Tracerentwicklung zur Darstellung von (Leber-)Fibrogenese mittels PET
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Einleitung: Leberfibrose ist ein  weitverbreitetes
Krankheitsbild, welches sich aufgrund von verschiedenen
Auslosern entwickeln kann. Dazu zdhlen sowohl chron-
ische Hepatitis-Formen (B und C), als auch Alkohol-
missbrauch oder eine nicht-alkoholische Fettleberhepa-
titis. Die Behandlung erfolgt in der Regel kausativ, was
jedoch in vielen Fallen nicht ausreichend ist um das
Fortschreiten der Krankheit zu verhindern. Daher stellt
eine Lebertransplantation haufig die letzte Therapieoption
dar.™ Die Diagnostik des fibrotischen Geschehens
gestaltet sich zurzeit noch schwierig, vor allem beziglich
der mittleren Schweregrade. Elastographische Methoden
(MRI/US) sowie Serummarker koénnen zur Diagnostik
herangezogen werden. Als ,,Goldstandard* beziiglich
Sensitivitat und Selektivitat gilt jedoch immer noch die
Leberbiopsie mit anschliefender histologischer Unter-
suchung. Allerdings versagt selbst diese (invasive!)
Methode bei der korrekten Klassifizierung der mittleren
Schweregrade (und dem Fortschritt der Krankheit).
Fibrose verteilt sich sehr inhomogen Uber das Organ und
die Biopsie-Proben représentieren nur etwa 1/50.000 der
Leber. So zeigen manche Biopsien von zwei unterschied-
lichen Punktionen desselben Organs gravierende Unter-
schiede im Schweregrad.?

Im Rahmen dieses Projekts sollen Tracer entwickelt
werden, die es ermdglichen, den Prozess der Fibrogenese
mittels Positronen Emissions Tomographie zu unter-
suchen. Diese Imaging Modalitdt ermdglicht (bei
gegebenem Radiotracer) eine Quantifizierbarkeit, sowie
die Einbeziehung des gesamten Organs und stellt als
nicht-invasive Methode daher einen vielversprechenden
Ansatz fiir die Fibrosediagnostik dar.

Das Integrin a,fs wird in der Leber von Cholangio-
zyten exprimiert und korreliert mit der fibrogenetischen
Aktivitdt der aktivierten Myofibroblasten, den ECM-
produzierenden Zellen.® Daher eignet es sich besonders
als Target flir die Tracerentwicklung. Fir das Tripeptid
EMD527040 sind Affinitdten im unteren nanomolaren
Bereich bekannt. Dieses soll derart derivatisiert werden,
dass es die Einfihrung von Radionukliden, die fir die
PET geeignet sind, erlaubt.

Aufgrund seiner guten Verfugbarkeit soll hierbei
zundchst ®Ga verwendet werden. Hierzu wurde
EMD527040 mittels Standard-Peptidkopplungsmethoden
an den Chelator DO3A-'Bu-N-(2-aminoethyl)ethanamid
gekoppelt und anschlieRend im sauren Milieu entschiitzt.
Zur sauberen Darstellung des Markierungsvorldufers
wurde dieser zweifach per HPLC aufgereinigt.
Experimentelles: Zur Markierung wurden je 10, 20 und
30 nmol aus einer wassrigen Stammldsung (¢ = 1 mg/mL)

verwendet und in 400 pL 0,13M HEPES-Puffer durch
Zugabe von 400 puL Generator-Eluat (kationentauscher-
basiertes post-processing) fiir zehn Minuten bei 95°C
radiomarkiert. Nach Abtrennung des Produkts mittels
einer C18-Festphasen-Kartusche wurde dieses fir
Stabilitdts- und Affinitatsstudien sowie erste in vitro Zell-
versuche verwendet.

Ergebnisse und Diskussion: Abbildung 1 zeigt die per
Radio-DC (SiO,, Citrat-Puffer pH 4) erhaltene Kinetik
der Radiomarkierung in Abhéngigkeit der Reaktionszeit
und Vorlauferkonzentration. Es Ildsst sich ab einer
Vorlaufermenge von 20 nmol keine signifikante Verbes-
serung der Markierungsausbeute erkennen.
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Abbildung 1: Kinetik der Radiomarkierung.

Der Tracer zeigte sich sowohl in PBS als auch in PBS +
Transferrin (jeweils bei 37 °C) fur mindestens 160 min
stabil. Erste Affinitatsstudien an HT-29 und 603B Zellen
werden zurzeit durchgefiihrt.

Der neue Radioligand ®Ga-EMD527040 ist also ein
vielversprechender Kandidat fur weitergehende WPET-
Studien, die in Zukunft an fibrotischen Mausmodellen
durchgefiihrt werden sollen.
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