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Markierung und Glycosylierung von Peptiden mithilfe der Klick-
Chemie: ein allgemeiner Ansatz zur Synthese von *F-Glycopeptiden,
leistungsstarken Tracern fiir die Positronenemissionstomographie™*

Simone Maschauer, Jiirgen Einsiedel, Roland Haubner, Carsten Hocke, Matthias Ocker,
Harald Hiibner, Torsten Kuwert, Peter Gmeiner und Olaf Prante*

Auf dem Gebiet der molekularen Bildgebung hat sich die
Positronenemissionstomographie (PET) zu einer Methode
mit exzellenter Empfindlichkeit fiir In-vivo-Studien entwi-
ckelt.l' Die PET-Chemie ist jedoch anspruchsvoll, da sie die
Verwendung kurzlebiger Positronenstrahler wie '*F oder 'C
als Markierungsagentien erfordert.’! Die Optimierung und
effiziente Anwendung von schnellen und zuverléssigen Mar-
kierungsstrategien sind die Grundvoraussetzungen zur Ent-
wicklung neuer Radiopharmazeutika fiir die Forschung und
fiir klinische Studien.

Bioaktive Peptide, die molekulare Zielstrukturen in vivo
spezifisch erkennen, sind eine wichtige Klasse von PET-
Tracern, die die pradiktive Bildgebung und PET-gestiitzte
Therapie verbessern. Unter Verwendung von *F-markierten
prosthetischen Gruppen wurden verschiedene Strategien fiir
die Synthese von Peptid-Radiopharmazeutika ausgearbeitet,
darunter die chemoselektive Oxim-Konjugation® sowie der
Einsatz '®F-markierter Maleimid-Derivate als Cystein-reak-
tive Reagentien.**! In Anlehnung an das von Sharpless
etall® eingefiihrte Konzept der Klick-Chemie wurde die
[342]-Cycloaddition von Aziden mit Alkinen nach Huisgen
auf '®F-Radiosynthesemethoden iibertragen, um die Vorteile
ihrer Selektivitit, Zuverlissigkeit und Geschwindigkeit unter
wiissrig-milden Cu'-katalysierten Reaktionsbedingungen zu
nutzen.”

Die vielseitige Verwendbarkeit von Peptiden fiir die
Bildgebung ist hdufig durch ihre In-vivo-Instabilitét limitiert,
vor allem wegen des schnellen Abbaus durch endogene
Peptidasen. Beispielsweise erfordert die Synthese von radio-
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markierten Peptid-Tracern fiir die Bildgebung des Neuro-
tensin-Rezeptors (NTR-1), der bei einer Vielzahl von hu-
manen Tumoren iiberexprimiert ist, Modifikationen zur
Verbesserung der metabolischen Stabilitit des Tracers.®

Ansitze zur Synthese von RGD-Tracern fiir das o,f;-In-
tegrin, das eine Schliisselrolle bei der Angiogenese spielt,
beruhen auf den wegweisenden Arbeiten von Kessler et al.,
die cyclische pentamere RGD-Peptide entwickelten, die se-
lektiv das a,f;-Integrin erkennen.”) Eine Vielzahl radiomar-
kierter cyclischer RGD-Peptide wurde bereits beschrieben.!'”
Aus dieser Gruppe wurde [*F]Galacto-RGD! ausfiihrlich in
klinischen Studien untersucht.

Da die Glycosylierung von Peptiden oftmals die Bioki-
netik und die Clearance-Eigenschaften in vivo verbessert,
wurden [*F]Galacto-RGD und weitere Radiopeptide entwi-
ckelt.?¥ Die mehrstufige Radiosynthese von ['®F]Galacto-
RGD ist jedoch zeitintensiv und aufwéndig. Als ein Versuch,
diese Nachteile zu umgehen, wurde die Markierung mithilfe
der 2-Desoxy-2-[**F]fluorglucose (FDG) diskutiert.> 413

Die Hauptnachteile der bisher genutzten 'F-Markie-
rungsstrategien fiir Peptide sind: a) drastische Reaktionsbe-
dingungen, b) aufwindige mehrstufige Synthesen mit einge-
schrinkter, nicht zerfallskorrigierter radiochemischer Aus-
beute (RCA), sodass eine Automatisierung fiir die Produk-
tion groBerer Mengen erschwert wird, und c) die lipophile
Derivatisierung, die die biokinetischen Eigenschaften der
Tracer beeintréachtigt.

Auf Grundlage unserer vorherigen Arbeiten zur Anwen-
dung von Klick-Reaktionen in der Wirkstoff-Entwicklung'®!
und der Synthese von p-Mannosylaziden!" prisentieren wir
hier eine effiziente Strategie zur 'SF-Markierung unter
gleichzeitiger Glycosylierung fiir die Synthese von "F-Gly-
copeptiden als Radiopharmazeutika fiir die PET. Wir kom-
binierten diese Strategie mit der Entwicklung eines metabo-
lisch stabilen Glycopeptoid-Analogons von NT(8-13), dem
hochpotenten C-terminalen Hexapeptid des natiirlichen
Agonisten Neurotensin (NT). Als Nachweis der Anwend-
barkeit der Methode wurden zwei '®F-Glycopeptide, die sich
von NT(8-13) oder ¢(RGDfPra) ableiten, in Studien zur
Bioverteilung und Kleintier-PET (uPET) fiir die Bildgebung
der NTR- bzw. a,f;-Integrin-Expression in vivo unter Ver-
wendung von Xenotransplantat-Nacktmausmodellen einge-
setzt.

Im Einzelnen konnte 2-Desoxy-2-fluorglucosylazid (3)
ausgehend von tetraacetylierter 2-Desoxy-2-fluorglucose
hergestellt werden.™™ 3 wurde in einer Cu'-katalysierten
Azid-Alkin-Cycloaddition mit einer Serie Alkin-funktionali-
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sierter Peptide eingesetzt, um den
Einfluss des eingefiigten Glycosyl-
Restes auf die Rezeptor-Erkennung
zu untersuchen. Kommerziell er-
hiltliches Propargylglycin  (Pra)
wurde durch Festphasensynthese an
Position X in die Sequenz des bio-
aktiven Peptids ¢(RGDfX) sowie
am N-Terminus von NT(8-13) und
dessen metabolisch stabilisierten
Derivaten eingefiihrt. Unter Be-
riicksichtigung unserer Studien zum
Einfluss von Peptidriickgrat-Modi-
fikationen und der Ligandenkon-
formation auf Affinitdtsdanderungen
einer Serie von NT(8-13)-Analo-
gal””! wurde die metabolische Sta-
bilisierung durch Modifikation von
drei Aminosduren in der Sequenz
von NT(8-13) angestrebt (Tabel-
le 1). Die Rezeptor-Bindungsstudi-
en an CHO-Zellen, die den huma-

Angewandte

Tabelle 1: Rezeptorbindungsdaten der NT-Analoga im Vergleich zu NT(8-13) als Referenz; ermittelt

durch Verdringung von ’H]NT an hNTR-1 exprimierenden CHO-Zellen."!

Peptid Sequenz Ki [nm]
NT(8-13) Arg®-Arg®-Pro0-Tyr! -le"2-Leu™® 0.23 +0.042!
= o}
NT1 0.29+0.046"
H,N  HN—Arg®-Arg®-Pro™0-Tyr!-lle’2-Leu’®
OH
HO o NN
FGle-NT1 HO =N~ o) 0.32+0.111
H,N  HN—Arg®-Arg®-Pro'0-Tyr'-lle’2-Leu®
NT2 NLys®-Lys®-Pro'0-g-hTyr''-lle'2-Leu'® 130+ 140
—
= 0
NT3 350+ 78!
H,N NLys®-Lys®-Pro'®-g-hTyr'l-lle'>-Leu®
OH
HO o N=N
FGlc-NT3 HO =Nz o 400+219
HoN NLys®-Lys®-Pro'®-p-hTyr'-lle'?-Leu’®
=
= (o]
NT4 5.240.92"
H,N NLys®-Lys®-Pro’0-Tyr'-Tle'2-Leu'?

zeigten, dass die Einfithrung von

nen NTR-1 stabil exprimieren,!® HO% N=N
; ie FEinfii FGlc-NT4 HO E Nw 16+2.89

Pra am N-Terminus (NT1) keinen

HoN NLys8-Lys®-Pro'0-Tyr!"-Tie"2-Leu"®

signifikanten Einfluss auf die NTR-
1-Affinitdt hat, wogegen [-homo-
Tyr in Position 11 (NT2 und NT3)
des Peptoid-dhnlichen N-(4-Ami-
nobutyl)Gly-Lys(=NLys-Lys)-De-
rivats die Affinitdt stark verringert. Der Austausch von Ile
gegen Tle an Position 12 und Arg-Arg gegen NLys-Lys (NT4)
versprach Erfolg fiir die Stabilisierung gegeniiber Peptidase-
katalysiertem Abbau.

Die Ligation von NT1, NT3, NT4 und c(RGDfPra) mit 2-
Desoxy-2-fluor-B-glucopyranosylazid (3) in Gegenwart von
CuSO, und Natriumascorbat ergab die gewiinschten Peptid-
Konjugate FGlc-NT1, FGlc-NT3, FGlc-NT4 und FGlc-RGD
in Ausbeuten von 80-90 % und Reinheiten von >98%. Die
Erhaltung der f-anomeren Konfiguration des Glycosylrestes
von FGlc-NT1 wurde F-NMR-spektroskopisch nachgewie-
sen.!"

Unseren Liganden-Bindungsexperimenten zufolge waren
die glycosylierten NTR-1-Liganden nahezu dquipotent wie
die entsprechenden nichtglycosylierten Derivate (Tabelle 1).
Insbesondere FGlc-NT4 zeigte eine exzellente Inhibierungs-
konstante im niedrigen zweistelligen nanomolaren Bereich,
sodass fiir diese Verbindung eine '®F-Markierung vielver-
sprechend erschien.

Fiir die Radiosynthese der gewiinschten '®F-markierten
Glycopeptide wurde zunichst in einer Kryptat-vermittelten
®F_gegen-Triflat-Substitution des Mannosyltriflats 1 die
prosthetische ~ Gruppe  2-Desoxy-2-[**F]fluorglucosylazid
([**F)3)™! hergestellt, der sich die basische Hydrolyse mit
NaOH anschloss (Schema 1). Danach erfolgte im selben
Reaktionsgefifl in einer Mischung aus phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) und Ethanol (10:1) bei 60°C die Glycosy-
lierung, die nur 100 pg des Alkin-haltigen Peptids in einem
Gesamtvolumen von 500 uL benotigt. Ausgehend von

Angew. Chem. 2010, 122, 988 -992

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

[a] Die Ki-Werte entsprechen den Mittelwerten aus 2—7 Einzelexperimenten, die jeweils in Dreifachbe-
stimmung durchgefiihrt wurden. [b] K; £ Standardfehler (SEM) [nm]. [c] K;=SD [nm].
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Schema 1. a) K'®F, Kryptofix 2.2.2, K,CO;, KH,PO,, Acetonitril, 2.5 min,
85°C, 71% RCA; b) NaOH, 5 min, 60°C; c) 1. HCI (0.1 m); 2. Alkinyl-
peptid, PBS (10% Ethanol), CuSO,, Natriumascorbat, 20 min, 60°C,
70-80% RCA.
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[*F]Fluorid wurde fiir diese dreistufige Zweitopfreaktion
eine hohe RCA erreicht, sodass die isolierten "*F-Glycopep-
tide ["®F]JFGIc-NT1, [®FJFGlc-NT3, [®F]FGlc-NT4 und
["®F]FGlc-RGD in ausgezeichneten Reinheiten, in 17-20%
nicht zerfallskorrigierter RCA (bei n =71 Einzelexperimen-
ten) und mit brauchbaren spezifischen Aktivititen (55—
210 GBqumol™) in einer Gesamtsynthesezeit von 75 min
erhalten wurden. Diese neue Methode zur Einfiithrung eines
'8F-Glucopyranosid-Markers in Peptide ist zur "*F-Markie-
rung von Peptiden gut geeignet, da sie a)im wissrigen
Medium stattfindet, b) hoch chemoselektiv ist, ¢) zuverléssig
hohe RCAs liefert und d) nur niedrige Konzentrationen des
Reaktanten benotigt. Die groBe Zahl von 71 gelungenen
Radiosynthesen — ohne einen einzigen Fehlversuch — de-
monstriert die hohe Zuverlissigkeit der ,,"*F-Klick“-Gly-
cosylierung.

Die Stabilitit der ®F-markierten NT-Analoga wurde in
humanem Serum bei 37°C iberpriift. Im Vergleich zu
[*F]FGIc-NT1, das nach 30 min vollstindig abgebaut war
(siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S2), zeigten die
Peptoide ["F]FGlc-NT3 und [*F]FGlc-NT4 eine stark er-
hohte metabolische Stabilitit von >90% (Abbildung 1a).
Sattigungsexperimente und Internalisierungsstudien mit
[*F]FGIc-NT3 und ["F]FGlc-NT4 wurden an NTR expri-
mierenden HT29-Zellen durchgefiihrt. Die spezifische Bin-
dung wurde fiir ["*F]JFGlc-NT4 mit einem B,,,-Wert von
403 fmolmg~' (B =Bindung) und einer Dissoziationskon-
stanten K, von (8.5 +2.9) nMm nachgewiesen (Abbildung 1b),
und die Internalisierungsrate betrug 60-80% nach 30 min.
Die In-vitro-Autoradiographie an Hirnschnitten der Ratte
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Abbildung 1. Reinheit, Stabilitdt und spezifische Bindung in vitro und
PPET-Bildgebung mit ['®F]FGlc-NT4. a) Radio-HPLC fiir: RCA von
['®F]FGlc-NT4 nach 20 min; radiochemische Reinheit nach HPLC-Isolie-
rung; die Reinheit der Referenzverbindung FGIc-NT4 (UV); die Stabili-
tat von ['®F]FGlc-NT4 in humanem Serum (3 h) und im Blut der Maus
(30 min p.i.). b) Sattigungskurve von [®F]FGlc-NT4 fur HT29-Zellen in
vitro. c) Statische WPET-Aufnahmen (links: transaxial, Mitte: coronal)
von HT29-Tumor tragenden Nacktmiusen 45-65 min nach Injektion
von 5.7 MBq ["®F]FGlc-NT4 mit (unten) und ohne Koinjektion von NT4
(oben; 100 ug/Maus).
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bestitigte die spezifische Bindung von [“F]FGlc-NT4 in
NTR-reichen Arealen, die in Gegenwart von 1 pm NT voll-
standig inhibiert wurde (siche Hintergrundinformationen,
Abbildung S6).

Daraufhin wurde die Bioverteilung von [**F]FGlc-NT4 an
HT29-Xenotransplantat-Nacktméusen bei 10, 30 und 65 min
p-i. (=post injectionem) untersucht (siche Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S7). ["*F]FGlc-NT4 zeigte eine hohe
metabolische Stabilitét in vivo (>98 %; Abbildung 1a), eine
schnelle Blut-Clearance, eine hohe Aufnahme in die Nieren
und niedrige Aufnahme in andere Organe. Die Aufnahme
von [®F]FGlc-NT4 in HT29-Tumoren betrug 2.0 bzw.
12%IDg! (ID =injizierte Dosis) nach 30 bzw. 65 min mit
schnell von 1.7 auf 3.5 steigenden Tumor/Blut-Verhiltnissen
(sieche Hintergrundinformationen, Abbildung S8), sodass ein
geeignetes Signal-Hintergrund-Verhiltnis fiir die PET-Bild-
gebung zu frithen Zeitpunkten nach Injektion nahe liegt.
Tatsdchlich belegten WPET-Studien die spezifische Visuali-
sierung der NTR-Expression in vivo mithilfe von [*F]FGlc-
NT4 (Abbildung 1c¢).

Die Anwendbarkeit unserer sequenziellen Strategie zur
'8F-Markierung und Glycosylierung wurde zusitzlich durch
die In-vitro- und In-vivo-Daten fiir ["*F]FGlc-RGD unter-
strichen. In-vitro-Bindungsexperimente wurden mit dem Di-
sintegrin '®I-Echistatin in einem Festphasenassay mit im-
mobilisiertem o,f; (Abbildung 2b) und an o,f; exprimie-

a) 130 b) 125, 3 L (RGDIPra)
FGIc-RGD ) 192 g, +FGIc-RGD
Ny 2 ¢(RGDFV
01 2 3 4 5 6 B/%50 3 el
133 - "By
['®FIFGIc-RGD -10 -8 -8 -4
6T 2 3 4 5 6 lgellgm ==
120 € 10 = Tumor
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S — t o06{ls < Muskel
01 2 3 4 5 6 L galls
1.30 0.2{ g
,,,,_\,_._ﬁN'ef,,ﬁ,,\,,,,,, 00530 60 9o 120
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Tumor Niere —-O

I A e et A s
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Abbildung 2. Reinheit, o,f3;-Bindung in vitro, metabolische Stabilitit in
vivo und pPET-Bildgebung der o,B;-Expression mit ['*F]FGlc-RGD.

a) Reinheit von FGIc-RGD und ['®F]FGlc-RGD sowie HPLC-Analysen
der extrahierten Radioaktivitdt aus Mausorgan-Homogenaten (40 min
p.i.). b) Verdrangungskurve von '®I-Echistatin mit FGlc-RGD, ¢(RGDf-
Pra) und c(RGDfV). Dargestellt ist der Anteil der an a,f;-Integrin ge-
bundenen Radioaktivitat (B in %). Abgebildet sind Mittelwerte & Stan-
dardabweichung (SD) aus drei Experimenten, jeweils als Dreifachbe-
stimmung durchgefiihrt. c) Zeit-Aktivitits-Kurven von ['®F]FGlc-RGD
fiir Tumor, Blut und Muskelgewebe von U87MG tragenden Nacktmau-
sen. Die Radioaktivitdt im Gewebe ist dargestellt als Prozent der inji-
zierten Dosis pro Gramm Gewebe (D, Mittelwert £SD, n=3-6).

d) WPET unter Verwendung von ["*F]FGlc-RGD (30-40 min p.i.): trans-
axiale Bilder von U87MG tragenden Miusen, die mit ¢(RGDfV)

(12.5 mgkg™, ,Blockade“) und ohne c(RGDfV) (,Kontrolle") injiziert
wurden.
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renden humanen U87MG-Glioblastomzellen durchgefiihrt
und bestitigten eine zweistellige nanomolare Affinitdt von
FGlc-RGD fiir a,f; (siehe Hintergrundinformationen, Ta-
belle S2). Die Experimente zur Bioverteilung von [*F]FGlc-
RGD in U87MG tragenden Méiusen zeigten eine dhnliche
Blut-Clearance wie im Fall von [®*F]Galacto-RGD,™! aber
eine dreifach erhéhte Aufnahme in Leber und Niere (siche
Hintergrundinformationen, Abbildung S9). Die hohe Leber-
und Nierenaufnahme konnte nicht durch Lipophilie-Unter-
schiede zwischen ["*F]FGlc-RGD und [*F]Galacto-RGD er-
klart werden, da deren 1gD;,-Werte dhnlich waren (IgD,,=
—3.8 (n=3) bzw. —3.2")). Die spezifische Tumoraufnahme
von [®F]FGIc-RGD betrug 0.49%IDg" (60 min p.i.).
Unsere Studien bestétigten die ausgezeichnete metabolische
Stabilitit von [*F]FGlc-RGD in vivo sowie eine schnelle
Anreicherung im Tumor in Kombination mit invarianten
Tumor/Blut- und Tumor/Muskel-Verhéltnissen von 2.3 bzw.
4.4 zu frithen Zeitpunkten von 30 min p.i. (Abbildung 2a,c).
Dies ermoglichte die Bildgebung der o, f3;-Integrin-Expressi-
on in vivo (Abbildung 2d) und verdeutlicht das grofle Po-
tenzial von ["*F]FGlc-RGD fiir die zukiinftige Anwendung in
PET-Studien.

Unter Anwendung unserer Klick-Chemie-basierten Gly-
cosylierungsmethode fiir die '®F-Markierung haben wir die
Gesamtausbeute von [®*F]FGlc-RGD (20%) und die Ge-
samtsynthesezeit (70 min) signifikant gegeniiber den ent-
sprechenden Werten des klinisch angewendeten [**F]Galacto-
RGD (10%, 200 min)"® verbessert. Dariiber hinaus haben
wir ["*F]FGlc-NT4 als ersten Peptoid-Tracer fiir die Bildge-
bung der NTR-Expression in vivo mithilfe der PET entwi-
ckelt.

Die vorgestellte Prozedur ist gut geeignet fiir die Auto-
matisierung, da die Entschiitzung des Zuckers und die Klick-
Chemie-basierte Ligation des Peptids in einer Eintopfreak-
tion stattfinden. Die zuverlidssige Zuginglichkeit von '®F-
Glycopeptiden wird die weitere Evaluierung dieser Tracer in
longitudinalen pPET-Studien an Tiermodellen maf3geblich
vereinfachen. Zukiinftige Forschungsarbeiten werden auf
eine Erhohung der Nieren-Clearance durch Variation des
Glycosylrestes der vorgestellten *F-Glycopeptide zielen.

Wir erwarten, dass die Ligation von "*F-markierten Gly-
cosylaziden und Alkin-haltigen Peptiden fiir eine Vielzahl
von Zielpeptiden allgemein anwendbar sein wird und so den
Zugang zu einer Serie von "*F-Glycopeptiden als neuen Ra-
diopharmazeutika mit verbesserter Biokinetik fiir die expe-
rimentelle Forschung und frithe klinische PET-Studien er-
offnen wird.

Experimentelles

Typische Prozedur der "F-Markierung von Peptiden unter gleich-
zeitiger Glycosylierung: Die Mannosylvorstufe 1! (9 mg, 15 pmol)
in wasserfreiem Acetonitril (450 uL) wird zum getrockneten K/
Kryptofix2.2.2/"F -Komplex gegeben und die Losung 2.5 min bei
85°C geriihrt.["®F]2 wird durch semi-priparative HPLC [Kroma-
silC8, 125x8, 4mLmin~!, Acetonitril (0.1 % Trifluoressigsaure
(TFA))/

Wasser (0.1 % TFA) 30:70] isoliert und auf einer C18-Kartusche (Li-
chrosorb, Merck, 100 mg) fixiert. Nach Elution mit Ethanol (0.8 mL)
und Entfernung des Losungsmittels im Vakuum wird eine Losung von
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NaOH (10% Ethanol, 60 mm, 250 uL) zugegeben. Nach 5 min bei
60°C (Entstehung von [*F]3) wird mit HCI (0.1m, 13.5 uL) versetzt,
gefolgt von einer Losung des Alkin-funktionalisierten Peptids
(100 pg, sieche Hintergrundinformationen) in 250 uL PBS (10%
Ethanol), Natriumascorbat (0.6M, 10 uL) und CuSO, (0.2m, 10 pL).
Nach 20 min bei 60°C unter Riihren wurden die "*F-Glycopeptide
durch semi-préparative HPLC und anschlieBende Festphasenex-
traktion isoliert und fiir die In-vitro- und In-vivo-Experimente in PBS
formuliert.
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