Tracerentwicklung zur Darstellung von
Leberfibrose mittels PET
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Einleitung: Leberfibrose ist ein weitverbreitetes
Krankheitsbild, welches sich aufgrund von verschiedenen
Auslosern entwickeln kann. 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 h&ufig
die letzte Therapieoption dar. Die Diagnostik des
fibrotischen Geschehens gestaltet sich zurzeit noch
schwierig, vor allem bezlglich der mittleren Schwere-
grade. Als ,,Goldstandard* bezuglich Sensitivitdt und
Selektivitat gilt die Leberbiopsie mit anschlieRender
histologischer Untersuchung. Diese (invasive) Methode
ist zur korrekten Klassifizierung der mittleren Schwere-
grade (und dem Fortschritt der Krankheit) allerdings auch
nur sehr bedingt geeignet. Fibrose verteilt sich sehr
heterogen (ber das Organ und die Biopsie-Proben
reprasentieren nur etwa 1/50.000 der Leber. So zeigen
manche Biopsien von zwei unterschiedlichen Punktionen
desselben Organs gravierende Unterschiede im Schwere-
grad.™

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

Das Integrin a,fe wird in der Leber ausschlielich von
Cholangiozyten exprimiert und korreliert mit der fibro-
genetischen Aktivitdt der aktivierten Myofibroblasten,
den ECM-produzierenden Zellen.®! Daher eignet es sich
besonders als Target flr die Tracerentwicklung. Fir den
Antagonisten EMD527040 sind Affinitdten im unteren
nanomolaren Bereich bekannt. Dieser soll derart
derivatisiert werden, dass es die Einfihrung von
Radionukliden, die fir die PET geeignet sind, erlaubt.
Aufgrund seiner guten Verfiigbarkeit soll hierbei zunéchst
%8Ga verwendet werden.

Experimentelles: EMD527040  konnte  mittels
Standard-Peptidkopplungsmethoden in acht Stufen erfolg-
reich dargestellt werden. Dazu wurde von 3,5-Dichloro-
benzaldehyd, L-Boc-O-Benzyl-Serin, 2-Aminopyridin
und 5-Bromo-ethylvalerat ausgegangen. Anschliefend
wurde EMD527040 in zwei verschiedenen Weisen mit
dem Chelator DO3A-'Bu-N-(2-aminogthyl)ethanamid
gekoppelt und anschlielend im sauren Milieu entschiitzt.
Es wurden Uber zwei bzw. vier weitere Stufen zwei
Markierungvorldufer erhalten, die sich durch einen
Tetraethylenglykol-Spacer ~ zwischen  Chelator und

Targeting-Vektor unterscheiden. Zur sauberen Darstellung
der Markierungsvorlaufer wurden diese per HPLC
aufgereinigt.

Zur Markierung wurden flr beide Tracer je 10, 20 und
30 nmol aus einer wéssrigen Stammldsung (c = 1 mg/mL)
verwendet und in 400 uL 0,13M HEPES-Puffer durch
Zugabe von 400 pL Generator-Eluat (kationentauscher-
basiertes post-processing!) fiir zehn Minuten bei 95 °C
radiomarkiert. Die Abtrennung der Produkte konnte
jeweils durch ihre Fixierung auf einer C18-Festphasen-
Kartusche, Waschen mit Wasser und Elution mit 0,5 mL
Ethanol erreicht werden.

Ergebnisse und Diskussion: Die per Radio-DC (SiO;,
Citrat-Puffer pH 4) bestimmte Ausbeute zeigte, dass ab
einer Vorlaufermenge von 20 nmol keine signifikante
Verbesserung der Markierungsausbeute mehr zu erreichen
war. Allerdings war ein Zusatz von 200uL Ethanol zur
Reaktionsmischung nétig, um bei der Verwendung von
hoheren Aktivitdten (500 vs. 50 MBq) die gleichen
Ausbeuten zu erzielen.

Der Tracer zeigte sich sowohl in PBS als auch in PBS +
Transferrin (jeweils bei 37 °C) fir mindestens 160 min
stabil. Die neuen ®Ga-markierten Derivate des
EMD527040 sind also vielversprechende Kandidaten flr
weitergehende pPET-Studien, die in Zukunft an
fibrotischen Mausmodellen durchgefiihrt werden sollen.

Dazu werden aktuell in vitro-Studien an HT-29 sowie
603B Zellen durchgefiihrt sowie Vorversuche fiir Studien
an dem isolierten Integrin a,fe vorbereitet.
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