt.

Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt an Kieselgel gereinigt
(Pentan/EtOAc 5:1). Das Produkt wurde als farbloser Feststoffni8181umol, 90%)
erhalten.

Rr = 0.5 (Pentan/EtOAc 5:1, Cersulfat)

1H-NMR (400 MHz, CDsOD): Ui = 3.81 (s, 2H, H1), 3.20 (t3J=7.3Hz, 2H, H3), 2.23 (t,
3J=7.3Hz, 2H, H7), 1.67i 1.49 (m, 4H, H4, H-6), 1.45 (s, 9H, HL0), 1.41i 1.28 (m, 2H,
H-5).

13C-NMR (100MHz, CDsOD): ti=174.9 (G8), 169.4 (C2), 81.4 (G9), 40.72 (C3), 36.3 (G
7), 29.8 (G4), 28.8 (C1), 28.4 (G10), 27.3 (G5), 25.8 (C6).

HRMS (ESI): m/zber. fir GoH22BrNOs: 308.0856, gef.: 308.0850 [M+H]

IR: Omax (cmt) = 2980.45, 2925.48, 2854.13, 1716.34, 18461540.85, 1508.06, 1455.99,
1396.21, 1233.25, 1167.69, 1093.44, 1013.41, 956.52, 796.46, 777.17.
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BnsDOT3AZA -Ahx-t-Bu 36

Zu einer Suspension adem sekundaren Amib6 (49.4mg, 160umol, 1.00Aq.) und CsCQO;
(104mg, 320umol, 2.40Ag.) in CHCN (3.00mL) wurde bei °C eine Lésungvom
Alkylhalogenid35 (160mg, 49.4umol, 1.2Aq.) in CH:CN (1.50mL) zugegeben und I6bei
Raumtemperaturgertuhrt. Danach wurde das Loégsmittel destillativ entfernt und das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel.GLH'HF 8:2 0:1) gereinigt. Das
Produkt wurde als farbloses Ol (52, 50.1umol, 38%) erhalten.

Rr = 0.3 (CHCI/THF 3:2, Cersulfat)

[Upb =-21.0° = 1.5 mg/mL, CHCN, 25°C).

IH NMR (400 MHz, CDC4): U= 7.53 (s, 1H, kD), 7.42i 7.27 (m, 15H, H20i H-22), 5.13
(s, 6H, H18), 3.511 3.17 (m, 11H, H11, H14, H16), 3.01 2.41 (m, 18H, H8, H-12, H13),
2.18 (t,%J = 7.5Hz, 2H, H8), 2.08i 1.91 (m, 3H, H15a), 1.82 1.96 (m, 3H, H15b), 1.63
1.23 (m, 17H, HL, H471 H-7).

13C NMR (100 MHz, CDC}): ti= 173.0 (G3), 171.98 (€17), 171.02 (€10, HMBC), 135.6
(C-19), 128.7 (€21), 128.6 (€22), 128.5 (€20), 80.0 (C2), 66.6 (C18), 60.3 (C14), 5493,
51.47, 50.75, 49.49 (@2, G13), 48.6 (C16), 39.1 (C11), 35.5 (C8), 29.8 (G7), 29.1 (G6),
28.8 (G15), 28.2 (C1), 26.6 (G5), 24.8 (G8).

HRMS (ESI): vz ber. fiir GsH74N1400: 526.2955, gef.: 526.2896 [M+F]

IR: OGmax (cmt) = 2929.34,2850.27, 2098.17, 1725.98, 1676.80, 1558.20, 1455.03, 1366.32,
1256.40, 1151.29, 1122.37, 965.20, 750.17, 698.11.

145



Experimenteller Teil

Zwitterion -Buttersaure 39
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TBTA (28.1mg, 53.0umol, 0.053Aq.), Cul (8.18mg, 43umol, 0.043Aq.) und NaAs
(31.7mg, 160umol, 0.16Ag.) wurden int-BuOH/H.O/DMF (2:2:1, 2mL) gelost und flr
30min bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurdkzidobuttersaur@8 (129mg,
1.0mmol, 1.0Ag.) und das Zwitterio@ZWI (267mg, 1.3mmol, 1.3Aq.) zugegeben undif

24h bei 50°C geruhrt. Danach wurde das Ldsungsmittel destillativ entfernt und das
Rohprodukt an RiKieselgel gereinigt (C18, ¥D/CHCN, 98:2). Das Produkt wurde als
farbloser Schaum (236g, 700umol, 70%) erhalten.

IH NMR (400MHz, D;0): Ui = 8.39 (s, 1H, Fb), 4.70 (s, 2H, H7), 4.55 (t3J=6.7Hz, 2H,

H-4), 3.49i 3.43 (m, 2H, H8), 3.12 (s, 6H, HL1), 2.98 (t3J=7.2Hz, 2H), 2.46i 2.20 (m,

6H, H2, H-3, H-9).

13C NMR (100MHz, D;O): ti= 176.9 (G1), 135.0 (G6), 128.9 (C5), 62.3 (G8), 58.1 (H7),
50.03 (G11,), 49.96 (&4), 47.2 (C10), 38.7 30.6 (€3), 24.6 (G2), 18.2 (G9).

HRMS (ESI): mV/z ber. fir G2H22N40sS 335.1384, gef.: 335.1389 [M+H]

IR: Omax (cml) = 2983.34, 1716.34, 1473.35, 1413.57, 1203.36, 1151.29, 1032.69, ,896.74
857.20, 804.17, 728.00, 600.72, 521.65.
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TBTA (5.6 mg, 11umol, 0.053Aq./Azid), Cul (1.6mg, 8.6pumol, 0.043Aq./Azid) und NaAsc
(6.3mg, 32umol, 0.16Aq./Azid) wurden int-BuOH/HO/DMF (2:2:1, 2mL, entgast) geldst

und 30min bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde das AdMA (54 mg,
0.26mmol, 3.9Aq.) und das Azid.6 (55 mg, 67mmol, 1.0Ag.) zugegeben und Z#bei 50°C
geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt an RP
Kieselgel gereinigt (C18, #/CHsCN, 98:2 5:95). Das Produkt wurde dkrbloser Feststoff
(73mg, 51umol, 76%) erhalten.

[ GF 14.0A (b ©,25°C0 mg/ mL, H

'H NMR (300MHz, D2O): Ui = 8.481 8.35 (m, 3H, H10), 7.44i 7.32 (m, 15H, HL i H-3),

5.18i 5.04 (m, 6H, H5), 4.68i 4.47 (m, 12H, H12, H9), 3.66i 2.00 (m,62H, H7, H-8, H-

137 H-20).

13C NMR (75MHz, DMSO-de): U = 171.15, 170.52 (®), 135.79 (&4), 135.18 (Cl1,
HMBC), 128.51, 128.48, 128.31 {C- 3), 128.23 (€10), 66.05 (5), 61.43, 61.15 (A4, G
146), -9)756.848C1%2),@9.84, 49.79, 49.68941 (G13,G1306) , -9)747.821 ( C
(C-16), 47.28, 45.68 (br,-C77 20, HSQC), 30.21 (8, HSQC), 18.84, 18.79 (C5,G1 5 6 ) .
HRMS (ESI): mVzber. fiir GsHosgN16015Ss: 720.3353, gef.: 720.3310 [M+H]

IR: Gmax (cmi?) = 3446.2, 2972.7, 1725.0, 1597.456.9, 1162.0, 1030.8, 905.4, 740.2, 636.4,
601.7.

Schmelzpunkt 96.2°C.
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ZWI3-BnsDOT1AZA 41

0 3
038\/\/N+\)\/ _\ ?;Oano H
N—/\N/\(

OB

e}

=}

3

2©/5\O ) \/_N S~
N* .
1 BnO \—N/%,L/\/ \ 505
N

1 N °

‘038\16/15\14/3N4\1151TNN
Das Triflat9 (32.6mg, 100umol, 1.00Aq) und CsCQ; (32.6mg, 100umol, 1.00Aq) wurden
in CHsCN (5.00mL) suspendiert, das sekundare Amih (144mg, 100umol, 1.00Aq)
zugegeben und die Reaktion 24bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend wurde die
Suspension filtriert, das Losungsmittel destillativ tfemt und der Ruckstand
saulenchromatographisch an -RRselgel (C18, HO/CH:C N, 4:1 Y 1:19) ger
alkylierte Produkt wurde als gelbliches @#8 mg, 89.5 pmol, 90%@rhalten.
[ GF 22.0A (b ©,25°C0 mg/ mL, H
IH NMR (600MHz, DMSO-de): Ui = 8.558.51 (m, 3H, 7H, -HJ, #.407.29 (m, 20H, Ph),
5.225.03 (m, 8H, CHZPh), 4.684.60 (m, 6H, 8H, -H} 8.484.41 (m, 6H, 84, -H3 8.69
3.20 (m, 22H, 14, 12H, 10H, -H,B8, 3H 6 ,-CHRCH2-N, HSQC), 3.082.95 (m,
18H, 4H, -Hj, 8.792.69 (m, 6H, NCH2-CH2-N), 2.442.33 (m, 6H, iH, -H}, 8.262.07
(m,12H,2H, -H2H9, H9 6 ) ,-1.16 (M3 ZH, 1H).

13C NMR (150MHz, DMSO-de): U =171.62, 171.48 (@5, G11, G116, HMBC) , 136.
135.91, 135.71, 135.21, 135.146CC6 6, Ph), 128.52, 128 .41, 12¢
C76, Ph, HSQC), 67.13, 66.17, 65. 71G30665.56

HSQC), 60.24, 60.17, 59.98{12, G10, G1 0 6 , HSQC) , H,6C584, HBE.CHA4
49.86 (NCH2-CH2-N), 49.73, 49.63 (&2, G4 6 , HSQC) , 48. 03, 47 .59,
47.22, 46.05 (€14, G8, G8 6-1,&1 0 -CINR-CH2-N, HSQC), 30.90, 29.08, 28.94, 28.07
(C-13,G9,G9 6, HSI®.85(G2,G26, HSQC) .

HRMS (ESI): mVz ber. fir GeH1odN16017Ss: 828.8778, gef. 828.8701 [M+2H]

IR: Omax (cmt) = 3462.6, 2963.1, 2101.1, 1726.0, 1455.0, 1164.8, 0132.7, 898.7, 699.1, 601.7,
521.7.
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PA-cRGD 47

Das freie AmincRGD (107mg, 173umol, 1.00Ag.) und der Pentinsiureaktivesté
(33.7mg, 173umol, 1.00Ag.) wurden fur 10min evakuiert. AnschlieRend wurde das
Stoffgemisch in DMF/DMSO (5.001L, 1:1) gelost, mit DIPEAZ00 L, 1.76mmol, 10.2Aq.)
versetzt und die Reaktionslosundn bei Raumtemperatur gertihrt. Das Rohprodukt wurde
gefriergetrocknet und anschlieend saulenchromatograplaactiRRKieselgel gereinigt
(H20/CHC N, 98:2Y0:1) gereini dgefriertrazknsng &srfartdosek t
Feststoff(40.4mg, 57.8umol, 33%)erhalten.

[ UF-26 A ( imgmiL, HO, B5°C).

'H-NMR (600MHz, DMSO-dg): Ui = 6.956.93 (m, 2H, H22), 6.656.64 (m, 2H, H23), 4.52
4.43 (m, 67H, HO, H-12, HSQC), 4.34.34 (m, 1H, H14), 4.174.15 (m, 1H, H18), 4.01
(d2)=15.3Hz, 1H, H16a), 3.753.73 (m, 1H, H10), 3.30 (d2J = 15.2Hz, 1H, H16b), 3.06
2.90 (m, 4H, H6,H-29), 2.782.71 (m, 2H, H4), 2.422.30 (m, 5H, H1, H-3, H-20), 2.252.23

(m, 2H, H25), 1.721.66 (m, 1H, H27), 1.501.45 (m, 2H, H9, H-27), 1.381.30 (m, 3H, H

7, H9), 1.241.16 (m, 2H, H28), 0.880.83 (m, 2H, H3).

13C-NMR (150 MHz, DMSQde): ti= 176.11, 175.06, 174.40, 173.90, 173.36, 172.76, 171.89,
157.69 (G24), 156.15 (€30), 131.74 (€22,), 128.85 (21), 116.64 (€23), 113.02 (€1),
84.87 (G2), 72.26 (G20), 56.40 (€12, HSQC), 56.23 (€10), 53.37 (€18), 51.20 (€14),
44.75 (G16), 41.73C-29), 37.84 (&6), 37.27 (G4), 35.67 (G25), 31.45 (€9), 29.17 (C27),
28.71 (CG7), 25.86 (G28), 23.94 (€8), 15.89 (C3).

HRMS (ESI): m/zber. fir GoHaeNgOg: 700.3413, gef. 700.3410 [M+H]

IR Omax(cm®): 3285.1, 2865.7, 2332.5, 1641.1, 15113846, 1235.2, 1200.5, 1035.6, 651.8,
509.1.

Schmelzpunkt: 178.5°C.
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cRGD-DOTA
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Fir die Synthese wurde das ABd4sDOT1AZA (28 mg, 34umol, 1.0Aq.) und das Alkird7
(23mg, 34umol, 1.0Aq.) fir 10min evakuiert und anschlieRend DMF/t-BuOH/HO
(0.50mL, 2:2:1) geldst. AnschlieRend wurden Cul (@, 5.2 pmol, 0.15Aq.), TBTA
(1.1mg, 2.1umol, 0.062Aq.) und NaAsc (1.3ng, 6.6umol, 20Aq.) fir 5min evakuiert und
ebenfalls n DMF/t-BuOH/HO (0.50mL, 2:2:1) gel6st. Beide Losungen wurden vereint und
bis zum vollstdndigen Umsatz des Azids gerihrt. Die Reaktion wurde mittel43_@erfolgt.
HRMS (ESI): m/zber. fir GoH7eN16017: 511.9224, gef. 511.9142 [M+H]

Das Rohprodukt wurde gefriergetrocknet und der Rickstand ohne weiter Reinigung
H2O/THF (1:1, 4mL) geldst und mit Pdohle versetzt. Die Suspension wurde mitgdsattigt
und 24h bei Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde die Reaktionslésung filtréest, d
Losungsmittel destillativ entfernt und der Riickstand s&ulenchromatographiscHaaseigel
(C18, HO/ICHCN, 95:5 Y 0: 1) gereinigt. DasmProdukt
0.5umol, 2%) erhalten.

HRMS (ESI): m/zber. fiir GoH7eN16017: 587.28%0, gef. 587.2870 [M+H].
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Fur eine Stammlosung wurde TBTA (8, 16pumol), Cul (2.5mg, 13umol) und NaAsc
(9.5mg, 48umol) in t-BuOH/H.O/DMF (2:2:1, 5.0mL) gel6st, entgast und fur 30in bei
Raumtemperatur geriihrt. Zeitgleich wurde das AWKir(4.6 mg, 6.6mmol, 4.4Aq.) und das
Azid BnsDOTAZA (1.6mg, 1.5mmol, 1.0Ag.) int-BuOH/HO/DMF (2:2:1, 0.40mL) geldst

und mit der Stammlésung (0.bGL) versetzt. Die Lésung wurde T2bei Raumtempetar
gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktion im Mikrowellenreakton B2i 50°C, 48h bei
70°C und 12h bei 100°C geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und
das Rohprodukt an RRieselgel gereinigt (C8, ¥O/CHCN, 22:78 5:95). DasProdukt
wurde als farbloser Feststoff.0 mg, 0.26umol, 12%6) erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fur GsdH244N52044: 640.9825, gef. 640.9822 [M+F1]
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Das freie Amin(3.3mg, 4.8umol, 1.0Ag.) wurde in DMSO (0.20nL) gelost, mit EN

(14 L, 0.10mmol, 21Aq.) versetzt und fir 3tin bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wurde der Aktiveste$8 (2.1 mg, 2.7umol, 1.0Ag.) zugegeben und die Reaktionslosury 5

bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das
Rohprodukt direkt umgesetzt.

HRMS (ESI): mVz ber. fiir G/H102N9O1sP: 451.5766, gef.: 451.5713 [M+H]

Das Rohprodukévurde in CHCI/TFA (1 mL, 1:1) geldst und 16 bei 0°C gerthrt. Danach
wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Ruckstaittdls HPLC (EC Nucleodur

C18 HTec, 250/10, ¥ in CHCN + 0.1% HCGH, 98% auf 5% in 25nin, 5mL/min, &=
210nm) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff ni,00.84umol, 18%)
erhalten.

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GsHzsNgO1sP: 395.5140, gef.: 395.5088 [M+H]
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Das freie Amin (3.3ng, 4.8umol, L0Ag.) wurde in DMSO (0.20nL) gelost, mit EN
(14 L, 0.20mmol, 21Aqg.) versetzt und fiir 3tin bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wurde der AktivesteB8 (2.1 mg, 2.7umol, 1.0Aq.) zugegeben und die Reaktionslosury 5
bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das
Rohprodukt direkt umgesetzt.
HRMS (ESI): mVzber. fir G7H102NgO18P: 451.5766, gef.: 451.5713 [M+H]
Das Rohprodukivurde in CHCI/TFA (1 mL, 1:1) geldst und 16 bei 0°C gerthrt. Danach
wurde das Lésungsmittel destillativ entfernt und der Ruckstaittdls HPLC (EC Nucleodur
C18 HTec, 250/10, ¥ in CHCN + 0.1% HCOGH, 98% auf 5% in 25nin, 5mL/min, &=
210nm) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff @9 0.86umol, 18%)
erhalten.
HRMS (ESI): mvz ber. fiir GsH71NsO1sP: 522.2385, gef.: 522.2306 [M+H]
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Das freie AminFR371D (2.9mg, 2.1umol, 1.0Aq.) wurde in DMSO (0.20nL) geldst, mit
EtsN (6.1puL, 44pmol, 21Aq.) versetzt und fir 3Min bei Raumtemperatur gerunhrt.
AnschlieBend wurde der Aktivests8 (2.9mg, 2.3umol, 1.1Aq.) zugegeben und die
Reaktionslésung B bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde das Lésungsmittel destillativ
entfernt und das Rohprodukt direkt umgesetzt.
HRMS (ESI): vz ber. fiir G7H102NgO18P: 451.5766, gef.: 451.5661 [M+H]
Das Rohprodukivurde in CHCI2/TFA (1 mL, 1:1) gel6st und B bei Raurtemperatur gerthrt.
Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstétels HPLC (EC
Nucleodur C18 HTec, 250/10,.8 in CHCN + 0.1% HCGH, 98% auf 5% in 1%nin,
5 mL/min, &= 210nm) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoffni@.,71.0pmol,
48%) erhalten.
HRMS (ESI): m/z ber. fiir GsHzgNgO1sP: 395.5140, gef.: 395.5037 [M+H]
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Das freie AmirNP188(1.3mg, 19 umol, 1.0Aq.) wurde in DMSO (0.18nL) geldst, mit EfN
(5.6 uL, 40 umol, 21Aq.) versetzt und fir 3tin bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wurde der AktivesteB8 (1.7mg, 2.1umol, 1.1Ag.) zugegeben und die Reaktionslésund20
bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das
RohproduktViH173 direkt umgesetzt.
HRMS (ESI): vz ber. fir G7H104NgO17P: 446.9169, gef.: 446.930KI+H] 3.
Das Rohprodukivurde in CHCIo/TFA (1 mL, 1:1) gelost und B bei Raumtemperatur gerihrt.
Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der Rickstétels HPLC (EC
Nucleodur C18 HTec, 250/10,.8 in CHCN + 0.1% HCGH, 98% auf 5% in 3 min,
5 mL/min, &= 240nm) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoffnit).61.4umol,
72%) erhalten.
HRMS (ESI): 'z ber. fiir GsHgoNgO17P: 390.8543, gef.: 390.8557 [M+H]

155



Experimenteller Teil

Ads-GPI 65
o O OH
3"‘\2/\/\/\/\/\)L » PMOH
0% 7 “OH
Das freie AminGPI (33mg, 107umol, 1.10Ag.) wurde mit dem Aktivestes4 (40mg,
97.0umol, 1.00Aq.) in DMSO (5mL) und E&N (533uL, 3.85mmol, 12Aq.) gelost und &
bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end wurde dekBRonslosung gefriergetrocknet. Das
Zwischenprodukt wurde Massenspektrometrisch validiert und ohne weitere Reinigung
verarbeitet.
HRMS (ESI): m/z ber. fur G2Hai1N209P: 509.2623, gef.: 509.2655 {M]".
Der Ruckstand wurde in TFA/TIPS/A (95:2.5:2.5, 3nL) gelést und fuar & bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde das Ldsungsmittel destillativ entfernt und der
Ruckstand saulenchromatographisch an-KR#elgel gereinigt (€18, HO/CH:CN,
99:1- 1:1) Das Produkt wurde als farbloser Festg®®.7mg, 72.2umol, 74%) erhalten.
IH NMR (600MHz, D2O): i = 4.35 (ddJ = 8.6, 4.9Hz, 1H, H15), 2.98 (t3J = 7.6Hz, 2H,
H-2), 2.75i 2.70 (m, 1H, H19), 2.49-2.27 (m, 4H, H12, H-22), 2.091.91 (m, 5H , H16, H-
18a, H21), 1.76i 1.70 (m, 1H, H18b), 1.67i 1.59 (m, 6H, H3, H-11, H-17), 1.38 1.28 (m,
14H, H4- 10).
13C NMR (150MHz, D>0O): i=178.93 (G20), 177.44 (€3, HMBC), 177.32 (€13, HMBC),
175.53 (G24, HMBC), 53.68 (€15), 53.49(C1L 5 6 ) , -2)939.21671C19),35.42 (C12),
31.35 @, Jcp = 90Hz, G-18), 31.25 (€22), 28.47, 28.41, 28.39, 28.33, 28.29, 28.11, 28.07,
(C-4- 10, G21), 26.14 (dLJcp= 90Hz, G-17), 25.51 (€11), 25.23 (C3), 24.00 (G16).
31P NMR (242MHz, DO): ti= 43.0.
HRMS (ESI): m/z ber. fiir GaHaiN2OoP 255.1377, gef.: 255.1377 [M+H]
IR: OGmax (cmt) = 2980.45, 2925.48, 2854.13, 1716.34, 1684.52, 1646.91, 1558.20, 1540.85,
1523.49, 1455.99, 1396.21, 1233.25, 1167.69, 1099.23, 1013.41, 956.52.
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Das freie Amin65 (6.6mg, 13umol, 1.0Aq.) wurde in DMSO (1.0nL) geldst, mit BN
(0.10mL, 5.0Aq.) versetzt und fur 3tin bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde
der Aktivester30 (10mg, 13umol, 1.0Ag.) zugegeben und die Losung fir Hebei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde das Ldsungsmittel destillativ entfernt und der
Ruckstand sdulenchromatographisch arki#zelgel gereinigt (€18, HO/CH:CN, 9:1- 1:9).

Das Produkt wurde Is gelblicher Feststoff (1dg, 9.4umol, 69%) erhalten und direkt
umgesetzt.

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GoHgsNeO16P: 583.2953, gef.: 583.2974 [M+H]

Der Benzylester (1ing, 9.4umol, 1.0Aq.) wurde in LiOH aqg. (10QlL, 0.5M, 5.0Aq.) gelost
und far 16h bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel destillativ
entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch aiig®lgel gereinigt (€18,
H>O/CHCN, 98:2 1:1). Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (8¢5 7.3umol, 81%)
erhalen.

IH NMR (600MHz, D20): Ui = 4.36 (dd3J = 8.6, 4.9Hz, 1H, H15), 3.85- 3.17 (m, 24H, H

267 29), 2.81i 2.68 (m, 1H, H19), 2.47 (t3J=7.6Hz, 2H, G22), 2.29 (t3]J=7.2Hz, 2H,
H-12), 2.181.41 (m, 24H, H27 H-11, H1671 H-21).

13C NMR (150MHz, D;0O): U = 179.2 (G23, HMBC), 179.1 (€30) 177.6 (€25, HMBC),
177.4 (G13, HMBC), 176.0 (24, HMBC), 55.8, 54.4, 53.7, 50.4, 48.3, 39.81(&; C26i 29,
HSQC), 39.5 (C2), 39.2 (9), 35.4 (C12), 31.3 (C22), 30.8, 28.5, 28.4, 28.3{Z1, HMBC),
28.1, 28.1, 26.6 (@), 25.5, 25.2, 24.0 @8, HSQC).

31p NMR (242MHz, D20): ti = 42.51, 42.49.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir GsHe7NsO16P: 448.2249, gef.: 448.2179 [M+H]

IR: Omax (cmit) = 3384.46, 2979.48, 2921.63, 2358.52, 2335.37, 21579R.11, 1614.13,
1047.16, 777.17.
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Das freie Amin69 (16.2mg, 33.7umol, 1.10Aq.) wurde in DMF (5.00nL) gelost, mit EfN
(21.0pL, 152umol, 4.80Aq.) versetzt und fur 3fin bei Raumtemperatur gédni.
AnschlieBend wurde der Aktivestéd (21.0mg, 31.4umol, 1.00Aq.) zugegeben und die
Reaktionslosung fir B gerihrt. Danach wurde das Losungsmitetillativ entfernt und der
Ruckstand saulenchromatographisch ark#3elgel (HO/CHsCN, 8:2 0:1) gereinigt. Das
Produkt wurde als farbloser Feststoff (8§, 9.3umol, 28%) erhalten.

HRMS (ESI): mVz ber. fiir GsHgoNeO14: 537.3030, gef.: 537.3030 [M+H+K]

IR: Gmax (cmt) = 2929.34, 2852.20, 2359.48, 2339.23, 2003.68, 1712.48, 1668.2P,14,
1368.25, 1228.43, 1108.87, 509.12.
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Das freie Amin69 (21.3mg, 35.5umol, 1.30Ag.) wurde in DMF (5.00nL) geldst, mit EN
(21.0pL, 151umol, 4.80Aq.) versetzt und fir 3fin bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurde der Aktivests8 (17.3mg, 25.8umol, 1.00Aq.) zugegeben und die
Reaktionslosung fur B gertihrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und der
Ruckstand saulenchromatographisch arki#elgel (HO/CHs:CN, 8:2 0:1) gereinigt. Das
Produkt wurde als farbloser Feststoff (1§, 9.3umol, 36%) erhalten.
HRMS (ESI): m/z ber. fiir GoH101N7O1s: 574.8751, gef.: 574.8739 [M+H+K]

158



Experimenteller Teil

Boc-Ahx2-Ad 72

Das freie Amin69 (18.7mg, 38.9umol, 1.00Aq.) wurde in DMSO (50QuL) gelost, mit E4N
(53.8uL, 389umol, 10.0Aq.) versetzt und fir 3fMin bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurde der Aktivest28 (15.3mg, 46.7umol, 1.20Aq.) zugegeben und die
Reaktionslosun@6 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde das Losungsmittel destillativ
entfernt und der Ruckstand sdulenchromatographisch aKid®elgel (C8, HO/CHsCN,
80:20 0:1) gereinigt. Das Produkt wurde als gelbegi3l0mg, 24.5umol, 63%)erhalten.

'H NMR (400MHz, DMSO-dg) U = br12H, HR®, 7.71s(t3) = 5.6 Hz, 1H, H4), 7.28
(s, 1H, H18), 6.74 (t,3J=5.7Hz, 1H, H11), 2.99 (q,3)=6.6Hz, 2H, H12), 2.87 (q,
3)=6.7Hz, 2H, H5), 2.13 (t3] = 8.2Hz, 6H, H24), 1.99 (dt3J=17.0, 7.4Hz, 4H, H9, H-
16), 1.50i 0.98 (m, 39H, H1, H61 H-8, H13i 15,H20, H22, H23).

13C NMR (100MHz, DMSO-ds) U = -257, 571.0 (Cl0)c171.6 (€17), 155.52 (),
77.24 (G2), 52.53 (C19), 44.63 (C20), 44.41 (C22), 38.28 (&%), 37.50 (G12), 36.06 (€
16), 35.38 (9), 34.21 (G23), 29.26 (C24), 28.96 (€21), 28.25 (C1), 27.92 (C6, CG13),
26.0 (G7, G14), 25.1 (G8, G15).

HRMS (ESI): m/zber. fir GeHsoN3O10: 694.4273, gef.: 694.4272 [M+H]
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