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Aufgabenstellung

Stabilitétsuntersuchungen von Neuropeptiden umfassen metabolische und chemische
Andysen unter verschiedenen Bedingungen. Wahrend der metabolische Abbau der Peptide
ausschliesslich zu Fragmenten fuhrt, welche mittels HPLC-Analyse feststellbar sind, konnen
chemische Veranderungen zu Formen fihren, die nicht zwingend eine andere Retentionszeit
aufweisen (z.B. Oxidation eines Amins oder Racemisierung). Die Uberprifung der
Bindungsaffinitét ist deshalb eine wichtige zusétzliche Kontrolle. Als erstes sollten folglich extreme
Bedingungen beziglich pH-Wert und Temperatur, wie sie wadhrend der Markierung und den
Analysen auftreten konnen, in vitro untersucht und ihren potentiellen Einfluss auf die Struktur der
Peptide analysiert werden.

Bel den bisher durchgefihrten Plasmastabilitétstests zeigten sich Probleme bel der
Reproduzierbarkeit. Das Problem legt unter anderem darin, dass grosse Mengen der Peptide die
Enzyme blockieren, so dass nur markierte Peptide und keine inaktiven Trager eingesetzt werden
koénnen. Dazu bleibt nur die HPLC mit Aktivitétsdetektor als Analysenmethode Ubrig, wobei ein
weiteres Problem darin besteht, dass keine ganzen Zellen, Zellbestandteile oder Proteine
eingespritzt werden konnen, ohne die HPLC-Saule zu blockieren. Es ist also wichtig, die
Abtrennung der markierten Peptide und Metaboliten so durchzufihren, dass dadurch keine
Veranderung verursacht wird. Es gilt deshab, die Proteinfallung zu optimieren, eine geeignete
Methode zur Messung der Plasmahalbwertszeit zu validieren und die metabolische Stabilitédt einiger
interessanter Neuropeptid-Anaoge zu untersuchen.

Die Stabilitd eines markierten Peptids im Blut muss moglichst hoch sein, damit eine
Anreicherung im Tumor stattfinden kann. Der therapeutische Nutzen ist umso grosser, je langer das
Peptid im Tumor bleibt. Die Untersuchung der Stabilitdt internalisierter Peptide und der
Externalisierung von Peptid oder Metabolit liefert entscheidende Resultate fir die Evaluation
verschiedener Analoga.

Es gilt deshalb die Aktivitétsfreisetzung aus den Zellen und die Stabilitdt der Peptide in den Zellen

und der Umgebung zu untersuchen.
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Zusammenfassung

Neuropeptide haben in der Nuklearmedizin ein vermehrtes Interesse zur Diagnose und
Radiotherapie von Neuropeptidrezeptoren exprimierenden Tumoren geweckt. Die schnelle
Degradierung des Neurotensins (NT) schrankt seine klinische Verwendung in der Krebsdiagnose
und —therapie ein. Neue NT-Analoge wurden deshalb synthetisiert, wobei Anderungen in der
bioaktiven NT (8-13)—Sequenz gemacht wurden mit dem Ziel, das Molekil gegen enzymatischen
Abbau zu stabilisieren. Die Analoge NT-VII1, NT-X, NT-XI und NT-XII wurden in dieser Arbeit in
vitro bezlglich ihrer Stabilitét charakterisiert. Das native NT-1I wurde dabei als Vergleich
verwendet.

Die neuen Analoge wurden mit **™T¢(CO)s markiert. Ihre metabolische Stabilitat wurde in
menschlichem Plasma und in HT-29 Zellen, welche das Tumormodell darstellen, analysiert und mit
HPLC verfolgt. Die chemische Stabilitét wurde unter verschiedenen Bedingungen untersucht,
ebenfalls mit HPLC verfolgt und zusétzlich mit LINDMO Uberprift. Resultate wurden folgende
erhalten: NT-VIII, NT-XI und NT-XII zeigten eine hohe Plasmastabilitét, das Peptid blieb nach
24 h Inkubation bei 37 °C zu Uber 85 % intakt. NT-X zeigte eine geringere Stabilitét mit einer
Plasmahal bwertszeit von 4.4 h. NT-11 degradierte mit einer Plasmahalbwertszeit von 6.25 min. Die
Bindungs-Assays mittels LINDMO wurden nach Inkubation unter verschiedenen Bedingungen, wie
sie wahrend Markierung und Stabilitétstests auftreten kénnen, durchgefiihrt. Dabei entstand nach
einer Inkubationszeit von 18 h bei 37 °C in PBS im HPLC-Chromatogramm ein neuer Peak und im
LINDMO-Assay kam es zu einer Reduktion der totalen gebundenen Aktivitdt. Saurer pH-Wert und
gleichzeitige Erhohung der Temperatur auf 75°C wdahrend 1 h bewirkten ene leichte
Verschlechterung der Bindungsaffinitét. Grundsétzlich zeigten die LINDMO-Assays jedoch eine
hohe Affinitdt fiur NT mit Kd-Werten von unter 0.65 nM und eine sehr tiefe nicht-spezifische
Bindung. Nach Interaktion mit NTR1 wurden die NT-Analoge geméss friheren Arbeiten [6] schnell
internalisiert (mehr als 90 % nach 1 h bei 37 °C). Nach einer Vorinkubation von 1 h konnte deshalb
die Aktivitétsfreisetzung gemessen werden. Dabei zeigten alle NT-Analoge nach Internalisation in
HT-29 Zellen eine Degradierung des Peptids und eine Freisetzung sowohl der Metaboliten wie auch
des intakten Peptids. NT-X11 zeigte die langsamste Aktivitatsfreisetzung mit weniger als 50 % nach
24 h, wahrend NT-X nach 24 h praktisch zu 100 % freigesetzt wurde.

Schlussfolgerung: Die Stabilisierungen beeintréchtigen die Rezeptoraffinitét nicht, erhdhen
aber die Plasmahabwertszeit. Die verlangsamte Aktivitatsfreisetzung aus den Zellen bel NT-XI11

machen dieses Anaogon zu einem mdglichen Kandidaten fur die Radionuklidtherapie.
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1. Einleitung

Die Suche nach neuen tumorlokalisierenden Radiopharmazeutika ist ein wichtiger Aspekt in
der Krebsforschung. Wahrend langer Zeit war das Hauptaugenmerk in der Forschung der
Nuklearmedizin auf monoklonale Antikorper (MAK) gerichtet. Seit der Entdeckung der Peptid-
Rezeptoren und der Synthese von kleinen, biologisch aktiven Peptiden, welche viel robuster sind al's
MAK, wurde erkannt, dass diese Molekile neue, vielversprechende Ansétze in der Radiopharmazie
sein konnten [3].

Viele menschliche Tumorgewebe Uberexprimieren verschiedene Typen von hochaffinen
Rezeptoren wie Neuropeptid- Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache, welche as Targets fir die in vivo
Diagnose und die Therapie ausgenitzt werden konnen. In diesem Zusammenhang haben in den
letzten Jahren Regulatorpeptide an Interesse zugenommen. Die erfolgreiche Anwendung von
radioaktiv markierten Somatostatin- und vasoaktiven intestinalen Peptid-Analogen fir die
Bildgebung einiger rezeptorexprimierender Tumore haben die Entwicklung anderer
Regulatorpeptide wie Bombesin, Substanz P, Cholecystokinin oder Neurotensin als potentielle
Tumordiagnostika und —therapeutika vorangetrieben. Neurotensin (NT) und seine Analoge kénnten
gute Kandidaten fur die Diagnose und die Therapie von Pankreas-, Kolon und Prostatakarzinomen
sein.

Neurotensin ~ (pGlu*-Let?-Tyr-Glu*-As-Lys®-Pro’-Argf-Arg’-Prot%- Tyr'-lle%-Leu®) ist ein
Tridecapeptid, das urspringlich aus Rinderhypothalamus isoliert wurde, spdter aus dem
Intestinaltrakt. Man hat dieses Peptid in vielen Organismen des Tierreiches gefunden, was seine
Bedeutung in wichtigen Prozessen im Korper verdeutlicht. In Sdugern ist Neurotensin (NT) sowohl
im zentralen Nervensystem, wie auch im peripheren Gewebe, vor alem im Gastrointestinaltrakt,
lokalisert. Zentralnervés spielt Neurotensin  die Rolle eines Neurotransmitters oder
Neuromodulators fur die Dopamin-Transmission und der Hormonsekretion. ES zeigt auch
hypothermische und analgesische Effekte im Gehirn. In der Peripherie bewirkt NT as lokales
Hormon eine parakrine und endokrine Modulation des Verdauungstraktes und des Herz
Kreidaufsystems der Sauger und wirkt als Wachstumsfaktor in vielen normalen Zellen, wie auch in
Krebszellen [7, 16]. Die Sequenz Ard-Arg-Pro®®-Tyrtl-lle**-Leut® (NT 813) ist die kiirzeste
Sequenz des nativen Peptids, die eine Rezeptorbindung ausbilden kann [7]. Einige der
pharmakol ogischen Effekte von NT resultieren in der spezifischen Interaktion des Peptids mit den
Rezeptoren der Zelloberflache. Fir NT wurden verschiedene Binding-Sites charakterisiert: Der
NT1-Rezeptor (NTR1) hat eine hohe Affinitét und eine tiefe Kapazitéat, wahrend der NT2-Rezeptor
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(NTR2) eine tiefe Affinitét und eine hohe Kapazitét zeigt. Beide Rezeptor- Subtypen gehtren zu der
Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR). NTR3 ist ein neuer Typ des NT-Rezeptors
und ist identisch mit gp95/Sortilin, einem 100 kDa—Protein mit einer einzigen transmembranen
Domaéne. Alle drei Rezeptor-Subtypen erkennen die gleiche C-terminale 8-13 Sequenz und zeigen
ahnliche Struktur-Wirkungsbeziehungen gegentiber NT [7, 16].

Der Gebrauch von kleinen Peptiden wie dem NT bietet viele Vorteile. Sie sind einfach
herzustellen und zu modifizieren, da sie harte chemische Bedingungen fur Modifikation und
Markierung ertragen. Die meisten sind entweder endogene bioaktive Peptide oder ihre Anaoge,
welche nicht antigene Eigenschaften, jedoch eine hohe Affinitét fir den Rezeptor aufweisen. Ihre
Plasmaclearance ist sehr schnell und oft wird eine hohe Konzentration im Zielgewebe erreicht. Ihr
Hauptnachteil jedoch ist der schnelle Abbau im Plasma durch endogene Proteasen und Peptidasen
[11, 14]. Viele proteolytische Enzyme zerschneiden intaktes NT: Angiotensin Converting Enzyme
(EC 3.4.15.1) hydrolysiert die Tyr!!-lle'? Bindung, Metallendopeptidase EC 3.4.24.15 die Ard-
Arg Bindung, Metalendopeptidase EC 3.4.24.16 die Pro®-Tyr'! Bindung, und
Metallendopeptidase EC 3.4.24.11 schneidet sowohl die Pro*-Tyr'!, wie auch die Tyr!l-lle!?
Bindung (Abb.1).

EC 3.4.24.15 EC 3.4.24.11

pGlu-Leu-Tyr-Gly-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro4Tyr+lle-Leu-OH

4

EC 3.4.24.16 EC 3.4.15.1

Abbildung 1. Mechanismus der NT-Inaktivierung durch Peptidasen: Die Pfeile zeigen die
Bindungen, welche durch die Enzyme gespalten werden [ 5, 10]

Alle diese Enzyme sind mdgliche Kandidaten fur die physiologische Inaktivierung des NT und
seiner Derivate. Deshalb ist es wichtig, neue Analoge mit stabilisierten Bindungen gegentiber der
metabolischen Deaktivierung zu synthetisieren, welche aber ihre Bindungsaffinitét nicht verlieren.
Die Stabilisierung sollte erstens zu einer Verlangerung der Halbwertszeit des Peptids fuhren und die

Chancen, den Tumor zu erreichen und an dessen Rezeptoren zu binden, erhéhen. Zweitens sollten
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die nach Internaliserung des Peptids in den Tumor entstehenden Metaboliten in ihrer
Eliminationsgeschwindigkeit verlangsamt werden. Dadurch wiirden sie zu einem grossen Potential
in der Tumortherapie.

In unseren Untersuchungen wurden die Peptid-Analoge mit dem Gamma-Strahler ™ Tc(1)-
Cabonyl markiert. Das fac-[*™Tc(OH,)3(CO)s]* wird durch direkte Carbonylierung des
Pertechnetats in Gegenwart von Natriumborhydrid als Reduktionsmittel erhalten. Das Tc(l)-
Carbonyl kann sehr leicht an die Peptide gekoppelt werden unter Verwendung von Histidin oder
seinen Derivaten als Liganden. Das (NaHis)Ac als tridentater Ligand hat sich dabei als speziell
geeignet erwiesen, daes die drel Wassermolekiile ersetzen kann und eine Carboxylatgruppe frei hat
fur die Bindung an den N-Terminus des Peptids [6, 13, 14]. Fur therapeutische Anwendungen
wirden dann die BetaStrahler ®Re oder *Re verwendet, da sie &hnliche chemische
Eigenschaften wie das *°"Tc aufweisen. Sie zerfallen mit einer Habwertszeit (HWZ) von @
90 Std. (*®°Re) respektive ca. 17 Std. (**8Re) (HWZ *°™Tc: ca 6 h).

Tabelle 1. Bezeichnung und Sequenz der ausgewahlten NT-
Derivate: Wahrend bei NT-11 im Vergleich zum nativen Neurotensin
erst der Ligand anstelle von Pro eingefiihrt wurde, sind die anderen

Derivate an den Postionen 8 und 12 (NT-X nur in Postion 12)

stabilisiert.
Analoges Sequenz
NT 7- 13 Pro-ArgArg-Pro-Tyr-lle-Leu
NT - 11 (NaHis)Ac-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu
NT - VIII (NaHis)Ac-(N-CHs)-Arg-Lys-Pro-Tyr-Tle-Leu
NT - X (NaHis)Ac-ArgArg-Pro-Tyr-Tle-Leu
NT - XI (NaHis)Ac-Lys-(CHoNH)-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu
NT - XII (NaHis)Ac-Arg (N-CHs)-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu

In dieser Arbeit ging es darum, einige der interessanten NT-Anaoge mit den Bezeichnungen
NT-VIIH, NT-X, NT-XI und NT-XI1 bezluglichihrer Stabilitét zu charakterisieren, wobei NT-I1 als
Referenz verwendet wurde (Tab.1). Diese neuen Peptidsequenzen enthalten Veranderungen in der

Grundstruktur des kleinsten bindenden Fragments des NT [NT(8-13)], die nétig waren, um die
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metabolische Stabilitdt zu erhohen, die Bindungsaffinitét aber nicht zu verkleinern. Zur
Stabilisierung wurde bei den vier Derivaten NT-VIII, NT-X, NT-XI und NT-XII in Position 12 das
Ile durch Tle ersetzt. Zusétzlich wurde NT-VIII an Position 8 durch eine Methylgruppe stabilisiert,
NT-XI durch eine reduzierte Amidbindung an Position 89 und NT-XII ebenfalls durch eine
Methylgruppe, jedoch an Position 9. Arg (in NT-X1) oder Arg’ (in NT-VII1) wurde ersetzt durch
ein Lys, um die Peptidsynthese zu vereinfachen. Um einen moglichst hohen Therapieeffekt zu
erreichen, missen die eingeflihrten Stabilisierungen zu einer mdglichst langen Verweildauer der
Aktivitdt in den Tumorzelle fuhren. Die oben genannten Analoge wurden deshalb im Folgenden in
Bezug auf ihre Plasmahalbwertszeit, ihre Aktivitétsfreisetzung nach Internalisierung in human
colon adenocarcinoma HT-29 Zellen und die Form der freigesetzten Aktivitét verglichen.
Zusammen mit anderen, friher durchgefiihrten Studien sollte dies eine Beurteilung Uber die weitere

Verwendbarkeit dieser Analoge zulassen.

2. Materialien und Methoden
2.1 Chemikalien

Die Neurotensinderivate wurden durch Festphasen Synthese auf einem ,Merrifield Harz"
unter Verwendung eines halbautomatischen Labortec Peptide Synthesizer SP640B von Prof. Dr. D.
Tourweé in Brussel synthetisiert. Kulturmedium McCoy’s 5A-GLUTAMAX ITM, Foetales Rinder
Serum (FBS), antibiotische/antimykotische Losung (PSF), Trypsin/EDTA, Rinder Serum Albumin
(BSA) und Soybean Trypsin Inhibitor wurden von GIBCO BRL Life Technologies AG (Basel,
Schweiz) erhaten, das Working Reagent (fur den Protein- Assay) von SOCOCHIM SA (Lausanne,
Schweiz). Neurotensin-Fragment 8-13, HEPES, Chymostatin und Bacitracin wurden von Sigma
(Buchs, Schweiz), EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-Tetraessigsaure), Trifluoressigsaure
(TFA), N&COs3, NaBH4, C4H4KNaOg-4H,0 (Kalium-Natriumtartrat Tetrahydrat) und Glycine von
Fluka (Buchs, Schweiz), Acetonitril und Methanol von Macherey-Nagel (Oensingen, Schweiz)
erhaten. Wasser fur Injektionszwecke BRAUN stammte von Braun Medical (Emmenbricke,
Schweiz). HCl, NaCl, MgCh, NaOH, KCI, NgHPO, und NaH,PO4-H,O wurden bei Merck
(Dietikon, Schweiz), das lonentauscherharz AG 1-X4 (Analytical grade anion exchange Resin) bei
BIO-RAD (Rheinach, Schweiz) eingekauft. Na[®™TcOs;] wurde aus einem Mallinckrodt

OMo/ Tc—Generator (Petten, Niederlande) unter Verwendung von 0.9 % physiologischer
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Kochsalzlésung eluiert. Die humane Zellinie HT-29 wurde von der ,,European Collection of Cell
Culture’ (ECACC, Salisbury, England) erhalten.

2.2HPLC

Die HPLC bestand aus einem Aktivitétsdetektor Radiomatic Model 500TR FLO-ONE™
(PACKARD Canberra), einer VARIAN ProStar 230 Solvent Delivery-Pumpe, einem VARIAN
Model 330 Photodiode Array Detector, und einer Reversed-Phase Saule (Nucleosil 100-
5C18 Saule, 5 mm, 250 mm Lange, 4,6 mm Durchmesser von Macherey-Nagel, Oensingen,
Schweiz). Im zweiten Teil der Arbeit wurde zudem mit einem VARIAN ProStar Model 410
Autosampler gearbeitet. Solvens A war Acetonitril, Solvens B 0.1 % Trifluoressigsdure in Wasser
und Solvent C Methanol. Ein Gradient mit Solvens A und B lief folgendermassen: 0-5 min 100 %
B, 5bis35minB: 100 % ® 5%, A: 0% ® 95 %. Das Pertechnetat wurde nach ca. 4 min eluiert,
der freie Tc-Tricarbonyl Komplex nach ca. 8 min und das Peptid nach ca. 21 min, in Abhangigkeit

von der Struktur.

2.3 Synthese der Neurotensin-Derivate und Radiomarkierung

Die Herstellung des **™Tc-Tricarbonylkomplexes [*°™Tc(OH,)3(CO)s]* (Carbonylierung)
wurde geméss frilheren Beschreibungen durchgefiihrt [1, 6], mit einigen Anderungen. Eine
Mischung von 4 mg Natriumcarbonat wasserfrei (0.04 mmol), 55 mg Natriumborhydrid
(0.15 mmol) und 15 mg Kaium-Natriumtartrat Tetrahydrat (0.07 mmol) wurde in ein Reacti-Vial
eingewogen und wahrend 20 Minuten mit 1 atm CO (1-2 ml/sec) gespiilt. £1.5 ml [P°"TcO,4]
Generatoreluat in physiologischer Kochsalzlosung 0.9 % (ungeféhr 0.1-40 GBQ) wurden
hinzugeftigt und die Mischung wahrend 30 Minuten bei 75 °C erhitzt und anschliessend in einem
zuvor in Eis gekihlten Bleibehdter abgekihlt. Die Losung wurde mit 300 ml einer Mischung von
1 M Phosphatpuffer (pH 7.4) (NaaHPO4, 11.59 g + NaH,PO4-H,0, 2.53 g in 100 ml) und 1 M HCI
1:2 auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Fur das Postlabelling wurden 15 m einer 1 mM Lésung
des gewiinschten NT-Derivates zu 500 m der neutralisierten ™ Tc(1)-Tricarbonyl-Lésung gegeben
und wahrend 60 min bei 75 °C erhitzt. Die Kontrollen sowohl der Carbonylierung, wie auch der
Markierung erfolgte mittels Reversed-Phase HPLC. Acetonitril/Wasser gemischt mit 0.1 %

Trifluoressigsaure wurde als Eluent verwendet. Unvollstandiger Austausch der Luft gegen

Kohlenmonoxid fuhrte zu Pertechnetat, heizen von weniger as 1h zu Technetium tricarbonyl

8
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[®¥MTc(OH,)3(CO)s]*  as Verunreinigungen im Endprodukt. Bei einem zu hohen Anteil an

Pertechnetat wurde das markierte Peptid mittels einer lonentauschersdule gereinigt.

2.4 Validierung der Markierung

Um die Einflisse von Bedingungen, wie sie wahrend der Markierung vorkommen kénnen,
zu testen (Risikoanalyse fur die Anwendung bel Patienten), wurden mit verschiedenen Neurotensin-
Analogen Untersuchungen der Stabilitdt  durchgefihrt, indem bewusst von der
Markierungsvorschrift abgewichen wurde. Als &ussere Bedingungen wurden verschiedene pH-
Werte, verschiedene Medien sowie verschiedene Inkubationszeiten und Inkubationstemperaturen
getestet. Es wurde dazu in den meisten Fallen das [**™Tc]NT-XI verwendet und nur in einem Fall
(verschiedene Inkubationszeiten) das [P°™Tc]NT-II, um auch zwischen den Derivaten vergleichen

ZuU kénnen.

2.5 Plasmastabilitat von Neurotensin-Derivaten (metabolische Stabilitat)
2.5.1 Validierung der Methode fur die Messung der Plasmastabilitat

Vorgangig an die Messung der Plasmastabilitét musste die Methode dazu validiert werden.
Dazu wurde in einem ersten Schritt die Menge an benttigtem Fallungsreagens von Auge und
mittels Protein-Assay bestimmt. Als Fallungsreagenzien wurden Ethanol 70 %, Acetonitril und eine
1:1-Mischung dieser beiden Reagenzien getestet. In einem nachsten Schritt wurde der Einfluss der
Plasmagualitdt auf die Messung bestimmt. Dazu wurde einerseits frisches Vollblut unmittelbar nach
Erhalt zentrifugiert und das daraus gewonnene Plasma sofort und nach unterschiedlich langer
Aufbewahrungszeit bel -20 °C zur Messung der Plasmahalbwertszeit von NT-X verwendet.
Andererseits wurde Vollblut bei -20 °C aufbewahrt und das Plasma erst unmittelbar vor Beginn der
Inkubation fur die Plasmahalbwertszeitmessung abzentrifugiert. Zur Kontrolle wurden markierte
NT-Derivate mit dem Fallungsreagens gemischt, erhdhten Temperaturen ausgesetzt (Simulation
von Fehlern) und mittels LINDMO-Assay und HPLC analysiert.

2.5.2 Plasmastabilitat

Die metabolische Stabilitét verschiedener NT-Analoge wurde in vitro in menschlichem

Plasma bestimmt. Frisches Vollblut von gesunden Probanden wurde sofort nach Erhalt bei 4 °C und

9
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20000 g wéhrend 20 min zentrifugiert (BECKMAN GS-15R-Zentrifuge). Nicht verwendetes
Plasma wurde eingefroren und konnte danach wahrend mindestens 8 Tagen verwendet werden.
Verfahren wurde geméss friheren Beschreibungen [12], mit einigen Anderungen: Zur
Stabilitétsmessung wurden Plasmaproben a 250 nl mit ca. 20 m markiertem Peptid (1-12 MBQ)
unterschiedlich lange inkubiert. Die Aktivitét sollte bel anschliessender HPLC-Analyse einen Wert
von ungeféhr 60 kBqg aufweisen. Nach der Inkubation wurden die Plasmaproteine mittels Zugabe
von 750 m einer Mischung aus Acetonitril/Ethanol 70 % 1:1 geféllt und wahrend 10 min bel 4 °C
und 20'000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen zuvor mit dem Fallungsreagens
befeuchteten Filter (Chromafil Einmalfilter, Typ R20/25, PVDF, Poren 0.22 nm) filtriert. 100 m
des Filtrates wurden mittels RP-HPLC analysiert. Als InProzess-Kontrollen wurden nach der
Inkubation, nach der Fallung und nach der Filtration Proben a 10 m gezogen und mittels Gamma-
Counter (PACKARD Canberra, COBRA 1) auf Verluste an Aktivitat Gberprift.

2.6 Zd lkulturen

Die HT-29 Zellen wurden in McCoy’s 5A-GLUTAMAX 1™ ergénzt mit 10 % FBS, und
1% PSF (100 1.U./ml Penicillin, 100 ng/ml Streptomycin und 0.25 ng/ml Amphotericin B) in
einem feuchten Inkubator unter einer Atmosphére mit 7.5 % CO, in Zellflaschen von 75 cn?
kultiviert und wochentlich umgesetzt [16]. Dabel wurden die Zellen mit TrypsinrEDTA 0.25 %
wahrend 5 min bei 37 °C vom Boden abgel6st, in 10 %-igem Medium suspendiert und 1:6 bis 1:8

verdinnt.

2.7 Binding-Assay nach LINDMO

Fir die Kd-Bestimmung nach LINDMO wurden am Tag vor dem eigentlichen Assay die
konfluenten Zellen derart verdinnt, dass eine Suspension mit 2 Mio Zellen/ml entstand. Diese
Suspension wurde so in eine 24er-Lochplatte (4 x 6) plattiert, dass die erste Kolonne eine
Zellkonzentration von 2 Mio Zdlen/ml, die Kolonnen 2-6 jeweils eine mit Kulturmedium
(McCoy’'s 10 % FBS) hergestellte 50 % ige Verdinnung der vorangehenden Kolonne enthielten.
Die Zellen wurden Uber Nacht im Inkubator fixiert, danach zweimal mit eiskaltem Binding Buffer
(50 mM Hepes, 125 mM NaCl, 7.5 mM KCI, 55 mM MgCh, 1 mM EGTA, 5 g/l BSA, 2 mg/I
Chymostatin, 100 mg/l Soybean Trypsin Inhibitor, 50 mg/l Bacitracin) oder eiskaltem
Kulturmedium ohne Zusitze gewaschen. Zu alen Zellen wurden 200 mi des [°™Tc]NT-Derivats
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(20 kBg/Loch) gegeben. Um die Totale Bindung (TB) zu bestimmen, wurden zur Hélfte der Locher
zusétzlich 200 m Binding Buffer gegeben, zur anderen Hélfte zusdtzlich 200 ml 2 nM inaktives
Peptid (NT 8-13), zur Bestimmung der nicht-spezifischen Bindung (NSB). Die Platte wurde
wahrend 120 min bei 37 °C und unter leichtem Schitteln (100 rpm) inkubiert. Die Zellen wurden
anschliessend zweima mit PBS 1x [aus PBS 5x (0.5 M NaCl (29.22 g/l), 0.21 M NaHPO,
(29.81 g/l), 0.055 M NaH,PO4-H>O (7.59 g/l) durch 1:5-Verdinnung] gewaschen und mit 500 i
IN NaOH/Loch versetzt. Die Platte wurde abermals bei 37 °C und unter Schitteln (300 rpm)
wéhrend einiger Minuten inkubiert und die Zellen zerstort. Die Proben wurden gesammelt, die
Locher mit erneut 500 M 1 N NaOH gewaschen und diese Suspension zusammen mit den Proben

Im Gamma-Counter gemessen. [10].

2.8 Protein-Assay

Im Anschluss an den Bindungs-Assay nach LINDMO wurde der ProteinAssay
durchgefihrt. Die Suspensionen des Bindungs-Assays wurden dazu mit Wasser 1:14 verdinnt und
von jeder Probe 150 nl in eine Micro-Platte pippetiert. Als Referenz wurden 150 ml BSA 2 mg/ml
in Verdinnungen von 1.2 ng/ml bis 80 ng/ml mit Dilution Buffer (H,O + NaOH 14:1) in
Duplikaten verwendet. Alle Lécher wurden mit 150 ml Working Reagent (7.5 ml Reagens A, 7.2 ml
Reagens B, 0.3 ml Reagens C) aufgefillt und die Platte, in Alufolie eingewickelt, wahrend 120 min
bei 37 °C inkubiert. Nach Abkuhlen bel Raumtemperatur wahrend 30 min wurde der Protein-Assay
mittels Microplate Reader (Model 550 von BIO-RAD) durchgeftihrt.

2.9 Aktivitatsfrei setzung nach Internalisierung

Die Aktivitétsfreisetzung aus HT-29 Zellen nach Internalisation wurde gemass friheren
Beschreibungen [7] durchgefiihrt, mit kleinen Anderungen: Konfluente HT-29 Zellen wurden am
Tag vor dem eigentlichen Assay in 10 % McCoy’s Medium suspendiert und in Proben zu 5 ml in
Petrischalen (£ 5 cm) pipetiert. Am Tag des Assays wurden die Zellen zweimal mit jeweils 1 ml
Kulturmedium ohne Zusétze gewaschen, die Waschungen verworfen. Danach wurden die Zellen
mit 5 ml einer Lésung von 1 % McCoy’s Kulturmedium und 20 kBq [ T¢]NT wahrend 60 min
bei 37 °C inkubiert, um Rezeptorbindung und Internaliserung zu erreichen. Nach dieser

Vorinkubation wurden die Uberstande verworfen und die Zellen zweimal mit PBS 1x gewaschen,
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um alles Ungebundene zu entfernen, und die Waschungen verworfen. In jede Petrischale wurden
5ml 1 % McCoy’s Kulturmedium gegeben und die Zellen wahrend O min, 30 min, 60 min, 2.5 h,
5h und 24 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde von jeder Inkubation 1 ml des Uberstandes
gesammelt und die Zellen zweima mit PBS 1x gewaschen, die Waschungen erneut verworfen. Die
an der Zelloberflache gebundene Aktivitdt wurde in zwel Schritten von je 5 min mit saurer
Waschung (50 mM GlycinrHCI/100 mM NaCl, pH 2.8, Volumen: 0.75 ml/Loch) bei
Raumtemperatur entfernt. Schliesslich wurde die Menge an internalisiertem Peptid durch Zerstoren
der Zellen mit zweimal je 0.75 ml/Loch 1 N NaOH bel 37 °C und unter Schitteln (330 rpm)
weggel6st. Die an der Zelloberflache gebundene und die internalisierte Aktivitdt wurden mittels
Gamma-Counter gemessen. Die Resultate wurden in Prozent der maximal an die Zellen assoziierten
Aktivitdt angegeben (oberflachengebunden und internalisiert).

2.10 Formder internalisierten und der freigesetzten Aktivitat

Am Tag vor dem eigentlichen Assay wurde gleich verfahren, wie bel der Bestimmung der
Aktivitétsfreisetzung (2.9). Am Tag des Assays wurden die Zellen zweimal mit jeweils 1 ml
Kulturmedium ohne Zusétze gewaschen, die Waschungen verworfen. Die Zellen wurden mit 5 ml
einer Lésung von 1 % McCoy’s Kulturmedium und 1,2 MBq [*°™T]NT versetzt und wahrend 1 h
vorinkubiert. Danach wurden die Uberstande verworfen, die Zellen zweimal mit PBS 1x
gewaschen, die Waschungen verworfen, die Zellen mit 2.5 ml 1 % McCoy’ s Kulturmedium versetzt
und die Petrischalen wahrend den festgesetzten Zeiten (O min, 30 min, 60 min, 2.5 h, 5 h und 24 h)
inkubiert. Anschliessend wurden die Uberstdnde je in ein Falcon PP Tube transferiert, die Zellen
zweimal mit PBS 1x gewaschen und die Waschungen verworfen. Die Zellen wurden in 1 ml EDTA
0.05 mM waéhrend 15 min bei 37 °C unter Schiitteln solubilisiert und die Petrischalen mit erneut
1ml EDTA 0.05 mM gewaschen. Diese 2 ml Losung wurden in einem zweiten Falcon Tube
gesammelt. Die Zellen in der Suspension wurden mittels Ultraschallhomogenisator (Branson
Sonifier 25, SKAN AG) lysiert (Duty cycle: 40; Output Control: 4) und die Proteine in beiden
Falcon Tubes mit je 0.5 ml Fallungsreagens (Acetonitril-Ethanol 70 % 1:1) prézipitiert. Beide
Tubes wurden wahrend 1 min ins Ultraschall-Bad gestellt, die Losungen anschliessend filtriert und
jeweils 500 ml beider Losungen in die HPLC injziert. Zur Sicherstellung, dass die eingesetzten
Medien und Verfahren keinen Einfluss auf die Peptide haben, wurden Blindproben (enthielten
markierte NT-Derivate, jedoch keine Zellen) durchgefihrt und mittels HPLC Gberprift.
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3. Resultate
3.1 Radiomarkierung der Neurotensin-Derivate

Die Markierung ergab mit allen Analogen in der Regel Ausbeuten von mehr als 95 %. Mit
dem hier verwendeten Gradienten wurde nach der Markierung, nach einer Retentionszeit von 20-
22 min, ein Hauptpeak beobachtet, der dem [°™Tc]Peptid entsprach (Abb. 2). Normalerweise
betrug Pertechnetat 0-5 % und Tricarbonyl 0—1 % der totalen Aktivitét nach der Markierung.
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Abbildung 2. HPLC: Aktivitatsverlauf von [*™Tc]NT-X mit den beiden charakteristischen Peaks

bei ca. 4 min (Pertechnetat) und ca. 21 min (Peptid). Bei ca. 8 min wére Tc-Tricarbonyl sichtbar.

3.2 Validierung der Markierung

Beim Testen der Einfllsse auf die chemische Stabilitét mittels LINDMO-Assay zeigte sich,
dass neutrale und basische pH-Werte bei 20-75 °C keinen Einfluss haben, ein saurer pH-Wert
(pH = 3) jedoch bel einer gegeniiber physiologischen Bedingungen erhdhten Temperatur von 75 °C
wahrend 1 h den Kd-Wert erhoht (0.62, im Vergleich zu 0.38 bei neutralem resp. alkalischem pH-
Wert) und die gebundene Aktivitét bel 2 Mio Zellen erniedrigt (0.15 im Vergleich zu 0.21, resp.
0.24). Auch war die nicht-spezifische Bindung gegentber neutralem und basischem pH-Wert
erhoht. Die Auswahl des Milieus bel 37 °C wahrend 1 h spielte keine Rolle, die Kd-Werte (0.3—
0.49) und die totale gebundene Aktivitét (0.23) waren bel alen getesteten Medien (PBS 1x, 1 %
TFA in Wasser (HPLC-Laufmittel)) nicht signifikant verschieden, was auch die Analyse mittels
HPLC bewies, die drei identische Chromatogramme lieferte. Der gleiche Versuch fuhrte jedoch bei
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einer verléangerten Inkubationszeit von 18 h (bel 37 °C) im Fall von PBS 1x as Medium im HPLC-
Chromatogramm zu der Entstehung eines neuen Peaks (Abb. 3) und im LINDMO-Assay zu einer
erniedrigten totalen gebundenen Aktivitat. P°"Tc]NT-11 zeigte gegentiber [°™Tc]NT-XI eine viel
hohere gebundene Aktivitédt (0.53, im Vergleich zu 0.23) und einen extrem tiefen Kd-Wert (0.02 im
Vergleich zu 0.21).
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Abbildung 3. HPLC-Chromatogramm von [**"Tc]NT-I1 in PBS 1x nach 18 h bei 37 °C. Neben
dem charakteristischen Pertechnetat-Peak (4 min) und dem Peak des intakten Peptids (21 min)
entstand unter diesen Bedingungen ein Metabolitenpeak (19 min).

Grundsétzlich zeigten die getesteten Analoge in alen Féllen eine sehr niedrige nicht-spezifische
Bindung (Abb. 4).

3.3 Plasmastabilitét von Neurotensinderivaten

3.3.1 Validierung der Methode fur die Messung der Plasmastabilitat

Vollstandige Fallungen gemass Protein-Assay wurden nach Zugabe von 450 ni Acetonitril
und nach Zugabe von 750 i einer Mischung aus Acetonitril/Ethanol 70 % 1:1 erhalten. Nach einer

Ethanol- Zugabe von 1 ml war von Auge immer noch keine vollstandige Féllung sichtbar, so dass
dieses Reagens nicht mittels Protein-Assay untersucht wurde.
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Abbildung 4. LINDMO-Assay: Séttigungskurve fir [ Tc]NT-XI in HT-29 Zellen nach 1 h in
pH = 9 bel 37 °C. Der Achsenabschnitt von 1.32 bedeutet ein Maximum von 77 % gebundenes
Peptid (Extrapolation auf unendliche Zellzahl).
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Abbildung 5. Validierung des Plasmas anhand von
[®MTC]NT-X. Wahrend frisches, sowie bis zu 8 Tage altes
Plasma einen identischen Kurvenverlauf zeigen flacht die

Kurve des 35 Tage alten Plasmas ab.

Die Vorversuche bezlglich des Einflusses der Plasmaqualitét zeigten, dass nicht
reproduzierbare Resultate erhalten wurden, wenn das Vallblut nicht sofort nach Erhalt zentrifugiert

wurde. Dies dusserte sich darin, dass Plasma, welches sofort nach Erhalt des Vollblutes gewonnen
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wurde, stabil war und keine Degradierung zeigte. Demgegentiber wurden in Plasmastabilitétstests,
die mit Plasma aus nicht sofort zentrifugiertem Vollblut durchgefiihrt wurden, bereits ohne
Inkubation Ansétze von Zersetzung beobachtet. Das Plasma blieb, gelagert bei -20 °C, wéahrend 8
Tagen stabil. Nach 35 Tagen wurde eine Abflachung der Plasmastabilitétskurve beobachtet (Abb.
5). Wurde das Fallungsreagens ACN/EtOH 70 % 1:1 mit Wasser anstatt Plasma gemischt, blieben
alle markierten NT-Derivate stabil.

3.3.2 Plasmastabilitat

Die Halbwertszeit (HWZ) wurde in menschlichem Plasma unter Verwendung von Peptid in
einer Konzentration von weniger as 0.2 pmol/ml gemessen. Diese Konzentration gibt recht genau
die wirklichen Peptidkonzentrationen, die man in in vivo Studien erreicht, wieder. Studien
bezlglich metabolischer Stabilitét wurden mit den Derivaten NT-11, NT-VIII, NT-X, NT-XI und
NT-XII durchgefuihrt (Abb. 6).
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Abbildung 6. Plasmastabilitat der Analoge " Tc]NT-I1, NT-
VI, NT-X, NT-XI und NT-XII. Dabel weist NT-1I eine
Plasmahal bwertszeit von ca. 6 min auf, NT-X eine von ca. 4.5 h,
wahrend NT-VIII, NT-XI und NT-XII Uber 24 h stabil sind.

Dabei wurde [**™Tc]NT-II sehr rasch metabolisiert: Nach 1 min Inkubation im Plasma waren noch
89.8 % des Peptides intakt, nach 15 min Inkubation nur noch 35.7 %. [*™Tc]NT-VIII war nach 5 h
noch zu 93.8 % intaktes Peptid, nach 24 h noch zu 90.4 %. Im Fall von [ Tc]NT-X waren nach
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30 min Inkubation noch 80.5 % intaktes Peptid, nach 270 min Inkubation noch 48.9 %. [*™Tc]NT-
XI war nach 5 h noch zu 98.1 % intakt, nach 24 h noch zu 89.7 % und [*™Tc]NT-XI! schliesslich
war nach 24 h Inkubation noch 86 % intaktes Peptid (Tab. 2).

Tabelle 2. Plasmahalbwertszeiten und Anteil des intakten Peptids nach 24 h.
Nur die Analoge NT-VIII, NT-XI und NT-XII sind wahrend mehr als 24 h stabil.

Analoges T1/2 Antell an intaktem Peptid nach 24 h
NT-II 5.6 min -
NT-VIII >24h 90.4 %
NT-X 4.2h -
NT-XI >24h 89.7 %
NT-XII >24h 86.0 %
3.4 Protein-Assay

Um die unter 3.3 erhatenen Resultate richtig auswerten zu kénnen, wurden im Anschluss an
die Binding-Assays Protein-Assays durchgefiihrt. Dabel wurde eine Relation zwischen der
Konzentration der Zellen und derjenigen der Proteine gemacht. In allen hier durchgefihrten
Binding-Assays und den dazugehorigen Protein-Assays war die Proteinmenge proportional zu der
eingesetzten Anzahl Zellen.

3.5 Aktivitatsfreisetzung

Aus Internalisierungsversuchen [9] war bekannt, dass nach 60 min bei 37 °C die maximale
Internalisation firr die Analoge PP TcINT-VIII, NT-X, NT-XI und NT-XII erreicht wurde mit
Werten von ca. 90 %. Die Verweildauer der Aktivitét in den Zellen war bei den verschiedenen
Anaogen unterschiedlich, obwohl sie sich in der Menge an freigesetzter Aktivitét bis und mit zum
Zeitpunkt 2.5 h noch kaum voneinander unterschieden (Abb. 7 & 8). Einzig NT-X zeigte nach
30 min eine gegenuber den anderen Analogen um ca. 4 %, nach 25 h um ca. 6 % erhohte
Freisetzung, wéhrend sich nach 60 min NT-XI durch eine um ca 6 % verminderte

Aktivitatsfreisetzung ein wenig von den anderen Analogen unterschied. Nach 5 h zeigte sich bereits
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eine Tendenz, die dann nach 24 h bestétigt wurde: NT-X hat zu diesem Zeitpunkt mit fast 100 %
am meisten Aktivitét freigesetzt, gefolgt von NT-VIII mit ca. 70 %. NT-XI hat nach 24 h ca. 60 %
der Aktivitdt freigesetzt und NT-XII ca. 50 %. Die erhatenen Resultate fir die verschiedenen
[®¥MTc]-Analoge sind detailliert in Tab. 3 dargestellt.
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Abbildung 7. Aktivitatsfreisetzung: Die aus jeweils 2 Messungen erhaltenen Freisetzungskurven
zeigen die nach 24 h freigesetzte Menge an Radioaktivitat. Dabei setzt NT-XII mit ca. 50 % die
Radioaktivitat am langsamsten frei.

Weiter interessierte, in welcher Form die Aktivitét freigesetzt wurde, als intaktes Peptid oder
als Metabolit, und in welcher Form sie internalisiert war. HPLC-Anaysen gaben dartiber Auskunft
(Abb. 9). Die Resultate zeigen, dass sowohl intaktes Peptid, wie auch Metabolit freigesetzt wurden.
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Tabelle 3. Freigesetzte Aktivitat in Prozent fir die verschiedenen Analoge nach den festgesetzten
Zeitpunkten. NT-XII setzte dabel die Aktivitat am langsamsten frei.

Analoges Omin 30 min 60 min 25h 5h 24 h
NT-VIII 0 19.1 32.7 42.7 49.1 70.9
NT-X 0 22.7 325 48.2 69.1 96.4
NT-XI 0 18.9 26.4 41.8 45.5 59.1
NT-XII 0 18.2 318 43.6 40.1 49.1

NT-VIII und NT-XII wiesen am meisten intaktes Peptid auf, sowohl innerhalb der Zellen wie auch

im Uberstand. Vor Allem NT-XII zeigte eine besonders langsame und iiber 5 h dauernde Abnahme
des Peptids und gleichzeitige Zunahme des Metaboliten in den Zellen und im Uberstand.
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Abbildung 8. Freigesetzte Aktivitat aus HT-29 Zellen

nach einer Vorinkubation von 1 h bei 37 °C. Bis zum

Zeitpunkt 2.5 h unterschieden sich die Werte der einzelnen

Analoge nur wenig, wahrend nach 24 h deutliche

Unterschiede sichtbar waren. Dabel wurde NT-X am

schnellsten freigesetzt, NT-XII am langsamsten.

Demgegeniiber waren die Analoge NT-X und NT-XI eher schnell zu Metaboliten abgebaut

und nicht mehr al's intaktes Peptid in den Zellen vorhanden. Aus diesem Grund wurden die Analoge
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NT-VIIH, NT-X und NT-XI im Gegensatz zu NT-XII nicht Uber 24 h verfolgt, da diese Derivate
nach 60 min (NT-X und NT-XI), spéatestens aber nach 150 min (NT-VII1) vollstandig metabolisiert
waren (Abb. 9).

Intaktes Peptid internalisiert Metabolit internalisiert
100 00 min 1004 _ - . - 00 min
0 30 min M M — B o i
80 - . 80 - | 30 min
0 60 min @ 60 min
60 8 150 min 60 @ 150 min
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40 300 min 40 - O 300 min
0 in I 0 AL
NT-VIII NT-X NT-XI NT-XII NT-VIII  NT-X NT-XI  NT-XII
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Abbildung 9. HPLC-Analyse der markierten Peptide nach Inkubation in HT-29 Zellen. 150 min
und 300 min nur bei NT-XII gezeigt, bei 0 min noch keine Aktivitat im Uberstand (siehe Text). Die
totale Aktivitat (intaktes Peptid und Metabolit) internalisiert resp. im Uberstand wurde auf je 100 %

normiert.

4. Diskussion

Eine Serie von neuen NT-Derivaten wurde synthetisiert um einer raschen Degradation im
Plasma vorzubeugen. In dieser Arbeit wurden die NT-Analoge NT-V 111, NT-X, NT-XI und NT-XI1
miteinander bezlglich chemischer und metabolischer Stabilitét verglichen und die gefundenen

Resultate mit friher erhaltenen Resultaten [2, 9, 15] aus in vitro und in vivo Assays verglichen.
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Daraus hoffte man, eine Voraussage Uber die weitere Verwendbarkeit dieser Analoge und deren
maoglichen Anwendbarkeit in der Klinik machen zu kénnen. Die wichtigste Voraussetzung fir die
Durchfihrung der Tests war jene, dass die Radiomarkierung der Analoge zu Kkeiner
Verschlechterung der Affinitdt zum Rezeptor fuhrt. Diese Bedingung wurde erflillt, wie frihere
Arbeiten [2] ergaben: Die Affinitdt der markierten Derivate zeigten einen etwas tieferen Kd-Wert
als das native Neurotensin (Kd = 1.6 nM).

In Vorproben wurde als erstes ein fur die Plasmaproteinfallung geeignetes Reagens gesucht.
Obwohl man mit reinem Acetonitril (ACN) mit kleineren Volumina as beim Gebrauch einer
Mischung von ACN/EtOH 70 % 1:1 bereits eine vollsténdige Fallung erreichte, wurde trotzdem in
den Stabilitétstests die Mischung verwendet. Der Grund liegt darin, dass aus friheren Arbeiten
bekannt war, dass Acetonitril ein sehr guter Ligand fur Tc(l) ist, was zu Ligandaustausch fihrte.
Obwohl in dieser Arbeit nur Analoge mit (Na-His)Ac as Ligand, welcher nicht ausgetauscht wird,
verwendet wurden, wurde eine Mischung aus beiden Fallungsreagenzien vorgezogen. In weiteren
Vorproben wurde der Einfluss des Plasmas auf die Reproduzierbarkeit des Plasmastabilitétstests
untersucht. Die erhaltenen Resultate zeigten bel frischem, sowie bel bis zu 8 Tage atem Plasma
einen identischen Kurvenverlauf, was darauf hinweist, dass die Plasmaproteasen und -peptidasen in
dieser Zeitspanne nicht an Aktivité einbiissen (Abb. 5). Der Kurvenverlauf von 35 Tage atem
Plasma war demgegentiber deutlich flacher, was die verminderte Aktivitat der Enzyme nach dieser
Zeit &igt. Voraussetzung dazu, dass das Plasma keinen Verlust an Peptidaseaktivitdt aufwies und
damit reproduzierbare Resultate lieferte, war, dass das Vollblut sofort nach Erhalt zentrifugiert
wurde und das daraus gewonnene Plasma bis zum Gebrauch, in dieser Arbeit langstens 8 Tage, bei
—20 °C aufbewahrt wurde. Versuche mit Plasma, das aus nicht sofort nach Erhalt zentrifugiertem
Vollblut stammte, sondern in Form von Vollblut aufbewahrt wurde, zeigten im HPLC-
Chromatogramm Ansdtze von Metaboliten. Dies lasst auf einen Einfluss von im Vollblut
vorhandenen Enzymen auf das Plasma schliessen (Resultate nicht gezeigt).

Wichtig fir die Anwendung am Patienten ist, dass die Markierung und die
Analysenmethoden validiert sein missen. Zudem ist eine Risikoanalyse fur die Patientensicherheit
unerlasslich. Um die Sicherheit zu gewdahrleisten wurden die Messungen tber einen viel grosseren
Zeitraum ausgefuhrt, as for die Anwendung am Patienten vorgeschrieben ist. Damit ist ein
Sicherheitszuschlag mit einbezogen. Um die chemische Stabilitdt der NT-Derivate zu untersuchen,
wurden die Analoge vorgangig Bedingungen ausgesetzt, wie sie wahrend der Markierung und den
Stabilitétstests auftreten kénnen. Dazu gehoren der Einfluss verschiedener pH-Werte (wahrend der

Markierung muss von basischem pH-Wert auf neutralen pHWert eingestellt werden),
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verschiedener Medien, unterschiedlicher Inkubationszeiten und —temperaturen. Analysiert wurden
die Auswirkungen dieser Bedingungen auf die NT-Derivate mittels LINDMO-Assay und HPLC.
Die Resultate nach Einsatz verschiedener Medien und verschiedener pH-Werte unterschieden sich
kaum: Die Affinitat der Peptide zu den Rezeptoren blieb unvermindert gut mit Kd-Werten von unter
0.5 nM, ebenso blieb die totale gebundene Aktivitéat in allen Félen gleich. Zudem war die nicht-
spezifisch gebundene Aktivitét in alen Fallen sehr tief mit im Allgemeinen Werten von unter 2 %
der totalen gebundenen Aktivitat (Abb. 4). Diese Resultate wurden bestétigt durch in allen Féllen
ahnlich aussehende HPLC-Chromatogramme mit den beiden charakteristischen Peaks des
Pertechnetats (ca. 4 min) und des intakten Peptids (ca. 21 min). Wahrend sich diese Resultate auch
bei gleichzeitigem Einsatz von ACN/EtOH 70 % 1:1 als Medium und Inkubation von 18 h bei
37 °C zeigten, ergab die gleiche Konstellation, jedoch mit PBS 1x as Milieu zwar einen
unvermindert tiefen Kd-Wert, jedoch eine um ca. 18 % erniedrigte totale gebundene Aktivitét.
Dieses Resultat wurde mit dem HPLC-Chromatogramm bestétigt, in welchem bei ca.19 min ein
neuer Peak, der ebenfalls ca. 18 % der gesamten Flache betrug, sichtbar war (Abb. 3). Wahrend
langerer Zeit bel 37 °C in PBS 1x scheint das Peptid nicht stabil zu sein. Es ist mdglich, dass die
lange Dauer der Inkubation zusammen mit der Temperatur von 37 °C in diesem Milieu zu
Hydrolyse fuhren kann, was diese Beobachtung erkléaren wirde. Ein weiterer Grund fir die
Entstehung des neuen Peaks und damit die Erniedrigung der totalen gebundenen Aktivitét kdnnten
Bakterien sein, die wahrend der Inkubation von 18 h gewachsen sind. In diesem Fall wére der neue
Peak ein Metabolitenpeak. Die Konsequenz aus diesem Resultat ist die Massnahme, derartige
Losungen immer bel ca 4 °C aufzubewahren und steril zu arbeiten. Nur so kann bel einer
Anwendung am Patienten die Sicherheit gewahrleistet werden.

Ein LINDMO-Assay, der mit Peptid, welches einem sauren pH-Wert von ca. 3 wéhrend 1 h
bei 75 °C ausgesetzt war, durchgefiihrt wurde, ergab zwar einen erhohten Kd-Wert, der mit
0.62 nM jedoch immer noch sehr gut ist, eine deutlich verminderte totale gebundene Aktivité und
auch ene erhohte nicht-spezifische Bindung der Aktivitét (4 % gegenuber unter 2 % im
Normalfall). Die Beobachtung, dass der HPL C-Peak des intakten Peptids in den meisten Féllen in 2
Peaks mit deutlich verschiedenen NMR-Spektren aufgespalten wurde, die LINDMO-Assays der
getrennten Peaks aber identische Resultate lieferten, fuhrte zu der Uberlegung, dass die Bildung
eines Hydrogenkomplexes daflr verantwortlich sein konnte. Sollte dies der Fall sein, misste bei
einem tiefen pH-Wert der erste Peak gegenlber dem zweiten vergrossert sein. Das HPLC-

Chromatogramm zeigte jedoch ein gleich bleibendes Verhdtnis der beiden Peaks, womit die
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Entstehung eines Hydrogenkomplexes ausgeschlossen werden kann. Damit wird die Hypothese der
Bildung von Isomeren (Diastereomeren) wahrscheinlicher.

Aus den Ergebnissen der LINDMO-Assays geht hervor, dass diese Methode geeignet ist, um
die Qualitét der markierten Peptide zu untersuchen. Die verschiedenen Inkubationsbedingungen
(verschiedene Temperatur, verschiedene Medien, verschiedene pH-Werte) ergaben im Allgemeinen
sehr dhnliche Werte, ausser dass bei einem pH-Wert von ca. 3 bei 75 °C die Affinitdt und die totale
gebundene Aktivitdt abgenommen und die nicht-spezifische Bindung zugenommen hat. Die
Konsequenz daraus ist, dass wahrend der Markierung, wo unter erhdhten Temperaturen gearbeitet
wird, unbedingt auf die korrekte Einstellung des pHWertes geachtet werden muss und nicht
irrtimlicherweise im sauren pH-Bereich gearbeitet werden darf. Das heisst konkret, es darf nicht
zuviel saurer Puffer zur Neutralisation der alkalischen Tc(CO)s-Losung zugegeben werden. Die
LINDMO-Assays ermoglichen folglich eine schnelle Uberpriifung gewisser Sicherheitsaspekte.

Die LINDMO-Assays, welche mit NT-XI1 durchgefiihrt wurden zeigten gegentiber jenen mit
NT-11 hohere Kd-Werte und tiefere Werte fur die totale gebundene Aktivitdt. Dies entspricht den
Erwartungen, ist NT-1I doch das unstabiliserte Analogon und damit dem nativen Peptid
gleichzusetzten.

Der schnellen Degradierung der Peptide im Plasma muss entgegengewirkt werden. Der
wichtigste Ansatz dazu besteht in der Einfihrung veranderter Peptidbindungen oder nicht-
natUrlicher Aminosauren, um die Geschwindigkeit des enzymatischen Abbaus zu reduzieren, indem
beide der durch die Peptidasen spaltbaren Bindungen (8-9 und 11-12) stabilisiert werden. Die
Resultate der Plasmastabilitét entsprachen den Erwartungen: Jene Analoge, welche eine zweifache
Stabilisierung aufweisen, waren nach 24 h noch zu mindestens 86 % intakt und damit sehr viel
stabiler s NT-X mit nur einer Stabilisierung oder NT-11 mit gar keiner Stabilisierung (Abb. 6, Tab.
2). Dieses Ergebnis entspricht friiher gefundenen Resultaten [2, 7, 14]: Dort zeigte NT-VI, welches
analog zu NT-XI eine reduzierte Amidbindung enthélt, jedoch Ile an Position 12 nicht durch Tle
ersetzt hat, gegenuber NT-11 nur eine bescheidene Verléngerung der Plasmahalbwertszeit von 6 auf
10 min. Dies zeigt, dass die Stabilisierung an Position 8-9 weniger effektiv ist als jene an Position
12, in der Kombination mit der Stabilisierung an der Stelle 12 aber umso effektiver ist. Die Anzahl
stabiliserter Stellen  korreliert  ebenfalls mit  den Tumoraufnahmeraten: Die hochsten
Tumoraufnahmewerte wurden zu alen Zeitpunkten mit den doppelt stabilisierten Analogen NT-
VI, NT-XI und NT-XI1 erhalten [7]. Es konnte demnach gezeigt werden, dass die Tumoraufnahme
parallel mit der verbesserten Stabilitét der NT-Analoge anstieg. Stabilisierung der Derivate ist
demzufolge essentiell.
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Wichtigstes Gewebe nach dem Plasma und noch vor Niere und Leber ist der Tumor. Aus
ethischen Grinden ist es nicht akzeptabel, Tumore in Tieren wachsen zu lassen, diese dann zu téten
und zu sezieren und ein Tumorhomogenat herzustellen. Die Zellkultur stellt deshalb ein idedles
Moddll fir den Tumor dar. Der fur eine mogliche Tumortherapie entscheidende Punkt ist ein nach
Internalisierung in die Tumorzellen moglichst langer Verbleib der Aktivitét in diesen. Die Resultate
bestdtigten auch in diesem Versuch die vorher gemachten Aussagen: Die doppelt stabilisierten
Anaoge zeigten eine gegentiber NT-X deutlich verlangsamte Aktivitétsfreisetzung aus den Zellen.
Sie wiesen folglich eine léangere Verweildauer im Tumor auf, was wiederum durch friiher gemachte
Resultate [7] gestiitzt wurde, némlich durch die bei doppelt stabilisierten Derivaten im Vergleich zu
nur einfach Stabiliserten verbesserten Tumor/nicht-Tumor Verhdltnisse. Die drel  doppelt
stabilisierten Analoge unterschieden sich dadurch, dass NT-XI und NT-XII zwar eine langsamere
Aktivitatsfreisetzung zeigten als NT-VIII (Abb. 7 & 8), die Aufnahme in die Nieren jedoch bei NT-
X1 gegentber NT-VIII und NT-XII massiv erhtht war [2, 7]. Dies kénnte auf die nur in NT-XI
vorhandene Stabilisierung durch Einfuhren einer reduzierten Amidbindung zurtickzufiihren sein,
denn algemein gilt, dass Peptide mit Arg und Lys in der Sequenz eine Aufnahme in die Nieren
zeigen, was auf die positive Ladung dieser Aminosauren zurtickzufiihren ist. Mit der Einfuhrung
der reduzierten Amidbindung weist NT-XI noch eine zusétzliche positive Ladung auf (Amin bel
pH = 7 protoniert). Die in NT-VIII und NT-XII vorhandene N-Methylgruppe fuhrte im Vergleich
dazu nicht zu diesem Effekt [2]. NT-XII zeigte die héchsten Tumor/Organt Aufnahmeverhdtnisse
der ganzen Serie der NT-Analoge.

Um reproduzierbare Resultate zu erhalten, ist darauf zu achten, dass die bei der Markierung
zum Peptid hinzugeflgte Menge Aktivitét immer etwa gleich gross ist, denn nur so kann eine zu
grosse Menge an inaktivem Peptid und damit eine Enzymséttigung ausgeschlossen werden. Die
Anayse der in die Zellen internalisierten und aus den Zellen freigesetzten Aktivitét zeigte, dass in
alen Fallen nach der Vorinkubation noch intaktes Peptid in den Zellen vorhanden war. Das intakte
Peptid wurde tendenziell schneller freigesetzt als der Metabolit (Abb. 9). Uberraschenderweise
zeigte NT-VIII im Uberstand eine tiber 60 min konstante Menge an intaktem Peptid, welche nach
150 min vollstandig verschwunden war. Diese Werte korrelieren mit den Daten aus den
Biodistributionsstudien dieses Peptids [9]. Anzunehmen ist auch, dass ein schneller Wechsel von
Freisetzung und Wiederaufnahme des intakten Peptids stattfindet. Diese Annahme wird gestiitzt
durch die Resultate der ,, receptor-down-regulation” [8, 9] und Reduktion der freigesetzen Aktivitét
bei NT-XII zwischen 2.5 h (43.6 %) und 5 h (40.1 %) (Tab. 3). NT-VIII und NT-XII wiesen bei
diesen Versuchen den grossten Antell an intaktem Peptid nach der Internalisierung auf und bei
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beiden Analogen wird auch Uber eine langere Zeitspanne intaktes Peptid freigesetzt. NT-XI1 zeigte
sogar bis 5 h lang eine Freisetzung des intakten Peptides. Diese Ergebnisse konnen mit Hilfe von
Abb.1 interpretiert werden: Eine Methylgruppe, wie sie in NT-VI11 und NT-XII vorkommt, erhéht
die Stabilitét in den Zellen, wobel die Methylgruppe an Position 9 (NT-XI1) etwas besser zu sein
scheint als an Position 8 (NT-VII1). NT-XI wird in den Zellen schneller metabolisiert als NT-VII1
und NT-XII, weshalb gesagt werden kann, dass eine Methylgruppe besser ist als eine reduzierte
Amidbindung, wie sie in NT-XI vorkommt. Diese reduzierte Amidbindung und damit das
Vorhandensein einer groésseren positiven Ladung konnte auch wiederum eine Erklérung dafir
liefern, warum NT-XI relativ schnell nur noch aus Metabolit besteht, denn die héhere Ladung
konnte for einen im Gegensatz zu NT-VIII léangeren Verbleib in den Zellen verantwortlich
zeichnen, was ja durch die Freisetzungskurven bewiesen wurde. Durch diesen langeren Verbleib ist
NT-XI vermehrt Zellenzymen ausgesetzt, was den Abbau des Derivates zum Metaboliten
ermoglicht und beschleunigt.

Schlussfolgerung: Die doppelte Stabilisierung der Peptide ist notwendig, beeintréchtigt die
Affinitdt fur die Rezeptoren nicht und fuhrt zu ener erhdhten Tumoraufnahme und einer
verlangerten Verweildauer der Peptide im Tumor. Dadurch sind diese NT-Derivate geeignet fur die
Diagnose und Therapie von Tumoren, welche NTR1 Uberexprimieren. Die sehr langsame
Freisetzung der an NT-XI1I gebundenen Aktivitdt aus den Zellen und die geringe Aufnahme in die
Nieren machen dieses Derivat zu einem vielversprechenden Kandidaten fur die Anwendung in der
Nuklearmedizin. Weil sowohl intaktes Peptid as auch Metabolit aus den Tumorzellen freigesetzt
werden, sollte das Hauptaugenmerk nicht auf eine weitere Stabilisierung einer Bindung gerichtet
werden, sondern vermehrt darauf, wie sowohl intaktes Peptid as auch entstehender Metabolit noch
langer in den Tumorzellen zurtickbehalten werden konnten. Ein Ansatz dazu wére maoglicherweise
die Veranderung der Metabolitenladung, indem am  t-Stickstoff, welcher  fir
Substitutionsreaktionen zuganglich ist, ein Substituent eingefthrt wird.
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