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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung ist gerichtet auf radioaktivmarkierte Annexine, einschlie8lich Annexin-He-
xose-Konjugate wie beispielsweise Hexose-Einheit-Konjugate und deren Bestandteile. Die vorliegende Erfin-
dung ist auch allgemein gerichtet auf Modifikationen der Annexin-Bestandteile fur die Verwendung bei der Her-
stellung von radioaktivmarkierten Annexinen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung kommen
auch Aufnahmeprotokolle in Betracht, welche die Verabreichung von beispielsweise einem radioaktivmarkier-
ten Annexin-Hexose-Einheit-Konjugat einschlielRen. Der Annexin-Bestandteil des Konjugats dient dazu, den
radioaktivmarkierten aktiven Bestandteil des Konjugats an die vaskulare Thrombi-Zielstelle zu liefern. Der He-
xose-Einheit-Bestandteil des Konjugats erleichtert die schnelle Eliminierung der radioaktivmarkierten Anne-
xin-Hexose-Einheit-Konjugate von dem Kreislauf eines Empfangers.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Wenn Patienten unter Brustschmerz, Herzklopfen oder irgendwelchen anderen Symptomen einer
Herzkranz-Verletzung oder -Erkrankung leiden, ist die Gegenwart von vaskuldren Thromben in dem Herzen
ein potentieller wesentlicher Komplikations-Faktor flir die Behandlung. Wenn ein Arzt nicht-invasiv bestimmen
konnte, ob einer oder mehr bevorzugtere vaskuldre Thromben anwesend sind, und wenn sie anwesend sind,
die Lage dieser vaskularen Thromben bestimmen kdnnte, ware eine bessere Beurteilung der Behandlungsop-
tionen moglich. Daruber hinaus kénnten, wenn ein Arzt bestimmen kdnnte, dass keine vaskuldren Thromben
anwesend waren, wodurch eine potentielle Komplikation bei der Behandlung eliminiert wird, kardiale Zustéande
sicherer und wirksamer behandelt werden.

[0003] Die bisherigen Techniken zur Bestimmung der Anwesenheit von vaskuldren Thromben sind invasiv
und/oder beschwerlich und/oder scheitern daran, dass solche Thromben mit guter Empfindlichkeit und Spezi-
fitat erfalt werden. Deshalb ist ein Aufnahme-Mittel, das nutzlich ist bei der nicht-invasiven Aufnahme von vas-
kularen Thromben, wiinschenswert.

[0004] Annexine sind eine Klasse von Proteinen, die charakterisiert sind durch eine Calcium-vermittelte Bin-
dung an anionische Phospholipide. Anionische Phospholipide sind um das etwas 20-fache héher verbunden
mit aktivierten Blutplattchen als Blutplattchen im Ruhezustand, und aktivierte Blutplattichen sind verbunden mit
vaskularen Thromben.

[0005] Es wurde gezeigt, dass radioiodiertes Annexin V vaskulare Thromben in vivo lokalisiert, jedoch weist
es nicht optimale Aufnahme-Eigenschaften auf, die méglicherweise auf die ausgepragte Beta-Phase bei der
Blut-Clearance zuriickzufiihren ist, infolge einer moglichen Transjodierung und/oder eines metabolischen Ab-
baus mit Wiedereinbau in Serum-Makromolekile oder Nicht-Zielgewebe. Darliber hinaus setzten freies radio-
aktives lod oder lod-enthaltende metabolische Abbauprodukte Nicht-Zielgewebe insbesondere die Schilddri-
se, Radioaktivitat aus. Daruber hinaus leiden die lod-Radioisotope 1-123, 1-124 und [-131 mit aufnehmbaren
Photonen unter verschiedenen Nachteilen. Die Radioaktiv-Markierung mit I-lod-123 mit ausgezeichneten Auf-
nahme-Eigenschaften ist teuer und schwierig zu erhalten und ist deshalb fiir eine breit gestreute Anwendung
nicht geeignet. lod-124 emittiert Positronen und Hochenergie-Gamma-Photonen. Letztendlich hat lod-131 eine
partikludre Emission und seine Gamma-Emission ist in Bezug auf die Energie zu hoch fir eine optimale Auf-
nahme. Folglich sind verbesserte radioaktivmarkierte Annexin-Verbindungen wiinschenswert.

[0006] Darlber hinaus sind die herkdmmliche Aufnahme und Therapie oft geplagt von dem Problem, dass
das allgemein erreichbare Ziel-Verhaltnis niedrig ist. Das Ziel-Verhaltnis wird definiert als das Verhaltnis von
verabreichter Dosis, welche das Ziel lokalisiert, zu der verabreichten Dosis, die im Blut zirkuliert, oder das Ver-
haltnis von verabreichter Dosis, die das Ziel lokalisiert, zu verabreichter Dosis, die in das Knochenmark tber-
geht. Eine Verbesserung des Target-Verhaltnisses wird auch angestrebt. Aus den oben genannten Griinden
besteht deshalb noch ein Bedarf an einem Produkt mit erhéhter Empfindlichkeit zur Aufnahme von Thromben,
um kleine Thromben aufzunehmen, wie beispielsweise Carotid-Thromben oder intrakardiale Thromben und
solche, die in Herzkranz-Arterien nach einer Angioplastie oder wahrend Herzinfarkten oder in zerebralen Arte-
rien wahrend einer Apoplexie zugegen sind. Die Entwicklung eines Mittels zur Aufnahme eines radioaktivmar-
kierten Thrombus, das in der Lage ist, intrakoronare Thromben zu erfassen, wirde ein Durchbruch-Produkt mit
grofer klinischer und wirtschaftlicher Bedeutung verkérpern. Die vorliegende Erfindung erflillt dieses Erforder-
nis und stellt weitere ahnliche Vorteile bereit.
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Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Die vorliegende Beschreibung stellt radioaktivmarkierte Annexin-Hexose-Einheit-Konjugate und Ver-
fahren zur Herstellung und Verwendung dieser Konjugate bereit. Die vorliegende Erfindung stellt bereit einen
Annexin-Bestandteil, der in einer solchen Weise modifiziert ist, dass er eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe be-
reitstellt, was dazu dient, die Aufnahme-Eigenschaften von Annexin zu verbessern. Annexin enthaltende Kon-
jugate der vorliegenden Erfindung sind geeignet zur Radiomarkierung mit einem Diagnose-Aufnahmemittel.
Konjugate der vorliegenden Erfindung umfassen:

— ein modifiziertes Annexin, wobei die Modifikation eine zugangliche Sulthydryl-Gruppe bereitstellt; und

— eine Hexose-Einheit, die von einem Sauger-Leber-Rezeptor erkannt wird, wobei die Hexose-Einheit an

das Annexin konjugiert ist.

[0008] Durch die vorliegende Erfindung werden ebenso bereitgestellt radiomarkierte modifizierte Anne-
xin-Hexose-Einheit-Konjugate.

[0009] Ein anderes bevorzugtes Konjugat der vorliegenden Erfindung schliel3t ein:
— das modifizierte Annexin; und
- eine Esterase-empfindliche N,S, -Chelat-Verbindung, die an das Annexin konjugiert ist.

[0010] Ein weiteres bevorzugtes Konjugat gemaR der vorliegenden Erfindung schlief3t ein:
— ein modifiziertes Annexin-Multimer; und
- eine N,S -Chelat-Verbindung, die an das Annexin konjugiert ist.

[0011] Es versteht sich flir Fachleute in diesem technischen Bereich, dass in den Fallen, in denen eine che-
latisierende Verbindung eine Komponente des Konjugats ist, irgendeines der oben angegebenen bevorzugten
Konjugate weiter ein Radionuklid einschlielt, das durch die chelatisierende Verbindung komplexiert wird.

[0012] Das Annexin gemal} der vorliegenden Erfindung ist ein modifiziertes Annexin. Der Ausdruck ,ein mo-
difiziertes Annexin" wird um eine Zahl von Aminosauren an dem C-Terminus oder dem N-Terminus verlangert.
Die Aminosaure-Verlangerung fuhrt zu einer Modifikation des Annexins, wodurch eine zugangliche Sulfhy-
dryl-Gruppe geschaffen wird. Ein bevorzugtes modifiziertes Annexin zur Verwendung im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung wird verlangert an dem N-Terminus. In bevorzugten Ausfiihrungsformen der vorliegenden
Erfindung sorgt die Struktur des modifizierten Annexins fur die Bildung einer endogenen Radiomarkie-
rungs-Chelatisierungs-Stelle (so dass dadurch die Notwendigkeit fir die intermediare Produktion eines
Amin-gerichteten aktiven Esters zur Erleichterung der Radiomarkierung eliminiert wird). In einer weiteren be-
vorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung erleichtert die Struktur des modifizierten Annexins die
Produktion von Multimeren. Ein bevorzugtes Annexin zur Verwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung
ist Annexin V. Auch ein bevorzugtes Annexin gemaf der vorliegenden Erfindung ist ein modifiziertes Annexin.
So ist ein besonders bevorzugtes Annexin gemafR der vorliegenden Erfindung ein modifiziertes Annexin V.

[0013] Das modifizierte Annexin oder die Annexin-Multimer-Komponente des Konjugats ermdglicht ein
schnelles Binden der Radiomarkierung an das Annexin, so dass eine vereinfachte Markierungs-Prozedur fur
eine klinische Anwendung geschaffen wird. In einigen Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung sorgt
die Modifikation des Annexins flir eine Beschleunigung der Blut-Clearance, wodurch die Hintergrund-Radioak-
tivitat des Blut-Pools verringert wird.

[0014] Weiter kann das modifizierte Annexin oder das Annexin-Multimer an eine Hexose-Einheit konjugiert
werden, wie beispielsweise ein Hexose-Cluster. Bevorzugte Hexose-Einheiten zur Verwendung im Rahmen
der vorliegenden Erfindung schlieRen Hexose-Cluster ein und inkorporieren ein Mehrfaches von 4 Galactosen.
Ein anderes bevorzugtes Hexose-Cluster zur Verwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung inkorporiert
ein Mehrfaches von 3 Galactosen. Es versteht sich, dass die Prototyp-artige Hexose-Einheit ein Hexose-Clus-
ter wie beispielsweise ein Galactose-Cluster ist. Weiter weist ein Prototyp-mafRiger Galactose-Cluster als Ga-
lactose-Komponente N-Acetylgalactosanmin auf.

[0015] Die Hexose-Einheit-Komponente kann an die Annexin-Komponente gebunden sein und kann gegebe-
nenfalls an eine chelatisierende Verbindungs-Komponente Uber ein trifunktionelles Verknupfungs-Molekdl
(Linker) wie beispielsweise Lysin gebunden sein. Ein Verlangerungs-Molekul kann zwischen der Hexose-Ein-
heit und dem trifunktionellen Linker verwendet werden, um die Bioverfugbarkeit der Hexose-Einheit zu férdern.
Diese Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird bevorzugt, wenn eine chelatisierende Verbindung ver-
wendet wird und die chelatisierende Verbindung durch eine einzelne funktionelle Gruppe charakterisiert ist, die
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fur eine Konjugation verfiigbar und geeignet ist.

[0016] Wenn eine chelatisierende Verbindungs-Komponente durch mehr als eine fiir eine Konjugation an an-
dere Konjugat-Komponenten verfligbare und geeignete funktionelle Gruppe gekennzeichnet ist, wird vorzugs-
weise eine Struktur wie die folgende verwendet: Hexose-Einheit — bifunktionelles Verknupfungs-Molekiil (Lin-
ker) — chelatisierende Verbindung — bifunktionelles Verknlpfungs-Molekul (Linker) -Annexin.

[0017] Auch wird in einigen anderen Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung eine Esterase-empfind-
liche Chelatisierungs-Komponente verwendet und so eine beschleunigte Ausscheidung von Radioaktivitat aus
der Leber geschaffen, wodurch die Hintergrund-Radioaktivitat nahe dem Herzen und den Lungen verringert
wird.

[0018] Bevorzugte diagnostische Radionuklide zur Verwendung in der praktischen Durchflihrung der vorlie-
genden Erfindung sind Tc-99m, Re-186 und Re-188, wobei Tc-99m besonders bevorzugt ist. Vaskulare Throm-
ben, die in oder nahe dem Herzen lokalisiert sind, sind speziell einer Bildgebung in Ubereinstimmung mit der
vorliegenden Erfindung zuganglich.

[0019] Diese und andere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden offensichtlich unter Bezugnahme auf
die folgende Beschreibung und die beigefligten Figuren.

Kurze Beschreibung der Figuren
[0020] Fig. 1 gibt schematisch ein Verfahren zum Radiomarkieren von Annexin V wieder.
[0021] Fig. 2 zeigt die Blut-Clearance von Tc-99m-Annexin V (o) und von Tc-99m-Annexin V-Galactose (D).
[0022] Fig. 3 zeigt schematisch die Synthese von N, N'-Bis-(2-disulfidyl-4-carbonylphenyl-) 1,3-propyldiamin.

[0023] Fig. 4 zeigt schematisch die Synthese von N, N'-Bis-(disulfidyl-4-methylphenyl-) gamma, gamma-dia-
mino-isovalerat-N-hydroxysuccinimid.

[0024] Fig. 5a und 5b zeigen schematisch die Synthese eines acht-Galactose-Molekiile enthaltenden Galac-
tose-Clusters.

[0025] Fig. 6 zeigt schematisch die Synthese eines verlangerten acht-Galactose-Einheiten enthaltenden Ga-
lactose-Clusters.

[0026] Fig. 7 gibt schematisch eine pET-12a-Plasmid-Map wieder.
[0027] Fig. 8 gibt schematisch einen pET-12a-PAP1, 3/7/94, Klon 1, wieder.

[0028] Fig. 9 zeigt zeichnerisch ein Konjugat, das ein Annexin-Dimer, eine chelatisierende Verbindung und
eine Hexose-Einheit einschlieft.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0029] Vor der weiteren Beschreibung der Erfindung mag es hilfreich sein, Definitionen bestimmter Begriffe
anzugeben, die innerhalb der vorliegenden Offenbarung verwendet werden.

[0030] Annexin: Eine Klasse von Verbindungen, die gekennzeichnet ist durch das Vermdgen, sich mit hoher
Affinitdt an Membran-Lipide in Gegenwart von millimolaren Konzentrationen von Calcium zu binden. Es wurde
gezeigt, dass Annexine antikoagulative Wirkungen zeigen, die durch das Binden von Annexinen an negativ ge-
ladene Oberflachen-Phospholipide vermittelt werden (z.B. an aktivierte Blutplatichen). Diese Annexin-Phos-
pholipid-Bindung blockiert — wie angenommen wird — die Aktivierung von Clotting-Faktoren (Verklum-
pungs-Faktoren) durch derartige negativ geladene Oberflachen-Phospholipide. Vor der Erkennung der Anne-
xin-Molekiil-Klasse wurden Glieder dieser Klasse von Molekilen in der Literatur auch als Plazenta-Antikoagu-
lations-Proteine (z.B. PAP-1, 2, 3 und 4), Lipocortine, Calpactine, vaskulare Antikoagulanzien (alpha und beta),
Calphobindin I, Plazenta-Protein 4 (PP4), Endonexin I, Anchorin C I, Calcium-abhangiges Phospholipid-Bin-
dungs-Protein und dergleichen bezeichnet (verwiesen wird auf Crumpton et al., Nature 345, 212 (1990)). An-
nexin V ist ein Prototyp-artiges Annexin-Molekdl, das in der Beschreibung der vorliegenden Erfindung verwen-
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det wird. Der Begriff ,Annexin" schlie3t natives Annexin, das aus natirlichen Quellen gereinigt wurde, z.B. aus
Human-Plazenta, oder Annexin-Molekiile ein, die eine native Sequenz enthalten, die durch beispielseise Ge-
netic Engineering, rekombinante Verfahren oder andere Mittel produziert werden. Der Begriff ,Annexin"
schliel3t weiter modifizierte Annexine ein, wie sie nachfolgend beschrieben werden, die von irgendeiner Quelle
abgeleitet oder aus irgendeiner Quelle produziert werden.

[0031] Modifiziertes Annexin: Ein Annexin-Molekdl, in dem die native Sequenz oder das Molekiil in einer sol-
chen Weise verandert wird, ohne dass materiell die Membran-Bindungs-Affinitat des Annexins verandert wird.
Solche Annexine kénnen hergestellt werden durch chemische, Genetic Engineering oder rekombinante Ver-
fahrensweisen, wie sie Fachleuten in diesem technischen Bereich bekannt sind. Die Modifikation kann eine
Modifikation der Sequenz durch den Zusatz von einigen Aminosaure-Resten und/oder einen Zusatz/eine Strei-
chung einer Aminosaure an einer einzelnen Stelle auf der nativen oder einem Genetic Engineering unterwor-
fenen Sequenz einschliel3en. Beispielsweise kann das Annexin am N-Terminus Uber den Zusatz von Amino-
saure-Resten modifiziert werden, worin wenigstens eine der Aminosauren eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe
liefert. Die zugangliche Sulfhydryl-Gruppe oder die zuganglichen Sulfhydryl-Gruppen kénnen wahrend einer
Konjugation verwendet werden oder bleiben fir eine weitere Konjugation verfligbar. Der Begriff ,modifiziertes
Annexin" schlief3t Annexin-Multimere ein.

[0032] Annexin-Multimer: Eine Kombination aus zwei oder mehr monomeren modifizierten Annexin-Moleku-
len, wobei die Komponenten des Multimers nativ oder rekombinant oder irgendeine Kombination daraus sein
koénnen; dies flhrt zu einer ahnlichen oder verbesserten Membran-Bindungs-Affinitat, verglichen mit dem mo-
nomeren Annexin. Ein aus bis zu etwa 20 modifizierten Annexinen aufgebautes Monomer ist nitzlich fir die
vorliegende Erfindung. Die bevorzugte Multimer-Zusammensetzung weist zwischen 2 und etwa 10 modifizier-
ten Annexinen auf. Ein Beispiel eines Annexin-Multimers ist ein Annexin-Dimer, das aus 2 modifizierten Anne-
xinen aufgebaut sein kann, die Uber Disulfid-Bindungen zwischen zuganglichen Sulfhydryl-Gruppen an den
modifizierten Annexinen verknipft sind. Das Annexin-Dimer kann direkt als Fusions-Protein unter Verwendung
bekannter Expressions-Systeme hergestellt werden, wobei die beiden Annexin-Molekile Uber einen Pep-
tid-Linker durch die zuganglichen Sulfhydryl-Gruppen verbunden werden kénnen. Ein dimeres Molekdl kdnnte
zusatzliche funktionelle Stellen wie beispielsweise eine endogene Radiomarkierungs-Chelatisierungs-Stelle
oder eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe zum Binden eines oder mehrerer Hexose-Restes) enthalten, um ein
Beispiel zu nennen. Wie oben definiert, ist auch der Begriff ,Annexin-Multimer" durch den Begriff ,Annexin" ab-
gedeckt.

[0033] Verlangerung: Eine Reihe von Aminosauren, die an den N-Terminus des Annexin-Molekils addiert
werden, was eine Sulfhydryl-Gruppe innerhalb von zehn Aminosauren liefert, berechnet vom N-Terminus. Vor-
zugsweise liegt die Sulfhydryl-Gruppe innerhalb von sechs Aminosauren des N-Terminus. Noch mehr bevor-
zugt ist die Sulfhydryl-Gruppe der zweite Rest der N-terminalen Verlangerung von sechs Aminosauren. Die
Sulfhydryl-Gruppe wird vorzugsweise geliefert durch einen Cystein-Rest. Diese Addition von Aminosauren lie-
fert ein hochflexibles Mittel zum Binden funktioneller Einheiten an dem terminalen Bereich des Annexins.

[0034] Radiomarkiertes Annexin: Ein Annexin, das darin komplexiert ein Radionuklid aufweist.

[0035] Radiomarkierte Annexin-Galactose: Ein Galactose-derivatisiertes Annexin, das darin komplexiert ein
Radionuklid aufweist.

[0036] Hexose-Einheit: Eine Zusammensetzung aus einem oder mehreren sechs Kohlenstoffe umfassenden
Zucker-Rests (Hexose-Rest) oder auf solchen Einheiten basierende Derivate, die durch Ashwell-Rezeptoren
oder andere Leber-Rezeptoren erkannt werden, wie beispielsweise den Mannose-/N-Acetylglucosamin-Re-
zeptor, der mit Endothel-Zellen und/oder Kupffer-Zellen der Leber assoziiert ist, oder durch den Manno-
se-6-phosphat-Rezeptor. Eine Hexose-Einheit schliel3t einen Hexose-Cluster ein. Eine Hexose-Einheit
schliel3t auch mehr als eine Hexose-Einheit ein, die an separate Stellen an andere Molekile wie beispielsweise
Annexin konjugiert ist.

[0037] Hexose-Cluster: Ein Konstrukt, das eine Mehrzahl von Hexose-Einheiten (einschlieRlich Derivaten)
aufweist, die so konfiguriert sind, dass sie durch einen Leber-Rezeptor erkannt werden. Solche Cluster sind
vorzugsweise aus Hexose-Resten aufgebaut, die in einer verzweigten Konfiguration verbunden sind (liber eine
Verbindungs-Einheit, die ihrerseits an eine Verzweigungs-Struktur gebunden ist), und sind an Annexin oder an
andere Komponenten eines Hexose-Clusters, der ein Konjugat enthalt, Gber einen einzelnen Befestigungs-
punkt (Uber eine Bindungs-Einheit) gebunden. Vorzugsweise besteht das verzweigende Netzwerk aus zwei
oder drei gabelartigen Verzweigungen, d.h. besteht aus 2, 4, 8, 16, 32 oder 64 Hexose-Resten oder besteht
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aus 3, 9, 27 oder 81 Hexose-Resten.

[0038] Galactose-Cluster: Ein Konstrukt, das von etwa 3 bis etwa 64 Galactose-Resten aufweist, die in einer
verzweigten Konfiguration verbunden sind. Vorzugsweise besteht das verzweigende Netzwerk aus zwei oder
drei gabelartigen Verzweigungen, d.h. besteht aus 2, 4, 8, 16, 32 oder 64 Galactose-Resten oder besteht aus
3,9, 27 oder 81 Galactose-Resten.

[0039] Radiomarkierter Annexin-Galactose-Cluster: Ein Galactose-Cluster-derivatisiertes Annexin mit einem
darin komplexierten Radionuklid.

[0040] N,S, -Chelat-Verbindungen: Wie in der vorliegenden Beschreibung definiert schlie3t der Begriff ,N,-
S,-Chelat-Verbindung" bifunktionelle Chelatoren ein, die in der Lage sind (i) koordinationsmaRig ein Metall
oder Radiometall zu binden; und (ii) kovalent an ein Annexin-Molekul gebunden werden zu kénnen. Bevorzug-
te N,S,-Chelat-Verbindungen weisen die Kerne N,S, (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 4,897,225
oder dem US-Patent Nr. 5,164,176 oder dem US-Patent Nr. 5,120,526), N,S (allgemein beschrieben in dem
US-Patent Nr. 4,965,392), NS, (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 4,988,496), NS, (allgemein be-
schrieben in dem US-Patent Nr. 4,988,496), NS, (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 5,075,099)
oder N, (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 4,963,688 und dem US-Patent Nr. 5,227,474) auf. Be-
sonders bevorzugte N,S -Chelat-Verbindungen haben N,S,-Kerne und N,S-Kerne. Beispielhafte N,S -Che-
lat-Verbindungen sind beschrieben in der Druckschrift ,Fritzberg et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 4024 —
29 (1988); in: Weber et al., Bioconj. Chem. 1, 431- 37 (1990) und in den darin zitierten Druckschriften, um zwei
Beispiele zu nennen. Fir die Zwecke der vorliegenden Beschreibung ist die Prototyp-artige N,S -Chelat-Ver-
bindung eine N,S,-Chelat-Verbindung. Eine chelatisierende Verbindung, die ein Metall oder Radiometall kom-
plexiert, wird mit ,Chelat" bezeichnet.

[0041] Esterase-empfindliche chelatisierende Verbindung: Amid-Thiolat-Acetat-Ester-Chelat-Verbindungen
der N,S -Familie, in denen die Esterase-empfindliche chelatisierende Verbindung das Radionuklid-Metall mit
dem Annexin verbindet. GemaR der vorliegenden Definition schliel3t der Begriff ,Esterase-empfindliche Gela-
tisierungs-Verbindungen" diejenigen ein, die beschrieben sind in den US-Patenten Nrn. 5,112,953 und
5,175,257. Die Esterase-empfindlichen chelatisierenden Verbindungen werden wahrend des Metabolismus
des radioaktivmarkierten Proteins in der Leber gespalten und erzeugen Radioaktivitat, die mit Cataboliten von
vorteilhafter Verteilung assoziiert ist, was zur Reduktion von Hintergrund-Radioaktivitat in der Nahe des Her-
zens und der Lungen flihrt. Eine bevorzugte Esterase-empfindliche chelatisierende Verbindung ist das N,S-Se-
ryl-Succinat, das beschrieben ist in dem US-Patent Nr. 5,112,953.

[0042] Spaltbarer Linker: Ein bifunktioneller Linker, der durch Leber-Enzym in der Weise erkannt wird, dass
der Linker enzymatisch abspaltbar ist und einen hydrophilen Cataboliten erzeugt. In einigen bevorzugten Aus-
fuhrungsformen der vorliegenden Erfindung bindet der abspaltbare Linker die chelatisierende Verbindung an
die Hexose-Einheit. Der abspaltbare Linker wirkt in Richtung auf eine Erhéhung der renalen Exkretion und he-
patobiliaren Exkretion und erhéht so das Ziel-zu-Hintergrund-Verhaltnis, was einen friihen Nachweis arterieller
und vendser Thromben ermoglicht. Beispiele dieser Arten von Linker schlieRen ein Polymer wie beispielsweise
Monosaccharide, Polysaccharide, Polyaminosauren, Hydroxyalkylacrylamide, Polyethylenglycol-basierte hy-
drophile Polymere, biologisch abbaubare Polymere, die eine Ether- oder Ester-Bindung enthalten, sowie Dex-
tran und Hemisuccinyl-Ester ein.

[0043] Konjugat: Ein Konjugat umfasst chemische Konjugate (kovalent oder nicht-kovalent gebunden), Fusi-
onsproteine und dergleichen.

[0044] Fur Fachleute mit Gblichem Sachverstand in diesem technischen Bereich ist es offensichtlich, dass im
Rahmen der Anwendung Bezugnahmen auf Annexin modifiziertes Annexin sowie ein Annexin-Multimer ein-
schlieen, solange nichts anderes speziell angegeben ist oder aus dem Kontext offensichtlich ist. Weiter wer-
den Fachleute mit tiblichem Sachverstand in diesem technischen Bereich verstehen, dass trotz der Tatsache,
dass Galactose nachfolgend als reprasentatives Beispiel beschrieben ist, irgendeine Bezugnahme auf Galac-
tose auch andere Hexose-Einheiten einschliel3t, wie beispielsweise N-Acetylgalactosamin, sowie deren Clus-
ter.

[0045] Die vorliegende Erfindung ist gerichtet auf Annexin-Hexose-enthaltende Konjugate und radiomarkierte
Annexine, einschliellich radiomarkierter Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate, und deren Verwendung fir di-
agnostische Bildgebungs-Zwecke. Radiomarkierte Annexine gemaR der vorliegenden Offenbarung sind ge-
kennzeichnet durch die folgenden Eigenschaften: Schnelle Anbindung an Ziel-Zellen-Stellen, gekennzeichnet
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durch anionische Phospholipide; kurze Halbwertszeit im Kreislauf; in-vivo-Stabilitat gegen metabolischen Ab-
bau oder Radionuklid-Trennung von dem Chelat (in den Fallen, in denen im Rahmen der vorliegenden Erfin-
dung ein Chelat verwendet wird); und Eignung fiir Verpackung in Form eines Kalt-Kits.

[0046] Radiomarkierte Annexin-Galactose-Konjugate zeigen auch die oben genannten charakteristischen Ei-
genschaften, wenn auch in unterschiedlichen Graden. Beispielsweise zeigen radiomarkierte Annexin-Galacto-
se-Konjugate eine kiirzere Halbwertszeit im Kreislauf als ihre radiomarkierten Annexin-Gegenstlicke. Auch
zeigen radiomarkierte Annexin-Galactose-Konjugate allgemein eine niedrigere Bindungsaffinitdt Gber
Ziel-Stellen als ihre radiomarkierten Annexin-Gegenstiicke. Eine erfolgreiche diagnostische Bildgebung
schliefl3t sowohl eine Signal-Akkumulation an der Ziel-Stelle als auch eine schnelle Eliminierung eines nicht auf
das Ziel gerichteten Signals ein. Folglich liefert eine beschleunigte Elimination der radiomarkierten Anne-
xin-Galactose-Konjugate vom Kreislauf eines Rezipienten eine kennzeichnende Mdéglichkeit zum Erhalt diag-
nostischer Bilder in einem kirzeren Zeitraum.

[0047] Darlber hinaus verringert sich ein Ziel-Stellen-Signal Uiber die Zeit als Ergebnis des radioaktiven Zer-
falls. Weiter verringert ein Metabolismus des Ziel-assoziierten Materials ebenfalls das Target-Signal. Folglich
erhdht eine Bildgebung innerhalb eines kurzeren Zeitraums das Verhaltnis Ziel : Nicht-Ziel und das gesamte
Ziel-Signal, wodurch verbesserte diagnostische Information gespeichert wird.

[0048] Radiomarkierte Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate gemaf der vorliegenden Erfindung kombinie-
ren wiinschenswerte Merkmale radiomarkierter Annexine und radiomarkierter Annexin-Galactose-Konjugate.
Beispielsweise zeigen radiomarkierte Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate eine kirzere Halbwertszeit im
Kreislauf als ihre radiomarkierten Annexin-Gegensticke. Auch zeigen Radiomarkierte Annexin-Galacto-
se-Cluster-Konjugate allgemein eine hdhere Bindungs-Affinitat gegentber Ziel-Stellen als ihre radiomarkierten
Annexin-Galactose-Konjugat-Gegenstiicke. Folglich bieten die erhéhte Eliminierung vom Kreislauf eines Re-
zipienten und die Aufrechterhaltung einer erheblichen Bindungs-Affinitat der radiomarkierten Annexin-Galac-
tose-Cluster-Konjugate gemalf der vorliegenden Erfindung die Moglichkeit, klare diagnostische Bilder in einer
kilirzeren Zeitspanne zu erhalten.

[0049] Eine Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist gerichtet auf Annexinenthaltende Konjugate, die
fur ein Radio-Labelling mit einem diagnostischen Bildgebungsmittel geeignet sind und die einschlielen:
— ein modifiziertes Annexin, wobei die Modifikation eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe hat; und
— eine Hexose-Einheit, die von einem Sauger-Leber-Rezeptor erkannt wird, wobei die Hexose-Einheit an
das Annexin konjugiert ist.

[0050] Radiomarkierte modifizierte Annexin-Hexose-Einheit-Konjugate, die fur das Abbilden vaskularer
Thrombi geeignet sind, kommen ebenfalls in Betracht, wobei die radiomarkierten Annexin-Hexose-Ein-
heit-Konjugate ein modifiziertes Annexin, eine Hexose-Einheit und weiter ein diagnostisches Radionuklid ein-
schlieRen, das an das modifizierte Annexin konjugiert ist.

[0051] Ein anderes bevorzugtes Annexin-Konjugat gemaR der vorliegenden Erfindung ist dasjenige, das zum
Radiomarkieren mit einem diagnostischen Bildgebungsmittel geeignet ist und einschlief3t:

— ein modifiziertes Annexin; und

- eine Esterase-empfindliche N,S -Chelat-Verbindung, die an das Annexin konjugiert ist.

[0052] Radiomarkierte Annexin-Konjugate, die zum Abbilden vaskularer Thrombi geeignet sind, werden
ebenfalls in Betracht gezogen, wobei die radiomarkierten Annexin-Konjugate ein Annexin, eine Esterase-emp-
findliche N,S,-Chelat-Einheit und weiter eine Hexose-Einheit und ein diagnostisches Radionuklid einschlielen,
das durch die chelatisierende Verbindung komplexiert wird.

[0053] Ein weiteres bevorzugtes Konjugat geman der vorliegenden Erfindung schlief3t ein:
— ein modifiziertes Annexin-Multimer; und
- eine N,S -Chelat-Verbindung, die an das Annexin konjugiert ist.

[0054] Radiomarkierte Annexin-Multimer-Konjugate, die zum Abbilden vaskularer Thrombi geeignet sind,
werden ebenfalls in Betracht gezogen, wobei die radiomarkierten Annexin-Multimer-Konjugate ein Anne-
xin-Multimer, eine N, S -Chelat-Verbindung und weiter ein diagnostisches Radionuklid einschlieBen, das durch
die Chelat-Verbindung komplexiert wird.

[0055] Fur das Sichtbarmachen von vaskularen Thromben, die mit einer Zahl von pathologischen Zustanden
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assoziiert sind, wird ein radiomarkiertes Annexin wie beispielsweise ein Konjugat aus einem Annexin, das mit
einem abbildenden Radionuklid komplexiert ist, wie beispielsweise Tc-99m, einem Empfanger verabreicht, fur
den eine derartige Diagnose gewinscht ist. Das radiomarkierte Annexin oder der Annexin-Teil des radiomar-
kierten Konjugats lokalisiert sich schnell an Target-Stellen, die durch negative geladene Oberflachen-Phospho-
lipide gekennzeichnet sind, wie beispielsweise vaskulare Thromben. Das Radionuklid wird nach seinem Ver-
mogen ausgewahlt, Gber eine der verschiedenen dafiir geeigneten Verfahrensweisen sichtbar gemacht zu
werden, beispielsweise fiir eine Bildgebung mit einer Gamma-Kamera. Wegen der schnellen Anbindung von
Annexinen an die Target-Stelle und die kurze Halbwertszeit im Serum (allgemein weniger als 30 Minuten) von
Annexinen (die durch Radiomarkierung nicht signifikant verlangert wird), lauft eine Bildgebung dieser Ziel-Stel-
len mit nur geringer Aussetzung der Nicht-Target-Stellen gegeniiber Radioaktivitat ab.

[0056] Eine diagnostische Bildgebung ist abhangig von dem Verhaltnis Signal zu Gerausch. Verbesserungen,
die entweder eine Akkumulation des Ziel-Signals oder eine Verringerung des Gerausche einschlieRen, verstar-
ken die Wirksamkeit des Diagnose-Bildgebungs-Produkts. Fir eine zielorientierte Bildgebung ist die Ge-
rausch-Verringerung synonym mit einer Verringerung der Hintergrund-Radioaktivitat, insbesondere der
Blut-Pool-Aktivitat. Annexine einschlieRlich Annexin V werden durch die Leber schnell entfernt. Jedoch nur ein
Bruchteil der Aktivitat wird bei jedem Durchlauf des umlaufenden Konjugats durch die Leber entfernt.

[0057] Um die Hintergrund-Aktivitat noch effizienter aus dem Blut zu entfernen, kénnte eine Verbesserung der
Leber-Extraktion der Annexin-enthaltenden Konjugate verwendet werden. Ein bevorzugtes Verfahren zur Er-
héhung der Leber-Extraktion schlie3t eine Derivatisierung des Annexin-enthaltenden Konjugats mit einer He-
xose-Einheit wie beispielsweise Galactose ein, die von einem Leber-Rezeptor erkannt wird. Die Wirksamkeit
der Leber-Rezeptor-Extraktion der Hexose-Einheit, die dadurch erkannt wird, resultiert zu einer erhéhten Ent-
fernung von dem derivatisierten Annexinenthaltenden Konjugat (z.B. Annexin-Galactose-Konjugat pro Durch-
lauf durch die Leber, verglichen mit der Menge an genauso entferntem nicht-derivatisertem Annexinenthalten-
dem Konjugat).

[0058] Eine weitere Verbesserung des Verhaltnisses Signal zu Gerausch kann erreicht werden durch Deriva-
tisieren von radiomarkiertem Annexin oder von einem Annexinenthaltenden radiomarkierten Konjugat mit ei-
nem Cluster von Galactose-Molekiilen, die von einem Leber-Rezeptor erkannt werden. Die Effizienz einer Le-
ber-Rezeptor-Extraktion der erkannten Einheit fihrt dadurch zu einer erhéhten Entfernung des derivatisierten
Annexin-enthaltenden Konjugats pro Durchlauf durch die Leber (z.B. eines Annexin-Galactose-Cluster-Konju-
gats), verglichen mit der Menge an underivatisertem Annexin-enthaltendem Konjugat, das auf diesem Wege
entfernt wird. Dariber hinaus kdnnen mehrere Galactose-Reste, die in einem Cluster angeordnet sind, an die
Annexin-Konjugat-Komponente tber einen einzelnen Bindungspunkt gebunden werden. In der Folge kann we-
niger oder gar keine Reduktion der Annexin-Zielmolekul-Bindungsaffinitat, die von einer Galactose-Cluster-De-
rivatisierung resultiert, beobachtet werden, verglichen mit nicht in Form eines Clusters angeordneten Anne-
xin-Galactose-Konjugaten.

[0059] Annexine liegen allgemein (wobei die am meisten bemerkenswerte Ausnahme Annexin Il ist) in Form
einzelkettiger, nicht-glycosylierter Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 33 bis 72 Kilodalton (kD) vor.
Annexine besitzen eine Anzahl biologischer Aktivitaten, die mit einer durch Calciumionen vermittelten Bindung
assoziiert sind.

[0060] Untersuchungen haben gezeigt, dass sich Annexine mit hoher Affinitat an anionische Membran-Lipide
in Gegenwart millimolarer Konzentrationen Calcium binden. In der Gegenwart von Calcium haben diese Pro-
teine eine besonders hohe Affinitat gegentber negativ geladenen Phospholipiden wie beispielsweise Phos-
phatidylserin, Phosphatidylglycerin, Phosphatidylsdure oder Phosphatidylinositol.

[0061] Hierzu wird beispielsweise verwiesen auf ,Funakoshi et al., Biochem. 26, 5572 - 5578 (1987)" und ,Tait
et al., Biochem. 27, 6268 — 6272 (1988)". Derartige negativ geladene Phospholipide sind mit vaskularen
Thromben assoziiert (z.B. sind auf der Oberflache aktivierter humaner Blutplatichen angeordnet).

[0062] Annexine Uben antikoagulatorische Wirkungen aus. Eine Koagulations-Inhibition wird vermittelt durch
das Binden von Annexinen an negativ geladene Oberflachen-Phospholipide (z.B. wie sie auf der Oberflache
aktivierter Blutplattchen zugegen sind). Man geht davon aus, dass dieser Bindungsvorgang die Aktivierung von
Gerinnungsfaktoren (Clotting-Faktoren) durch derartige negativ geladene Oberflaichen-Phospholipide blo-
ckiert. Annexine ordnen sich schnell an Ziel-Stellen an, die anionische Phospholipide tragen, d.h. in einer Zeit
von etwa 5 bis 30 Minuten, abhangig von deren Umlauf-Konzentrationen, bleiben jedoch im Serum fir eine
etwas langere Zeitdauer umlaufend (Halbwertszeit im Kreislauf < 30 min.). Das nachfolgende Beispiel Il dis-
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kutiert Ergebnisse von Bildgebungs-Experimenten, bei denen vaskulare Thromben in planaren Bildern in einer
mittleren Zeit (im Anschluss an die Annexin-Verabreichung) von 82 Minuten visualisiert wurden.

[0063] Aufgrund dieser Eigenschaften kdnnen Annexine oder an diagnostische oder therapeutische Mittel
konjugierte Annexine in Protokollen fir die in vivo-Diagnose oder -Behandlung von vaskularen Thromben ver-
wendet werden, die mit einer Anzahl von Indikationen assoziiert sind, wie beispielsweise DVT (deep vein
thrombosis), PE (pulmonary embolism), Herzinfarkt, Vorhof-Flimmern (atrial fibrillation), Probleme mit prosthe-
tischen kardiovaskularen Materialien, Hirnschlag (Apoplexie) und dergleichen. Andere Indikationen, die mit ei-
ner Akkumulation aktivierter Blutplattchen assoziiert sind, fur die die Annexin-Konjugate gemaf der vorliegen-
den Erfindung nitzlich sind, schlieRen die folgenden ein: Abszess-Bildgebung, Restenose im Anschluss an
eine Ballon-Angioplastie (restenosis post balloon angioplasty; PCTA), Entziindungen von Gelenken (d.h. rheu-
matoide Arthritis), geschadigte Endothel-Zellen (d.h. Alzheimer-Krankheit), Abbilden von Gerinseln in cerebra-
len (Gehirn-)Arterien, Verschllsse in peripheren Arterien, Abbildung von Vorhof-Thrombosen und Abbildung
von Koronar- und Carotis-Arterien-Thromben.

[0064] Uber das Abbilden von Blutpléttchen in vivo ist es auch wichtig, Blutplattchen-Populationen in den Be-
reichen klinische Forschung, in vitro-Diagnoseforschung und Grundlagenforschung zu charakterisieren. Von
den Zell-Oberflachen-Markern, die derzeit zum Charakterisieren von Blutplattchen verfiigbar sind, sind viele
nicht kreuzreaktiv zwischen Spezies und kénnen alle Platichen erkennen, sondern im Gegensatz dazu gerade
nur die aktivierte Blutplattchen-Population. Es wird angenommen, dass sich Annexin selektiv an aktivierte Blut-
plattchen in vielen Spezies bindet. So kénnen Annexin-Konjugate gemaf der Erfindung als ein alternativer
Zell-Marker in den Gebieten Forschung und Diagnose verwendet werden, wie beispielsweise in der Immuno-
histo-Chemie und der Durchfluss-Cytometrie. Beispielsweise kénnen Konjugate gemaf der vorliegenden Er-
findung dazu verwendet werden, aktivierte Blutplattchen in fixierten Geweben/Tumoren, Blut-Ausstrichen, in
Tieren mit Koagulopathien und in situ in Blutplattchen-Aktivierungs-Assays verwendet werden, und zwar in Re-
sponse auf verschiedene chemische oder infektiése Stimuli sowie zur Bestimmung aktivierter Blutplattchen im
Blut, in Zellkultur-Assays und in Blutplattchen-Response-Assays. Von Fachleuten mit Gblichem Sachverstand
in diesem technischen Bereich wird erkannt, dass die Konjugate gemalf’ der vorliegenden Erfindung nitzlich
fur jeden beliebigen Zweck oder jede beliebige Indikation sind, in der ein Ansprechen oder Binden aktivierter
Blutplattchen wiinschenswert ist. Beispielhafte diagnostische Protokolle und Experimente, in denen radiomar-
kierte Annexine verwendet werden, werden nachfolgend angegeben, um weiter diesen Aspekt der vorliegen-
den Erfindung aufzuklaren.

[0065] Ein Beispiel eines bevorzugten Annexins, das nitzlich in der praktischen Durchfiihrung der vorliegen-
den Offenbarung ist, ist Annexin V, das von Bohn im Jahre 1979 aus Human-Plazenta, einer reichen Quelle
von Annexinen, isoliert wurde und mit Plazenta-Protein 4 (PP4) bezeichnet wurde. Annexin V wurde in E. coli
exprimiert (lwasaki et al., J. Biochem., Band 102, Nummer 5, 1261 — 1273 (1987)). Auch wurde ein cDNS-Klon
voller Lange von Annexin V erhalten und in Expressions-Vektoren subkloniert, wodurch die Produktion von Fu-
sions-Proteinen erleichtert wurde, die Annexin V enthalten (siehe allgemein dazu Tait et al., J. Biol. Chem. 270
(37), 21594 — 21599 (1995)). Annexin V besteht aus vier Domanen (vier nebeneinander vorliegende, nicht per-
fekte Wiederholungen von etwa 75 Aminosaure-Resten; ,Funakoshi et al., Biochem. 26, 8087 — 8092 (1987)",
worin jede Domain aus 5 alpha-Helices besteht. Von der Seite erscheint das Annexin V-Molekil kronenartig
mit wenigstens vier Calcium-Bindungsstellen auf seiner konvexen Oberflache, durch die Annexin-Phospholi-
pid-Wechselwirkungen vermittelt werden. Andere Annexin-Molekule sind ebenfalls nitzlich in der praktischen
Durchfuhrung der vorliegenden Erfindung, und die auf Annexin V bezogenen Diskussionen der obigen Be-
schreibung gelten allgemein fiir Annexin-Molekiile.

[0066] Von den Annexinen hat Annexin V die starkste Bindungsaffinitat (K, < 107°M) gegeniiber Phospholi-
pid-Vesikeln, die 80 % Phosphatidylcholin und 20 % Phosphatidylserin enthalten, unter Bedingungen, die de-
nen von Plasma-Flissigkeit und extracellularer Flissigkeit vergleichbar sind (1,2 mM ionisiertes Calcium; 0,15
M lonenstarke). Diese Bindung ist reversibel und Calcium-abhangig. Der Grad einer Annexin-Bindung an
Phopsholipide kann quantitativ erfal’t werden durch Fluoreszenz-Quenchen, wie dies beschrieben wurde von
.1aft et al., J. Biol. Chem. 264, 7944 — 7949 (1989)".

[0067] Da Annexin V eine Mehrzahl von Calcium-Bindungsstellen aufweist und da ein Binden von Annexin V
an negativ geladene Phospholipide durch Calcium vermittelt wird, kann ein im Engineering behandeltes Mole-
kil, das aus einer oder mehreren einzelnen Annexin V-Domanen besteht, in Bildgebungs-Protokollen geman
der vorliegenden Offenbarung verwendet werden. Auch kann das Annexin-Molekiil an einer Position oder Po-
sitionen, die von den Domain-Grenzen verschieden sind, verteilt werden und so ein dem Engineering unter-
worfenes Molekul liefern, das einer Calciumvermittelten Bindung von anionischen Phospholipiden fahig ist.
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Auch kann Annexin V an einem oder mehreren Aminosaure-Resten) verandert werden, solange die Affinitat
von Annexin V fur anionische Phospholipide nicht signifikant verschlechtert wird. Beispielsweise kann der Cy-
stein-Aminosaure-Rest (Position 316) von Annexin V entweder gestrichen werden oder durch Alanin oder an-
dere, keine Schwefel enthaltende Aminosauren ersetzt werden, wie dies Fachleuten mit blichem Sachver-
stand in diesem technischen Bereich bekannt ist. Dabei wird beim Markieren ein monomer radiomarkiertes An-
nexin V hergestellt.

[0068] In einem anderen Beispiel kann ein natives Annexin an dem N-terminalen Ende dadurch modifiziert
werden, dass man Aminosaure-Reste addiert und so fur eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe oder zugangliche
Sulfhydryl-Gruppen sorgt. Dies kann bewirkt werden mit der Addition von wenigstens einem einzelnen Cy-
stein-Rest nahe dem N-terminalen Ende. Die zuganglichen Sulfhydryl-Gruppen kénnen nach einer anfangli-
chen Konjugation verfiigbar sein oder der weiteren Konjugation dienen, abhangig von der verwendeten Aus-
fuhrungsform der Erfindung.

[0069] Ein bevorzugtes modifiziertes Annexin-Molekiil, wie es in der vorliegenden Beschreibung und in den
Patentansprichen definiert ist, ist eine monomere Form von Annexin V mit einer N-terminalen Verlangerung
einer Aminosaure-Sequenz. Die Sequenz wird so gewahlt, dass sie Aminosauren enthalt, die einer Aminosau-
re benachbart sind, die eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe enthalt, wie beispielsweise Cystein. Die gewahlte
Sequenz verbessert die Verhaltnisse Ziel-Organ zu normalem Organ und das Uberlegene Gerinsel-Bildge-
bungs-Potential. Die Verwendung von hydrophilen Aminosauren in der Sequenz wie beispielsweise Serin, Gly-
cin, Threonin, Aspartat, Glutamat und andere erleichtert die Ausscheidung der Chelat-Produkte des Catabo-
lismus Uber die Nieren im Anschluf? an eine Aufnahme des radiomarkierten Annexins in normalen Organen wie
beispielsweise der Leber. Eine bevorzugte Aminosaure-Sequenz, die dem N-terminalen Ende von Annexin V
zuaddiert wird, ist Ala-Cys-Asp-His-Ser-Met. Ein Vorteil dieser speziellen Konfiguration ist, dass mit dem Cy-
stein-Rest nahe dem N-terminalen Ende die Sulfhydryl-Gruppe und die benachbarten Amid-Gruppen eine sta-
bile Chelatisierung eines Radionuklids erlauben. Beispielsweise kann ein Radionuklid wie beispielsweise Tech-
netium in dem nun gebildeten stabilen N,S-Chelat verwendet werden, und zwar zur Verwendung beim endo-
genen Radiomarkieren des Annexin-Molekiils.

[0070] So wird es durch die vorliegende Erfindung in Betracht gezogen, dass Tc-99m direkt tber eine spezi-
elle, dem Bio-Engineering unterworfene Stelle an Annexin V gebunden werden kann, und zwar ohne die Not-
wendigkeit einer inzwischen ablaufenden Produktion einer Amin-gerichteten aktiven Ester-Chelatisie-
rungs-Verbindung fur die Radiomarkierung. Wie oben festgestellt, kann zum Erleichtern eines direkten Markie-
rens die modifizierte Annexin V-N-Terminus-Sequenz aus Ala-Cys-Asp-His-Ser-... usw. bestehen, um ein Bei-
spiel zu nennen. Ein definiertes Chelat-System durch eine endogene Protein-Sequenz kann in den Fallen er-
reicht werden, in denen die benachbarten Amid-Donor-Atome von Aminosaure-Resten sich um die Basis der
Metall-Oxo-Bindung in einer quadratisch pyramidalen Anordnung herumwickeln. So sorgt diese Anordnung fur
ein stabiles Chelatisieren, dhnlich dem stabilen Chealtisieren, das erhalten wird, wenn man ein N;S-Chelat in
einem vorgebildeten Markierungs-Verfahren verwendet. In einer bevorzugten Ausfihrungsform liegt der Cy-
stein-Rest nahe dem N-terminalen Ende, und der Sulfhydryl-Rest des Cysteins und die benachbarten
Amid-Gruppen von den anderen Amniosauren innerhalb des modifizierten Annexins bilden eine stabile endo-
gene MAG;-ahnliche Chelatisierungs-Struktur. Fiir die endogene Chelatisierung ist Technetium-99m das be-
vorzugte Radionuklid.

[0071] Andere Modell-Peptide, mit denen die Sequenz des N-terminalen Endes eines modifizierten Annexin
V variiert werden kann (beispielsweise die Sequenz von George et al., in: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 8358
—8362 (1995)), kdnnen hergetellt und verwendet werden. Diese Peptide werden denselben Bedingungen einer
in vitro-Markierung mit Tc-99m unterworfen, wie sie oben beschrieben wurden. Peptide mit geeigneten charak-
teristischen Markierungs-Eigenschaften kdnnen gewahlt werden, und die Sequenz kann in das rekombinante
Annexin V-Molekil eingearbeitet werden. Ein Erfolg wird angezeigt durch eine Herstellung eines Derivats mit
spezieller Aktivitat, die genauso hoch ist wie oder hoher ist als diejenige des vorliegenden Derivats, wie berich-
tet wurde von ,Stratton et al., in: Circulation 92, 3113 — 3121 (1995), das stabil in vitro und in vivo ist, das seine
Membran-Bindungsaktivitat und Thrombus-Bindungsaktivitat beibehalt und das nicht nachteilig verandert wird
in Bezug auf die Clearance im Blut oder die Bio-Verteilung. Wenn die oben angegebenen Kriterien erfiillt wer-
den, wird das modifizierte Annexin V-Molekul oder das Multimer aus dem modifizierten Annexin V-Molekdl in
Ubereinstimmung mit der Erfindung verwendet.

[0072] Eine andere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Annexin-Multimer. Ein Annexin-Mul-

timer ist aus zwei oder mehr modifizierten Annexin-Molekilen aufgebaut, die Gber Disulfid-Briicken zwischen
einer oder mehreren der zuganglichen Sulfhydryl-Gruppen der jeweiligen Annexine miteinander verbunden
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werden. Das Prototyp-artige und bevorzugte Annexin-Multimer ist ein Annexin-Dimer. Es ist beabsichtigt, dass
das Dimer eine hohere Aktivitat gegenlber der Blutplattchen-Membran aufweist, was von einer niedrigeren
Dissoziationsrate herrihrt. Das Dimer kann dann an der Target-Stelle in einer héheren Konzentration ausge-
schittet werden oder langer in dem Thrombus in vivo gehalten werden, wodurch das Target zu Hinter-
grund-Verhaltnis zu jedem gegebenen Zeitpunkt verbessert wird.

[0073] Das Annexin-Multimer sowie das Annexin-Dimer kénnen als Fusionprotein hergestellt werden. Bei-
spielsweise kann dies bewirkt werden durch Verwendung bekannter Expressions-Systeme mit den modifizier-
ten Annexinen, worin die modifizierten Annexine mit einem Peptid-Linker Uber die zuganglichen Sulfhy-
dryl-Gruppen miteinander verbunden werden.

[0074] Ein multimeres Molekil kann auch weitere funktionelle Stellen enthalten, wie beispielsweise eine en-
dogene radiomarkierte Chelatisierungs-Stelle, wie sie oben genannt wurde, oder eine freie Sulfhydryl-Stelle,
um das Binden einer Hexose-Einheit mdglich zu machen. Beispielsweise kann ein Annexin-Dimer produziert
werden, das eine Hexose-Einheit und eine N,S -Chelatisierungs-Verbindung einschlielt. Diese Verbindung
kann dann zum Erzeugen stabilisierter Monomere fur weitere Radiomarkierungs-Verfahren tber Reduktion der
Disulfid-Bindungen des Dimers verwendet werden.

[0075] Um die Hintergrund-Radiomarkierungs-Aktivitat zu senken, kdnnen Annexine (einschlief3lich modifi-
zierte Annexine und deren Multimere) mit Hexose-Einheiten oder Einheiten auf Hexose-Basis derivatisiert wer-
den. Noch spezieller kbnnen Annexine derivatisiert werden, so dass sie eine oder mehrere Hexosen eingear-
beitet enthalten (z.B. sechs Kohlenstoffatome aufweisende Zucker-Einheiten), die von Ashwell-Rezeptoren
oder anderen Leber-Rezeptoren erkannt werden, wie beispielsweise dem Mannose-/N-Acetylglucosamin-Re-
zeptor, der mit Endothel-Zellen und/oder Kupffer-Zellen der Leber assoziiert ist, oder dem Mannose-6-phos-
phat-Rezeptor. Beispielhaft fiir solche Hexosen sind Galactose, Mannose, Mannose-6-phosphat, N-Acetylglu-
cosamin, Pentamannosylphosphat und dergleichen. Andere Einheiten, die von Ashwell-Rezeptoren erkannt
werden, einschlieBlich Glucose, N-Galactosamin, N-Acetylgalactosamin, Thioglycoside von Galactose und all-
gemein D-Galactoside und Glucoside und dergleichen kdnnen ebenfalls in der praktischen Durchfiihrung der
vorliegenden Erfindung verwendet werden. Damit schlieRen Hexose-Einheiten, die in der praktischen Durch-
fuhrung der vorliegenden Erfindung nitzlich sind, eine Vielzahl von Galactose-, Mannose- und Glucose-Zu-
ckern ein, die von Leber-Rezeptoren erkannt werden. Es versteht sich, dass Galactose und Galactose-Cluster
von dem Begriff ,Hexose-Einheit" umfal3t werden. Weiter sollte auch erkannt werden, dass die Verwendung
des Begriffs ,Galactose" in der Diskussion so verstanden wird, dass er nicht nur Galactose umfal3t, sondern
auch N-Galactosamin, N-Acetylgalactosamin, Thioglycoside von Galactose und allgemein auch D-Galactosi-
de. Der Begriff ,Mannose" wird in der Weise verstanden, dass er Mannose, Mannose-6-phosphat, Pentaman-
nosylphosphat und dergleichen einschliel®t. Der Begriff ,Glucose" wird so verstanden, dass er Glucose, Glu-
coside und dergleichen umfalit. Bevorzugte Hexose-Einheiten sind Hexose, Zucker, wie beispielsweise Galac-
tose und Galactose-Cluster. Fur die Zwecke der Erfindung ist die am meisten bevorzugte Galactose N-Acetyl-
galactosamin.

[0076] Wie oben festgestellt wurde, ist Galactose die Prototyp-artige Hexose, die fir die Zwecke dieser Be-
schreibung verwendet wird. Eine Galactosethioglycosid-Konjugation an ein Protein wird vorzugsweise bewirkt
in Ubereinstimmung mit den Lehren von Lee et al. ,2-Imino-2-methoxyethyl-1-thioglycosides. New Reagents
for Attaching Sugars to Proteins", Biochemistry 15 (18), 3956, (1976)". Ein weiteres nuitzliches Galactosethio-
glycosid-Konjugations-Verfahren wird beschrieben in Drantz et al., ,Attachment of Thioglycosides to Proteins:
Enhancement of Liver Membrane Binding", Biochemistry 15 (18), 3963 (1976)". Eine Annexin-Galactose-Kon-
jugation wird auch in den nachfolgenden Beispielen diskutiert.

[0077] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung liegt die Zahl der Galactose-Reste, die an das
Annexin-Konjugat gebunden sind, im Bereich von 1 bis zur Maximalzahl von Galactose-Einheiten, die nicht si-
gnifikant die Bindungsaffinitdt von Annexin gegenuber seinem Ziel-Molekul verringern; siehe Beispiel IV. Bei-
spielsweise ist eine Galactose-Derivatisierung, die wenigstens 20 % der nativen Annexin-Bindungs-Aktivitat
bewahrt, bevorzugt, wobei die Bewahrung von wenigstens 50 % der nativen Annexin-Bindungs-Aktivitat noch
mehr bevorzugt ist. Die theoretisch mdgliche Maximalzahl von Galactose-Resten, die an dem Annexin-Molekil
angeordnet sind, ist 22 (d.h. die Zahl von Lysin-Resten innerhalb der Annexin-Struktur). Eine beispielhafte Zahl
von Galactose-Resten an radiomarkierten Annexin-Galactose-Konjugaten gemaR der vorliegenden Erfindung
liegt im Bereich von 1 und etwa 5.

[0078] In einer anderen Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung werden vorzugsweise Hexose-Cluster
bei der praktischen Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung verwendet. Galactose-Cluster sind die Proto-
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typ-artigen Hexose-Cluster, die flr die Zwecke der vorliegenden Beschreibung verwendet werden. Ein die Ga-
lactose, N-Acetylgalactosamin enthaltender Cluster ist ein besonders bevorzugter Galactose-Cluster gemaf
der vorliegenden Erfindung.

[0079] Der Aufbau von Hexose-Clustern gemaf der vorliegenden Erfindung wird durchgefiihrt unter Berlick-
sichtigung der folgenden Kriterien, wie dies im Kontext des Aufbaus eines Galactose-Clusters beschrieben
wird:

1) Zahl von Galactose-Resten in einem Cluster;

2) Entfernung zwischen Galactose-Einheiten in dem Cluster; und

3) Entfernung zwischen Galactose-Cluster und der Annexin-Konjugat-Komponente.

[0080] Hinblick auf das Kriterium Nr. 1 gibt die Literatur an, dass Galactose-Rezeptoren auf der Oberflache
eines Human-Hepatozyten als Heterotrimere und vielleicht als Bis-Heterotrimere gruppiert sind. Siehe bei-
spielsweise ,Hardy et al., Biochemistry 24, 22 — 28 (1985)". Fir eine optimale Affinitdt gegenlber solchen Re-
zeptoren wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung in Betracht gezogen, dass jeder Galactose-Cluster vor-
zugsweise wenigstens drei Galactose-Reste enthalten sollte. Allgemein gilt, dass die Neigung fir den Cluster,
dass er durch Leber-Rezeptoren erkannt wird, um so grof3er ist, je groRer die Zahl von Galactose-Resten in
dem Cluster ist.

[0081] Eine erhdhte Galactose-Cluster-GréRe kann das Binden des Annexins an ein Target-Molekul storen.
Wenn eine signifikante Stoérung der Annexin-Bindung an ein Ziel-Molekul beobachtet wird (eine Verringerung
auf < 20 % des nativen Annexin-Bindungs-Vermdgens), kann ein engeres Linker-Molekul zwischen den beiden
Einheiten verwendet werden, oder es sollten derart grof3e Cluster nicht in radiomarkierten Annexin-Galacto-
se-Cluster-Konjugaten gemafR der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0082] Im Hinblick auf das obige Kriterium Nr. 2 sind die Galactose-Rezeptoren innerhalb jedes Trimers von-
einander um Entfernungen von 15, 22 und 25 Angstrom entfernt. Folglich kommt es im Rahmen der vorliegen-
den Erfindung in Betracht, dass die Galactose-Reste innerhalb eines Clusters vorzugsweise durch flexible Lin-
ker-Molektl voneinander getrennt sind, was die Trennung um wenigstens 25 Angstrom erlaubt. Der Abstand
zwischen Galactose-Resten ist wahrscheinlicherweise wichtiger, wenn die Zahl von Galactose-Resten klein ist.
Bei groReren Konstrukten tritt eher ein passendes Abstandhalten in Bezug auf Galactose-Reste ein, die nicht
unmittelbare Nachbarn sind (d.h. Zucker-Reste, die weiter voneinander entfernt sind als diejenigen, die unmit-
telbare Nachbarn sind). Wenn eine mittlere Bindungslange von 1,5 Angstrém angenommen wird, sind bevor-
zugte Galactose-Cluster gemafR der vorliegenden Erfindung gekennzeichnet durch eine Trennung von benach-
barten Galactose-Resten von etwa 10 Bindungslangen oder mehr. Andere bevorzugte Konstrukte schlieRen
Galactose-Cluster ein, die gekennzeichnet sind durch eine Trennung benachbarter Zucker-Reste um etwa 25
Bindungslangen oder mehr.

[0083] Betreffend Kriterium Nr. 3 sollte die Entfernung zwischen dem Annexin und dem Galactose-Cluster
ausreichend sein, um irgendwelche nachteiligen sterischen Effekte auf eine Bindung von Annexin an ein
Ziel-Molekul zu vermeiden, die durch die Gré3e oder Orientierung des Galactose-Clusters hervorgerufen wer-
den. Diese Entfernung ist vorzugsweise grofder als etwa 7 Bindungsléngen oder etwa 10 Angstrédm. Sofern no-
tig, wird ein Verlangerungs-Molekil zwischen dem Galactose-Cluster und dem Linker eingearbeitet (der den
Galactose-Cluster und die Annexin-Komponente verbindet), oder zwischen dem Annexin und dem Linker, um
die erforderliche Entfernung einzustellen.

[0084] Zwar scheinen die vorstehend erwahnten Parameter optimal fiir Galactose zu sein; es sollte jedoch
angemerkt werden, dass diese Faktoren bei anderen Hexosen oder Mischungen daraus schwanken kénnen,
die sich an dieselben Rezeptoren binden kénnen oder nicht oder die sich in unterschiedlicher Weise binden
kdnnen. Unterstellt man die Lehren dieser Anmeldung als gegeben, kann ein Fachmann mit (blichen Sachver-
stand in diesem technischen Bereich unter Verwendung verfigbarer Synthese-Verfahren ein Annexin und ein
aktives Mittel an andere Hexose-Cluster binden und kann solche Konstrukte identifizieren, die optimale Leis-
tungseigenschaften liefern.

[0085] Beliebige verzweigte Zucker-Strukturen, die die Kriterien erfillen, die oben beschrieben wurden, kon-

nen in der praktischen Durchfihrung der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Bevorzugte Galacto-
se-Cluster gemaf der vorliegenden Erfindung weisen die folgenden Strukturen auf:
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worin X vorzugsweise H oder Methyl ist, was zu Galactose-Clustern fiihrt, die 4, 8, 16 und 32 Galactose-Reste
enthalten. Eine weitere Wiederholung des Verzweigungs-Schemas ermdglicht eine Verlangerung des Galac-
tose-Clusters dahingehend, dass dieser 32, 64 usw. Galactose-Reste einschlie®t. Dartiber hinaus kann die
Linker-Einheit zwischen den Hexose-Resten selbst und der Verzweigungs-Struktur (gezeigt als -S-(CH,),-NX-)
hinsichtlich ihrer Ladnge variabel sein.

[0086] Alternative Verzweigungs-Strukturen kdnnen auch im Aufbau der Galactose-Cluster in Ubereinstim-
mung mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Beispielsweise konnen andere Konstrukte, bei denen
das Verzweigen zu einer Verdoppelung der Zahl von Galactose-Resten fiihrt, verwendet werden. AuRerdem
kommen im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch Konstrukte in Betracht, bei denen ein Verzweigen zu
einer Verdreifachung oder anderen passenden Vervielfachungen der Zahl von Galactose-Resten fihrt.

[0087] Eine weitere potentielle Verzweigungs-Konstruktion basiert auf dem Molekidl Bishomotris:
(HO-CH,),-C-NH,. Das eine Sulfhydryl-Gruppe enthaltende Derivat dieses Molekdls kann ebenfalls verwendet
werden. In dieser Ausfiihrungsform der Erfindung wird jeder Arm des Bishomotris-Molekiils verlangert und mit
einer Carbonséaure terminiert: (HO,C-(CH,),-Z-(CH,),-C-NH,), worin Z fir S oder O steht und y im Bereich von
1 bis etwa 10 liegt. Fir diese Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein bevorzugter Galactose-Clus-
ter gekennzeichnet durch die folgenden Strukturen:
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worin X vorzugsweise H oder Methyl ist, y im Bereich von 1 bis etwa 10 liegt und Z fiir O oder S steht. Die oben
gezeigten Strukturen tragen 3, 9 bzw. 27 Galactose-Reste. Eine weitere Wiederholung des Verzweigens er-
laubt eine Erweiterung bei Einschluf® von 81 usw. Galactose-Resten.

[0088] Auch kann X eine Niederalkyl-Einheit (aufgebaut aus 2 bis 12 Kohlenstoffatomen) sein, die von Methyl
verschieden ist, wie beispielsweise Ethyl, t-Butyl und dergleichen. X kann auch eine Niederalkyl-Gruppe sein,
die ein Heteroatom tragt wie beispielsweise eine Niederalkyl-Saure, ein Niederalkyl-Ester, ein Niederalkyl-Al-
dehyd, ein Niederalkyl-Keton oder ein Niederalkyl-Ether.

[0089] Es ist intendiert, dass an eine Hexose-Einheit konjugiertes Annexin V durch die Leber schneller aus
dem Blut beseitigt wird, was es ermdglicht, bald nach der Verabreichung eines radiomarkierten Mittels ein op-
timales Verhaltnis Ziel zu Hintergrund zu erreichen. Beispielsweise kann ein Galactose-Cluster wie beispiels-
weise ein N-Acetylgalactosamin verwendet werden, um das oben beschriebene Ergebnis zu erreichen. Die
Bindung des Clusters erfolgt nahe dem N-terminalen Ende des modifizierten Annexins, um nicht die Bindung
der Annexin-Einheit an Thromben zu beeintrachtigen.

[0090] Wie friiher angegeben, konnen Annexin-Molekile durch Addition von etwa 2 bis etwa 6 terminalen
Aminosaure-Resten modifiziert werden, um die Konjugations-Reaktion zwischen dem Annexin-Molekil und
der Hexose-Einheit oder zwischen dem Annexin-Molekil und entweder einem Linker-Molekul oder einer He-
xose-Einheit zu erleichtern oder um die Bildung eines Annexin-Multimers zu erleichtern. Beispielsweise kon-
nen terminale Aminosaure-Reste addiert werden, um eine Sulfhydryl-Gruppe bereitzustellen oder um eine
Gruppe bereitzustellen, die fiir eine Derivatisierung an eine Maleimid-Gruppe befahigt ist, wobei derartige Sulf-
hydryl- und Maleimid-Gruppen fiir die Konjugations-Reaktion verfligbar sind. Diese Modifikation kann Gber Ver-
fahrensweisen der Protein-Chemie oder liber eine Produktion eines passenden Fusions-Proteins oder andere,
hierfir nitzliche Verfahrensweisen erfolgen.

[0091] In einer Ausflihrungsform der Erfindung wird ein rekombinantes Annexin-Molekil an dem N-terminalen
Ende durch Addition von Aminosaure-Resten modifiziert, mit der MafRgabe, dass wenigstens eine der Amino-
sauren eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe liefert. Beispielsweise kann dies bewirkt werden mit der Addition
wenigstens eines einzelnen Cystein-Rests nahe dem N-terminalen Ende. Ein bevorzugtes modifiziertes Anne-
xin, wie es in der vorliegenden Beschreibung und in den Patentanspriichen definiert ist, ist eine Monomer-Form
von Annexin V mit einer N-terminalen Verlangerung der bevorzugten Aminosaure-Sequenz aus
Ala-Cys-Asp-His-Ser-Met. Ein Vorteil dieser Konfiguration ist, dass mit dem Cystein-Rest nahe dem N-termi-
nalen Ende die Sulfhydryl-Gruppe und die benachbarten Amid-Gruppen fir die Chelatisierung des Techneti-
ums sorgen, was zu einer N,S-artigen stabilen chelatiserenden Verbindung fiihrt, und zwar fir ein direktes Mar-
kieren. Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung beabsichtigt, dass die benachbarten Aminosaure-Do-
nor-Atome von Aminosaure-Einheiten sich um die Basis der Metall-Oxo-Bindung in einer quadratisch pyrami-
dalen Anordnung winden, wodurch Stabilitat erreicht wird, und zwar &hnlich einer stabilen Chelatisierung, wie
sie durch Verwendung einer N,S-Chelat-Verbindung erreicht wird.

[0092] In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein modifiziertes Annexin-Molekdl produziert,

das einen einzelnen Cystein-Rest als zweiten Rest in einer N-terminalen Verlangerung aus sechs Aminosau-
ren enthalt. In dieser Ausfihrungsform wurde der einzelne naturliche innere Cystein-Rest zu einer keinen
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Schwefel enthaltenden Aminosaure mutiert, wie beispielsweise Alanin oder Serin. Ein Verfahren zum Mutieren
des Cystein-Rests wird in Beispiel VIII geliefert. Diese Aminosaure-Verlangerung liefert ein hochgradig flexib-
les Mittel zum Binden funktioneller Einheiten an den N-terminalen Bereich eines Annexins wie beispielsweise
von Annexin V. Die Verfahrensweisen, die in der vorliegenden Beschreibung beschrieben werden, produzieren
erfolgreich monomere und dimere modifizierte Annexin V-Molekdle. Es ist offensichtlich, dass die Proteine im
wesentlichen rein sind und das erwartete Molekulargewicht aufweisen. Dariiber hinaus kann irgendeine Pro-
duktion eines modifizierten Annexin V-Dimers quantitativ in das Monomer Uberflhrt werden, und zwar durch
Behandlung mit 2-Mercaptoethanol, was das Vorhandensein der erwarteten Disulfid-Bindung bestatigt.

[0093] Es wurden Messungen der Membran-Bindungseigenschaften von modifiziertem Annexin und dem mo-
difizierten Annexin-Dimer in einem Konkurrenz-Assay gegen natives monomeres Annexin V durchgefiihrt. Das
Dimer ist 6-fach potenter als monomeres Annexin V in der Verdrangung von markiertem Ligand von der Mem-
bran. Pharmacokinetische Untersuchungen, die in der vorliegenden Beschreibung offenbart sind, haben ge-
zeigt, dass das erhdhte Molekulargewicht des modifizierten Annexin-Dimers die Geschwindigkeit seines Ver-
schwindens aus dem Blut nicht verlangsamt. Tatsachlich wird das modifizierte Annexin V-Dimer aus dem Blut
mit ungefahr derselben Geschwindigkeit wie monomeres Annexin V des Wild-Typs entfernt. Siehe dazu die
nachfolgende Tabelle 1.

Tabelle 1

Pharmacokinetische Daten von mit %] jodiertem modifiziertem Annexin V-Dimer und Annexin V in Mausen

Zeit seit der Injektion (min) |Radioaktivitat im Blut (% ID/g)
Annexin V Modifiziertes Annexin V-Dimer
15 1,27 £0,12 1,70 £ 0,02
60 1,60 + 0,04 0,36 + 0,04
240 0,06 £ 0,01 0,06 = 0,02

[0094] Die Offenbarung der vorliegenden Erfindung zeigt, dass das dimere Molekil von Annexin V wahr-
scheinlich eine hohere Affinitat zu der Blutplatichen-Membran aufweist, und zwar hochstwahrscheinlich auf-
grund einer langsameren Dissoziationsgeschwindigkeit. Damit kann dieses Molekul in héherer Konzentration
aufgenommen oder langer in dem Thrombus in vivo gehalten werden, wodurch das Verhaltnis Target-zu-Hin-
tergrund zu jedem gegebenen Zeitpunkt verbessert wird.

[0095] Radionuklide, die niitzlich im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind, schlieRen penetrierende Pho-
tonen-Emitter einschliellich gamma-Emitter und Réntgenstrahl-Emitter ein. Diese Strahlen begleiten eine nu-
kleare Transformation wie beispielsweise das Einfangen von Elektronen, eine beta-Emission und einen isome-
ren Ubergang. Radionuklide, die nitzlich sind schlieBen solche mit Photonen zwischen 80 und 400 keV und
Prositronen-Produzenten, 511 keV-Zerstrahlungs-Photonen und annehmbare Strahlungsdosis aufgrund von
absorbierten Photonenteilchen und deren Halbwertszeit ein. Radionuklide, die geeignet zur Verwendung im
Rahmen der vorliegenden Erfindung sind, sind in diesem technischen Bereich bekannt und schlieRen ein: '®F,
GQCU, 186Re, 188Re, 100Pd, 21ZBi, 212Pb 109Pd 67CU, 6703, 68Ga, gngC, 94TC, QSRU, 105RU, gth, 105Rh, 111|n’ 123|, 125|’
838m, 77Lu, "Lu, '8Pt, 3Pt, °Au, "Hg und dergleichen.

[0096] Tc-99m ist ein bevorzugtes Radionuklid fiir die praktische Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung.
Tc-99m wurde stabil an Annexin V in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung sowohl bei niedriger als
auch bei hoher spezifischer Aktivitat gebunden (0,53 uCi/ug — 1,012 uCi/ug). Adaquate radiochemische Aus-
beuten und gute radiochemische Reinheiten wurden erhalten. Aktivierte Blutplattchen-Bindungs-Untersuchun-
gen wurden ebenfalls durchgefiihrt und die radiomarkierten Annexin V-Konjugate banden sich gut an aktivierte
Blutplattchen.

[0097] In einer anderen Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung kann eine N,Sy-Chelat-Verbindung an
ein Annexin-Hexose-Konjugat, ein Annexin-Multimer oder ein modifiziertes Annexin gebunden werden, um ein
Radiomarkieren zu erleichtern. N,S, -Chelat-Verbindungen schlieen chelatisierende Verbindungen ein, die in
der Lage sind, sich koordinativ an ein Metall oder Radio-Metall zu binden und sich kovalent an ein Annexin-Mo-
lekdl zu binden. Bevorzugte N,S, -Chelat-Verbindungen haben die N,S,-Kerne (allgemein beschrieben in dem
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US-Patent Nr. 4,897,225 oder dem US-Patent Nr. 5,164,176 oder dem US-Patent Nr. 5,120,526), den
N,S-Kern (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 4,965,392), den N,S,-Kern (allgemein beschrieben in
dem US-Patent Nr. 4,988,496), den N,S,-Kern (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 4,988,496), den
N,S;-Kern (allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 5,075,099) und den N,-Kern (allgemein beschrieben
in dem US-Patent Nr. 4,963,688 und dem US-Patent Nr. 5,227,474). Besonders bevorzugte N,S -Chelat-Ver-
bindungen haben den N,S,-Kern und den N,S-Kern. N,S,- und N;S-Chelat-Verbindungen sind in diesem tech-
nischen Bereich bekannt. Beispielsweise sind bevorzugte N,S,-Verbindungen beschrieben in dem US-Patent
Nr. 4,897,225, und bevorzugte N,S-Chelat-Verbindungen sind allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr.
4,965,392 und in dem US-Patent Nr. 5,112, 953.

[0098] Die N,S,-Chelat-Verbindungen sind bifunktionelle Diamid-Chelatoren und bifunktionelle Dimercap-
tid-Chelatoren der N,S -Familie, die in der Lage sind, stabil ein Radionuklid Uber zwei Stickstoff-Atome und
zwei Schwefel-Atome zu komplexieren, die in passender Weise angeordnet sind. N,S,-Chelat-Verbindungen
sind allgemein beschrieben in dem US-Patent Nr. 4,897,225.

[0099] Bevorzugte Chelat-Verbindungen mit einem N,S,-Kern schlieRen auch Diamindimercaptoamid-Che-

lat-Verbindungen ein, die das folgende Biphenyl-Grundgertst aufweisen und die allgemein beschrieben sind
in der US-Patentanmeldung mit dem amtlichen Aktenzeichen Nr. 08/463,232:

T\f%

. . \ NH NH \
— [
> s F

oder

h 4

Y
T»@[,______,t@\,
worin n = 0 bis 1 ist und ein oder mehrere T-Substituenten eine funktionelle Gruppe einschlief3en, die verfligbar
und geeignet fiir eine Konjugation mit einer anderen Konjugat-Komponente ist. Solche beispielhaften funktio-

nellen Gruppen schlielen hydrophile Gruppen ein, die nitzlich fir eine Ausscheidung Uber die Niere sind, im
Gegensatz zu einer hepatobiliaren Ausscheidung.

[0100] Die N;S-Chelat-Verbindungen sind bifunktionelle Triamid-mercaptid-Chelatoren der N,S -Familie, die
in der Lage sind, ein Radionuklid stabil durch drei Stickstoff-Atome und ein Schwefel-Atom zu komplexieren,
die in passender Weise positioniert sind. Bevorzugte N,5-Chelat-Verbindungen sind beschrieben in dem
US-Patent Nr. 4,965,392 und dem US-Patent Nr. 5,091,514.

[0101] Die vorliegende Erfindung betrifft diese stabile Chelat-Technologie zur Ausnutzung des Thrombus-Auf-
finde-Vermogens von Annexin-Molekilen. Dadurch wird ein Bildgebungs-Mittel bereitgestellt, das in der Lage
ist, vaskulare Thromben in vivo schnell zu visualisieren. Die radiomarkierten Annexine, einschlieBlich radio-
markierter Annexin-Galactose-Konjugate und radiomarkierter Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate gemaf
der vorliegenden Erfindung kdnnen dazu verwendet werden, Thrombus-Bilder zu erhalten, die den hohen Wert
der Hintergrund-Aktivitat reduzieren oder eliminieren, der von metabolisch abgebautem radiomarkiertem Kon-
jugat resultiert. Die radiomarkierten Annexine einschlieBlich radiomarkierter Annexin-Galactose-Konjugate
und Radiomarkierter Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate vermeiden auch eine klinisch nicht annehmbare
Toxizitat gegeniber Nicht-Zielzellen-Stellen. Mit Tc-99m radiomarkiertes Annexin V zeigte bessere Ergebnisse
als 1-123 in Untersuchungen an Schweinen, wie im nachfolgenden Beispiel 11l beschrieben wird.

[0102] Die Radiomarkierung von Annexin V mit einem Radionuklid unter Verwendung einer N,S,-Chelat-Ver-
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bindung oder N,S,-Chelat-Verbindung kann durchgefiihrt werden unter Verwendung entweder eines vorher ge-
bildeten oder eines nachher gebildeten Ansatzes. Mit anderen Worten: Das Radionuklid wird entweder inner-
halb der Chelat-Verbindung vor (vorgebildet) oder im Anschluf3 an (nachgebildet) die Konjugation der Che-
lat-Verbindung an Annexin V komplexiert. Der vorgeformte Ansatz ist bevorzugt, und geeignete Verfahrens-
weisen daflr sind in den Beispielen I, II, IV und XV beschrieben. Weitere Untersuchungen zeigten an, dass der
Vorform-Radiomarkierungs-Ansatz zu zwei radiometrischen Peaks bei der HPLC-Analyse fuhrte. Das Auftre-
ten von zwei Peaks resultiert aus Cystein-konjugiertem Annexin V sowie aus Lysinkonjugiertem Annexin V. So
kann die Cystein-Aminosaure von Annexin V entweder gestrichen oder durch eine andere, keinen Schwefel
enthaltende Amiosaure ersetzt werden und fiihrt so zu einem monomer markierten Annexin V; siehe dazu Bei-
spiel IX. Die Verwendung des Vorform-Ansatzes zum Radiomarkieren des modifizierten Annexin V fuhrt auch
zu einem monomer markierten Annexin V. Die Konjugation kann auftreten Uber die zugangliche Sulfhy-
dryl-Gruppe eines modifizierten Annexins dazu Uber den Lysin-Rest des modifizierten Annexins. Auch kann
eine Hexose-Einheit-Konjugation an das Annexin Uber chemische Verfahrensweisen entweder vor der Konju-
gation (nachgeformter Ansatz) oder im Anschluf an eine Konjugation (vorgeformter Ansatz) einer Chelat-Ver-
bindung an das Annexin erfolgen. Eine chemische Konjugation einer Hexose-Einheit wird vorzugsweise vor
der Konjugation der Chelat-Verbindung durchgefiihrt.

[0103] Fur Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung, in denen es erwiinscht ist, dass die chelatisieren-
den Verbindungen eine schnelle Komplexierung von Radionuklid bei Raumtemperatur zeigen, kénnen die fol-
genden Chelat-Verbindungen verwendet werden:

oder

worin n = 0 bis 1 ist und einer oder mehrere T-Substituenten eine funktionelle Gruppe einschlie3en, die fiir eine
Konjugation mit einer anderen Konjugat-Komponente verfiigbar und geeignet ist. In dem oben angegebenen
Beispiel ist eine funktionelle Gruppe wie beispielsweise ein Amin in der Lage, mit der Lysin-Carboxyl-Einheit
oder einem aktivierten Ester-Derivat davon zu reagieren. Alternativ kann eine einen aktiven Ester tragende
Chelat-Verbindung an eine funktionelle Amino-Gruppe konjugiert werden, um ein Beispiel zu nennen.

[0104] In einer weiteren Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung kann auch eine Esterase-empfindliche
Chelat-Verbindung verwendet werden. Solche Ausfihrungsformen schlieBen Annexin-Chelat-Verbin-
dungs-Konjugate ein, die modifizierte Annexin-Chelat-Verbindungs-Konjugate einschliefen, sowie Multi-
mer-Chelat-Verbindungs-Konjugate. Eine Hexose-Einheit kann auch mit den oben angegebenen Ausfih-
rungsformen der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0105] Ein Vorteil bei der Verwendung einer Esterase-empfindlichen Chelat-Verbindung ist, dass die Verbin-
dung wahrend des Metabolismus des radiomarkierten Proteins in der Leber gespalten wird. Die Freisetzung
der Verbindung erzeugt mit Radioaktivitédt assoziierte Cataboliten mit vorteilhafter Distribution, was zur Verrin-
gerung der Hintergrund-Radioaktivitat in der Nahe des Herzens und der Lungen fihrt. So ist eine Verwendung
dieses Typs von Chelat-Verbindung die Bildgebung des Herzens und der Lungen. Weiter ist ein anderes win-
schenswertes Merkmal dieser Art von Chelat, dass ein gréRerer Bruchteil des Technetium-99m schnell durch
die Leber freigesetzt wird und dann Uber die Nieren ausgeschieden wird.
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[0106] Mit anderen Worten: Die Ester-Komponente dieser Chelat-Verbindung wird wahrend des Metabolis-
mus des markierten Proteins in der Leber gespalten, was zu einer gréReren Freisetzung von Radioaktivitat aus
der Leber in das Blut und eine Ausscheidung Uber die Nieren fihrt. Eine bevorzugte Esterase-empfindliche
Chelat-Verbindung ist eine solche, die ein N,;S-Seryl-Succinat enthalt, wie sie beschrieben ist in dem US-Pa-
tent Nr. 5,112,953.

[0107] Beispielsweise kann eine Esterase-empfindliche Chelat-Verbindung der folgenden Struktur mit Anne-
xin verwendet werden, um die oben angegebenen Ergebnisse zu erhalten:

o

—f

° NN vy
lo
s w °
l /k/ J,\/\lrm
R °
‘ Hooc

worin R irgendeine Saure-labile oder Basen-labile Schwefel-Schutzgruppe ist, wie sie im Stand der Technik
bekannt ist, beispielsweise eine Ethoxyethyl-Gruppe, und R' ein aktivierter Ester ist, der N-Hydroxysuccimi-
dat-tetrafluorphenyl und Tetrafluorphenyl- und Tetrafluorthiophenyl-Ester einschlieft.

[0108] Ein Fachmann mit Gblichem Sachverstand in diesem technischen Bereich ist mit der Natur und Spezi-
fitat funktioneller Einheiten vertraut, und die Natur und Spezifitdt werden auch in der vorliegenden Beschrei-
bung diskutiert.

[0109] In Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung, in denen die Chelat-Verbindung gekennzeichnet ist
durch eine einzelne funktionelle Gruppe, die fir die Konjugation verfligbar und geeignet ist, werden das Anne-
xin, die Chelat-Verbindung und Galactose-Cluster-Komponenten vorzugsweise Uber ein trifunktionelles Lin-
ker-Molekiil verbunden. Funktionelle Gruppen, die fir eine Konjugation verfiigbar sind, sind solche, die nicht
durch sterische Hinderungen vor einer Konjugation bewahrt werden. Funktionelle Gruppen, die fiir eine Kon-
jugation geeignet sind, sind solche Gruppen, die im chemischen Sinn in der Lage sind, mit verfligbaren funk-
tionellen Gruppen zu reagieren, die mit anderen Konjugat-Komponenten assoziiert sind. Dariber hinaus stort
eine Konjugation geeigneter funktioneller Gruppen nicht wesentlich eine notwendige Funktion der Komponen-
te, mit der die funktionelle Gruppe assoziiert ist. Beispielsweise ist eine funktionelle Gruppe, die in der die Kom-
plementaritat bestimmenden Region einer Antikdrper-Ziel-Einheit angeordnet ist, beispielsweise allgemein
nicht ,geeignet" fur eine Konjugation, da das Ziel-Bindungs-Vermdgen des Antikdrpers durch eine solche Ver-
bindung mit hoher Wahrscheinlichkeit wesentlich beeintrachtig wird. in gleicher Weise ist eine funktionelle
Gruppe, die innerhalb des Bindungsbereichs des Annexins angeordnet ist, allgemein nicht ,geeignet” fir eine
Konjugation.

[0110] Ndtzliche tifunktionelle Linker sind zugénglich fir ein Binden mit funktionellen Gruppen, die auf den
drei Konjugat-Komponenten verfiigbar sind oder auf irgendwelchen Verlangerungs-Einheiten, die beim Konju-
gat-Aufbau verwendet werden. Ein nutzlicher trifunktioneller Linker ist Lysin, in dem die funktionelle alpha-Ami-
nogruppe, die funktionelle epsilon-Aminogruppe und die funktionelle Carboxyl-Gruppe verwendet werden. Ein
Fachmann mit Gblichem Sachverstand in diesem Bereich kénnte andere tifunktionelle Linker identifizieren und
diese in der praktischen Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung verwenden, wie dies weiter unten beschrie-
ben ist.

[0111] Abspaltbare Linker kbnnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Solche Linker
sind bifunktionelle Einheiten, die in der Lage sind, sich mit dem trifunktionellen Linker in der Weise zu verbin-
den, dass sie die chelatisierende Verbindung mit dem trifunktionellen Linker verbinden, der seinerseits mit der
Annexin-Komponente und der Cluster-Komponente verbunden wird. Beispiele geeigneter abspaltbarer Linker
schlieRen ein: Monosaccharide, Polysaccharide, Polyaminosauren, Hydroxyalkylacrylamide (z.B. HPMA), hy-
drophile Polymere auf Polyethylenglycol-Basis, biologisch abbaubare Polymere, die eine Ether- oder Es-
ter-Bindung enthalten, sowie Dextran und Hemisuccinylester und dergleichen.

[0112] Ebenfalls sind Verlangerungs-Molekiile, die Rahmen der vorliegenden Erfindung nitzlich sind, bifunk-
tionelle Einheiten, die in der Lage sind, sich entweder mit der Annexin-Komponente oder dem Linker oder der
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Galactose-Cluster-Komponente und dem Linker zu verbinden. Geeignete Verlangerungs-Molekile schlief3en
Aminocaproat-Einheiten, HS-(CH,),O00H oder eine aktivierte Ester-Form davon, worin n im Bereich von 2
etwa 5 liegt, und dergleichen ein. Ein Fachmann mit Ublichem Sachverstand in diesem technischen Bereich ist
in der Lage, andere geeignete Verlangerungs-Molekile zu identifizieren und zu verwenden, wie sie in der vor-
liegenden Erfindung und in den Ansprichen beschrieben sind. Alternativ dazu kann ein passend aufgebauter
Linker der Funktion des Verlangerungs-Moleklils dienen.

[0113] Auch kénnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Bindung erleichternde Einheiten verwendet
werden. Solche Einheiten sind bifunktionell und erleichtern ein Binden der Konjugat-Komponenten, z.B. Ga-
lactose-Cluster, Annexin, Chelat-Verbindung, Linker und Verlangerungs-Molekdl. Beispiele solcher eine Bin-
dung erleichternde Einheiten schliefen Molekile mit funktionellen Harnstoff-Gruppen, Molekile mit funktionel-
len Thioharnstoff-Gruppen, Succinat-Briicken, Maleimide und dergleichen ein. Derartige eine Bindung erleich-
ternde Einheiten sind einer Identifikation und Verwendung durch Fachleute mit Gblichem Sachverstand in die-
sem technischen Bereich zuganglich.

[0114] Ein Beispiel eines Linker-Verlangerungs-Molekils zum Erleichtern des Bindungs-Systems ist nachfol-
gend gezeigt:

- CO-(CH,);-NH-C(O or S)-NH-CH-(CH,),-NH-CO-(CH,),-CO-(COOH)

worin die alpha-Amingruppe des Lysin-Linkers uber eine funktionelle Harnsstoff- oder Thioharnstoff-Gruppe an
einen Amino-Caproat-Spacer gebunden ist (der seinerseits an einen Galactose-Cluster gebunden ist, der nicht
gezeigt ist); die Lysin-Carboxylat-Gruppe flir eine Bindung zu einer Chelat-Verbindung (nicht gezeigt) verfiig-
bar ist; und die epsilon-Aminogruppe des Lysin-Linkers fir eine Bindung zu einem Lysin-Rest der Anne-
xin-Komponente (nicht gezeigt) ber eine Succinat-Briicke verflugbar ist. Andere Aminosaure-Reste der Anne-
xin-Komponente wie beispielsweise Cystein kénnen auch fir Bindungszwecke verwendet werden. Alternativ
dazu kann eine Maleimid-S(CH,),CO-Bindungserleichterungs-Einheit-Verlangerungsmolekil-Kombination
verwendet werden, um den Zucker-Rest mit dem Lysin zu verbinden. Ein Beispiel eines durch einen trifunkti-
onellen Linker verbundenen Konjugats wird in Beispiel VIl diskutiert.

[0115] Wenn die Chelat-Verbindungs-Komponente des Konjugats durch mehr als eine funktionelle Gruppe
gekennzeichnet ist, die fur eine Konjugation verfigbar und geeignet ist, kann der Galactose-Cluster mit der
Chelat-Verbindungs-Komponente verbunden werden, welche ihrerseits mit der Annexin-Komponente des
Konjugats Uber zwei oder mehr bifunktionelle Linker verbunden wird. Alternativ dazu wird der Hexose-Cluster
wie beispielsweise N-Acetylgalactosamin mit der zuganglichen Sulfhydryl-Gruppe des modifizierten Annexins
verbunden, und die Chelat-Verbindungs-Komponente wird mit der Annexin-Komponente Uber den Lysin-Rest
an dem Annexin verbunden. In einer anderen mdglichen Konfiguration wird die Chelat-Verbindung mit einem
Hexose-Cluster Uber einen trifunktionellen Linker verbunden, worin der Hexose-Cluster, der an die Chelat-Ver-
bindung konjugiert ist, dann mit der zuganglichen Sulfhydryl-Gruppe des modifizierten Annexins durch eine die
Bindung erleichternde Einheit gebunden wird. Die oben angegebene mdégliche Konfiguration kann auch einen
abspaltbaren Linker zwischen der Chelat-Verbindung und dem Linker einschlielRen, der den Cluster an das An-
nexin bindet. Vorzugsweise wird die Annexin-Komponente des Konjugats zuletzt in die Bildung eines Galacto-
se-Cluster-Chelat-Verbindung-Annexin-Konjugats eingebunden. Geeignete bifunktionelle Linker und Einbin-
de-Verfahrensweisen kdnnen von Fachleuten mit Gblichem Sachverstand in diesem technischen Bereich iden-
tifiziert und eingesetzt werden. Ein Beispiel einer derartigen chelatisierenden Verbindung und einer derartigen
Konjugations-Verfahrensweise wird in Beispiel V beschrieben.

[0116] Die folgenden Variationen sind Beispiele der Reihenfolge, in der die Komponenten (speziell das modi-
fizierte Annexin, die Hexose-Einheit und die chelatisierende Verbindung) aneinander konjugiert werden, die im
Rahmen der vorliegenden Erfindung in Betracht kommen. Es ist fur einen Fachmann mit Gblichem Sachver-
stand in diesem technischen Bereich offenbar, dass in den Fallen, in denen ein Konjugat der vorliegenden Er-
findung drei Komponenten aufweist (z.B. ein Annexin, eine Hexose-Einheit und eine chelatisierende Verbin-
dung), eine Komponente an eine andere Komponente in einer Vielzahl von Orientierungen gebunden werden
kann. Beispielsweise kdnnen die Hexose-Einheit und eine chelatisierende Verbindung auf unterschiedlichen
Seiten an einem Annexin gebunden werden oder kénnen aneinander gebunden werden, und nur eines der Mo-
lekile wird direkt an das Annexin gebunden:

[0117] Die Hexose-Einheit ist an das modifizierte Annexin Uber eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe oder

mehrere derartige Gruppen gebunden, und die Chelat-Verbindung ist an das modifizierte Annexin Uber einen
Lysin-Rest an dem modifizierten Annexin konjugiert; eine Chelat-Verbindung ist an das modifizierte Annexin
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Uber eine zugangliche Sulfhydryl-Gruppe oder mehrere derartige Gruppen konjugiert und die Hexose-Einheit
ist an das modifizierte Annexin Uber einen Lysin-Rest an dem modifizierten Annexin konjugiert; eine Che-
lat-Verbindung ist an die Hexose-Einheit konjugiert, die ihrerseits an das modifizierte Annexin Uber eine zu-
gangliche Sulfhydryl-Gruppe oder mehrere derartige Gruppen konjugiert ist; die Hexose-Einheit ist an die Che-
lat-Verbindung konjugiert, die ihrerseits an das modifizierte Annexin Uber zugangliche Sulfhydryl-Gruppen kon-
jugiert ist; die Chelat-Verbindung ist an die Hexose-Einheit konjugiert, die ihrerseits an das modifizierte Annexin
Uber die Lysin-Reste des modifizierten Annexins konjugiert ist, so dass sie die zuganglichen Sulfhydryl-Grup-
pen fir eine weitere Konjugation verfligbar 1at; die Hexose-Einheit ist an die Chelat-Verbindung konjugiert,
die ihrerseits an das modifizierte Annexin Uber Lysin-Reste konjugiert ist, wobei sie die zuganglichen Sulfhy-
dryl-Gruppen wieder verflgbar fir eine weitere Konjugation 1aRt, und andere ahnliche Variationen.

[0118] An die Hexose-Einheit und die Chelat-Verbindung ber chemische Verfahren konjugiertes Annexin
kann entweder vor einer Komplexierung (dies ist der nachtraglich gebildete Ansatz) oder im Anschluf an eine
Komplexierung (dies ist der vorgeformte Ansatz) eines Radio-Metalls mit der Chelat-Verbindung auftreten. In
einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine Hexose-Einheit an die Annexin-Komponente vor der Zugabe der
Radiomarkierung gebunden. Die chemische Konjugation wird vorzugsweise durchgefiihrt im Anschluf an die
Radio-Metall-Komplexierung, wenn nicht die Chelat-Verbindung, die in dem Konjugat eingesetzt wird, in der
Lage ist, das Radionuklid mit schneller Kinetik bei Raumtemperatur zu binden. Annexin V wird mit einem bild-
gebenden Radionuklid fur eine Verwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung radiomarkiert.

[0119] Radiomarkierte Annexine, einschlie3lich radiomarkierter Annexin-Galactose-Konjugate und radiomar-
kierter Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate, gemaf der vorliegenden Erfindung bieten einen zusatzlichen
Vorteil gegenuber friher hergestellten, mit I-123 markierten Annexinen, und zwar dahingehend, dass sie dafir
zuganglich sind, in Form eines kalten Kits abgepackt zu werden. Das bedeutet, dass das Annexin oder Anne-
xin-Galactose oder Annexin-Galactose-Cluster oder Galactose-Cluster und Chelat-Verbindungs-Komponen-
ten einzeln in Réhrchen abgeflllt und getrennt von der Tc-99m-Komponente zur Verfliigung gestellt werden
kdnnen (und moglicherweise auch getrennt voneinander in Rdhrchen abgefillt werden kdnnen).

[0120] Eine Lyophilisierung und Abflllung der Konjugat-Komponenten in steriler, pyrogenfreier Umgebung
kann nach Verfahrensweisen bewirkt werden, die Fachleuten im Bereich der Technik einer guten Herstellung-
spraxis bekannt sind, insbesondere da solche Praktiken biologische Materialien betreffen.

[0121] Wenn ein Patient, der ein Thrombus-Bild bendtigt, identifiziert ist, kann ein kaltes Kit geordert oder aus
dem Lager geholt werden. Tc-99m kann aus einer Radio-Apotheke oder einer anderen Quelle dafiir erhalten
werden. Der vorgebildete oder nachgebildete Prozel3 der Chelatisierung/Komplexierung wird durchgefiihrt.
Das radiomarkierte Annexin, das radiomarkierte Annexin-Galactose-Konjugat oder das radiomarkierte Anne-
xin-Galactose-Cluster-Konjugat wird dem Patienten verabreicht, und der Patient wird anschlie3end einem Bild-
gebungs-Verfahren unterzogen. Fir radiomarkierte Annexin-Galactose-Konjugate wird ein Annexin-Galacto-
se-Konjugat vorzugsweise hergestellt und in dem Kit in ein Réhrchen abgeflllt. Fir radiomarkierte Anne-
xin-Galactose-Cluster-Konjugate wird ein Konjugat aus Chelat-Verbindung, Annexin und Galactose-Cluster
vorzugsweise hergestellt und in dem Kit in Réhrchen abgefiillt, obwohl auch Annexin-Galactose-Cluster-Che-
lat-Verbindung- Zwei Komponenten- oder andere Mehr-Komponenten-Kits verwendet werden kénnen.

[0122] Radiomarkierte Annexine einschlieBlich radiomarkierter Annexin-Galactose-Konjugate oder radiomar-
kierte Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate, gemaR der vorliegenden Erfindung werden in solchen Mengen
verabreicht, dass man eine diagnostisch wirksame Menge an Radionuklid an die Ziel-Stelle liefert. Passende
verabreichte Dosierungen hangen von einer Vielzahl von Faktoren ab, die in weitem Umfang Patienten-spezi-
fisch sind, und Praktiker in diesem technischen Bereich werden solchen Faktoren in der praktischen Anwen-
dung der vorliegenden Erfindung in Betracht ziehen. Die Komponenten des radiomarkierten Annexins beein-
flussen auch Dosis-Mengen auf Wegen, die Praktikern in diesem technischen Bereich als feststellbar bekannt
sind oder routinemaRig feststellbar sind. Im Allgemeinen wird radiomarkiertes Annexin einschlief3lich Radio-
markierten Annexin-Galactose-Konjugats oder radiomarkierten Annexin-Galactose-Cluster-Konjugats in gro-
Ren Saugern in einer Dosis verabreicht, die zwischen etwa 0,3 und etwa 300 Microgramm/Kilogramm Koérper-
gewicht des Empfangers liegen, wobei etwa 3 bis etwa 10 Microgramm/Kilogramm Kdrpergewicht bevorzugt
sind, und zwar abhangig von den physiologischen charakteristischen Eigenschaften des Patienten und der in-
volvierten oder vermuteten Krankheit.

[0123] Ein Praktiker in diesem technischen Bereich ist in der Lage, eine passende Dosis und einen passen-
den Verabreichungsweg flir einen gegebenen Empfanger bei einer gegebenen Krankheit zu identifizieren.

20/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

[0124] Radiomarkierte Annexine einschlieBlich radiomarkierter Annexin-Galactose-Konjugate oder radiomar-
kierter Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate gemaf der vorliegenden Erfindung kénnen auf jede daflr pas-
sende Weise verabreicht werden. Beispielsweise kann eine intravendse Infusion zur Verabreichung radiomar-
kierter Annexine angewendet werden. Andere Verabreichungswege finden ebenfalls Gebrauch in der prakti-
schen Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung. Beispielsweise sind zusatzliche Verabreichungswege Injek-
tion Uber die Arterien (z.B. die Koronar-Arterie), ein intrakoronarer Weg, ein intralymphatischer Weg, ein in-
trathecaler Weg, oder ein anderer in einen Korper-Hohlraum erfolgender Weg und dergleichen.

[0125] Nach Verabreichung des Radionuklids und in Abhangigkeit von der Natur des Radionuklids und dem
Zweck der Verabreichung kann der Empfanger verschiedenen Verfahrensschritten zum Nachweis radioaktiver
Emissionen von der Stelle oder den Stellen unterzogen werden, an denen sich das Radionuklid lokalisiert. Bei-
spielsweise werden Tc-99m enthaltende Konjugate mit einer Gamma-Kamera bildmafig erfafit.

[0126] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung kdnnen in diagnostischen oder therapeutischen Verfahren
oder als Medikament oder zur Herstellung eines Medikaments fur die Behandlung von z.B. einem vaskularen
oder Herz-Zustand verwendet werden.

[0127] Die Erfindung wird weiter durch die Prasentation der folgenden Beispiele beschrieben. Diese Beispiele
werden zur lllustration der Erfindung angeboten und nicht zu deren Beschrankung.

BEISPIEL |
Verfahren zum Radiomarkieren eines Annexin-N,S,-Chelat-Konjugats

[0128] Annexin V kann von einer Vielzahl von Gewebe-Extrakten isoliert werden, beispielsweise von der Le-
ber, der Lunge und der Plazenta, und zwar in Ubereinstimmung mit Verfahrensweisen, wie sie beschrieben
sind in der Druckschrift ,Funakoshi et al., Biochem. 26, 8087 — 8092 (1987)", der Druckschrift ,Taft et al., Bio-
chem., 27, 6268 — 6276 (1988)" und dem US-Patent Nr. 4,937,324, um einige Beispiele zu nennen. Dartber
hinaus kann Annexin V in E. coli exprimiert werden, wie dies beschrieben wurde in der Druckschrift , Taft et al.,
Archives of Biochemistry and Biophysics, 288, 141 — 144 (1991)".

[0129] Annexin wurde mit Tc-99m unter Verwendung einer Diamid-dimercaptid-N,S,-Chelat-Verbindung radi-
omarkiert, in Ubereinstimmung mit der Markierungs-Verfahrensweise mit dem Onko-Trac® (auch bezeichnet
als Verluma™) Small Cell Lung Cancer Imaging Kit, wie dies beschrieben ist in: "J. Nucleinséure. Medizin., 32,
1445 — 1451 (1991)".

[0130] Ein bevorzugtes Verfahren zum Radiomarkieren von Annexin V mit Tc-99m stellt eine modifizierte Ver-
fahrensweise mit dem Onko-Trac®-Kit unter Verwendung von C-18-Baker-gereinigtem Tc-99m-N,S,-TFP dar.
In dieser Verfahrensweise wurde eine angesauerte Losung des aktiven Esters hergestellt durch Zusatz von
0,16 ml, 0,2 M Chlorwasserstoffsaure-Eisessig (Verhaltnis: 14 : 2) zu 0,6 ml 2,3,5,6-Tetrafluorphe-
nyl-4,5-bis-(S-1-ethoxyethylmercaptoacetamido-)pentanoat (0,3 mg; 0,0005 Mol frisch gelést in 0,9 ml Isopro-
pylalkohol). Dann wurden 0,5 ml dieser L6sung zugesetzt zu 1,1 ml Tc-99m-Gluconat (hergestellt aus 0,12 mg
SnCl, - 2 H,0, 5,0 mg Natriumgluconat bei pH 6,1 bis 6,3 und 100 mCi/ml [Tc-99m] Pertechnetat, d.h. der erste
Schritt in der Onko-Trac®-Kit-Markierungs-Verfahrensweise. Die Reaktionsmischung wurde 15 Minuten lang
auf 75°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gekiihlt. Das resultierende Tc-99m-transchelatisierte Tetrafluorphe-
nyl-Aktivester-Derivat von Tc-99m-4,5-Bis-(thioacetamido-)pentanoat wurde gegebenenfalls und vorzugswei-
se mit 2 ml Wasser verdiinnt und dadurch gereinigt, dass man die Reaktionsmischung auf eine konditionierte
C-18-Kartusche aufgab (J.T. Baker, Philipsberg, N.J.), mit 2,0 ml Wasser acht Mal wusch, gefolgt von einem
Schritt des Trocknens der Saule fir 5 Minuten und Eluieren mit 100 % Acetonitril. Das Lésungsmittel wurde
unter einem stetigen Strom von N,-Gas verdampft. Danach wurden 0,15 ml Phosphat-gepufferte Kochsalz-L6-
sung (PBS), 0,15 ml Annexin V in einer Konzentration von 2,35 mg/ml und 0,2 ml 0,2 M Bicarbonat (pH 10,0)
zur Konjugation an das Tc-99m-N,S,-Chelat zugesetzt. Nach 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde das
Tc-99m-N,S,-Annexin  V-Konjugat gereinigt durch Durchlaufenlassen durch eine G-25-SEPHA-
DEX®-(PD-10)-Saule (erhaltlich von der Firma Pharmacia, Piscataway, N.J.), die mit PBS equilibriert worden
war. Fraktionen (1,0 ml) wurden aufgefangen, und diejenigen Fraktionen, die Annexin V enthielten, wurden ge-
poolt. Die Protein-Konzentration wurde bestimmt durch UV-Absorption bei 280 nm. Die Tc-99m-Annexin
V-Konjugat-Lésung (300 — 350 ug) wurde verdinnt und wurde zur Injektion in PBS gelagert, die Rinderserum-
albumin (BSA) in einer Endkonzentration von 15 bis 20 mg BSA/ml PBS enthielt.
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BEISPIEL Il

Verfahrensweise zum Radiomarkieren eines Annexin-N,S-Chelat-Konjugats

[0131] S-Benzoylmercaptoacetylglycylglycylglycin (S-Benzoyl-MAG,) wurde in Ubereinstimmung mit den
Verfahrensweisen hergestellt, die in dem US-Patent Nr. 4,965,392 beschrieben sind. Danach wurden 25 ug
S-Benzoylmercaptoacetylglycylglycylglycin in 0,10 ml 1,0 M Carbonat-Puffer (pH 12) gelést. Dann wurden 75
mCi Tc-99m-Pertechnetat in etwa 1,0 ml zugesetzt, gefolgt von 1,0 mg frisch geléstem Natriumdithionits (10
mg/ml). Diese Mischung wurde auf 100°C £ 4 °C 3 Minuten lang erhitzt und wurde dann in einem Eisbad 5 min
abgekuhlt und ergab so Tc-99m-MAG,, wie dies bestimmt wurde durch ITLC (CH,CN-Lésungsmittel), Anionen-
austausch-HPLC (Beckman AX, 10 Micron 0,01 M Na,S0O,/0,01 M Na,PO,, pH 7,0) und Umkehrphasen-HPLC
(Beckman ODS, 5 Micron 2 % CH,CN/0,01 M Na,PO,, pH 7,0).

[0132] Der Tc-99m-MAG,-Komplex in Carboxylat-Form wurde dann verestert; 0,20 ml 1 N HCI, 0,30 ml 0,2 M
Phopshat-Puffer (pH 6,0), 10,0 mg 2,3,5,6-Tetrafluorphenol (TFP) in 0,01 ml 90 % CH,CN und 12,5 mg EDC
(1-(3-Dimethylaminopropyl-)3-ethylcarbodimid-hydrochlorid) in 0,1 ml 90 % CH,CN wurden zusammengege-
ben, und die Reaktanden wurden bei Raumtemperatur (25°C £ 2°C) 1 h lang gemischt. An dieser Stelle erhielt
man Tc-99m-MAG,-TFP-Ester, wie bestimmt wurde durch ITLC (CH,CN als Lésungsmittel), Anionenaus-
tausch-HPLC (Beckman AX, 10 Micron 0,01 M Na,S0O,/0,01 M Na,PO,, pH 7,0) und Umkehrphasen-HPLC
(Beckman ODS, 5 Micron 34 % CH,CN/0,01 M Na,PO,, pH 7,0). Die Préaparation wurde unter Verwendung ei-
ner C-18-Baker-Saule gereinigt. Die Reaktionsmischung wurde gegebenenfalls und vorzugsweise mit 2 ml
Wasser verdunnt und auf die Saule aufgegeben, zweimal mit Wasser gewaschen und danach achtmal mit 10
% C,H,OH/0,01 M Na,PQO,, pH 7,0, gewaschen. Das Produkt wurde mit CH,CN eluiert und das Losungsmittel
wurde vor der Konjugation mit Annexin V entfernt.

[0133] Die Konjugation des aktiven Esters an Annexin V wurde durchgeflihrt durch Zusatz von Annexin V in
einem Phosphat-Puffer, pH 9,5, zu dem Tc-99m-MAG,-TFP-Ester. Die Reaktion wurde flir wenigstens 30 Mi-
nuten durchgefihrt, und das gewiinschte radiomarkierte Annexin-Produkt wurde erhalten durch Durchlaufen-
lassen durch eine PD-10-Gel-Filtrationssaule.

BEISPIEL III
Thrombus-Bildgebung mit einem radiomarkierten Annexin
A. Vorbereitung der Tiere - LA-Vaskular-Thromben

[0134] AufFastendiat gesetzte, 25 — 30 kg schwere Yorkshire-Schweine wurden sediert durch intramuskulare
Verabreichung von Telazol (5 — 10 mg/kg) (im Handel erhaltlich von der Firma AVECO Co.) und mit im Handel
erhaltlichem Atropin (1 mg, Firma Elkins-Sinn, Inc., Cherry Hills, N.J.). Surital (200 mg) (im Handel erhaltlich
von der Firma Abbott Laboratories) wurde intravends zur Anasthesie verabreicht. Die Tiere wurden intubiert
und erhielten eine Inhalations-Anasthesie von 1,5 — 2 % Halothan (im Handel erhaltlich von der Firma Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL) und O, in ausreichender Menge, um einen Tiefenzustand der Anasthesie und
physiologische Werte der arteriellen Blutgase zu erhalten. Eine kontinuierliche elektrokardiographische Uber-
wachung wurde unter Verwendung von Alligator-Clip-Elektroden eingerichtet. Es wurde ein Einschnitt im Na-
cken-Bereich durchgefihrt, und ein Acht-French-Katheter (Firma USCI Co., Billerica, MA) wurde in der rechten
gemeinen Carotis-Arterie zur Uberwachung von Blutdruck und Arterien-Blutgasen sowie zur Blutabnahme an-
gebracht.

[0135] Die Schweine wurden in eine rechtsseitige seitliche Decubitus-Position gebracht, und es wurde eine
laterale Thoracotomie durchgefihrt, um das Herz freizulegen. Der Einschnitt wurde mittels eines Thoracoto-
mie-Retraktors offengehalten. Das Pericardium wurde gedffnet, und der linke Vorhof-Anhang wurde von dem
linken Atrium mittels einer Vaskular-Quer-Klammer isoliert. Mit Gummispitzen versehene Zangen wurden dazu
verwendet, um den Anhang vorsichtig zusammenzudriicken. Fiinf Minuten spater wurden Ricinoleat (1 mg, Fir-
ma ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA) und Thrombin (50 mg, Firma Johnson und Johnson Co., Arlington,
TX) in den linken Vorhof-Anhang (LAA; left artrial appendage) unter Verwendung einer 27 Ga-Nadel injiziert.
Die Quer-Klammer wurde 10 Minuten spater entfernt.

[0136] Eine Stunde nach der durch Zusammendrucken bewirkten Verletzung wurde TC-99m-Annexin V, das

in Ubereinstimmung mit dem obigen Beispiel | hergestellt worden war, in Form einer intravendsen Bolus-Dosis
in einer Ohr-Vene verabreicht. Die intravendse Leitung wurde dann mit Kochsalz-Lésung gesplilt. Bei 7 Tieren
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wurde mit I-125 markiertes Ovalbumin als nicht spezifisches Kontrolimittel verabreicht, das herstellbar ist bei-
spielsweise durch die Verfahrensweise, die beschrieben wurde von ,Fraker et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 80: 849 — 857 (1978)". Kurz gesagt, wurde mit 1-125 radiomarkiertes Ovalbumin hergestellt durch
das lodogen-Verfahren unter Verwendung von 600 pg Ovalbumin (Firma Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
und Nal-125 (2 mCi, 0,92 nMol).

[0137] Eine Bildaufnahme wurde wie unten beschrieben durchgefiihrt. Am Ende des experimentellen Vorge-
hens (allgemein nach etwa 150 Minute) wurden die Tiere durch eine intravendse Bolus-Dosis von 80 mEq KClI
getodtet, wobei die Tiere nach wie vor unter allgemeiner Anasthesie lagen. Eine letzte Blutprobe wurde fir die
Zahlrohr-Zahlung abgenommen. Das Herz wurde schnell herausoperiert, blutfrei gewaschen und in Proben fur
eine Zahlrohr-Zahlung verschnitten. Weitere Proben der Carotis-Arterie, der Lunge, der Leber, der Milz, der
Muskeln und der Nieren wurden von einigen Tieren erhalten.

B. Kontroll-Experimente

[0138] Es wurden 5 unterschiedliche Arten von Kontroll-Experimenten durchgefiihrt: Simulation des offenen
Brustkorbs, Simulation des geschlossenen Brustkorbs, Ovalbumin, Indium-Blutplatichen und nicht-spezifi-
scher, mit Tc-99m markierter Antikorper.

1. Simulation des offenen Brustkorbs: In drei Tieren wurde das Herz wie oben beschrieben freigelegt, je-
doch wurde der linke Vorhof nicht isoliert, zusammengedruckt oder mit einer Injektion mit Ricinoleat/Throm-
bin versehen. Marker-Bilder mit einem Cobalt-Marker wurden durchgefiihrt, wie dies unten beschrieben ist,
und das Tc-99m-Annexin V wurde 30 bis 60 Minuten nach der Freilegung des linken Vorhof-Anhangs (LAA)
injiziert. Die Bildaufnahme und Probengewinnung waren identisch mit derjenigen, wie sie oben im Teil A be-
schrieben wurden.

2. Simulation des geschlossenen Brustkorbs: In sieben Tieren wurde eine intravendse Leitung ins Ohr ein-
gerichtet. Es wurde keine Thoracotomie durchgefiihrt. Die Sedierung und Anasthesie waren identisch mit
derjenigen, die oben im Teil A beschrieben wurde. Das Tc-99m-Annexin V (mit bzw. ohne andere Kon-
troll-Radionuklide, wie beispielsweise 1-125-Ovalbumin oder In-111-Blutplatichen) wurde verabreicht und
die Bildgewinnung wurde durchgefihrt.

3. Ovalbumin: 1-125-Ovalbumin wurde in sieben Tieren als negatives Kontroll-Protein verabreicht. Ovalbu-
min hat eine Molekulargré3e, die ahnlich derjenigen von Annexin ist, und zeigt eine geringfligig niedrigere
Freisetzung aus dem Blut.

4. Indium-Blutplattchen: In-111-Blutplattchen-Markierung wurde in sieben Tieren als positive Zahlrohr-Zah-
lungs-Markierung durchgefiihrt. Mit In-111 radiomarkierte Blutplattchen wurden in Ubereinstimmung mit der
Verfahrensweise hergestellt, die beschrieben wurde von ,Stratton et al. in: Am. J. Cardiol. 47: 874 (1981)"
und von ,Stratton et al. in: Circulation, 69, 561 (1984)". Eine Bildgewinnung wurde nicht versucht wegen der
langen Serum-Halbwertszeit der In-111-Blutplattchen.

5. Nicht-spezifischer Tc-markierter Antikdrper. In einem einzelnen Experiment wurde ein Thrombus im lin-
ken Atrium (LA) durch das oben beschriebene Verfahren erzeugt, jedoch wurde Tc-99m-Annexin V nicht
verabreicht. Stattdessen wurde ein Tc-99m-Fab-Fragment eines Antikdrpers verabreicht, der mit NR-LU-10
bezeichnet war. NR-LU-10 ist ein monoklonaler IgG2b-Antikdrper mit einem Molekulargewicht von 150 kD,
der ein etwa 40 kD groRRes Glycoprotein-Antigen erkennt, das auf den meisten Carcinomen exprimiert wird.
NR-LU-10 ist ein gut charakterisierter Pancarcinom-Antikdrper, der sicher an Gber 565 Patienten in Hu-
man-Klinik-Versuchen verabreicht wurde. NR-LU-10-Fab wurde hergestellt in Ubereinstimmung mit be-
kannten Verfahrensweisen und wurde in Ubereinstimmung mit den Verfahrensweisen radiomarkiert, die be-
schrieben sind in: ,,J. Nucl. Med., 32, 1445 - 1451 (1991)" und durch das modifizierte C-18-Baker-Verfahren
mit gereinigtem Tc-99m-N,S,-TFP, wie es beschrieben wurde in Beispiel | zur Herstellung von radiomarkier-
tem Annexin V. Dieses Tc-99m-Fab-Konjugat wurde als negativer Kontrollwert sowohl fir die Zahlrohr-Zah-
lung als auch fiir die Bildgebung bezeichnet.

C. Bildaufnahme
[0139] Ein Cobalt-Marker wurde auf die freigelegte Oberflache des linken Vorhof-Anhangs (LAA) aufgelegt
und mit einem Operationsband an Ort und Stelle gehalten, das an dem Thoracotomie-Refraktor befestigt war.
Das Band wurde so eingestellt, dass sich der Marker allgemein mit dem LAA mit jedem Herzschlag-Zyklus be-
wegte. Marker-Bilder wurden 10 Sekunden in jeder planaren Schicht und 10 Sekunden in jeder tomographi-
schen Schicht aufgenommen. Der Cobalt-Marker wurde dann entfernt.

[0140] Eine Starport-Kamera der Firma General Electric mit einem Colimator fur allgemeine Zwecke wurde

23/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

verwendet, um die Tc-99m-Bilder aufzunehmen. Finf minutige Planar-Aufnahmen wurden der Reihe nach in
der linken seitlichen Ansicht, bei 45 Grad zum LAO und von hinten aufgenommen. Diesen folgte eine zehn-
minltige tomographische Aufnahme. Der gesamte Satz von drei planaren und einer tomographischen Aufnah-
me wurde flr insgesamt 5 Satze wiederholt. Es wurde dafiir gesorgt, das Schwein oder das Aufnahme-Gertiste
wahrend der gesamten Aufnahme-Sequenz nicht zu bewegen.

[0141] Bilder wurden auf einem Microdelta-Computer aufgezeichnet, der an ein VAX-Mainframe-System an-
geschlossen war. Die Bilder wurden auf einem Band oder auf der VAX-Festplatte gespeichert. Eine Planar-Bil-
danalyse bestand daraus, zuerst das Bild mit dem Marker anzuschauen und die Marker-Position auf dem Be-
trachtungs-Bildschirm aufzuzeichnen. Das erste Bild, das nach der Injektion von Tc-99m-Annexin V aufgenom-
men worden war, wurde dazu verwendet, um den Herz-Blut-Pool zu definieren. Jedes nachfolgende Bild wurde
angeschaut und unter Verwendung des Markers und des anfanglich aufgezeichneten Blut-Pools als Referenz
analysiert. Jedes Bild wurde als positiv, ungewif3 oder negativ eingestuft.

[0142] Beidreizehn Tieren waren die Thromben im linken Vorhof gebildet worden, und diese wurden abgebil-
det, wie dies oben beschrieben wurde. Zwolf Tieren war Tc-99m Annexin V fir das Bildgebungs-Verfahren in-
jiziert worden, und einem Tier war ein nicht-spezifischer Tc-99m-Fab als Kontrolle injiziert worden. Ein Bildge-
bungs-Verfahren bei geschlossenem Brustkorb wurde an sieben Tieren ohne Verletzung des Vorhofs durchge-
fuhrt, und Simulationsexperimente am offenen Brustkorb wurden an drei Tieren durchgefiihrt. Bei Tieren mit
Vorhof-Thromben waren alle planaren Aufnahmen, die zu einem Zeitpunkt von weniger als 35 Minuten nach
der Verabreichung von Tc-99m-Annexin V aufgenommen worden waren, negativ. Neun der planaren Bilder von
Vorhof-Thromben, die zu einem Zeitpunkt von mehr als 70 Minuten aufgenommen wurden, waren positiv, eine
Aufnahme war mehrdeutig und zwei waren negativ. Alle tomographischen Bilder der Vorhof-Thromben waren
entweder positiv (n = 10) oder mehrdeutig (n = 2) bei Aufnahme-Zeiten von mehr als 2 h nach der Injektion.
Die mittlere Zeit im Anschlufd an die Verabreichung von Tc-99m-Annexin V, bei der die planaren Bilder positiv
wurden, betrug 82 Minuten (35 — 135 Minuten).

[0143] Keines der Kontroll-Tiere mit geschlossenem Brustkorb hatte positive Aufnahmen. Eines der drei Tiere
der Simulations-Versuche mit offenem Brustkorb hatte ein positives Bild bei 85 Minuten. Man geht davon aus,
dass dieses falsche positive Ergebnis von der Produktion eines Thrombus resultierte, der durch den chirurgi-
schen Eingriff induziert worden war.

[0144] Diese Ergebnisse zeigen an, dass die intravendse Verabreichung von Tc-99m-Annexin V den Erhalt
diagnostischer Bilder erlaubte, mit denen vaskulare Vorhof-Thromben innerhalb einer kurzen Zeit nach der
Verabreichung des Konjugats identifiziert werden.

D. Proben-Entnahme

[0145] Proben (sowohl Blut als auch Gewebe), die wie oben beschrieben entnommen worden waren, wurden
gewogen und in Réhrchen fir eine unmittelbare Zahlung von Tc —-99m gegeben. Nachdem das Tc-99m zerfal-
len war (typischerweise zu einem Zeitpunkt von 5 — 7 Tagen nach der Entnahme) wurden die Proben erneut
getestet und so die I-125-Zahlwerte erhalten. Jedes Réhrchen wurde fiir 1 Minute gezahit. Die Zahlungen wur-
den im Hinblick auf den Zerfall korrigiert, anschlieRend im Hinblick auf das Gewicht korrigiert und mit der Ein-
heit Zahlwerte pro Minute pro Gramm aufgezeichnet. Die Zahlwerte pro Minute pro Gramm fur jede Probe wur-
den dann normalisiert durch Teilen durch die Zahlwerte pro Minute pro Gramm der am Ende abgenommenen
Blutprobe. Folglich wurden die Ergebnisse fiir jede der Probe berechnet in einem Verhaltnis zu der zuletzt ab-
genommenen Blutprobe, was einen sinnvollen Vergleich zwischen einzelnen Tieren erlaubte. Diese Verfah-
rensweise wurde fur alle Radionuklide in einem gegebenen Experiment durchgefuhrt.

[0146] Die Zahlrohr-Zahl-Verhaltniswerte wurden flr eine Vielzahl von Gewebe-Proben erhalten. Fir die ver-
letzten Gewebe und Thromben wurden ublicherweise mehrereProben von demselben Tier abgenommen. In
diesen Fallen wird das Maximal-Verhaltnis fir irgendeine Probe angegeben, wie auch der Mittelwert fur alle
abgenommenen Proben. Der Maximal-Wert fur jedes Tier wurde Uber alle Tiere gemittelt und wird angegeben
als Maximal-Anx-V-Verhaltnis.

[0147] Diese Ergebnisse zeigen an, dass sich das Tc-99m-Annexin V vorzugsweise in Atrium-(Vor-
hof-)Thromben und im verletzten linken Atrium sammelt, wobei der héchste Nicht-Target-Anordnungswert in
der Niere auftritt. Der Konzentrationswert der Niere ist wenigstens teilweise ein Indikator fur die Ausscheidung
von Tc-99m-Annexin V Uber den Nieren-Weg.
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BEISPIEL IV

Radiomarkierte Annexin-Galactose-Konjugate
A. Herstellung von Annexin V von Human-Plazenta und durch Expression in E. coli

[0148] Annexin V wurde aus Human-Plazenta bis zu einer Endreinheit von 99 % gereinigt, wie dies beschrie-
ben wurde von ,Funakoshi et al., in: Biochemistry, 26, 5572 — 5578 (1987)" und von ,Tait et al. in: Biochemistry,
27,6268 — 6276 (1988)".

[0149] Alternativ wurde Annexin V erhalten durch Expression in E. coli; dieses wurde jedoch nicht in den fol-
genden Experimenten verwendet. Diese Expression wurde wie folgt durchgefuhrt:

[0150] 1. Herstellung einer Massen-Fermentations-Uberstandsfliissigkeit.

[0151] Es wurden Standard-molekularbiologische Verfahrensweisen zum Exprimieren von Annexin V in E.
coli angewendet. Noch spezieller wurde die Protein-kodierende Region der Annexin V-cDNS (siehe Funakoshi
etal, a.a.0.)in die Ndel/BamHI-Site des Plasmids pET-12a insertiert (Firma Novagen, Madison, WI). Das aus-
gewahlte Plasmid wurde verwendet, um den E. coli-Stamm BL21 (DE3) (Firma Novagen) zu transformieren.

[0152] Einzelne Kolonien (Klone) wurden auf Luria Broth-Platten isoliert, die 50 g/ml Ampicillin oder Carbeni-
cillin enthielten, wie dies diskutiert ist in: ,Sambrook et al., Molecular Cloning Laboratory Manual, 2. Auflage,
Cold Springs Harbor Laboratory Press, (1989)". Zur Produktion wurden Kulturen der ausgewahlten Klone, die
das gewunschte Plasmid enthielten, Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln in "Terrific Broth" gezichtet (siehe:
"Tartof et al., Bethesda Res. Lab. Focus, 9, 12 (1987)"), die 50 pg/ml Carbenicillin enthielt (im Handel erhaltlich
von der Firma Sigma Chemical Co., St. Lous, Missouri). Die Kultur wurde 1 : 20 in demselben Medium verdinnt
und bei 37 °C unter Schutteln fir 18 bis 24 h inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugieren gewonnen,
einmal mit einem gleichen Volumen 0,05 M Tris-HCI, 0,15 M Natriumchlorid, pH 8, gewaschen und als Pellets
bei —20 °C gelagert. Die Pellets wurden aufgetaut und erneut mit 10 — 15 % (w/v) kaltem 0,05 M Tris-HCI, 0,02
M Na,EDTA, pH 7,2 suspendiert. Die Suspension wurde im Ultraschall 4 Minuten auf Eis behandelt, zentrifu-
giert, und die Uberstehende Flissigkeit wurde bei —70 °C gelagert.

[0153] 2. Reinigung von Annexin V aus der Masse-Fermentations-Uberstandsfliissigkeit: Nach dem Auftauen
wurde die Uberstehende Flissigkeit unter Verwendung eines 0,1 um HohlIfaser-Filtermoduls filtriert (erhaltlich
im Handel von der Firma A/G Technology, Needham, MA) und die Leitfahigkeit wurden mit konzentriertem Na-
triumchlorid auf einen Wert eingestellt, der gleich war zu 0,02 M Tris-HCI, 0,5 M Natriumchlorid, pH B. Polye-
thylenimin-WP (Firma J.T. Baker, Philipsberg, N.J.) wurde suspendiert in 0,02 M Tris-HCI, 0,5 M Natriumchlo-
rid, pH 8, und 1 g Harz pro 10 ml Masse-Fermentations-Uberstandsfliissigkeit wurde der filtrierten Uberstands-
flissigkeit zugesetzt. Nach Rihren fir 30 Minuten wurde die Uberstehende Flissigkeit entfernt, in 0,02 M
Tris-HCI, pH 8, ausgetauscht und auf eine Q-SEPHAROSE®HP-S3ule aufgegeben (Firma Pharmacia, Pisca-
taway, N.J.), die mit demselben Puffer equilibriert worden war. Die Saule wurde entwickelt mit einem
Schritt-Gradienten von 0 bis 0,5 M Natriumchlorid. Fraktionen wurden auf Annexin V getestet durch Gro-
Ren-Ausschluf3-HPLC, und Fraktionen, die ein bei A,,, absorbierendes Material passender Gréf3e enthielten,
wurden gepool. Das halbgereinigte Annexin V wurde in PBS ausgetauscht und durch Ultrafiltration konzent-
riert. Gel-Filtration Gber SEPHACRYL®-100 HP (Firma Pharmacia), das in PBS equilibriert worden war, ergab
das gereinigte Protein. Die Protein-Konzentration wurde eingestellt auf 1 mg/ml, steril bei 0,2 pm filtriert und
bei 2 bis 8°C gelagert.

B. Derivatisierung von Annexin V mit Galactose
[0154] Man folgte der allgemeinen Verfahrensweise von ,Lee et al., Biochemistry, 15, 6268 — 6276 (1976)".
a. Herstellung von 2-Imino-2-methoxyethyl-1-thio-D-galactopyranosid
[0155] Eine 1,0 M-Lésung von Cyanomethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-D-galactopyranosid (im Handel er-
haltlich von der Firma Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) wurde hergestellt durch Lésen von 1,83 g (4,5
mMol) in 4,5 ml wasserfreiem Methanol unter Erhitzen auf 50 °C. Die Losung wurde bei 50 °C gehalten, und
0,1 ml (0,45 mMol) 25 % Natriummethoxid in Methanol (im Handel erhaltlich von der Firma Aldrich Chemical

Company, Milwaukee, WI) wurde unter kontinuierlichem Rihren zugesetzt. Nach 6 h bei 50 °C wurde das Me-
thanol unter verringertem Druck entfernt, und dies ergab das Galactose-Methylimidat als farbloses, viskoses
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Ol.
b. Galactosylierung von Annexin V

[0156] Das Galactose-Methylimidat wurde mit Annexin V in Mol-Verhaltnissen 300 1, 150 : 1 und 75 : 1 zu-
sammengegeben. Fir die Zusammengabe von 300 : 1 wurden 3,35 mg Galactosemethylimidat in Methanol in
ein Ol unter einem Strom von Stickstoff tiberfiihrt. Dem Ol wurden 2,53 mg Annexin V in 0,05 M HEPES-Puffer
(im Handel erhaltlich von der Firma Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri), pH 7,4, und 0,04 ml 0,5 M Nat-
riumborat-Puffer, pH 8,5 zugesetzt. Die Lésung wurde 1 h bei Raumtemperatur durch Taumeln in dem Reakti-
onsgefall gemischt, und man liel3 sie dann bei Raumtemperatur Gber Nacht (etwa 18 h) stehen. Die Reakti-
onsmischung wurde mit 0,4 ml PBS verdunnt, in ein Dialyse-Réhrchen tberfuhrt (Cut-Off 6.000 bis 8.000 MW)
und wurde 24 h gegen PBS dialysiert. Nach Entfernen des Materials aus dem Dialyse-Beutel wurde die Lésung
durch ein 0,2 ym-Spritzen-Filter filtriert. Die anderen Zusammengabe-Verhaltnisse wurden in analoger Weise
behandelt.

C. Charakterisierung des Galactose-derivatisierten Annexins V

[0157] Die Protein-Konzentration wurde unter Verwendung von A, von 0,6 flr eine 1 mg/ml-Lésung von An-
nexin V bestimmt. Die Zahl der Galactose-Reste pro Molekiil Annexin V wurde bestimmt durch Messen der
Gesamtzahl reaktiver Amine an Annexin V vor und nach der Reaktion mit Galactosemethylimidat unter Ver-
wendung von Trinitrobenzolsulfonsaure, wie dies beschrieben wurde von ,Habeeb, Analytical Biochemistry,
14, 328 — 336 (1966)".

Mischungsverhéltnis Substitutionsverhiltnis
300:1 4,7:1
150:1 2,3:1
75:1 1,1:1

[0158] Das Vermdgen von Galactose-modifiziertem Annexin V, sich an aktivierte Blutplattchen zu binden,
wurde dadurch getestet, dass man sein Vermogen zum Inhibieren des Bindens von unmodifiziertem, mit '%I-ra-
diomarkiertem Annexin V an frisch isolierte Human-Blutplattchen abschatzte, wobei man der Verfahrensweise
von ,Thiagarajan und Tail, J. Biol. Chem., 265, 17240 — 17243 (1990)" folgte. Die folgende Tabelle zeigt die
Ergebnisse des Konkurrenz-Assays und zwar sowohl als absoluten Wert (linke Spalte) als auch als Wert nor-
malisiert auf 100 % fur unmodifiziertes Annexin V (rechte Spalte).

Substitutionsverhiltnis Konkurrenzwert Konkurrenzwert
(% des Kontrollwerts) (% des Kontrollwerts)
4,7 0 0
2,3 5,7 7,6
1,1 21,4 28,7
unmodifiziert 74,5 100

D. Herstellung von Tc-99m-Annexin V-Galactose

[0159] Annexin V-Galactose wurde radiomarkiert mit Technetium-99m unter Verwendung einer Diamiddimer-
captid-(N,S,-)Chelat-Verbindung, wie dies beschrieben wurde durch ,Kasina et al., J. Nucl. Med., 32, 1445 -
1451 (1991)". Die vorgeformte aktive Ester-Chelat-Verbindung wurde mit 2,0 ml Wasser verdinnt und vor der
Konjugation an Annexin V-Galactose unter Verwendung einer modifizierten konditionieren C-18-Saule gerei-
nigt ( im Handel erhéltlich von der Firma J.T. Baker) wie beschrieben in ,Fritzberg et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85, 4025 - 4029 (1988)", achtmaliges Waschen mit 2,0 ml Wasser, gefolgt von einem Schritt des Trock-
nens der Saule fur 5 Minuten und Eluieren mit 100 % Acetonitril. Das Lésungsmittel wurde unter einem stetigen
Strom von N, entfernt. Anschlieend wurden 0,15 ml PBS, 0,35 ml Annexin V-Galactose (4,7 : 1 = Galactose
: Annexin V) in einer Konzentration von 1,0 mg/ml und 0,2 ml 0,2 M Bicarbonat-Puffer (pH 10,0) zur Konjugation
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an den Tc-99m-N,S,-TFP-Ester zugesetzt. Nach 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Tc-99m-Annexin
V-Galactose-Konjugat gereinigt durch Durchlaufenlassen durch eine G-25-SEPHADEX®-PD-10 Saule (im
Handel erhaltlich von der Firma Pharmacia), die mit PBS equilibriert worden war.

[0160] Fraktionen von 1,0 ml wurden aufgefangen, und Fraktionen, die Annexin V enthielten, wurden gepoolt.
Die Protein-Konzentration wurde bestimmt durch UV-Absorption bei 280 nm. Die radiochemische Ausbeute
des Konjugats betrug 35,3 %. Die radiochemische Reinheit betrug 99,8 %, abgeschatzt durch sofortige Diinn-
schicht-Chromatographie auf Silica-Gel-impragnierten Glasfaser-Platten, die entwickelt wurden in 12 % (w/v)
wassriger Trichloressigsaure. Die ITLC-Platten wurden in zwei Halften geschnitten und jede Halfte wurde in
einem Gamma-Counter oder einem Dosis-Calibrator gecounted. Das radiomarkierte Annexin V-Galacto-
se-Konjugat fiel am Anfangspunkt aus und alle Nicht-Protein-gebundene Radioaktivitat wanderte mit der Lo6-
sungsmittelfront in diesem Lésungsmittelsystem. Die Tc-99m-Annexin V-Galactose-Konjugat-Lésung (300 bis
350 g) wurde verdinnt und in PBS aufgehoben, das Rinderserumalbumin enthielt (im Handel erhaltlich von der
Firma Sigma Chemical Co.) und zwar in einer Endkonzentration von 15 bis 20 mg/ml PBS vor der intravendsen
Injektion.

E. Freisetzung von Tc-99m-Annexin V und von Tc-99m-Annexin V-Galactose aus dem Blut

[0161] Ein Tiermodell, wie es vorstehend in Beispiel Il beschrieben worden war, wurde verwendet zur Bewer-
tung der Freisetzung der Molekile aus dem Blut. Fir N = 20 Schweine ist die Freisetzung aus dem Blut (Fig. 2)
zweiphasig (biexponential):

%ID/g a = 0,0389 t1/2 a = 9,6 min
%ID/g b 0,0300 t1/2 b = 46 min

a+b=0,0689; daher werden 57 % (0,0389/0,0689) der injizierten Dosis/Gramm Blut in der schnelleren a-Pha-
se freigesetzt, und 43 % des ID/g wird in der langsameren b-Phase freigesetzt.

[0162] Die Blut-Freisetzung von Tc-99m Annexin V-Galactose im Schwein (Fig. 2) ist ebenfalls zweiphasig
(biexponentiell):

%ID/g a=0,0313 t1/2 a = 3,5 min
%ID/g b = 0,0045 t1/2 b = 160 min

a+b=0,0358, daher werden 87 % (0,0313/0,0358) der injizierten Dosis/Gramm Blut sehr schnell in der friihen
a-Phase freigesetzt. Diese schnellere Freisetzung reduziert die Hintergrund-Radioaktivitat in dem Blut-Be-
reich, d.h. das Gerausch, und verbessert daher das Verhaltnis Signal : Gerausch. Folglich kann eine Throm-
bus-Abbildung zu kirzeren Zeitpunkten erreicht werden.

BEISPIEL V
Herstellung der Chelat-Verbindung

[0163] 4,4-Diethoxycarbonylpropyl-1,3-dianilin: Eine gertuhrte Lésung aus 2,065 g (1,25 Mo) Ethyl-4-amino-
benzoat, 14,35 ml (0,125 Mol) 1,3-Di-iodpropan und 10,5 g (0,125 Mol) Natriumbicarbonat in 500 ml trockenem
DMSO wird bei 100 °C 3 Stunden lang unter Stickstoff erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird die Mischung unter
Ruhren in 21 Eiswasser gegossen, und der resultierende Niederschlag wird durch Filtration gesammelt. Der
Niederschlag wird danach mit Eisessig (14 x 75 ml) gewaschen, bis das gesamte anfangliche Ethyl-4-amino-
benzoat entfernt worden war. Nach dem Trocknen im Vakuum wird das so erhaltene Produkt ohne weitere Rei-
nigung im nachsten Schritt verwendet.

[0164] 1,3-Di-(2-imino-6-ethoxycarbonylbenzthiazolyl-3-)propan: Ammoniumthiocyanat (16,5 g; 0,217 Mol)
wird einer mit einem Magneten gerihrten Suspension von 4,4-Diethoxycarbonylpropyl-1,3-dianilin (10,0 g;
0,27 Mol) in 1.500 ml Eisessig zugesetzt. Eine Lésung aus Brom (34,6 g; 0,216 Mol) in 100 ml Eisessig wird
danach tropfenweise der Suspension unter Rihren bei Raumtemperatur zugesetzt. Nachdem man die Reak-
tionsmischung tber Nach bei Raumtemperatur rihrte, wird das Dihydrobromid-Salz des Rohprodukts durch
Filtration gesammelt und getrocknet. Das Produkt wird isoliert durch Lésen des Rohproduktes in heillem Was-
ser, Einstellen auf einen basischen pH-Wert durch die Zugabe von gesattigter Natriumbicarbonat-Lésung,
Sammeln des Niederschlages durch Filtration und Trocknen im Vakuum.

[0165] N,N-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin: Festes Natriumhydroxid (20,0 g;
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0,357 Mol) wird einer Suspension von 1,3-Di-(2-imino-6-ethoxycarbonylbenzthiazolyl-3-)propan (1,0 g; 0,002
Mol) in 40 ml destilliertem Wasser zugesetzt, und die resultierende Mischung wird 12 Stunden lang auf 120 °
C erhitzt. Das vollstandige Lésen trat nach 1 Stunde ein. Die Reaktionsmischung wurde danach in einem Eis-
bad abgekiihlt, und der pH-Wert wurde mit 5,0 N Essigsaure auf 5,0 eingestellt. Die wassrige Lésung wird da-
nach mit drei 100 ml-Portionen Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten Ethylacetat-Extrakte werden lber was-
serfreiem Natriumsulfat getrocknet, und das Trockenmittel wird abfiltriert. Nach der Entfernung des LOsungs-
mittels erhalt man das Produkt.

[0166] Bis zu diesem Punkt ist die Synthese schematisch in Fig. 3 gezeigt.

[0167] N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin-mono-(methylaminocaproat-)Ad-
dukt: Zu einer Mischung aus N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin und 2 bis 3
Equivalenten von Methyl-6-aminohexanoat-hydrochlorid (hergestellt, wie dies nachfolgend in Beispiel VI be-
schrieben ist) in Dimethylformamid werden 10 Equivalente Triethylamin und anschlief3end 0,9 bis 1,0 Equiva-
lente BOP (Benzotriazol-1-yloxy-tris-(dimethylamino) phosphoniumhexafluorophosphat) zugesetzt. Die Mi-
schung wird 24 Stunden lang bei 15 bis 30 °C gerlhrt und danach konzentriert. Der Riickstand wird mit entio-
nisiertem Wasser verdinnt, und der pH-Wert wird auf etwa 2 mit einer 1 N wassrigen Chlorwasserstoffsaure
eingestellt. Die Mischung wird erneut konzentriert. Der Rickstand wird an Silica-Gel chromatographiert. Die
Fraktionen der Chromatographie, die das Produkt enthalten, werden vereinigt und konzentriert, und man erhalt
das Produkt.

[0168] Diese Chelat-Verbindung ist zuganglich fiir die Verwendung mit einem geeigneten trifunktionellen Lin-
ker oder einem Paar bifunktioneller Linker, um die radiomarkierten Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate der
vorliegenden Erfindung herzustellen. Deren Verwendung mit einem Paar bifunktioneller Linker wird in dem
nachfolgenden Beispiel angesprochen.

BEISPIEL VI
Radiomarkierte Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate mit bifunktionellem Linker
A. Herstellung eines Acht-Galactose-Clusters
[0169] Diese Vorgehensweise wird schematisch in Fig. 5 gezeigt.

[0170] Methvl-6-bromhexanoat: In einen 1 Liter Rundkolben, der mit 20 g (102,5 mMol) 6-Bromhexansaure
und 500 ml Methanol befallt war, wurde 2 bis 3 Minuten lang Chlorwasserstoff-Gas eingeblasen. Die Mischung
wurde 4 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt und konzentriert, und ergab 21,0 g des Produktes in Form
eines gelben Ols (99 %): "H-NMR (200 MHz, d;-DMSO); 3,57 (s, 3H), 3,51 (t, 2H), 2,30 (t, 2H), 1,78 (Pentett),
2H) und 1,62 bis 1,27 (m, 4H) ppm.

[0171] Methvl-6-aminohexanoat-hydrochlorid: Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 40,0 g Aminocapronsaure
befullt war, wurden 500 ml Methanol zugesetzt. Chlorwasserstoffgas wurde 5 Minuten lang durch die Mischung
durchgeblasen, und die Mischung wurde 5 Stunden lang bei Raumtemperatur gertihrt. Die Mischung wurde
danach mittels Rotationsverdampfung und anschliefend unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,1 mm Hg)
konzentriert. Dies ergab 55 g des Produktes als weiRen Feststoff (99 %): '"H-NMR (200 MHz, CD,OD); 3,67 (s,
3H), 3,02 (t, 2H), 2,68 (s, 3H), 2,48 (t, 2H) und 2,03 bis 1,87 (Pentett, 2H) ppm.

[0172] Meth 1-6-(trifluoracetamido-)hexanoat: In einen 1 Liter-Rundkolben, der mit 25,0 g (138 mMol) Me-
thyl-6-aminohexanoat-hydrochlorid und 500 ml Methylenchlorid befallt war, wurden 24 ml (170 mmol) Trifluor-
essigsaureanhydrid gegeben. Die Mischung wurde in einem Eisbad abgekuihlt und 42 ml (301 mMol) Triethyl-
amin wurden Uber einen Zeitraum von 25 bis 30 Minuten zugesetzt. Die Mischung wurde 2 Stunden lang bei
0 °C bis Raumtemperatur geriihrt und danach konzentriert. Der Riickstand wurde mit 150 ml Diethylether und
150 ml Petrolether verdinnt, und die resultierende Lésung wurde zuerst mit 1 N wassriger HCI-Lsung (3 %
150 ml) und danach mit gesattigter wassriger Natriumbicarbonat-Lésung (3 x 150 ml) gewaschen. Die organi-
sche Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert, und ergab 32,9 g des Produktes
in Form eines schwach gelben Ols (99 %): 'H-NMR (200 MHz, d,-DMSO); 9,39 (m, 1H), 3,57 (s, 3H), 3,14 (q,
2H), 2,29 (t, 2H), 1,60 bis 1,38 (m, 4H) und 1,32 bis 1,19 (m, 2H) ppm.

[0173] N,N'-Bis-(6-methoxycarbonylhexyl-)amin-hydrochlorid: In einen 500 ml trockenen Rundkolben, der mit
12,0 g (50,0 mMol) des sekundaren Amids Methyl-6-(trifluoracetamido-)hexanoat und 250 ml trockenem Tetra-
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hydrofuran befillt war, wurden 2,2 g (55 mMol; 1,1 Equivalente) 60 % Natriumhydrid gegeben. Die Mischung
wurde 30 Minuten lang bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurden 10,25 g (49,0 mMol; 0,98 Equivalente)
des Alkylbromids, Methyl-6-bromhexanoat zugesetzt. Die Mischung wurde 3 Stunden lang unter Ruckflu® ge-
rihrt; zusatzlich wurden 5,80 g (27,7 mMol; 0,55 Equivalente) Methyl-6-bromhexanoat zugesetzt, und die Mi-
schung wurde 70 Stunden lang unter Rickflul gertihrt. Die Mischung wurde abgekuhlt, mit 150 ml einer 1 N
wassrigen HCI verdiinnt und danach mit Ethylacetat (3 x 100 ml) extrahiert. Die organischen Extrakte wurde
vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Ruckstand wurde mit 200 ml Metha-
nol verdunnt und danach mit 30 ml einer 10 N wassrigen Natriumhydroxid-Lésung behandelt. Die Mischung
wurde 18 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt und danach konzentriert. Der Riickstand wurde mit 200
ml entionisiertem Wasser verdiinnt und mit 37 %iger konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 1 bis 2 ange-
sauert. Die Losung wurde mit Diethylether (3 x 100 ml) gewaschen. Die wassrige Phase wurde konzentriert.
Der Rickstand wurde mit 200 ml Methanol verdinnt und erneut konzentriert. Der nachfolgende Ruckstand
wurde mit 250 ml Methanol verdiinnt, und HCI-Gas wurde 2 bis 3 Minuten lang durchgeblasen, mit anschlie-
Rendem Rihren bei Raumtemperatur fur 3 Stunden. Die Mischung wurde konzentriert. Der Rickstand wurde
mit 300 ml Methanol verdiinnt und filtriert, um anorganische Salze zu entfernen. Das Filtrat wurde mit 3 g Ak-
tivkohle durch ein Celite-Filter (hergestellt von der Firma 7. T. Baker) filtriert und konzentriert. Der Ruckstand,
ein cremefarbiger Feststoff, wurde aus 100 ml 2-Propanol erneut auskristallisiert, und ergab 7,0 g des Produk-
tes in Form eines weiflen Feststoffes. Die Konzentration des Filtrats und erneute Auskristallisation des Ruck-
standes ergab eine zusatzliche Ausbeute an 1,65 g des Produktes von insgesamt 8,65 g (56 %): 'H-NMR (200
MHz, d,-DMSO); 3,57 (s, 3H), 2,90 bis 2,73 (m, 4H), 2,30 (t, 4H); 1,67 bis 1,44 (m, 8H) und 1,37 bis 1,20 (m,
4H) ppm.

[0174] Methyl-4-methylaminobutyrat-hydrochlorid: In einen 1 Liter-Rundkolben, der mit 30,0 g (195 mMol)
4-Methylaminobuttersaure und 500 ml Methanol befallt war, wurde 1 bis 2 Minuten lang HCI-Gas durchgebla-
sen. Die Mischung wurde 3 bis 4 Stunden lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach konzentriert. Dies er-
gab 32,5 g des Produktes in Form eines schaumigen, cremefarbenen Feststoffes (99 %): "H-NMR (200 MHz,
CD,0OD); 3,67 (s, 3H), 3,03 (t, 2H), 2,68 (s, 3H), 2,48 (t, 2H) und 2,03 bis 1,87 (Pentett), 2H) ppm.

[0175] Methylaminobutanol: In einen 1 Liter-Rundkolben, der mit 32,5 g (194 mMol) des Esters Methyl-4-me-
thylaminobutyrat-hydrochlorid befallt war, wurden ber eine Zeitdauer von 1 Stunde bei 0 °C 500 ml 1 M Boran
in Tetrahydrofuran zugesetzt. Nachdem die Zugabe beendet war, wurde die Mischung 20 Stunden lang unter
Ruckflud erhitzt, auf 0 °C abgekuihlt und das iberschissige Boran wurde durch sorgfaltige Zugabe von 100 ml
Methanol zerstort. Nachdem das gesamte Methanol zugegeben war, wurde die Mischung 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur gerihrt und anschliefend konzentriert. Der Riickstand wurde mit 400 ml Methanol verdiinnt
und danach wurde HCI-Gas 5 Minuten lang in die Lésung eingeblasen. Die Mischung wurde 16 Stunden lang
unter RuckfluR erhitzt. Die Mischung wurde abgekuhlt, konzentriert und danach mit 250 ml entionisiertem Was-
ser verdinnt. Das Produkt wurde zunachst in Form der freien Base freigesetzt durch Zugabe einer 10 N wass-
rigen Natriumhydroxid-Lésung auf einen pH-Wert von 9 bis 9,5, und danach durch Zugabe von 70 g eines AG-1
X-8-Anionenaustausch-Harzes (Hydroxid-Form), im Handel erhaltlich von der Firma BioRad, Richmond, CA,
und durch Ruhren der Lésung fur eine Zeitdauer von 2 Stunden. Das Harz wurde abfiltriert und mit 150 ml en-
tionisiertem Wasser gewaschen. Die wassrigen Filtrate wurden vereinigt und konzentriert. Der Riickstand wur-
de mit 200 ml 2-Propanol verdiinnt und filtriert. Die gesammelten Feststoffe wurden mit 100 ml 2-Propanol ge-
spult. Die organischen Filtrate wurden vereinigt und konzentriert. Der Rlckstand wurde unter verringertem
Druck destilliert und ergab 12,85 g des Produktes in Form eines farblosen Ols (Siedepunkt: 68 °C bei 0,1 bis
0,2 mm Hg; 64 %): '"H-NMR (200 MHz, D,0); 3,52 (t, 2H), 2,56 (t, 2H), 2,31 (s, 3H) und 1,65 bis 1,43 (m, 4H)
ppm.

[0176] 4-(N-Methyltrifluoracetamido-)1-butanol: In einen 250 ml-Rundhalskolben, der mit 10,0 g (96,9 mMol)
des Amins 4-Methylaminobutanol in 100 ml trockenem Methanol befiillt war, wurden 17,5 ml (147 mMol) Ethyl-
trifluoracetat gegeben. Die Mischung wurde 24 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt und danach kon-
zentriert, ergab 18,55 g des Produktes in Form eines nahezu farblosen Ols (96 %): '"H-NMR (200 MHz, D,0);
3,63 und 3,50 (2 Tripletts, 4H), 3,20 und 3,05 (d und s, 3H), und 1,82 bis 1,47 (m, 4H) ppm.

[0177] 1-(p-Tololnsulfonyloxy-)4-(N-methyltrifluoracetamido-)butan: In einen trockenen 1 Liter-Rundhalskol-
ben, der mit 17,0 g (85,4 mMol) des Alkohols (4-(N-methyltrifluoracetamido-)1-butanol in 400 ml Methylenchlo-
rid befullt war, wurden 17,1 g (89,7 mMol; 1,05 Equivalente) Toluolsulfonylchlorid und anschlieBend 30 ml (213
mMol; 2,5 Equivalente) Triethylamin bei 0 °C Uber eine Zeitdauer von 10 Minuten gegeben. Die Mischung wur-
de 15 Stunden lang bei 0 °C bis Raumtemperatur gertihrt und danach mit 5 % (v/v) wassriger HCI (3 x 200 ml)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der
Ruckstand wurde an Silica-Gel chromatographiert, mit Hexan/Methylenchlorid (50 : 50) und danach mit Methy-
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lenchlorid eluiert. Dies ergab 25,1 g des Produktes in Form eines blassgelben Ols (83 %): "H-NMR (200 MHz,
CDCl,); 7,80 (d, 2H), 7,37 (d, 2H), 4,07 (m, 2H), 3,41 (m, 3H), 3,09 und 2,98 (q und s, 3H), 2,45 (s, 3H) und
1,68 (m, 4H) ppm; TLC (Methylenchlorid), R, = 0,31.

[0178] 1-S-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-beta-D-galactopyranosyl-)2-thiopseudoharnstoffhydrobromid: In einen
250 ml-Rundkolben, der mit 5,08 g (60,8 mMol; 1,09 Equivalente) Thioharnstoff und 36 ml Aceton befiillt war,
wurden 25,0 g (66,7 mMol) Tetra-acetyl-alpha-D-galactopyranosylbromid gegeben. Die Mischung wurde 15 bis
20 Minuten unter Rickflufd geriihrt und danach auf Eis abgekihlt. Die Mischung wurde durch einen Buch-
ner-Trichter filtriert und mit 25 ml eiskaltem Aceton gesplilt. Die Feststoffe wurden mit 50 ml Aceton behandelt,
15 Minuten lang unter RuckfluR erhitzt, auf Eis gekuhlt und filtriert. Die Feststoffe wurden mit 25 ml kaltem Ace-
ton gesplilt, an der Luft getrocknet und danach im Vakuum getrocknet. Dies ergab 22,6 g des Produktes in
Form eines weiRen Feststoffes (76 %): '"H-NMR (200 MHz, d,-DMSO); 9,4 bis 9,0 (breites d, 4H), 5,63 (d, 1H),
5,38 (d, 1H), 5,23 (dd, 1H), 5,09 (t, 1H), 4,40 (t, 1H), 4,04 (dd, 1H), 2,13 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,93
(s, 3H) ppm.

[0179] 4-(N-Methylaminobutyl-)1-thio-beta-D-alactopyranosid: In einen 500 ml-Rundkolben, der mit 20,7 g
(42,5 mMol; 1,07 Equivalente) des Thiopseudoharnstoffhydrobromids, das wie oben beschrieben hergestellt
worden war, in 70 ml entionisiertem Wasser beflllt war, wurden 6,4 g (46,3 mMol; 1,16 Equivalente) Kalium-
carbonat und 4,7 g (45,2 mMol; 1,13 Equivalente) Natriumbisulfit gegeben, und danach wurden sofort 14,1 g
(39,9 mMol; 1,0 Equivalente) des Tosylats, 1-(p-Toluolsulfonyloxy-)4-(N-methyltrifluoracetamido-)butan in 70
ml Aceton zugegeben. Die Mischung wurde 16 Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt. Die Mischung wur-
de mit 50 ml Kochsalzlésung verdiinnt und mit Ethylacetat (3 x 200 ml) extrahiert. Die organischen Extrakte
wurden vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Rickstand wurde an Sili-
ca-Gel chromatographiert, zuerst mit 75% Methylenchlorid/Hexan, danach mit Methylenchlorid, danach mit 2
% Methanol/Methylenchlorid und letztendlich mit 10 % Methanol/Methylenchlorid eluiert. Alkylierungsprodukt
mit unterschiedlichen Graden der Acetylierung enthaltende Fraktionen wurden zusammengegeben und kon-
zentriert. Der Rickstand wurde mit 250 ml Methanol und 150 ml entionisiertem Wasser verdinnt und mit 110
g AG-1 X-8-Harz (Hydroxid-Form; 2,6 m Equivalente/g Trockengewicht), im Handel erhaltlich von der Firma
BioRad, behandelt. Die Mischung wurde 18 Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt. Die Mischung wurde
filtriert und das Harz wurde mit Methanol (2 x 150 ml) gesplilt. Die Filtrate wurden vereinigt und konzentriert.
Dies ergab 6,1 g des Produktes (54 %): "H-NMR (200 MHz, D,0); 4,38 (d, 1H), 3,88 (d, 1H), 3,69 bis 3,41 (m,
5H), 2,82 bis 2,64 (m, 4H), 2,43 (s, 3H) und 1,68 bis 1,57 (4H) ppm.

[0180] N-BOC-Bis-methylester: Zu 1,00 g (3,23 mMol) des Aminhydrochlorids N,N-Bis-(6-methoxycarbonyl-
hexyl-)amin-hydrochlorid, das wie oben beschrieben hergestellt worden war, wurden 1,5 ml (10,6 mMol) Triet-
hylamin und danach 875 mg (3,55 mMol; 1,1 Equivalente) BOC-ON 2-(tert-Butoxycarbonyloxyimino-)2-phenyl-
acetonitril zugesetzt. Die Mischung wurde 18 Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt und danach konzen-
triert. Der Rickstand wurde mit 100 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 1 N wassriger Chlorwasserstoffsaure (3 x
50 ml) und anschlieRend mit gesattigter wassriger Natriumbicarbonat-Lésung (2 x 50 ml) gewaschen. Die or-
ganische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Ruckstand wurde an
Silica-Gel chromatographiert und mit 15 % (Volumenprozent) Ethylacetat/Hexan eluiert. Die chromatrogra-
phierten Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert. Dies ergab 990 mg des Pro-
duktes als nahezu farbloses Ol (83 %).

[0181] N-BOC-Bis-Saure: Zu 980 mg (2,62 mMol) des Diesters, der in dem vorhergehenden Schritt herge-
stellt worden war, in 10 ml Methanol wurden 5,8 ml einer 1 N wassrigen Natriumhydroxid-Lésung (5,8 mMol)
zugesetzt. Die Mischung wurde 16 Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt und danach konzentriert. Der
Ruckstand wurde mit 30 ml entionisiertem Wasser verdiinnt und auf einen pH-Wert von 1,5 bis 2 angesauert.
Die Mischung wurde mit Ethylacetat (6 x 50 ml ) extrahiert. Die organischen Extrakte wurden iber Magnesi-
umsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Rickstand wurde an einem Umkehr-Phasen-C-18-Silica-Gel
chromatographiert, das im Handel erhaltlich ist von der Firma J. 7. Baker, und mit 65 % Methanol/Wasser elu-
iert. Die chromatographierten Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert. Dies
ergab 851 mg des Produktes als nahezu farbloses Ol (94 %).

[0182] N-BOC-Tetramethylester: Zu 825 mg (2,39 mMol) der Bis-Saure, die wie oben beschrieben hergestellt
worden war, in 35 ml trockenem Dimethylformamid wurden 1,75 g (5,65 mMol; 2,36 Equivalente) des Aminhy-
drochlorid N,N-Bis-(6-methoxycarbonylhexyl-)amin-hydrochlorid und 3,0 ml Triethylamin und anschlieRend 2,4
g (5,4 mMol; 2,3 Equivalente) BOP zugesetzt. Die Mischung wurde 17 Stunden lang bei Raumtemperatur ge-
ruhrt und danach konzentriert. Der Rickstand wurde mit 100 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 1 N Chlorwas-
serstoffsdure (3 x 50 ml) und anschlieRend mit wassriger Natriumbicarbonat-Lésung (2 x 50 ml) gewaschen.
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Die organische Phase wurde Gber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Riickstand wurde
an Silica-Gel chromatographiert und mit Ethylacetat eluiert. Die chromatographierten Fraktionen, die das Pro-
dukt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert. Dies ergab 1,63 g des Produktes als nahezu farbloses Ol
(80 %).

[0183] N-BOC-Tetra-Saure: Einer Lésung aus 1,41 g (1,65 mMol) Tetramethylester, der wie oben beschrieben
hergestellt worden war, in 25 ml Methanol wurden 7,4 ml (7,4 mMol) 1 N wassrige Natriumhydroxid-Lésung
zugesetzt. Die Mischung wurde 22 Stunden lang bei Raumtemperatur gerihrt und danach konzentriert. Der
Ruckstand wurde mit 30 ml entionisiertem Wasser verdiinnt und mit 1 N wassriger Chlorwasserstoffsaure auf
einen pH-Wert von 2 angesauert. Die Mischung wurde mit Ethylacetat/Isopropanol in einem Verhaltnis von 3 :
1 (Volumenverhaltnis) (3 x 100 ml) extrahiert. Die organischen Extrakte wurden konzentriert. Der Ruckstand
wurde an einem Umkehr-Phasen-C-18-Silica-Gel chromatographiert, zunachst mit Methanol/Wasser (50 : 50)
(Volumenverhaltnis) und letztendlich mit Methanol/Wasser (75 : 25) eluiert. Die chromatographierten Fraktio-
nen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert. Dies ergab 1,19 g des Produktes als farb-
loses Ol (90 %).

[0184] N-BOC-Octamethylester: Einer Mischung aus 501 mg (0,626 mMol) der Tetra-Saure, die wie oben be-
schrieben hergestellt worden war, und 30 ml trockenem Dimethylformamid wurden 968 mg (3,12 mMol; 5,0
Equivalente) des Aminhydrochlorids, N,N'-Bis-(6-methoxycarboxyhexyl-)amin-hydrochlorid und 2,0 ml (14,2
mMol) Triethylamin und anschlieRend 1,22 g (2,76 mMol; 4,6 Equivalente) BOP zugesetzt. Die Mischung wur-
de 19 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt und danach konzentriert. Der Rickstand wurde mit 75 ml
Ethylacetat verdinnt und mit 1 N wassriger Chlorwasserstoffsaure (2 x 50 ml) gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Riickstand wurde an einem Um-
kehr-Phasen-C-18-Silica-Gel chromatographiert, zunachst mit Methanol/Wasser (60 : 40) und letztendlich mit
Methanol/Wasser (90 : 10) eluiert. Die chromatographierten Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden
vereinigt und konzentriert. Dies ergab 715 mg des Produktes als farbloses Ol (63 %).

[0185] N-BOC-Octa-Saure: Einer Losung aus 715 mg (0,393 mMol) Octamethylester, der wie oben beschrie-
ben hergestellt worden war, in 20 ml Methanol wurden 6 ml 1 N wassrige Natriumhydroxid-Lésung (6 mMol)
und 5 ml entionisiertes Wasser zugesetzt. Die Mischung wurde 16 Stunden lang bei Raumtemperatur gertihrt
und danach konzentriert. Der Riickstand wurde mit 20 ml entionisiertem Wasser verdiinnt, und die L6sung wur-
de auf einen pH-Wert von 1,5 bis 2,0 angesauert. Die Mischung wurde konzentriert, und der Riickstand wurde
an einem Umkehr-Phasen-C-18-Sillica-Gel chromatographiert, zunachst mit Methanol/Wasser (50 : 50) und
letztendlich mit Methanol/Wasser (80 : 20) eluiert. Die chromatographierten Fraktionen, die das Produkt ent-
hielten, wurden vereinigt und konzentriert. Dies ergab 647 mg des Produktes als nahezu farbloses Ol (96 %).

[0186] Die oben angegebene Vorgehensweise ist bestimmt fir die Herstellung eines Galactose-Clusters mit
8 Galactose-Resten. Die Version mit vier Galactose-Resten kann in Ubereinstimmung mit dieser Vorgehens-
weise hergestellt werden, indem man von der Tetra-Saure zu dem Galactose-Derivatisierungs-Schritt, der
nachfolgend fur die 8-Galactose-Cluster beschrieben ist, verfahrt. In &hnlicher Weise kdnnen 16-, 32- etc. Ga-
lactose-Cluster-Konstrukte in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung durch die Einfiihrung mehrerer
Wiederholungen der Methylester- und Saure-Bildungs-Schritte hergestellt werden. Noch spezieller werden die
16-Methylester-Konstrukte, die 16-Saure, die 32-Methylester und so weiter im wesentlichen hergestellt, wie
dies oben fur die Tetra- und Octa-Formen beschrieben wurde. Wenn die erwiinschte Anzahl an Saure-Resten
gebildet ist, wird der Galactose-Derivatisierungs-Schritt durchgefiihrt, wobei die Anteile der Bestandteile so
eingestellt wird, dass sie mit der Anzahl der Saure-Reste in Einklang gebracht werden.

[0187] N-BOC-Octa-Galactosyl-Konstrukt: Einer Mischung aus 161 mg (94 mMol) der Octa-Saure, die wie
oben beschrieben herstellt worden war, und 225 mg (906 Micromol; 9,64 Equivalente) des Galactosamins,
4-N-(Methylaminobutyl-)1-thio-beta-D-galactopyranosid, in 8 ml trockenem Dimethylformamid wurden 0,5 mi
(3,54 mMol) Triethylamin und anschlief’end 371 mg (839 Micromol; 8,4 Equivalente) BOP zugesetzt. Die Mi-
schung wurde 17 Stunden lang bei Raumtemperatur gertuhrt und danach konzentriert. Der Rickstand wurde
an einem Umkehr-Phasen-C-18-Silica-Gel chromatographiert, zunachst mit Methanol/Wasser (40 : 60) und
letztendlich mit Methanol/Wasser (70 : 30) eluiert. Die chromatographierten Fraktionen, die das Produkt ent-
hielten, wurden vereinigt und konzentriert. Dies ergab 170 mg des Produktes als nahezu farbloses Ol (47 %).

[0188] Octa-Galactosylamin: 170 mg des N-BOC-Octa-Galactosyl-Konstrukts, das wie oben beschrieben
hergestellt worden war, wurden 5 ml Trifluoressigsaure zugesetzt. Die Mischung wurde 10 Minuten lang bei
Raumtemperatur geriihrt und danach konzentriert. Der Riuckstand wurde mit 10 ml Methanol verdiinnt und er-
neut konzentriert. Der Ruckstand wurde ohne weitere Reinigung verwendet.
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B. Herstellung der verlangerten Galctose-Cluster
[0189] Diese Verfahrensweise ist in Fig. 6 schematisch gezeigt.

[0190] Methyl-6-(N-BOC-)aminocaproat: Einer Mischung aus dem Aminhydrochlorid Methyl-6-aminohexano-
at-hydrochlorid, das wie oben beschrieben hergestellt worden war, wurden 1,1 Equivalente BOC-ON und an-
schlieBend 2 bis 3 Equivalente Triethylamin zugesetzt. Die Mischung wurde 16 bis 24 Stunden lang bei 15 bis
30 °C geruhrt und konzentriert. Der Rickstand wurde in Ethylacetat gelést und mit 1 N wassriger Chlorwas-
serstoffsdure und danach mit gesattigter wassriger Natriumbicarbonat-L6sung gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und Uber Reaktionsverdampfung bei verringertem
Druck konzentriert. Der Riickstand wurde an Silica-Gel chromatographiert und mit 25% Ethylacetat/Hexan elu-
iert. Die chromatographierten Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert und
man erhielt das Produkt.

[0191] 6-(N-BOC-)aminocapronsaure: Zu einer Loésung des Methylesters Methyl-6-(N-BOC-)aminocaproat in
Methanol wurden 1,5 Equivalente einer 1 N wassrigen Natriumhydroxid-Losung zugesetzt. Die Mischung wur-
de 16 bis 24 Stunden lang bei 15 bis 30 °C gerlhrt und danach konzentriert. Der Ruckstand wurde mit entio-
nisiertem Wasser verdiinnt und mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Extrakte wurden vereinigt, tiber Ma-
gnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Riickstand wurde an Silica-Gel chromatographiert, zu-
nachst mit 25 % Ethylacetat/Hexan und letztendlich mit 100 % Ethylacetat eluiert. Die chromatographierten
Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert und man erhielt das Produkt.

[0192] N-BOC-verlangertes Octa-Galactosyl-Konstrukt: Zu einer Lé6sung des Octa-Galactosylamins, das wie
oben beschrieben hergestellt worden war, in Dimethylformamid und 1,5 bis 3 Equivalenten 6-(N-BOC-)amino-
capronsaure wurden 4 bis 6 Equivalente Triethylamin und anschlief’end 1,1 bis 1,5 Equivalente BOP zuge-
setzt. Die Mischung wurde 4 bis 24 Stunden lang bei 15 bis 30 °C gerihrt und danach konzentriert. Der Ruck-
stand wurde mit entionisiertem Wasser verdinnt, und der pH-Wert wurde durch Zugabe einer 1 N wassrigen
Chlorwasserstoffsaure auf 1,5 bis 2,0 eingestellt. Die Mischung wurde mit Ethylacetat gewaschen. Die wass-
rige Phase wurde konzentriert und der Rickstand wurde an einem Umkehr-Phasen-C-18-Silica-Gel chroma-
tographiert, zunachst mit Methanol/Wasser (50 : 50) und letztendlich mit Methanol/Wasser (65 : 35) eluiert. Die
chromatographierten Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert und man erhielt
das Produkt.

[0193] Amin-verlangertes Octa-Galactosyl-Konstrukt: Dem N-BOC-geschitzten Amin, das in dem vorherge-
henden Schritt hergestellt worden war, wurde Trifluoressigsaure zugesetzt. Die Mischung wurde 10 Minuten
lang bei 15 bis 30 °C geruhrt und danach konzentriert. Der Rickstand wurde mit Methanol verdinnt und erneut
konzentriert. Man erhielt das Produkt, das ohne weitere Reinigung verwendet wurde.

C. Konjugation von Galactose-Cluster mit Chelat-Verbindung und Annexin-Bestandteilen

[0194] Octa-Galactosyl-Chelat-Verbindung-Konstrukt: Einer Mischung aus Aminverlangertem Octa-Galacto-
sylamin, 1,2 Equivalenten N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin-mono-(methyla-
minocaproat-)Addukt und 5 Equivalenten Triethylamin in Dimethylformamid wurden 1,1 Equivalente BOP zu-
gesetzt. Die Mischung wurde 2 bis 24 Stunden lang bei 15 bis 30 °C gerihrt und danach konzentriert. Der
Ruckstand wurde mit entionisiertem Wasser gewaschen, und der pH-Wert wurde durch Zugabe einer 1 N
wassrigen Chlorwasserstoffsdure auf 2,5 eingestellt. Die Mischung wurde mit Ethylacetat gewaschen. Die
wassrige Phase wurde konzentriert. Der Riickstand wurde an einem Umkehr-Phasen-C-18-Silica-Gel chroma-
tographiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert und man erhielt das
Produkt.

[0195] Octa-Galactosvl-Chelat-Verbindung-Carbonsaure-Konstrukt: Einer methanolischen Lésung des Es-
tertragenden Octa-Galactosyl-Chelat-Verbindung-Konstrukts, das vorangehend hergestellt worden war, wur-
den 4 bis 5 Equivalente einer 1 N wassrigen Natriumhydroxid-Losung zugesetzt. Die Mischung wurde 16 bis
24 Stunden lang bei 15 bis 30 °C gerihrt. Die Mischung wurde konzentriert und der Rickstand wurde mit en-
tionisiertem Wasser gewaschen. Der pH-Wert der resultierenden Losung wurde auf etwa 2,5 eingestellt, und
die Lésung wurde erneut konzentriert. Der Ruckstand wurde an einem Umkehr-Phasen-C-18-Silica-Gel chro-
matographiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert und man erhielt
das Produkt.

[0196] Annexin V-Chelat-Verbindung-Octa-Galactosvl-Konstrukt: Das Octa-Galactosyl-Chelat-Verbin-
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dung-Carbonsaure-Konstrukt wird mit Annexin V in molaren Verhaltnissen von 30:1, 15:1, 5:1 und 2:1 zusam-
mengegeben. Die Konjugation von Annexin V wird durchgefiihrt durch die Aktivierung der funktionellen Car-
bonsaure-Gruppe des Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Konstrukts mit Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dime-
thylamino-)phosphoniumhexafuorphosphat (BOP). Dem Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Konstrukt in
DMF wird eine equimolare Konzentration an BOP in DMF zugesetzt. Annexin V in 0,05 M HEPES-Puffer (im
Handel erhaltlich von der Firma Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), pH 7,4, wird der Reaktionsmischung zu-
gesetzt und anschlief’end wird ein 0,5 M Borat-Puffer, pH 8,5, zugesetzt. Die DMF-Konzentration in der Reak-
tionsmischung wird zwischen 5 bis 20 % gehalten. Die Mischung wird 1 Stunde lang bei Raumtemperatur durch
Rotieren des Reaktionsgefaltes gemischt, und wird danach bei Raumtemperatur Gber Nacht (etwa 18 bis 24
Stunden) stehen gelassen. Die Reaktionsmischung wird danach mit PBS verdiinnt, in einen Dialyseschlauch
(Cut-Off: Molekulargewicht: 6.000 bis 8.000 MW) lberfuhrt, und 24 Stunden lang gegen PBS dialysiert. Nach
dem Entfernen des Materials aus dem Dialysebeutel wurde die Losung durch ein 0,2 Micrometer Spitzen-Filter
filtriert. Alle anderen Zusammengabe-Verhaltnisse wurden in analoger Weise behandelt.

D. Charakterisierung des Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Annexin V-Koniugats

[0197] Die Protein-Konzentration wird bestimmt unter Verwendung von A,g, von 0,6 fiir eine 1 mg/ml-Lésung
Annexin V. Die Anzahl der Galactose-Reste pro Molekul Annexin V wird bestimmt durch Messung der Gesamt-
zahl an reaktiven Aminen an Annexin V vor und nach der Reaktion mit dem Galactosyl-Cluster-Chelat-Verbin-
dung-Konjugat unter Verwendung von Trinitrobenzolsulfonsaure, wie dies beschrieben ist in ,Habeeb, Analyti-
cal Biochemistry, 14, 328 — 336 (1966)". Die Fahigkeit von Galactose-Chelat-Verbindung-Annexin, sich an ak-
tivierte Blutplattchen zu binden, wird dadurch bewertet, indem man seine Fahigkeit bestimmt, die Bindung von
unmodifiziertem, 1-125-radiomarkiertem Annexin V an frisch isolierte menschliche Blutplattchen zu inhibierten,
in Anlehnung an das Verfahren von ,Thiagarajan und Tait, J. Biol. Chem., 265, 17240 — 17243 (1990)".

E. Radiomarkierungs-Verfahren zur Verwendung im nach-gebildeten Chelat-Konjugations-Verfahren

[0198] Verfahren A: Zinngluconat-Kits wurden hergestellt, die 5 mg Natriumgluconat, 100 Microgramm Zinn-
chlorid, 1,0 mg (1 mg/ml) Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Annexin V und 0,1 bis 1,0 mg Lactose enthiel-
ten. Der pH-Wert wurde unter Verwendung von HCI, Essigsaure oder NaOH zwischen 5 und 7 gehalten. Dem
Zinngluconat-Kit wurden 1,0 ml Natriumpertechnetat (Tc-99m) mit einer spezifischen Aktivitat von 50 mCi zu-
gesetzt. Die Phiole wurde 5 bis 30 Minuten lang bei 25 bis 37°C inkubiert. Der prozentuale Anteil an markiertem
Konjugat, verbleibendem TcO,, und hydrolyisiertem reduziertem Technetium wurde bestimmt durch ITLC in 12
% TCA als Entwicklungslésungsmittel.

[0199] Verfahren B: Zinntartrat-Kits wurden in einer Vakuum-Phiole unter Stickstoff hergestellt, die 0,5 ml Di-
natriumtartrat (10 mg/ml) und 0,1 ml Zinnchlorid (1,0 mg/ml in Ethanol) enthielten. Der pH-Wert der Lésung
wurde zwischen 5 und 7, vorzugsweise bei 6,0 gehalten. Dieser Zinntartrat-Losung wurden 1,0 ml Natriumper-
technetat (50 mCi) zugesetzt, und man liel3 die Losung bei Raumtemperatur stehen. Einer evakuierten Phiole
wurden nacheinander 200 Microliter Natriumphosphat (0,5 M; pH 8 oder 10) und 1,0 ml Galactose-Clus-
ter-Chelat-Verbindung-Annexin V-Konjugat (1,0 mg/ml) zugesetzt. Danach wurde Tc-99m-Tartrat (50 mCi) zu-
gesetzt, und die Phiole wurde 5 bis 30 Minuten lang bei 25 bis 37 °C inkubiert. Der prozentuale Anteil an mar-
kiertem Konjugat, verbleibendem TcO, und hydrolyisiertem reduziertem Technetium wurde bestimmt durch
ITLC in 12 % (w/v) Trichloressigsaure als Entwicklungslésungsmittel.

[0200] Konstrukte, die gemaR diesem Beispiel hergestellt worden waren, wurden in Ubereinstimmung mit den
Verfahrensablaufen, die oben angegeben wurden (Beispiel Il und Beispiel IV (E)) getestet, um die Nutzlichkeit
in Anwendungen, beispielsweise bei der Darstellung von Blutgerinseln, zu tberprifen.
BEISPIEL VII
Annexin-Galactose-Cluster-Konjugate mit trifunktionellem Linker

A. Herstellung der Chelat-Verbindung

[0201] Die Herstellung der Chelat-Verbindung N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-methylphenyl-) gamma, gamma'-diami-
no-isovalerat-N-hydroxysuccinimid ist schematisch in Fig. 4 gezeigt.

[0202] 3-lodmethvl-4-lodbuttersaure: Einer Losung aus 1,61 g (10mMol) 3-Hydroxymethyl-4-butanolid (her-
gestellt durch das Verfahren von Kinoshita und Hirano, J. Heterocyclic Chem., 29, 1025 (1992)) in 100 ml Koh-
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lenstofftetrachlorid wurden 8 g (40 mMol) lodtrimethylsilan zugesetzt. Die Reaktionsmischung wurde 12 Stun-
den lang unter Stickstoff auf 50 °C erhitzt. Die Mischung wurde mit Chloroform verdiinnt und mit Wasser (3 x
100 ml), 5 % wassriger Natriumthiosulfat-Lésung (100 ml), 10 % wassriger Natriumbicarbonat-Lésung und
Kochsalzldsung gewaschen. Die organische Schicht wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und ver-
dampft. Dies ergab das erwlinschte Rohprodukt. Das Rohprodukt wurde mittels Silica-Gel-Chromatographie
(Ethylacetat/Hexan = 3 : 7 als Elutionsmittel) gereinigt, und man erhielt 3-lodmethyl-4-lodbutttersaure.

[0203] Ethyl-3-lodmethyl-4-lodbutyrat: Eine Lésung aus 2,831 g (8 mMol) 3-lodmethyl-4-lodbuttersaure in 80
ml Ethanol wurde mit HCI-Gas bei 0 °C gesattigt. Nach dem Riihren der LOsung bei Raumtemperatur fiir 2 Tage
wurde das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt, und der Rickstand wurde in Dichlormethan gelést. Die Di-
chlormethan-Schicht wurde mit 10 % wassriger Natriumbicarbonat-Lésung (3 x 100 ml), Wasser (1 x 100 ml)
und Kochsalzlésung gewaschen. Die abgetrennte Dichlormethan-Schicht wurde ber Magnesiumsulfat ge-
trocknet, filtriert und verdampft und ergab Ethyl-3-lodmethyl-4-lodbutyrat.

[0204] Ethyl-gamma gamma'-di-(4-methylanilino-)isovalerat: Eine gertihrte Losung aus 7,5 g (70 mMol) 4-To-
luidin, 2,764 g (7 mMol) Ethyl-3-lodmethyl-4-lodbutyrat und 0,588 g (7 mMol) Natriumbicarbonat in 30 ml tro-
ckenem Dimethylsulfoxid wurde 3 Stunden lang unter Stickstoff auf 100°C erhitzt. Die abgekihlte Mischung
wurde unter Ruhren auf 400 ml Eiswasser gegossen. Der resultierende Niederschlag wurde durch Filtration
gesammelt. Das verbleibende 4-Toluidin in dem Niederschlag wurde durch mehrmaliges Waschen mit wassri-
ger Essigsaure entfernt. Das Produkt wurde erhalten durch Umkristallisation des gewaschenen Niederschlags
in Heptan.

[0205] Ethyl gamma gamma'-[1,3-di-(2-imino-6-methylbenzthiazolyl-3-)]isovalerat: Einer mit einem Magneten
geruhrten Suspension aus 2,0 g (6,5 mMol) Ethyl-gamma, gamma'-di-(4-methylanilino-)isovalerat in 250 mi
Eisessig wurde Ammoniumthiocyanat (3,5 g; 0,046 Mol) zugesetzt, und anschlielend wurde tropfenweise eine
Lésung aus Brom (7,27 g; 0,046 Mol) in 50 ml Eisessig zugesetzt. Nachdem die Zugabe beendet war, wurde
das Rihren tber Nacht fortgesetzt. Der gelbe Niederschlag aus Dihydrobromidsalz wurde filtriert und getrock-
net. Der trockene Feststoff wurde danach in heiRem Wasser geldst, und die Benzothiazol-freie Base wurde
freigesetzt mit einer gesattigten Natriumbicarbonat-Losung. Der weil3e Feststsoff wurde filtriert und getrocknet,
und man erhielt das Rohprodukt, das ohne weitere Reinigung verwendet wurde.

[0206] N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-methylphenyl-)Jgamma, gamma'-diaminoisovaleriansaure: Einer Suspension
aus Ethyl-gamma, gamma'-[1,3-di-(2-imino-6-methylbenzthiazolyl-3-)]isovalerat in 40 ml destilliertem Wasser
wurden feste Kaliumhydroxid-Pellets (20,0 g; 0,037 Mol) zugesetzt, und die resultierende Lésung wurde 15 bis
24 Stunden auf 120 °C erhitzt. Nach mehreren Stunden des Erhitzens wurde aus der Suspension eine klare
Lésung. Die Reaktionsmischung wurde in einem Eisbad abgekuhlt und mit 5,0 N Essigsaure auf einen pH-Wert
von 5,0 angesauert und die wassrige Loésung wurde mit drei 100 ml-Portionen Ethylacetat extrahiert. Die ver-
einigten Ethylacetat-Extrakte wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungs-
mittel aus dem Filtrat wurde unter verringertem Druck entfernt, und man erhielt das Rohprodukt. Dieses Roh-
produkt wurde an einer Silica-Gel-Saule unter Verwendung einer Mischung aus Ethylacetat : Hexan (20 : 80)
mit 1 % Essigsaure als eluierendes Losungsmittel chromatographiert und man erhielt das Produkt in Form ei-
nes kristallinen gelben Feststoffs.

[0207] N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-methylphenyl-)gamma, gamma'-diaminoisovalerat-N-hdroxysuccinimid:
N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-methylphenyl-)gamma, gamma'-diaminoisovaleriansdure wurde mit N-Hydroxysucci-
mid (NHS) und Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) entweder in Tetrahydrofuran (THF) oder Dimethylformamid
(DMF) bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach dem Rihren Uber Nacht bei Raumtemperatur wurde das L6-
sungsmittel entfernt, und das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Silica-Gel gereinigt.

B. Konjugat-Bildung

[0208] Diese Chelat-Verbindung ist zuganglich fiir die Verwendung mit einem geeigneten trifunktionellen Lin-
ker, um ein radiomarkiertes Annexin-Galactose-Cluster-Konjugat der vorliegenden Erfindung, wie dies nach-
folgend beschrieben wird, zu bilden.

[0209] Im Handel erhaltliches N-epsilon-t-BOC-Lysin (Firma Sigma Chemical Company) wurde unter Verwen-
dung von Trifluoressigsaureanhydrid in sein N-alpha-Trifluoracetamid-Addukt umgewandelt. Die Aktivierung
der Carbonsaure-Funktion, beispielsweise mit BOP (Benzotriazol-1-yloxy-tris-(dimethyhnino-) phosphonium-
hexafluorphosphat), im Handel erhaltlich von der Firma Aldrich Chemical Co., und die Reaktion der aktivierten
Einheit mit dem einzig vorhandenen Amin an einem Galactose-Cluster, z.B. wie er oben beschrieben wurde,
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erfordert eine Galactose-Cluster-trifunktionelle Linker-Spezies. Das alpha-Amin des trifunktionellen Lysin-Lin-
ker-Bestandteils der Galctose-Cluster-trifunktionelle Linker-Spezies wird deblockiert unter Verwendung von
methanolischem Natriumhydroxid. Die Umsetzung mit dem N-Hydroxysuccinimidester des Chelat-Verbin-
dungsmolekiils, das wie in Teil A dieses Beispiels beschrieben hergestellt worden war, bringt eine Galacto-
se-Cluster-Chelat-Verbindung trifunktionelle Linker-Spezies hervor. Die Entfernung der Schutzgruppe von dem
epsilon-Amin des trifunktionellen Lysin-Linker-Bestandteils unter Verwendung von Trifluoressigsaure und an-
schlieRender Umsetzung mit Bernsteinsdureanhydrid stellt eine verfiigbare Carbonsaure-Funktionalitat bereit,
durch welche das Annexin im Anschluss an die folgende Aktivierung der Carbonsaure (z.B. mit BOP) konjugiert
werden kann.

BEISPIEL VI
Verfahren zur Herstellung eines Zellexpressions-Klons fir Annexin V

[0210] Ein Stamm-Klon, HPAP 1.6, wird beschrieben in ,Funakoshi et al., Primary Structure of Human Pla-
cental Anticoagulant Protein, Biochemistry, 26, 8087 — 8092 (1987)". Eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurde verwendet, um das Annexin-Gen aus dem AHPAP 1.6-Stammklon zu amplifizieren. Der Sense-Pri-
mer(CAT ATG GCA CAG CTT CTCA) enthielt eine NdeL-Restriktionsstelle (unterstrichen) und die ersten 16
Nucleotide der Annexin-Leader-Sequenz, beginnende mit dem ATG-Start-Codon. Der Antisense-Primer (GGA
TCC TTA GTC ATC TTC TCC ACA) kodierte das Ende der Kodierungs-Sequenz, ein Stop-Codon (fett ge-
druckt) und die BamHI-Restriktionsstelle (unterstrichen). Das PCR-Produkt und das Plasmid pET-12a (Fig. 2),
die von der Firma Novagen (Palo Alto, Kalifornien) erhalten wurden, wurden jeweils mit NdeL und BamHI ver-
daut und miteinander mit T4-DNS-Ligase verbunden. Ein Teil der Bindungs-Lésung wurde in einen E. co-
li-Wirts-Stamm transformiert und auf Agar-Nahrplatten, die Ampicillin enthielten, selektiert. Das Plasmid von
dem resultierenden Klon wurde bezeichnet als pET-12a-PAP1-E287G, 7/16/93, Klon 1. Eine Dideso-
xy-DNS-Sequenzanalyse zeigte, dass dieses Plasmid DNS enthielt, welche mit der Wild-Typ-Annexin-Se-
quenz Ubereinstimmte, ausgenommen zwei Mutationen [855 G - A (stumm); 860 A - G (wandelt Glu-287 in
Gly-287 um))].

[0211] Die Sequenzanderungen, die in pET-12a-PAP-E287G, 7/16/93, Klon 1 vorhanden waren, wurden in
der folgenden Weise korrigiert: Das Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen SfuL und BamHI verdaut, die
ein Fragment von etwa 240 Basenpaaren, das beide Mutationen enthielt, herausschnitten. Das Fragment wur-
de ersetzt durch ein 240 Basenpaar-Fragment von einem unabhangigen Klon, von dem bekannt war, dass er
die Wild-Typ-Sequenz enthielt. Die DNSs wurden gebunden und in einen E. coli-Wirt transformiert. Die E. co-
li-Kolonien, die das DNS-Plasmid enthielten, wurden auf Ampicillin enthaltenden Agar-Nahrplatten selektiert.
Der resultierende Klon beherbergte das Plasmid pET-12a-PAP1, 3/7/94, Klon 1 (Fig. 3). Die DNS-Sequenz be-
statigte, dass die Annexin-kodierende Sequenzierung auf dem Plasmid exakt mit der Wild-Typ-Sequenz Uber-
einstimmte.

[0212] Der Wirts-Stamm BL21 (DE3), der von der Firma Novagen erhalten wurde, wurde mit dem Plasmid
pET-12a-PAP1, 3/7/94, Klon 1 transformiert. Ein Glycerin-Vorrat wurde hergestellt aus dem resultierenden
Transformanten BL21 (DE3)(pET-12A-PAP1, 3/7/94, Klon 1) und bei =-65 °C gelagert.

[0213] Das Wachstum von E. coli-BL21 (DE3) (pET-12A-PAP1, 3/7/94, Klon 1) in einer flussigen Kultur bei
37°C fluhrte zu einer Anreicherung des Annexin V-Proteins in dem E. coli-Cytoplasma-Raum.

BEISPIEL IX
Verfahren zur Modifzierung (Ersetzen einer Aminosaure) von Annexin V

[0214] Das Plasmid pET-12a ist oben in Beispiel VIII beschrieben Annexin-Aminosaure-Varianten-Gene wur-
den zwischen den NdeL- und BamHI-Restriktionsstellen auf dem pET-12a-Plasmid angeordnet.

[0215] Eine unabhéngige Modifikation von Annexin V wurde durch zielgerichtete Aminosaure-Anderung
durchgefiihrt, unter Verwendung der PCR-Ampilifikation. Um diese Anderung zu erreichen, wurden Oligonuc-
leotide erzeugt, welche in der Antisense-Richtung des 3'-Endes des Annexins eingebaut waren. Die besondere
Anderung von Annexin V, die in der vorliegenden Erfindung beschrieben wird, ist ein Ersatz eines Cystein-Res-
tes (Position 316) durch Alanin oder durch eine andere Nicht-Schwefel enthaltende Aminosaure, wie beispiels-
weise Serin. Um diese Anderung zu erreichen, wurde die Nucleotid-Sequenz geandert von TGT in GCA. Das
Oligonucleotid schlie3t eine BamHI-Enzym-Restriktionsstelle und ein Stop-Codon ein.
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[0216] Das Sense-Oligonucleotid ist eingebunden in die T7-Promoter-Region des pET-12a, genau stromauf-
warts von der NdelL-Restriktionsstelle oder des 5'-Endes von Annexin V. Die nachfolgend angegebenen Se-
quenzen sind die Antisense- bzw. Sense-Oligonucleotid-Sequenz:

(Nx168 Cys TO Ala-Antisense)

S5' GTACCTGGATCCTTAGTCATCTTCTCCGCGAGCAGCAGAAGAGCTTTCTT
3';
und

(77 -Sense): A
5' CGAAATTAATACGACTCACTATAGGG 3'.

[0217] Die Oligonucleotide Nx168 und T7 wurden synthetisiert unter Verwendung eines DNS-Synthesizers,
Modell 381A (Applied Biosystem Inc., Modell 381 A, Foster City, CA). Nachdem die Synthese abgeschlossen
war, wurde bei beiden Oligonucleotiden die Schutzgruppe entfernt gemal Anhang 5 des Protokolls des oben
genannten Herstellers. Die Reinigung wurde durchgefiihrt unter Verwendung einer Sephadex™-G-25-Saule
(Firma Pharmacia, Uppsala, Schweden).

[0218] Die PCR-Reaktionen wurden durchgefiihrt unter Verwendung der UITma™-Polymerase (Firma Perkin
Elmer, Norwalk, CT). Die Reaktionen wurden durchgefiihrt unter Verwendung eines etwa gleich langen
pET-12a-Annexin V-Templates, 30 p Mol der Oligonucleotide T7 und Nx168-Oligonucleotide und 0,4 mM jedes
Nucleotids. Eine Uberschichtung mit Mineraldl war eingeschlossen. Die Reaktionsansatze wurden in einem
Coy-Temperaturwechsler, Modell 110 P angeordnet und 5 Minuten lang bei 94°C inkubiert. Etwa 2 Minuten
nach Beginn der Inkubation wurden 0,5 Einheiten Polymerase zugesetzt. Die Reaktionen wurden anschlie-
Rend 30 Mal einem Zyklus bei 94 °C 30 Sekunden lang, bei 55 °C 1 Minute lang und bei 74 °C 1 Minute lang
unterworfen. Die Reaktionen wurden danach 5 Minuten lang bei 74 °C inkubiert und danach bei 15 °C aufge-
saugt.

[0219] Das resultierende Ala-substituierte Annexin-Gen wurde danach gereinigt unter Verwendung eines
DNS-Reinigungs-Kits (promega Magic™, PCR Preps-DNS-Purification System, Madison, WI) gemaRR dem
Protokoll des Herstellers.

[0220] Annexin-Al1a- und pET-12a wurden danach mit NdelL- und BamHI-(Gibco/BRL, Gaithersburg, MD)
Restriktionsenzymen verdaut. Die Abbauprodukte wurden danach mittels Agarose-Gel-Elektrophorese gerei-
nigt. Geeignete Banden wurden herausgeschnitten und unter Verwendung eines GeneClean 11®-Kits (Bio 101,
Inc., La Jolla, CA) gemall dem Protokoll des Herstellers gereinigt. Annexin-Ala und pET-12a wurden danach
durch T4-DNS-Ligase (Promega) 12 bis 18 Stunden lang bei 4 °C miteinander verbunden.

[0221] Annexin-Ala-pET-12a wurden in einen E. coli-Stamm, DH5» maximal wirksame kompetente Zellen
(Gibco/BRL), transformiert. Jeder andere geeignete Wirts-Stamm fur das pET-12a-Plasmid kann ebenso ver-
wendet werden. Die transformierten E. coli-Zellen wurden auf einem LB-Agar (GibcoBRL) angeordnet, der mit
100 pg/ml Ampicillin (Firma International Biotechnologies Inc., New Haven, CT) angereichert war, und 12 bis
18 Stunden bei 37 °C inkubiert. Eine geeignete Kolonie wurde danach selektiert und in eine Terrific Broth (Gib-
coBRL) eingebracht, die mit 100 pg/ml Ampicillin (International Biotechnologies Inc.) angereichert worden war.

[0222] Mehrere Kolonien von den LB-Agarplatten wurden selektiert und expandiert. Das DNS-Plasmid wurde
gereinigt unter Verwendung des Promega-Wizard-Miniprep-Reinigungs-Kits. Sobald das DNS-Plasmid gerei-
nigt war, wurden die Kolonien mittels Sequenz-Analyse gescreent, um zu bestatigen, dass ein besonderer se-
lektierter K1on die Aminoséure-Modifikation oder -Anderung enthielt.
BEISPIEL X
Herstellung und Radiomarkierung eines modifizierten Annexins
[0223] Das modifizierte Annexin, bei dem die zuganglichen Sulfhydryl-Gruppen an dem N-Ende des Anne-

xin-Molekiils angehangt sind, kénnen hergestellt werden in Ubereinstimmung mit den Verfahren, die dargelegt
sind in ,Tanaka et al., Biochem., 35, 922 — 929 (1996)", und zwar wie folgt:
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[0224] Herstellung-eines N-terminal verlangerten Annexins V (Annexin V-N-6; auch als modifiziertes Annexin
bezeichnet): Zuerst wurde eine mutanten-Annexin V-cDNS (pANXVC-S) konstruiert, bei dem das Cys,,,-Co-
don ersetzt wurde durch ein Ser-Codon, eine NdeL-Stelle vor dem Initiator Met-Codon eingefihrt war, und eine
BamHI-Stelle nach dem Stop-Codon eingefiuhrt war. Diese wurde konstruiert durch PCR unter Verwendung ei-
ner Annexin V-cDNS (pPAP-I-1.6; Funakoshi et al., Biochemistry, 26, 5572 — 5578 (1987); Cookson et al., Ge-
nomics, 20, 463 - 467 (1994)) als Template und zweier Oligonucleotide, namlich
5'-g-gaa-ttc-cat-atg-gca-cag-gtt-ctc-aga-ggc-act-gtg-3' und 5'-cgc-gga-tcc-tta-gtc-atc-ttc-tcc-gga-gag-cag-3'. Die-
se DNS wurde in die NdeL- und BamHI-Klonierungs-Stellen in dem pET-12a-Plasmid (Novagen, Madison, WI)
gebunden. Ein  Oligonucleotid (5'-t-atg-gca-tgt-gac-cat-tc-3') und sein inverses Komplement
(5'-t-aga-atg-gtc-aca-tgc-ca-3') wurden hergestellt, um sechs Aminosaure-Reste (Met-Ala-Cys-Asp-His-Ser) zu
kodieren, mit NdeL-kompatiblen Uberhdngen an beiden Enden. Die zwei komplementéren Oligonucleotide
wurden eingebunden und das Produkt wurde in pANXVC-S gebunden, welches mit NdeL verdaut worden war,
um das pANXVC-S-N6-Plasmid herzustellen. Die DNS-Sequenzierung diese Plasmids bestatigte, dass die be-
absichtigten Mutationen richtig eingefihrt waren.

[0225] Dieses Plasmid (pPANXVC-S-N6) wurde danach in einen Escherichia coli-Stamm K-38 transformiert,
der das pGP-1-Plasmid enthielt, und zwar zur Produktion von rekombinantem Protein durch Expression von
dem T7-Promotor des Vectors. Die Zellen wurden geziichtet bei 30 °C in 3 1 einer 2 %igen L-Brihe in 50 mM
Kaliumphosphat, pH 7,4, 35 pyM Kanamycin. Nach 4 h (OD,, = 0,4) wurden die Zellen einem Hitzeschock aus-
gesetzt, indem man die Kultur-Glaskolben 20 Minuten lang in ein 42 °C warmes Wasserbad stellte und die Kul-
tivierung wurde 2 h lang bei 37 °C fortgesetzt. Die Zellen wurden danach geerntet und tUber Nacht bei —20 °C
gefroren gelagert.

[0226] Die aufgetauten Zellen wurden in 100 ml einer Lésung aus 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM CacCl,, 0,1
mM DFP, das 1 mg Leupeptin und 1 mg Pepstatin enthielt, suspendiert und 5 Minuten lang mit Ultraschall be-
handelt. Das Zell-Lysat wurde mit 5 yIDNase (10 Einheiten/ml) fur 10 Minuten bei Raumtemperatur behandelt.
Danach wurden Pellets durch Zentrifugieren gesammelt, und Annexin V-N6 wurde aus den Pellets unter Ruh-
ren fir 1 h bei 4 °C in 70 ml einer Lésung aus 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 8 M Harnstoff, 0,1 M NH,CI, 10 m M
EDTA, 0,1 m M DFP, das 1 mg Leupeptin und 1 mg Pepstation enthielt, extrahiert. Der durch Zentrifugieren
erhaltene Uberstand wurde zweifach mit 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 und 0,1 m M DTT verdiinnt und 48 h lang bei
4 °C stehengelassen. Die Probe wurde danach nacheinander gegen 150 ml, 500 ml und 210,1 M Natriumphos-
phat, pH 6,0, dialysiert. Die dialysierte Probe wurde auf eine DEAE-Sepharose-Saule (1,4 x 18 cm) aufge-
bracht, die mit 0,1 M Phosphat, pH 6,0, equilibriert war. Nachdem die Saule gewaschen worden war, wurden
die Proteine eluiert mittels eines linearen Gradienten, der gebildet wurde durch jeweils 100 ml 0 M und 0,5 M
NaCl in Phosphat-Puffer. Der Haupt-Protein-Peak, der eine antikoagulierende Aktivitat enthielt, wurde gepoolt,
und Ammoniumsulfat wurde bis zu einer 80 %igen Sattigung zugesetzt. Die Niederschlage, die durch Zentri-
fugieren gesammelt wurden, wurden in 5 ml 50 mM Natriumacetat, pH 5,6, 150 mM NaCl und 10 mM DTT ge-
I6st und auf eine Sephadex G-75-Saule (2,5 x 90 cm) aufgebracht, die mit demselben Puffer mit Ausnahme
von DTT equilibriert war. Das Annexin V-NG6 eluierte als einzelner Peak und es war homogen an SDS-PAGE
mit einer Molekularmasse von 36 kDa. Die Ausbeute betrug 35 mg Protein aus 3 1 Kulturmedium. Das modi-
fizierte Annexin, das wie oben beschrieben hergestellt worden war, wurde danach in Ubereinstimmung mit der
Erfindung verwendet.

BEISPIEL XI
Herstellung eines modifizierten Annexins V und seines Dimers

[0227] Durch Zusatz zuganglicher Sulfhydrylgruppen modifiziertes Annexin V und sein Dimer wurden wie
folgt hergestellt: Das existierende Plasmid pJ110 (auch bekannt als pANXVC-S-N6) wurde in den E. co-
li-Stamm BL21 (DE3) transfektiert. Eine cyctoplasmatische Expression erfolgte durch Wachstum tber Nacht
bis zur Sattigung in 4 x 1 1 einer T-Brihe. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren gewonnen. Eine Ultra-
schall-Behandlung in einem Puffer wurde durchgefihrt, der aus 50 mM Tris-HCI, pH 7,2, 10 mM CacCl, bestand.
Es wurde 20 Minuten lang bei 23.000 x g zentrifugiert, und der Uberstand wurde verworfen. Modifiziertes An-
nexin wurde aus dem Pellet freigesetzt durch Suspendieren in 50 mM Tris-HCI, pH 7,2, 20 mM EDTA. Es wurde
bei 23.000 x g 20 Minuten lang zentrifugiert, und das Pellet wurde verworfen. Die Uberstehende Flussigkeit
wurde mit RNase A (3 pg/ml) fir 2 h bei Raumtemperatur behandelt. Es erfolgte eine Dialyse in Schlauchen
mit einem Molekulargewicht-Cutt off von 25.000 gegen 3 x 2120mM Tris-HCI, pH 8,0 (gut durchliiftet). Eine
Teilmenge des vorhandenen modifizierten Annexins wurde in das A5-Dimer durch spontane Disulfid-Bin-
dungs-Bildung aufgrund der Luftoxidation umgewandelt. Eine Reinigung erfolgte durch lonenaustausch-FPLC
auf einer MonoQ HR10/10-Saule (Firma Pharmacia) mit einem linearen Gradienten von 0 bis 0,5 M NaCl in 20
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mM Tris-HCI (pH 8,0). Es wurde 1/30 Volumenteil 1 M 2-[N-Morpholino-]Jethansulfonsaure (Firma Sigma Che-
mical) zu den Fraktionen zugesetzt, um den pH-Wert bei 5,8 zu halten und eine spontane Disulfid-Bin-
dungs-Bildung zu inhibieren. Das Monomer wurde bei 0,22 M NaCl eluiert und das Dimer wurde bei 0,28 M
NaCl eluiert. Diese Verfahrensweise ergibt etwa 5 mg sowohl des reinen Monomers als auch des reinen Di-
mers pro Liter an Ausgangs-Kulturmaterial.

[0228] Sobald das uber Disulfid-Bindungen gebundene Dimer von modifiziertem Annexin V produziert ist,
kann es im Hinblick auf seine Membran- und Thrombus-Bindungs-Aktivitat sowie im Hinblick auf pharmakoki-
netische Daten und Organaufnahme in Mausen bewertet werden. Seine Affinitat fur Zellmembranen wurde be-
stimmt durch direkte Titration (siehe nachfolgend (1)), seine Kurve des Verschwindens aus dem Blut und seine
Bioverteilung wurde in Mausen bestimmt (siehe nachfolgend (2)), und das in vivo bestimmte Verhaltnis der Pra-
senz in Thrombus : in Blut im Schweizeherz-Vorhof-Thrombus-Modell 30 Minuten und 120 Minuten nach der
Injektion und im Vergleich mit dem entsprechenden Verhaltnis fiur monomeres Annexin V wurde bestimmt (sie-
he nachfolgend (3)).

1. Binden von modifiziertem Annexin V und Annexin V-Dimer an Phosphatidylserin enthaltende Membra-
nen: Sofern Derivate mit bereits Tc-99m markiert waren, wurde jedes Derivat nicht mit 1-125 durch das lo-
do-Gen-Verfahren markiert und durch Gelfiltration gereinigt, wie dies friher flir Annexin V beschrieben wur-
de (siehe Tait et al., J. Lab. Clin. Med., 123, 741 — 748 (1994)). Die Affinitat jedes Derivats gegenuber Zell-
membranen wurde gemessen durch direkte Titration von aufbewahrten Erythrocyten mit freigesetztem
Phosphatidylserin, wie dies friher beschrieben wurde in ,Taft et al., J. Lab. Clin. Med., 123, 741 — 748
(1994)". Gebundener und freier Ligand wurden durch Zentrifugation von Zellen durch eine Siliconél-Barriere
getrennt. Die Dissoziationskonstante wurde bestimmt durch Einpassen der Daten in ein einfaches Modell
des Bindens an homogene Stellen, wie dies von Tait beschrieben wurde. Die Verwendung von kinstlich be-
handelten Erythrocyten mit hohen Konzentrationen an freigesetztem PS ist eine experimentelle Erleichte-
rung, die Ergebnisse liefert, die equivalent denjenigen sind, die erhalten wurden mit aktivierten Blutplatt-
chen mit freigesetztem PS. Normale Erythrocyten haben in vivo kein extracellular freigesetztes PS (Taft et
al., J. Lab. Clin. Med., 123, 741 — 748 (1994)).

2. Freisetzung aus dem Blut, Bioverteilung und Exkrektion in Mausen: Ein intravendser Bolus von 10 pg/kg
(0,3 pg pro 30 Gramm Maus) an jeweils mit I-125 markiertem oder mit Tc-99m-markiertem Derivat (Dimer;
Galactose-modifiziertes Annexin; Tc-99m-modifiziertes Annexin; Tc-99m-Serylsuccinat-markiertes Annexin
V) wurde injiziert. Blutproben wurden zum Zeitpunkt von 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 und 120
Minuten hergestellt. Die folgenden Organe wurden von den Mausen jeweils zum Zeitpunkt von 30, 60 und
120 Minuten nach der Injektion gewonnen: Gehirn, Herz, Aorta, Vena cava, Lunge, Milz, Leber, Magen, Ge-
darme, Niere, Blase, Skelettmuskel, Knochen und Blut. Die Ergebnisse sind ausgedrickt als % ID/g Gewe-
be und % ID/Organ.

3. Verhaltnis Thrombus/Blut in vivo in Schweinen: Es wurden etablierte Verfahrensweisen angewendet, wie
sie fur akute Vorhof-Thromben beschrieben sind (Stratton et al., Circulation, 92, 3113 - 3121 (1995)), und
zwar fur das 1-125 markierte Dimer, fiir Galactose-modifiziertes Annexin und fir Annexin V als Kontrollpro-
be. Auf der Basis friherer Erfahrungen mit nativem Annexin V in diesem Modell kann ein zweifacher Unter-
schied in den Thrombus/Blut-Verhaltnissen zwischen modifiziertem und nativem Annexin V bei einem
P-Wert von < 0,05 im zweigangigen t-Test mit einem Wert n von 5 Tieren dargelegt werden.

[0229] Sobald ein Molekil mit wiinschenswerten Eigenschaften identifiziert wurde, kann das Annexin V-Di-
mer direkt als Fusionsprotein unter Verwendung eines existierenden Expressions-Systems produziert werden,
wie dies beschrieben wurde in Tait et al., J. Biol. Chem., 270, 21594 — 21599, wobei die beiden Annexin V-Ein-
heiten Uber einen Peptid-Linker verbunden sind. Dieses dimere Molekil kann auch zusatzliche funktionelle
Stellen enthalten, wie beispielsweise eine endogene Tc-99m-Chelatisierungsstelle oder eine freie Sulfhydryl-
gruppe, an der die Bindung von Galactose mdglich werden kann.

BEISPIEL XII
Endogene Radiomarkierung von modifiziertem Annexin

[0230] Es wurde eine Untersuchung des Radiomarkierens von modifziertem Annexin (Annexin V-N-6 von Bei-
spiel X) mit Tc-99m durchgefihrt, wobei man der Verfahrensweise von George et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 92, 8358 — 8362 (1995) folgte. Das modifizierte Annexin (160 ug) wurde mit 2,5 mCi Tc-99m-Pertechnetat
zusammengegeben, und zwar zusammen mit Methylendiphosphonat als Austausch-Ligand und Zinnionen als
Reduktionsmittel. Die Endkonzentration des Proteins, wie sie verfligbar war, betrug 200 pg/ml. Jedoch fihrte
eine Inkubation bei einem pH-Wert von 10 fir 30 Minuten bei 37 °C zu einer Radiochemie-Ausbeute von 52

38/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

%. Diese offensichtliche Ausbeute war konsistent mit den Ergebnissen, die nach Reinigung durch Gelfiltration
erhalten wurden, die eine Ausbeute von 56 % der eingesetzten Radioaktivitat in 89 %iger radiochemischer
Reinheit zeigten. Die Lagerung des gereinigten Materials zeigte keine Anderung der radiochemischen Reinheit
bei Messung mittels TLC- und Zorbax-HPLC-Chromatographie nach 18 h in PBS bei Raumtemperatur. Im Ge-
gensatz dazu zeigte natives Annexin V nur eine Markierung von 2 % unter denselben Bedingungen. So zeigten
die Ergebnisse, dal® das modifizierte Annexin V-Molekul direkt mit Tc-99m markiert werden kann. Ein Fach-
mann mit tblichem Sachverstand in diesem technischen Bereich kann das modifizierte Annexin V-Molekdl fur
eine Optimierung der Tc-99m-Radiomarkierungs-Ausbeute (Proteinkonzentration, Austausch-Chelate,
pH-Wert-Abhangigkeit, Temperatur und Zeit) bewerten. Die Radiomarkierungs-Stabilitat (Behandlung mit Se-
rum und unterschiedlichen Konzentrationen Cystein), die Zell- und Thrombus-Bindung, die Freisetzung aus
dem Blut und die Bioverteilungs-Eigenschaften, sowie Katabolit-Formen von ausgeschiedener Radioaktivitat
(HPLC von biologischen Proben und Vergleich mit synthetischen Peptid-Tc-99m-Chelat-Standards zur Indeti-
fizierung). Geeignete Methoden schlieRen diejenigen ein, die zur Charakterisierung verschiedener
N,S-Amid-Thiolat-Chelatisierungsmittel fir Tc-99m-bifunktionelle Protein-Radiomarkierungs-Mittel verwendet
wurden (Kasina et al., J. Nucl. Med., 32, 1445 — 1451 (1991); Fritzberg et al., Proc. Natl. Acad. Sic. USA, 95,
4025 — 4029 (1988).

BEISPIEL Xl

[0231] Herstellung eines radiomarkierten Anneacin-Konjugats mit einem Esteraseempfindlichen Chelat

TcO ,+ SnCl,+ 3 H 5.5-7.0 V.
. 2* Gluconsiure pH5.5- =  Tc-Gluconat

o pH1,8-3,0
Temp = 75-100°C r—(’
Zeit = 10-15 min

"\ﬁ /" IPA — 30% . N# "™ '
s/n\n ° e Ts e J=o o
coo'uk’ ° R’ L egon/'\/° Mrn.

Annexin V 0
pH =9-10 '——-(
Zeit = 15-30 min

25°C-37°C ° "\° /"
’ ye
/7 \ °
-3 N
(]
NOOC NH = Annesia V
[+]

[0232] Experimentelle Vorgehensweise: Annexin V wurde mit Tc-99m-N,S-Serylsuccinat Uber den Weg mit
vorgeformtem Chelat radiomarkiert, wie dies fur Antikérper Fab-Fragmente beschrieben ist (Srinivasan et al.,
J. Nucl. Med., 32, 1017 (Zusammenfassung) (1991)). Die Anwendung dieses Ansatzes auf dem C,N,S,-Akti-
vester war ahnlich fur beide Antikdrper-Proteine (Kasina et al., J. Nucl. Med., 32, 1445 — 1441 (1991)) und An-
nexin V (Stratton et al., Circulation, 92, 3113 — 3121 (1995)). In der vorliegenden Verfahrensweise wurde der
Serylsuccinat-Ester in dem Radiomarkierungs-Verfahren ersetzt. Dieses Derivat wurde in vitro im Hinblick auf
Markierungsstabilitdt, Membranbindung und Gerinselbindung bewertet. Es kann in Mause injiziert werden, und
seine Aufnahme in Organen, einschliellich Leber und Niere Uber den Zeitraum von 10 Minuten bis 2 Stunden
kann gemessen werden. Dies zeigt die Geschwindigkeit der Organ-Aufnahme sowie die Rickhaltung an, und
ermoglicht einen Vergleich des Zeitablaufs mit friiheren Daten fir das Amid-verknUpfte Tc-99m-Chelat.
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[0233] Ein Erfolg wird angezeigt durch eine signifikante Reduktion der Rickhaltung von Radioaktivitat in der
Leber. Eine erhdhte Rate des Verschwindens aus den Organen im Anschluf3 an das Aufnehmen von
Tc-99m-Annexin V zeigt das Potential von verbesserten Thrombus : Organ-Verhaltnissen innerhalb der Zeit im
Anschluf® an die Bildgebung auf. Bildgebungs-Experimente kdnnen mit dem Schweine-Modell durchgefuhrt
werden, um vergleichbare Verbesserungen unter klinischen Bedingungen vorherzusagen.

[0234] Markieren von Annexin V mit Tc-99m-Serylsuccinat-Ester: Annexin V, das mit dem Serylsuccinat-Ester
konjugiert war, wurde mit Tc-99m nach der Onco Trac-Kit-Verfahrensweise markiert (Kasina et al., J. Nucl.
Med., 32, 1445 — 1451 (1991)) und wurde dann an Annexin V unter Verwendung des vorher beschriebenen
Verfahrens zur Konjugation Tc-99m-N,S,-TFP an Annexin V konjugiert (Stratton et al., Circulation, 92, 3113 -
3121 (1995)).

BEISPIEL XIV
Herstellung eines radiomarkierten modifizierten Annexin V-Galactose-Cluster-Chelat-Konjugats

[0235] Ein Maleimid-verknlpfter Galactose-Cluster gemaf der vorliegenden Erfindung kann spezifisch an die
Sulfhydrylgruppe des modifizierten Annexins V konjugiert werden. Nach Verifizierung der Stéchiometrie der
Galactose-Markierung wurde das Galactose-modifizierte Annexin radioiodiert, und das Produkt wurde hinsicht-
lich seiner Bindung in vitro an die Membran und einen Thrombus bewertet, und es wurden pharmako-kineti-
sche Daten und Organ-Aufnahme-Daten in Mausen ermittelt. Einer Aufrechterhaltung der Bindung und einem
schnelleren Verschwinden aus dem Blut folgte die in vivo-Bestimmung des Thrombus : Blut-Verhaltnisses im
Schweine-Modell zum Zeitpunkt von 30 und 120 Minuten nach der Injektion und im Vergleich zu entsprechen-
den Verhaltnissen fur nicht-modifiziertes Annexin V.

[0236] Die Geschwindigkeit des Verschwindens des modifizierten Annexins V aus dem Blut ohne Kompro-
misse beim Vermoégen des modifizierten Annexins V, sich an Zellmembranen oder Thromben in vitro zu binden,
wird verglichen mit den Werten von unmodifiziertem Annexin V. Das in vivo-Verhaltnis Thrombus : Blut zum
Zeitpunkt von 30 Minuten nach der Injektion sollte hdher sein verglichen mit nativem Annexin V, und sollte ge-
nauso hoch oder héher sein zum Zeitpunkt von 120 Minuten nach der Injektion. Wenn jedoch die Anwendung
dieses Mechanismus auch das Hintergrundsignal von der Leber zu speziellen Zeiten erhoéht, die fir eine Bild-
gebung ausgewahlt werden, kann der Einsatz des Mechanismus Uber einen Esteraseempfindlichen Linker zur
Beschleunigung der Ausscheidung von Radiomarkierung aus der Leber verwendet werden, um das Hinter-
grundsignal zu senken. Die weiteren Beispiele beziehen sich auf weitere Ausfihrungsformen der vorliegenden
Erfindung.
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BEISPIEL XV

Verfahren zur Herstellung von N-Acetylgalactosamin-S-Annexin-N-Chelat-Verbindung

HO,C-(CHp)s=Br  ————==>  1ig0,C~(CH,)sBr
9

H02C'(CH2)5"NH2 D— MOO)C'(CH:’;’NH: "HCI

2

> Me0,C=(CHy)s"NH—C—Cf; s
3

; \
!‘ Me0,C~(CH3)s ‘I‘NH "HC!
2 .
4

HO ~(CH,)s =NH, = HO ~{CHy)s~NH —C—0 ——C(CH )5

$

* T80 =(CH3)s~NH —C——0——C(CH,),

41/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

OH OAc OAc
HO o. PH AcQ 0. DAc AcO o
OH DAc OAc \,
NHAe - NHAg "NHAc
i § 8
Ac OAc
NH,
AcO o HEI AcO o. SH
—e DAg NH —e e OAc
NHAc * NHAc
8 10
OAc (s
I
. . AcO o {CH3)s-NR=C—0—C(CH ),
— OAc .
NHAc .

11

3 ot M@0 ;C~{CH3)s~NHMe "HC}
12

¢ ——— (Moo ~(CHUIN—C—O—ClCHy,  ————=

15

o
18

{{ Me0,C ‘(Cﬂ,);"'r:l‘c-(CHz),i,‘:J—c —0~C(CH,)y ——

17

42/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

"

( no,c-,(cnz)s):c-c-(cn,),;zu-c-o-é(cu,),

13
OAc
7/ -
AcO o. STiCHs=NH, TFA
Sen——————
1 OAc
NHAc
19
W
— A0 S —(CH3)5=NH —C —(CH3)s "N ~C —(CH3)g N~C =0 ~C(CH ),
2
QAe
20
OAc
0
“ ”o ﬁ " l SMCC/ELaN
3/\N\"".c NC 2"" TFA
WHAe 2 DMF, RT
22
OAc
o
AQ f—o ) Ho )
- NN i X i
s HHC NC NeC CHa =N
NHAS 2 2
23 °

1) AG-1 X 8 Anionen-
austausch-Harz
MeOH/H;0, Rt

17 h, Filter,
Konzentrat

43/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

on
o
H0 J—o o O o
NN i : 4
s NH-C N< N-C CHy =N
NHAG A A

Modifiziertes Annexin V-cys
pH 5-9, 25°C-37°C

Alnno!dn v
. cYs
OH . |
o
He o o 0 0 8
8 NHC. N'C N-C CHy~N
NHAG . A a
25 o
™ 17 ki
Verluma' "-Kit-Markierung
Ref: COOTFP
o Tg\jo
OH
HO 14
) 0 0 0
H [} Hi "
s~ nne N'C N-C CHa =N
NHAS A 2 K .

3
ek
. \w:/r

(3
\
5 8
Herstellung von Methyl-6-bromhexanoat (1)

[0237] In einen 2 Liter-Rundkolben, der mit 99,7 g (0,511 Mol) 6-Bromhexanoat (Aldrich Chemical Co., Mil-
waukee, Wisconsin) und 1 Liter Methanol beftillt war, wurde 1 bis 2 Minuten lang Chlorwasserstoffgas einge-
blasen. Die Mischung wurde 18 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt und danach mittels Rotationsverdampfung kon-
zentriert. Der Rickstand wurde mit 500 ml Diethylether verdinnt und mit 150 ml entionisiertem Wasser, 200
ml gesattigtem Natriumbicarbonat und danach nochmals mit 200 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und mittels Rotationsver-
dampfung konzentriert. Der Riickstand wurde unter Vakuum verdampft und dies ergab 99,6 g des Produktes
(1) in Form eines farblosen Ols (93 %): Siedepunkt = 93 bis 96 °C bei 3 mm Hg: 'H-NMR (d,-DMSO); d 3,57
(3H, s), 3,51 (2H, t), 2,30 (2H, t), 1,78 (2H, Pentett) und 1,62 bis 1,28 (4H, m) ppm.

Herstellung von Methyl-6-aminohexanoat-hydrochlorid (2)

[0238] In einen 2 Liter-Rundkolben, der mit 101,3 g (0,722 Mol) 6-Aminohexanoat (Aldrich Chemical Co.) in
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1 Liter Methanol befallt war, wurde 3 bis 4 Minuten lang Chlorwasserstoffgas eingeblasen. Die Mischung wurde
16 h lang bei 20 bis 30 °C geruhrt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wur-
de zweimal mit 500 ml Methanol verdinnt und erneut konzentriert (< 0,5 mm Hg). Dies ergab 140,1 g des Pro-
duktes (2) in Form eines weilen Feststoffes (100 %): 'H-NMR (d,-DMSO); d 9,40 (1H, breites Triplett), 3,57
(3H, s), 3,15 (2H, Quartett), 2,29 (2H, t), 1,60 bis 1,38 (4H, m) und 1,32 bis 1,19 (2H, m) ppm.

Herstellung von Methyl-6-(trifluoracetamido-)hexanoat (3)

[0239] Einem 2 Liter-Rundkolben, der mit 100,2 g (0,552 Mol) Aminhydrochlorid (2) und 1 Liter Methanol be-
fallt war, wurden 100 g (0,703 Mol) Ethyltrifluoracetat und anschlieRend 120 ml (0,861 Mol) Triethylamin zuge-
setzt. Die Mischung wurde 19 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt und danach mittels Rotationverdampfung kon-
zentriert. Der Rickstand wurde mit 500 ml Diethylether verdiinnt und danach filtriert. Das Filtrat wurde mit 3 x
300 ml Aliquota 1 N wassriger HCI, 200 ml entionisiertem Wasser, 2 x 200 ml Aliquot gesattigter walriger Na-
triumbicarbonat-Losung und letztendlich mit 200 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Ruckstand wurde unter
Vakuum destilliert und ergab 115,8 g des Produktes (3) in Form eines farblosen Ols: Siedepunkt = 113 bis 116
°C bei 120 mm Hg: 'H-NMR (d,-DMSO); d 3,57 (3H, s), 2,75 (2H, m), 2,29 (2H, t), 1,60 bis 1,40 (4H, m) und
1,37 bis 1,19 (2H, m) ppm.

Herstellung von N,N-Bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)amin-hydrochlorid (4)

[0240] Einem 5 Liter-Dreihalskolben, der mit einem RuckfluRkuhler ausgestattet war, der mit einem Gasbla-
senzahler verbunden war, und der mit 20,9 g 60 % Natriumhydroxid (0,523 Mol) in 1 Liter wasserfreiem Dioxan
befallt war, wurden 100 g (0,416 Mol) sekundares Amid 3 in 200 ml trockenem Dioxan Uber eine Zeitdauer von
20 Minuten zugesetzt. Die Mischung wurde 1 h lang bei 20 bis 30 °C gerihrt, und danach wurden 130 g (0,622
Mol) Bromid 1 in 100 ml Dioxan zugesetzt. Die Mischung wurde unter Ruckflu® erhitzt und 7 h lang geruhrt.
Zusatzlich wurden 10 g der Verbindung 1 zugesetzt, und die resultierende Mischung wurde flr weitere 15 h
geruhrt. Die Mischung wurde abgekuhlt und mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Rickstand wurde
mit 600 ml 1 N walriger HCI verdiinnt und mit 1 Liter Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde da-
nach mit 250 ml entionisiertem Wasser, 250 ml 5 %iger waRriger Natriumbisulfit-Lodsung und letztendlich mit
250 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Gber wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und konzentriert.

[0241] Der Rickstand wurde mit 300 ml entionisiertem Wasser und 500 ml Methanol verdiinnt und mit 200 ml
10 N walrigem Natriumhydroxid behandelt. Die Mischung wurde 16 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt und mittels
Rotationsverdampfung zu einem dicken Syrup konzentriert. Der Rickstand wurde mit 800 ml entionisiertem
Wasser verdinnt und mit 200 ml konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 1 bis 2 angeséauert. Die Mischung
wurde danach mit 3 x 300 ml Aliquots Diethylether gewaschen und die walrige Phase wurde danach mittels
Rotationsverdampfung zu einem dicken Sirup konzentriert. Der Rickstand wurde mit 1 Liter trockenem Metha-
nol verdiinnt und mittels Rotationsverdampfung erneut konzentriert. Der Riickstand wurde mit 1 Liter trocke-
nem Methanol verdiinnt und danach wurde Chlorwasserstoffgas 2 bis 3 Minuten lang in die Mischung einge-
blasen. Die Mischung wurde 18 h lang bei 20 bis 30 °C geriihrt, und danach durch ein Celite-Filter (hergestellt
durch die Firma J.T. Baker) vakuumfiltriert. Die Feststoffe wurden mit 200 ml Methanol gespdilt. Die vereinigten
Filtrate wurden konzentriert. Der Riickstand wurde mit 1 Liter Methanol verdiinnt und Chlorwasserstoffgas wur-
de erneut 2 bis 3 Minuten lang in die Mischung eingeblasen. Die Mischung wurde 3 h lang geruhrt und danach
konzentriert. Der Ruckstand wurde mit 1 Liter Methanol verdinnt und 10 g Aktivkohle wurden zugesetzt. Die
Mischung wurde 30 Minuten lang gerihrt und danach durch ein Celite-Filter vakuumfiltriert. Die Feststoffe wur-
den mit 100 ml Methanol gewaschen und die vereinigten Filtrate wurden konzentriert. Der Rickstand wurde in
heillem 2-Propanol gelést und man lie3 ihn danach erneut, zuerst bei Raumtemperatur und dann mittels Ver-
wendung eines Eisbades, kristallisieren. Die Feststoffe wurden filtriert und mit 3 x 75 ml Aliquots kaltem 2-Pro-
panol gespllt. Die Feststoffe wurden an der Luft getrocknet und dies ergab 70,5 g des Produktes (4) in Form
eines weilden Feststoffes. Die Filtrate wurden vereinigt und konzentriert. Der Riickstand wurde erneut in 200
ml 2-Propanol kristallisiert und ergab zusétzlich 15,3 g des Produktes von insgesamt 85,8 g (67 %): '"H-NMR
(ds-DMSO); d 8,69 (2H, breit), 3,57 (6H, s), 2,82 (4H, m), 2,30 (4H, t), 1,67 bis 1,43 (8H, m) und 1,28 bis 1,19
(4H, m) ppm; 'H-NMR (CD,OD); d 3,66 (6H, s), 3,42 (4H, t), 2,34 (4H, t), 1,75 bis 1,55 (8H, m) und 1,45 bis
1,25 (4H, m) ppm.

Herstellung von N-BOC-S-Aminopentanol (5)

[0242] Einem 2 Liter-Dreihals-Rundkolben, der an dem mittleren Hals mit einem 500 ml Zugabe-Trichter und
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an einem Seitenhals mit einem Ubergangsstiick zum Entliiften eines Gasblasenzahlers ausgestattet war, wur-
den 40 g (0,388 Mol) 5-Aminopentanol in 500 ml trockenem Acetonitril zugesetzt. Danach wurden 84,5 g (0,387
Mol) Di-t-butyldicarbonat in 400 ml trockenem Acetonitril ber einer Zeitdauer von 50 Minuten zugesetzt. Die
Mischung wurde 15 h lang bei 20 bis 30 °C geruhrt und danach konzentriert. Der Rickstand wurde mit 600 ml
Ethylacetat verdinnt und mit 2 x 200 ml Aliquots 0,5 N walriger HCI und 2 x 200 ml Aliquot entionisiertem
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfil-
triert und zunachst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm
Hg) konzentriert; dies ergab 74,5 g des Produktes (5) in Form eines nahezu farblosen Ols (88 %): 'H-NMR
(dg-DMSOQ); d 6,72 (1H, breites Triplett), 4,31 (1H, t), 3,43 bis 3,27 (2H, m), 2,87 (2H, Quartett) und 1,45 bis
1,10 (15H, s und Multiplett) ppm; 'H-NMR (CDCl,); d 4,58 (1H, breites s), 3,65 (2H, t), 3,13 (2H, Quartett) und
1,70 bis 1,30 (15H, Singlett und Multiplett) ppm: Diinnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhyd-
rin-Spray und Hitze); Silica-Gel, R; = 0,28 (Methylenchlorid/Methanol (95:5)).

Herstellung von N-BOC-5-Aminopentyltoluolsulfonat (6)

[0243] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 74,5 g (0,366 Mol) N-BOC-Aminopentanol (6) in 400 ml Methylen-
chlorid befiillt war, wurden 45 ml wasserfreies Pyridin und anschlielRend 74,1 g (0,389 Mol) p-Toluolsulfonyl-
chlorid zugesetzt. Die Mischung wurde 17 h lang bei Raumtemperatur gerthrt, mit 200 ml Methylenchlorid ver-
dinnt und mit 400 ml 0,5 N HCI, 2 x 200 ml Aliquots 0,5 N HCIl und 2 x 100 ml Aliquots entionisiertem Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde tber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfiltriert und
konzentriert. Der Rickstand wurde an einer Silica-Gel-Saule (11 x 23 cm) chromatographiert, zunachst mit Me-
thylenchlorid und danach mit Ethylacetat/Methylenchlorid (3 : 97) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt ent-
hielten, wurden vereinigt und zunachst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpum-
pen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 82,13 g des Produktes (6) in Form eines weifen Feststoffes:
'H-NMR (CDCl,); d 7,77 (2H, d), 7,31 (2H, d), 4,45 (1H, breites s), 3,98 (2H, t), 3,03 (2H, t), 2,41 (3H, s) und
1,80 bis 1,20 (15H, Singlett und Multiplett) ppm: Diinnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhyd-
rin-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,50 (Ethylacetat/Methylenchlorid (3 : 97)).

Herstellung von 1-b, 3,4,6-Tetra-O-acetyl-N-acetyl-galactosamin (7)

[0244] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 25,0 g (116 mMol) Galactosaminhydrochlorid (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri) beflllt war, wurden 180 ml wasserfreies Pyridin und anschlieRend 115 ml Essigsau-
reanhydrid (1,22 Mol) zugesetzt. Die Mischung wurde 44 h lang bei 20 bis 30 °C geruhrt und danach in einen
2 Liter-Becher gegossen, der 600 g Eis und 200 ml entionisiertes Wasser enthielt. Die Mischung wurde 10 bis
15 Minuten lang bei Raumtemperatur gerihrt und danach vakuumfiltriert. Die sammelten Feststoffe wurden mit
4 x 100 ml Aliquotsentionisiertem Wasser gewaschen, 2 h lang an der Luft getrocknet und danach unter vollem
Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) 14 h lang getrocknet; dies ergab 39,8 g des Produktes in Form eines
weilen Feststoffes (88 %): '"H-NMR (d;-DMSO); d 7,89 (1H, d), 5,63 (1H, d), 5,16 (1H, d); 5,07 (1H, dd), 4,28
bis 3,92 (4H, m), 2,11 (3H, s), 2,02 (3H, s), 1,99 (3H, s), 1,90 (3H, s) und 1,88 (3H, s) ppm.

Herstellung von 3,4,6-Tri-O-acetvigalactosamin-1-b-pseudothioharnstoff-hydrochlorid

[0245] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 39,8 g (102 mMol) der Verbindung 7 beflllt war, wurden 400 ml Ace-
tylchlorid zugesetzt. Die Mischung wurde 64 h lang bei 47 bis 48 °C geruhrt. Die Mischung wurde konzentriert
und danach zweimal mit 200 ml Methylenchlorid verdiinnt und erneut zunachst mittels Rotationsverdampfung
und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) erneut konzentriert; dies ergab 40,2 g des Roh-
produktes (8) in Form eines dunkel-bernsteinfarbenen schaumigen Feststoffes: 'H-NMR (CDCL,); d 6,24 (1H,
d), 5,61 (1H d), 5,43 (1H, dd), 5,27 (1H, dd), 4,83 bis 4,71 (1H, m), 4,48 (1H, t), 4,22 bis 4,01 (2H, 2 dd), 2,15
(38H, s), 2,02 (3H, s), 2,00 (3H, s) und 1,98 (3H, s) ppm. Dem rohen Chlorid (8) in einem 1 Liter-Rundkolben
wurden 9,3 g (122 mMol) Thioharnstoff und 150 ml Aceton zugesetzt. Die Mischung wurde unter Rickfluf3 40
Minuten lang gerthrt und danach in einem Eisbad 30 Minuten lang abgekihlt und danach vakuumfiltriert. Die
gesammelten Feststoffe wurden mit 2 x 75 ml Aliquots Aceton gesplilt. Die Feststoffe wurden danach 45 Mi-
nuten lang an der Luft getrocknet und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) 2 h lang ge-
trocknet; dies ergab 33,0 g des Produktes (9) in Form eines hellbeigen Feststoffes (74 % Gesamtausbeute aus
7): 'H-NMR (d,-DMSO); d 9,38 und 9,12 (2 breite Singletts, 3H), 8,36 (1H, d), 5,56 (1H, d), 5,34 (1H, d), 5,01
(1H, dd), 4,38 (1H, t), 4,22 bis 4,00 (3H, m), 2,11 (3H, s), 2,01 (3H, s), 1,92 (3H, s) und 1,81 (3H, s) PPm.

Herstellung von 1-b-Mercapto-3,4,6-tri-O-acetyl-N-acetylgalactosamin (10)

[0246] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 30,0 g (67,9 mMol) des Pseudothioharnstoffes (9) in 175 ml Methy-
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lenchlorid und 175 ml entionisiertem Wasser befiillt war, wurden 7,08 g (37,24 mMol) Natriummetabisulfit zu-
gesetzt und anschlielend vorsichtig 10,2 g (74,5 mMol) Kaliumcarbonat zugesetzt. Die Mischung wurde 40
Minuten lang bei Raumtemperatur gerthrt und die Mischung wurde danach in einen 500 ml-Scheidetrichter
Uberfiihrt. Die Schichten wurden getrennt und die walrige Phase wurde danach mit 2 x 125 ml Aliquotss Me-
thylenchlorid gewaschen. Die organischen Extrakte wurden vereinigt, Uber wasserfreiem Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und konzentriert. Dies ergab 24,2 g des Produktes (10) in Form eines sehr blassgelben
(cremefarbenen) Feststoffes (98 %):'H-NMR (CDCl,); d 6,24 (1H, d), 5,61 (1H, d), 5,43 (1H, dd), 5,27 (1H, dd),
4,83 bis 4,71 (1H, m), 4,48 (1H, t), 4,22 bis 4,01 (2H, 2 dd), 2,15 (3H, s), 2,02 (3H, s), 2,00 (3H, s) und 1,98
(3H, s) ppm.

Herstellung von 3,4,6-Tri-O-acetyl-N-acetylgalactosamin-1-a-S-[5'-thiopentyl-N-BOC-amin] (11)

[0247] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 24,2 g (66,6 mMol) des Thiols (10) unter Stickstoffatmosphare be-
fullt war, wurden 350 ml trockenes Acetonitril zugesetzt. Die Mischung wurde Uber eine Zeitdauer von 20 Mi-
nuten auf 40 bis 42 °C erhitzt, bis sich letztendlich die Feststoffe geltst hatten. 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]un-
dec-7en (DBU; im Handel erhaltlich von der Firma Aldrich Chemical Company; 10,5 ml, 70,2 mMol) wurden
danach zugesetzt und die Mischung wurde 20 Minuten lang gertihrt. Danach wurden 24,0 g (67,1 mMol) des
Tosylats 6 in 75 ml Acetonitril iber eine Zeitdauer von 3 bis 4 Minuten zugesetzt. Die resultierende Mischung
wurde 1,5 h lang bei 40 bis 25°C geruhrt und danach konzentriert. Der Riickstand wurde mit 400 ml Methylen-
chlorid verdinnt und zuerst mit 250 ml 0,5 N wafdriger HCI und danach mit 250 ml einer 5 %igen walrigen
Natriumbicarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Gber wasserfreiem Magnesium getrock-
net, vakuumfiltriert und mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Rickstand wurde an einer Sili-
ca-Gel-Saule (21 x 7 cm) (hergestellt von der Firma E.M. Merck) chromatographiert und mit Ethylacetat/He-
xan/Ethanol (55 : 42,5 : 2,5) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt, konzentriert
und erneut an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (21 x 7 cm) (hergestellt von der Firma J.T. Baker) chromatogra-
phiert und mit jeweils 500 ml Methanol/Wasser im Verhaltnis 50 : 50; 55 : 45; 60 : 40; 65 : 35 und 70 : 30 und
anschlieBend mit Methanol/Wasser (75 : 25) eluiert, bis das gesamte Produkt von der Saule eluiert war. Die
Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert. Der Riickstand wurde mit 500 ml Me-
thylenchlorid verdunnt und mit wasserfreiem Magnesiumsulfat behandelt. Die Mischung wurde vakuumfiltiert
und das Filtrat wurde zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (<
0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 17,9 g des Produktes (11) in Form eines schaumigen weif3en Feststoffes:
'H-NMR (d,-DMSO); d 9,38 und 9,12 (2 breite Singletts, 3H), 8,36 (1H, d), 5,56 (1 H, d), 5,34 (1H, d), 5,01 (1H,
dd), 4,38 (1H, t), 4,22 bis 4,00 (3H, m), 2,11 (3H, s), 2,01 (3H, s), 1,92 (3H, s) und 1,81 (3H, s) ppm: Dinn-
schichtchromatographie (Sichtbarmachung mit p-Anisaldehyd-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,50 (Ethyla-
cetat/Hexan/Ethanol (57 : 40,5 : 2,5)); RP-18-Silica-Gel, Rf= 0,21 (Methanol/Wasser (65 : 35)).

Herstellung von Methyl-6-methylaminohexanoat-hydrochlorid (12)

[0248] Ein 2 Liter-Dreihals-Rundkolben, der mit 8,77 g 60 % NaH in Mineraldl (219 mMol; 1,1 Equivalente) in
500 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran beflllt war, wurde mit einem 500 ml Zugabetrichter am mittleren Hals
ausgestattet. Danach wurden 34,5 g (144 mMol) des sekundaren Amids 3 in 300 ml wasserfreiem Tetrahydro-
furan Uber eine Zeitdauer von 30 Minuten zugesetzt. Die Mischung wurde weitere 50 Minuten lang geruhrt und
anschlieBend wurden 22,6 ml (363 mMol) lodmethan zugesetzt. Die Mischung wurde 23 h lang bei Raumtem-
peratur gerthrt und danach in einen 2 Liter-Rundkolben tberfihrt und mittels Rotationsverdampfung konzen-
triert. Der Ruckstand wurde mit 400 ml 1 N walriger HCI behandelt und anschlieRend mit 300 ml Ethylacetat
und danach mit 2 x 200 ml Aliquotss Ethylacetat extrahiert. Die organischen Extrakte wurden vereinigt und zu-
erst mit 3 x 125 ml Aliquotss 5 %iger walriger Natriumthiosulfat-Losung und anschlie®end mit 100 ml entioni-
siertem Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, va-
kuumfiltriert und konzentriert. Der Rickstand wurde in 250 ml Methanol geldst und erneut konzentriert. Der
Ruckstand wurde mit 250 ml Methanol verdinnt und mit 50 ml 10 N waRrigem Natriumhydroxid und anschlie-
Rend mit 100 ml entionisiertem Wasser behandelt. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur 17 h lang geruhrt,
mit weiteren 50 ml entionisiertem Wasser verdiinnt und danach mit 3 x 200 ml Aliquotss Hexan gewaschen.
Die walrige Phase wurde mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde mit 500 ml Metha-
nol verdiinnt und Chlorwasserstoffgas wurde 2 bis 3 Minuten lang in die Mischung eingeblasen (10 g). Die Mi-
schung wurde 3 h lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach vakuumfiltriert und mittels Rotationsverdamp-
fung konzentriert. Dem Ruckstand wurden 500 ml Methanol zugesetzt und anschlieBend wurde nochmals
Chlorwasserstoffgas 2 bis 3 Minuten lang in die Mischung eingeblasen (9,2 g). Die Mischung wurde 18 h lang
bei Raumtemperatur gerihrt. Die Mischung wurde in einem Eisbad abgekihlt und danach vakuumfiltriert. Das
Filtrat wurde mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Rickstand wurde zweimal mit 250 ml Methanol
verdunnt und erneut konzentriert. Der Ruickstand wurde mit 300 ml 2-Propanol verdiinnt und mit 4 g Aktivkohle
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30 Minuten lang behandelt. Die Mischung wurde durch ein Celite-Filter vakuumfiltriert und die Feststoffe wur-
den mit 2 x 75 ml Aliquotss 2-Propanol gespiilt. Die Filtrate wurden vereinigt und zuerst mittels Rotationsver-
dampfung und anschlieBend unter vollem Vakuumpumpen-Druck konzentriert. Der Rickstand wurde mit 250
ml Methanol verdiinnt und erneut mittels Rotationsverdampfung und anschlieend unter vollem Vakuumpum-
pen-Druck konzentriert. Der Rickstand wurde mit 250 ml Methanol verdiinnt und Chlorwasserstoffgas wurde
1 bis 2 Minuten lang in die Mischung eingeblasen (5,0 g). Die Mischung wurde bei Raumtemperatur 2 h lang
geruhrt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riuckstand wurde zweimal mit 250 ml Me-
thanol verdiinnt und zuerst mittels Rotationsverdampfung und letztendlich unter vollem Vakuumpumpen-Druck
(< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab das Produkt (12) in Form eines sehr hellgelben, schaumigen Feststoffes
(85 %): "H-NMR (d,-DMSO); d 8,72 (2H, breites s), 3,58 (3H, s), 2,82 (2H, m), 2,49 (3H, s), 2,32 (2H, t), 1,68
bis 1,45 (4H, m) und 1,39 bis 1,21 (2H, m) ppm; 'H-NMR (CD,OD); d 3,63 (3H, s), 2,97 (2H, t), 2,34 (2H, 1),
1,75 bis 1,56 (4H, m) und 1,49 bis 1,31 (2H, m) ppm.

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)amin (15)

[0249] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 6,34 g (29,1 mMol) Di-t-butyldicarbonat und 9,00 g (29,1 mMol)
N,N-Bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)amin-hydrochlorid 4 befullt war, wurden 125 ml wasserfreies Acetonitril
und anschliefend 7,5 ml Triethylamin zugesetzt. Die Mischung wurde 22 h lang bei Raumtemperatur gertihrt
und anschlieRend mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde mit 300 ml Ethylacetat
verdunnt und mit 2 x 100 ml Aliquotss 0,1 N wafrige HCI, 100 ml entionisiertem Wasser und 100 ml einer 5
%igen walrigen Natriumbicarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat
getrocknet, vakuumfiltriert und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpum-
pen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 10,5 g des Produktes (15) als nahezu farbloses Ol (97 %):
'H-NMR (d,-DMSO); d 3,57 (6H,s), 3,07 (4H, t), 228 (4H, t), 1,60 bis 1,10 und 1,37 (21H, m und s) ppm: Diinn-
schichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,33 (Ethylace-
tat/Hexan (20 : 80)); RP-18-Silica-Gel, Rf= 0,17 (Methanol/Wasser (70 : 30)).

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(5-hydroxycarbonylpentyl-)amin (16)

[0250] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 10,5 g Bis-methylester 15 befallt war, wurden 75 ml Methanol und
anschlieBend 75 ml 1 N walriges Natriumhydroxid zugesetzt. Die Mischung wurde 16 h lang bei Raumtempe-
ratur gerthrt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde mit 75 ml entioni-
siertem Wasser verdinnt und der pH-Wert der resultierenden Lésung wurde durch langsame Zugabe von etwa
75 ml 1 N walriger HCI auf 2,0 bis 2,5 eingestellt. Danach wurden 200 ml Ethylacetat zugesetzt und die Mi-
schung wurde 3 Minuten lang heftig geruhrt. Die Mischung wurde in einen Scheidetrichter uberfihrt und die
Schichten wurden getrennt. Die walirige Phase wurde mit 2 x 150 ml Aliquotss Ethylacetat extrahiert. Die or-
ganischen Extrakte wurden vereinigt, Gber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und vakuumfiltriert. Die
Filtrate wurden zuerst mittels Rotationsverdampfung und anschlieend unter vollem Vakuumpumpen-Druck (<
0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 9,52 g des Produktes in Form eines viskosen, nahezu farblosen Ols (98
%): "H-NMR (dg-DMSO); d 3,07 (4H, t), 2,28 (4H, t), 1,58 bis 1,10 und 1,37 (21H, m und s) ppm: Dinnschicht-
chromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); RP-18-Silica-Gel, Rf = 0,44 (Metha-
nol/UWasser (70 : 30)).

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(N',N'-bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)5-carbamylpentyl-)amin (17)

[0251] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 9,52 g (27,6 mMol) Bis-Saure (16) in 250 ml wasserfreiem Dime-
thylformamid beflillt war, wurden 19,0 g 861,3 mMol) N,N-Bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)amin-hydrochlorid
(4) und anschlieRend 30 ml Triethylamin zugesetzt. Wahrend die Mischung gerihrt wurde, wurden 25,7 g (58,1
mMol) BOP zugesetzt. Die resultierende Mischung wurde 14 h lang bei Raumtemperatur geriihrt und danach
mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Ruckstand wurde mit 750 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 250
ml 0,2 N wafriger HCI, 100 ml 0,1 N waRriger HCI, 100 ml entionisiertem Wasser und 2 x 100 m| Aliquots 5
Y%iger waldriger Natriumbicarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Ma-
gnesiumsulfat getrocknet, vakuumfiltriert und mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Ruckstand wur-
de an einer Silica-Gel-Saule (9 x 21 cm) chromatographiert und zuerst mit 70 % Ethylacetat/Hexan und danach
mit 100 % Ethylacetat eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt (17) enthielten, wurden vereinigt und mittels Ro-
tationsverdampfung konzentriert. Der Ruckstand wurde an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (7 x 23 cm) chroma-
tographiert und zuerst mit Methanol/Wasser (75 25), danach mit Methanol/Wasser (80 : 20) und letztendlich
mit Methanol/Wasser (85 15) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und zuerst
mittels Rotationsverdampfung und anschlieRend unter vollem Vakuumpumpen-Druck konzentriert. Der Ruck-
stand wurde mit 500 ml Diethylether verdinnt und die resultierende Lésung wurde mit wasserfreiem Magnesi-
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umsulfat getrocknet. Die Mischung wurde vakuumfiltriert und das Filtrat wurde zuerst mittels Rotationsver-
dampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 17,80 g des
Produktes (17) in Form eines nahezu farblosen, viskosen Ols (75 %): 'H-NMR (d,-DMSO); d 3,57 (12H, s),
3,18 und 3,07 (12H, 2 1), 2,32 bis 2,16 (12H, m), 1,61 bis 1,09 und 1,37 (45H, m und s) ppm: Dunnschichtchro-
matographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,50 (Ethylacetat); RP-18-Si-
lica-Gel, Rf = 0,30 (Methanol/Wasser (85 15)).

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(N',N'-bis-(5-hydroxycarbonylpentyl-)5-carbamyl-pentyl-)amin (18)

[0252] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 7,88 g (9,20 mMol) Tetramethylester (18) in 75 ml Methanol befallt
war, wurden 70 ml 1 N walriges Natriumhydroxid zugesetzt. Die Mischung wurde 16 h lang bei Raumtempe-
ratur gerhrt und danach mittels Rotationsverdampfung zu einem dicken Sirup konzentriert. Der Rickstand
wurde mit 50 ml entionisiertem Wasser verdinnt und unter heftigem Ruhren wurde der pH-Wert der Losung
durch langsame Zugabe von etwa 70 ml 1 N wafriger HCI auf 2 bis 2,5 eingestellt, wobei das Produkt (18) in
dem Verfahren als Ol austrat (eine fliissige Phase trennte sich von einer anderen fliissigen Phase). Die Mi-
schung wurde mit 200 ml 2-Propanol/Methylenchlorid (3 : 1) und anschlief’end mit 3 x 100 ml Aliquots 2-Pro-
panol/Methylenchlorid (3 : 1) extrahiert. Die organischen Extrakte wurden vereinigt, Uber wasserfreiem Mag-
nesiumsulfat getrocknet, filtriert und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuum-
pumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert. Dies ergab 7,70 g eines nahezu farblosen, dicken Sirups, der aus
6,93 g des erwinschten Produktes (18; 94 %) und 0,77 g 2-Propanol bestand (durch NMR-Integration):
'H-NMR (d;-DMSO0); d 3,18 und 3,07 (12H, 2 t), 2,37 bis 2,12 (12H, m), 1,60 bis 1,10 und 1,37 (45H, m und s)
ppm; Dunnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); RP-18-Silica-Gel, Rf =
0,50 (Methanol/Wasser (70 : 30)).

Herstellung eines N-BOC-Tet-Gal-Nac-1-a-S-C5-Zweiges (20)

[0253] Einem 250 ml-Rundkolben, der mit 4,05 g (7,38 mMol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-N-acetyl-galactosa-
min-1-a-S-[5'-thiopentyl-N-BOC-amin] (11) befallt war, wurden 20 ml Methylenchlorid und anschlieRend 20 mi
Trifluoressigsaure zugesetzt. Die Mischung wurde 15 Minuten lang bei Raumtemperatur gertihrt. Die Mischung
wurde mittels Rotationsverdampfung konzentriert und der Riickstand wurde dreimal mit 75 ml Methylenchlorid
verdinnt und erneut konzentriert; dies ergab 6,27 g Riickstand, namlich eine Mischung aus dem erwiinschten
Produkt (19) und restlicher Trifluoressigsaure: 'H-NMR (CD,OD); d 5,61 (1H, d), 5,41 (1H, dd), 5,01 (1H, dd),
4,62 bis 4,47 (2H, m), 4,11 (2H, d), 2,91 (2H, t), 2,74 bis 2,48 (2H, m), 2,11 (3H, 2 s), 2,00 (3H, s), 1,93 und
1,91 (6H, 2s) und 1,37 bis 1,10 (6H, m) ppm. Einem separaten 250 mI-Rundkolben, der mit 1,33 g des Syrups,
der 90 Gew.-% der Verbindung 18 enthielt (netto 1,20 g; 1,50 mMol) befiillt war, wurden 50 ml wasserfreies
Dimethylformamid zugesetzt. Um das restliche 2-Propanol zu entfernen, wurde die Mischung zuerst mittels
Rotationsverdampfung und anschlieRend unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert.
Dem Ruickstand wurden 20 ml wasserfreies Dimethylformamid und 10 ml trockenes Triethylamin zugesetzt.
Der resultierenden gerihrten Lésung wurde eine Dimethylformamid-Lésung des Rohproduktes 19 (insgesamt
30 ml wasserfreies Dimethylformamid) zugesetzt und die resultierende Mischung wurde 2 h lang bei Raum-
temperatur geruhrt. Die Mischung wurde danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand
wurde danach mit 250 ml Methylenchlorid vediinnt und mit 2 x 100 ml Aliquots 1 N walriger HCI, 100 ml enti-
onisiertem Wasser und danach mit 100 ml gesattigter waliriger Natriumbicarbonat-L6sung gewaschen. Die or-
ganische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfiltiert und mittels Rotations-
verdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (5,5 x 19 cm) chromatogra-
phiert und mit jeweils 250 ml Methanol/Wasser (65 : 35), Methanol/Wasser (70 : 30), Methanol/Wasser (75 :
25) und anschliel3end mit 800 ml Methanol/Wasser (80 : 20) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten,
wurden vereinigt und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck
konzentriert. Dies ergab 3,55 g eines schaumigen weil3en Feststoffes (94 %). Dieses Material wurde danach
an einer Silica-Gel-Saule (5,5 x 20 cm) chromatographiert und mit Ethylacetat/Methanol (80 : 20) eluiert. Die
Fraktionen, die nur das erwlinschte Produkt (20) enthielten, wurden vereinigt und zuerst mittels Rotationsver-
dampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert. Dies ergab 2,83 g des
erwiinschten Produktes in Form eines rein weillen schaumigen Feststoffes (75 %): '"H-NMR (CD,0D); d 5,58
(4H, d), 5,42 (4H, dd), 5,01 (4H, dd), 4,63 bis 4,51 (8H, m), 4,20 bis 4,00 (8H, m), 3,35 bis 3,10 (20H, m), 2,73
bis 2,47 (8H, m), 2,32 (4H, t), 2,25 bis 2,08 (20H, m und s), 2,00 (12H, s), 1,93 und 1,91 (24H, 2 s), 1,71 bis
1,20 (69H, m und s) ppm; Dinnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); Si-
lica-Gel, Rf = 0,47 (Ethylacetat/Methanol (75 : 25); RP-18-Silica-Gel, Rg = 0,33 (Methanol/Wasser (80 : 20)).
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Herstellung von N,N-Bis-(N',N'-his-(5-methoxycarbonylpentyl-)5-carbamylpentyl-) amin TFA (21)

[0254] Einem 250 ml-Rundkolben, der mit 1,50 g (1,75 mMol) N-BOC-N,N-Bis-(N',N'-bis-(5-methoxycarbonyl-
pentyl-)5-carbamylpentyl-)amin (17) in 15 ml Methylenchlorid beflillt war, wurden 15 ml Trifluoressigsaure zu-
gesetzt. Die Mischung wurde 15 Minuten lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach konzentriert. Der Rick-
stand wurde mit 50 ml Methylenchlorid verdiinnt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der
Ruckstand wurde danach mit 50 ml Methanol verdinnt und erneut mittels Rotationsverdampfung konzentriert.
Der Rickstand wurde nochmals mit 50 ml Methylenchlorid verdinnt und erneut mittels Rotationsverdampfung
und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert.

Herstellung von TFA-Salz eines Tet-Gal-Nac-1-a-S-Pentylamin-Zweiges (22)

[0255] Einem 100 ml-Rundkolben, der mit 790 mg (0,313 mMol) eines N-BOC-Tet-Gal-Nac-1-a-S-C5-Zwei-
ges (20) beflllt war, wurden 10 ml Methylenchlorid und anschlieRend 10 ml Trifluoressigsaure zugesetzt. Die
Mischung wurde 15 Minuten lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach mittels Rotationsverdampfung kon-
zentriert. Der Rickstand wurde mit 150 ml Methylenchlorid verdiinnt und mit 2 x 100 ml Aliquots einer gesat-
tigten walrigen Natriumbicarbonat-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Magnesiumsulfat
getrocknet, vakuumfiltriert und danach zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuum-
pumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 690 mg des Produktes (22) in Form eines schaumigen
cremefarbenen Feststoffes (91 %).

Herstellung eines Tet-Gal-Nac-1-a-S-Pentylamin-Konjugats von modifiziertem Annexin V mittels SMCC-Deri-
vatisierung (25)

[0256] Das Tetragalactosyl-N-AC-1-a-S-pentylamin (22) wurde mit SMCC-Reagens in Triethylamin und DMF
bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Maleimidyl-Derivat (23) wird mit einem Anionenaustausch-Harz des Typs
AG-1 X8 (BioRad; Hydroxid-Form; 2 bis 6 m Equivalente/g) in walkrigem Methanol trituriert. Die Mischung wur-
de 15 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt und danach vakuumfiltriert. Das Harz wurde mit 50 ml entio-
nisiertem Wasser und danach mit 50 ml Methanol gesplilt. Die Filtrate wurden vereinigt und mittels Rotations-
verdampfung und anschlieRend mit einer Vakuumpumpe bei vollem Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies
ergab das Produkt 24 in Form eines trockenen Feststoffes. Die Konjugation von modifiziertem Annexin V-SH
mit einer mit einem Maleimidyl-Rest derivatisierten gesauertem Galactose wird durchgefiihrt in 5 bis 15 % DM-
SO-Ldsungsmittel mit einem pH-Wert im Bereich von 5 bis 8 in Borat-Puffer. Der Maleimidyl-Galactose-Cluster
wird dem Annexin V in molaren Verhaltnissen von 1 : 1; 5: 1 und 10 : 1 angeboten. Das monomere Galacto-
se-Cluster-Annexin V-Konstrukt wird danach mittels Gelfiltrations-Methoden gereinigt. Das Produkt wird da-
nach auf seinen Sulfhydrylgehalt untersucht, um den Derivatisierungsgrad zu bestimmen, um das Konjugat 25
in guter Ausbeute zu erhalten.

Herstellung von *™Tc-Galactose-Cluster-Annexin V-Konjugat (26)

[0257] Der *™Tc-N,S,-TFP-Ester wird hergestellt mittels des Verluma™-Kit-Markierungsverfahrens (Kasina,
S., Rao, T.N., Srinivasan, A., et al., Development and Biologic Evaluation of a Kit for Performed Chelate Tech-
netium-99m Radiolabeling of an Antibody Fab Fragment Using a Diamide Dimercaptide Chelating Agent, J.
Nucl. Med., 32, 1445-1451 (1991). Das *"Tc wurde in den N,S,-Liganden mittels Transchelatisierung von
¥mTe-Gluconat durch Erhitzen eingearbeitet. Der *™Tc-N,S,-TFP-Ester wird danach konjugiert mit dem Galac-
tose-Cluster-Annexin V-Konstrukt in einem 0,2 m Bicarbonat-Puffer, pH 10,0, fir eine Zeitdauer von 20 bis 30
Minuten bei Raumtemperatur. Das *“™Tc-N,S,-Galactose-Cluster-Annexin V-Konjugat wird durch Gelchroma-
tographie gereinigt; dies ergab 30 bis 40 % einer radiochemischen Ausbeute mit einer radiochemischen Rein-
heit von 285 % des Produktes 26.
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BEISPIEL XVI

Herstellung von Annexin-S-Galactose-Chelat-Verbindung
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[0258] Herstellung von modifiziertem Annexin V-Monomer-Konjugat von trifunktionellem Lysin-Addukt, wel-

ches die Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Einheit enthalt (36)

[0259] Die epsilon-Amino-BOC-Schutzgruppe des trifunktionellen Lysin-Addukts des Galactose-Clusters mit
der Chelat-Verbindung 31 wird umgesetzt mit Trifluoressigsaure in Methylenchlorid. Die Reaktionsmischung
wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt und getrock-
net und ergab ein epsilon-Amin ohne BOC-Schutzgruppe in guter Ausbeute. Das Rohprodukt wurde ohne wei-
tere Reinigung mit einem AG-1 X8-Anionenaustausch-Harz in walirigem Methanol 20 Stunden lang bei Raum-
temperatur trituriert. Die Mischung wurde filtriert, und das Harz wurde mit Methanol gespililt. Die Filtrate wurden
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vereinigt und konzentriert und dies ergab den O-deacetylierten N-Acetylgalactose-Cluster-Chelat-Verbin-
dung-Liganden des trifunktionellen Lysins als epsilon-Amin in guter Ausbeute. Die epsilon-Amin-Funktionalitat
wurde mit 1,2 Equivalenten SMCC-Reagens in DMF-LOsungsmittel in Gegenwart von 10 Equivalenten Triet-
hylamin bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Lésungsmittel wurde von der Reaktionsmischung entfernt, und
das Rohprodukt wurde an einer Silica-Gel-Saule chromatographiert. Dies ergab das mit Maleimidyl derivati-
sierte trifunktionelle Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Ligand-SMCC-Addukt des trifunktionellen Ly-
sin-Produktes 36 in einer guten Ausbeute.

BEISPIEL XVII

Herstellung von Annexin-S-Galactose-(Peptid)-Chelat-Verbindung

NH HN

Q puemns (0.5 Equiv) & ""Q
s—s coon P! (0,6 Equiv) s—s coo N
14
(auch 5, Figur 3)
N
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N.N'-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-4‘-hydroxysuccinimidylcarbonyl-
phenyl-)1.3-propyldiamin (14)

[0260] N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin 13 (auch 5, Fig. 3) wurde in DMF
geldst. Der Lésung wurden 0,5 Equivalente N-Hydroxysuccinimid zugesetzt und die Losung wurde mit einem
Magneten geriihrt. Der Reaktionsmischung wurden 0,6 Equivalente 10-(3-Dimethylaminopropyl-)3-ethylcarbo-
diimid (CDI) in Form seines Hydrochlorid-Salzes zugesetzt. Der pH-Wert der Reaktionsmischung wurde mit
Phosphatpuffer, 1,0 M, pH 7,0, auf einen Wert zwischen 5 und 6 eingestellt. Der Fortschritt der Reaktion wurde
mittels Dunnschichtchromatographie an Silica-Gel-Platten aufgezeichnet. Das Losungsmittel wurde unter Va-
kuum von der Reaktionsmischung entfernt und getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels Silica-Gel-Saulen-
chromatographie gereinigt. Die Fraktionen, die den Mono-NHS-Ester und die Mono-Saure enthielten, wurden
vereinigt und das Losungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt und getrocknet. Dies ergab die er-
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wiinschte Verbindung 14 in niedriger Ausbeute.

Herstellung des Annexin V-Monomer-S-Konjugat des Galactose-Cluster-Liganden des trifunktionellen Lysins
(43)

[0261] Der N,N'-Bis-(2-disulfidyl-6-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin-mono-NHS-Ester (14) wurde
mit 1,2 Equivalenten t-Butyltetraglycincarboxylat in Form seines Hydrochlorid-Salzes, im Handel erhaltlich von
der Firma Aldrich Chemical Company, in DMF-Ldsungsmittel unter Verwendung von 10 Equivalenten von Triet-
hylamin als Base umgesetzt. Das Lésungsmittel aus der Reaktionsmischung wurde unter Vakuum entfernt und
das Rohprodukt wurde mittels Silica-Gel-Saulenchromatographie gereinigt. Dies ergab das Peptid-Addukt 38
in guter Ausbeute. Der tertidre Butylester der Verbindung 38 wurde in einer TFA-CH,Cl,-Mischung entfernt. Die
Mischung wurde 1 Stunde lang gerihrt und das Lésungsmittel entfernt und getrocknet und ergab die Carbon-
saure des Ligand-Tetrapeptid-Addukts 39 in guter Ausbeute.

[0262] Die Carboxyl-Funktionalitdt des Tetraglycin-Ligand-Addukts 39 wurde mit 1,2 Equivaltenten
3,5,6-Tri-O-acetyl-NH-acetyl-tetra-galactosyl-e-HNBOC-a-Aminolysin 29a in DMF-Lésungsmittel und 5 Equi-
valenten Triethylamin in Gegenwart von 1,2 Equivalenten BOP-Reagens konjugiert. Das Losungsmittel aus der
Reaktionsmischung wurde unter Vakuum entfernt und getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels Sili-
ca-Gel-Saulenchromatographie gereinigt. Dies ergab Verbindung 40 des trifunktionellen Lysis-epsilon-Amins,
geschutzt mit BOC.

[0263] Die BOC-Gruppe von Verbindung 40 wird in einer TFA-CH,CI,-Mischung entfernt. Die Reaktionsmi-
schung wird 1 bis 2 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel aus der Reaktionsmischung
wurde entfernt und getrocknet. Das Rohprodukt wurde danach mit AG-1 X8-Anionenaustausch-Harz in walri-
gem Methanol bei Raumtemperatur trituriert. Die Mischung wurde filtriert, und das Harz wurde mit Methanol
gespdlt. Die Filtrate wurden vereinigt und konzentriert und dies ergab o-Deacetyl-N-acetyltetra-galactosyl-Li-
gand-Chelat-Verbindung des trifunktionellen Lysins in Form eines epsilon-Amins 41 in guter Ausbeute. Die
Aminoverbindung 41 wurde mit 1,2 Equivalenten SMCC-Reagens in 10 Equivalenten Triethylamin und
DMF-Ldsungsmittel derivatisiert. Die Reaktionsmischung wurde 1 bis 2 Stunden lang bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Das Lésungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde an einer Sili-
ca-Gel-Saule chromatographiert und ergab Maleimidyl-tetra-galactose-tetra-glycyl-peptidyl-Ligand-Che-
lat-Verbindung des trifunktionellen Lysins 42 in guter Ausbeute. Das Maleimidyl-Derivat 42 wurde danach kon-
jugiert mit modifiziertem Annexin V-SH bei einem pH-Wert von 5 bis 9 in Boratpuffer und/oder Phosphatpuffer.
Die Reaktionsmischung wurde 2 Stunden lang bei 25 bis 37 °C inkubiert. Das Schwefel-Addukt des modifizier-
ten Annexin-Konjugats wurde danach mittels Gelfiltration gereinigt und ergab das Konjugat 43 in guter Aus-
beute.

BEISPIEL XVIII

[0264] Verfahren zur Herstellung von Dimer-N-Galactose-Chelat-Verbindung oder S-Annexin-N-Galactose
(endogene Chelatisierung, kein Dimer) oder S-Annexin-N-Galactose-Chelat-Verbindung
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Herstellung von N-e-(tert-Butoxycarbonyl-1N'-a-trifluoracetyl-L-Lysin (28)

[0265] Einem 250 ml-Rundkolben, der mit 10,0 g (0,041 Mol) N-e-(tert-Butoxycarbonyl-)L-Lysin 27, im Handel
erhaltlich von der Firma BACHEM Bioscience Inc. (Tochtergesellschaft der BACHEM Switzerland, 3700 Hori-
zon Drive, Renaissance at Gulph Mills, King of Prussio, PA, 19406, USA) und 100 ml Methanol beflillt war, wur-
den 10,0 g (0,07 Mol) Ethyltrifluoracetat und anschlieRend 20,0 ml (0,144 Mol) Triethylamin zugesetzt. Die Mi-
schung wurde 20 Stunden lang bei 20 bis 30°C gerihrt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert.
Der Rickstand wurde mit 50 ml Diethylether verdiinnt und danach filtriert. Das Filtrat wurde danach mit 3 x 30
ml Aliquots einer 1 N walrigen HCI, 20 ml entionisiertem Wasser und letztendlich mit 20 ml entionisiertem Was-
ser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und kon-
zentriert. Der Ruckstand wurde unter Vakuum destilliert und dies ergab Produkt 28 in guter Ausbeute.
N-e-(tert-Butoxycarbonyl-)N'-a-trifluoracetyl-L-Lysin wurde mit Tri-o-acetyl-tet-Gal-Nac-1-a-S-Pentylamin in
Gegenwart von BOP-Reagens umgesetzt. Die aktivierte Carbonsawe reagierte mit dem Galasctosamin-Clus-
ter in DMF und Triethylamin und ergab das Galactose-Cluster-Lysin-Addukt 29 in guter Ausbeute. Der
N-a-Trifluoracetyl-Schutz des Lysins wurde entfernt und ergab den primaren a-Amino-Lysin-Galactose-Cluster
29a in mafiger Ausbeute.

Konjugation von Galactose-Cluster mit einer Chelat-Verbindung und Annexin-Komponenten (34)
Tetragalactosyl-Chelat-Verbindung-Konstrukt (29a-34)

[0266] Einer Mischung aus mit Amin verlangertem Tetra-Galactosylamin 29a und 1,2 Equivalenten
N,N'-Bis-(2-disulfidyl-4-hydroxycarbonylphenyl-)1,3-propyldiamin-mono-NHS-Ester in Dimethylformamid wur-
den 5 Equivalente Triethylamin zugesetzt. Die Mischung wurde 2 bis 24 Stunden lang bei 15 bis 30 °C geruhrt
und danach konzentriert. Der Riickstand wurde mit entionisiertem Wasser verdinnt und der pH-Wert wurde
durch Zugabe von 1 N walriger Chlorwasserstoffsaure auf 2,5 eingestellt. Die Mischung wurde mit Ethylacetat
gewaschen. Die walrige Phase wurde konzentriert. Der Riickstand wurde an einem Phasenumkehr-C-18-Si-
lica-Gel chromatographiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert, und
dies ergab so das Produkt 30 in guter Ausbeute. Die mit BOC geschiitzte epsiolon-Amin-Funktionalitat von Ver-
bindung 30 wurde entfernt durch Rihren bei Raumtemperatur in einer Trifluoressigsaure-Methylenchlorid-Mi-
schung. Die resultierende primare epsilon-Amin-Verbindung 31 wurde mit AG-1 X8-Anionenaustausch-Harz
(Hydroxid-Form) in einer Methanol/Wasser-Mischung 15 Stunden lang bei Raumtemperatur trituriert. Die Mi-
schung wurde filtriert, und das Harz wurde mit Methanol gesplilt. Die Filtrate wurden vereinigt und konzentriert
und dies ergab den o-deacetylierten N-Acetyl-Galactose-Cluster, der nach Umsetzung mit Bernsteinsaurean-
hydrid in Triethylamin und DMF bei Raumtemperatur das Hemibernsteinsdure-Addukt 32 in guter Ausbeute er-
gab. Die Hemibernsteinsaure-Funktionalitat der Verbindung 32 wurde aktiviert durch Umsetzung mit 1,1 Equi-
valenten N-Hydroxysuccinimid in Gegenwart von 1,2 Equivalenten eines DCC-Kupplungsmittels. Das Reakti-
onsprodukt wurde unter Vakuum konzentriert, und ergab ein Rohprodukt, das nach Reinigung mittels Sili-
ca-Gel-Saulenchromatogaphie den NHS-Ester 33 in maRiger Ausbeute ergab. Der NHS-Ester des Galacto-
se-Cluster-Chelat-Verbindung-Addukts des trifunktionellen Lysins wurde mit Annexin V bei einem pH-Wert von
6 bis 10 in Gegenwart von DMSO (0 bis 15 %) umgesetzt. Die Reaktion wurde durchgefiihrt bei 25 bis 37 °C
fur eine Zeitdauer von 1 bis 2 Stunden. Das rohe Konjugat wurde gereinigt durch Gelchromatographie und dies
ergab das Galactose-Cluster-Chelat-Verbindung-Annexin V-Lysin-Konjugat 34 in guter Ausbeute.

BEISPIEL XIX
Radiomarkierungs-Verfahren fir die Beispiele XVI, XVII und XVIII
Charakterisierung der Galactose-Cluster-Chelat-Annexin V-Konjugate

[0267] Die Proteinkonzentration wurde bestimmt unter Verwendung von A, von 0,6 fir 1 mg/ml Lésung von
Annexin V. Die Anzahl der Galactose-Reste pro Molekul Annexin V wurde bestimmt durch Messen der Ge-
samtzahl reaktiver Amine am Annexin V vor und nach der Umsetzung mit dem Galactosyl-Cluster-Chelat-Kon-
jugats unter Verwendung von Trinitrobenzolsulfonsaure, wie dies beschrieben wurde von Habeeb, Analytical
Biochemistry, 14, 328-336 (1966).

[0268] Auch die Anzahl der Galactose-Reste pro Molekul modifizierten Annexins V, die mittels Sulfhydryl kon-
jugiert waren, wurde bestimmt durch Messen des reaktiven Sulfhydryls an Annexin V vor und nach der Umset-
zung mit dem Galactosyl-Cluster-Chelat-Konjugat unter Verwendung von 3-Carboxy-4-nitrophenyldisulfid, DT-
NB, Elliman's Reagens, wie dies beschrieben wurde von Deakin, et al., Biochem. J., 89, 296 (1963). Die Fahig-
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keit des Galactose-Chelat-Annexins V an aktivierte Blutplattchen zu binden wurde bewertet, indem man seine
Fahigkeit bestimmte, die Bindung von unmodifiziertem, 1-125 radiomarkiertem Annexin V an frisch isolierte
menschliche Blutplattchen zu binden in Anlehnung an das Verfahren von Thiagarajan und Tait, J. Biol. Chem.,
265, 17, 240-243 (1990).

Radiomarkierungs-Verfahren zur Verwendung in nachgelagerten Chelat-Konjugations-Verfahren

[0269] Verfahren A: Zinn-Gluconat-Kits wurden hergestellt, die 5 mg Natriumgluconat, 100 Mikrogram Zinn-
chlorid, 1,0 mg (1 mg/ml) Galactose-Cluster-Chelat-Annexin V und 0,1 bis 1,0 mg Lactose enthielten. Der
pH-Wert wurde unter Verwendung von HCI, Essigsaure und NaOH zwischen 5 und 7 gehalten. Dem Zinn-Glu-
conat-Kit wurden 1,0 ml Natriumpertechnetat (Tc-99m) mit einer spezifischen Aktivitat von etwa 50 mCi zuge-
setzt. Die Phiole wurde 5 bis 30 Minuten lang bei 25 bis 30 °C inkubiert. Die prozentuale Bildung von markier-
tem Konjugat, verbleibendem Pertecnetat und hydrolysiertem/reduziertem Technetium wurde mittels ITLC in
12 % TCA als Entwicklungs-Lésungsmittel bestimmt.

[0270] Verfahren B: Zinn-Tartrat-Kits, die 0,5 ml Dinatriumtartrat (10 mg/ml) und 0,1 ml Zinnchlorid (1,0 mg/ml
Ethanol) enthielten, wurden in einer Vakuum-Phiole unter Stickstoff hergestellt. Der pH-Wert der LOsung wurde
zwischen 5 und 7, vorzugsweise bei 6,0, gehalten. Dieser Zinn-Tartrat-L6sung wurden 1,0 ml Natriumpertech-
netat (50 mCi) zugesetzt, und man liel die Lé6sung bei Raumtemperatur stehen. Einer evakuierten Phiole wur-
den nacheinander 200 pl Natriumphosphat (0,5 M, pH 8 oder 10) und 1,0 ml Galactose-Cluster-Chelat-Verbin-
dung-Annexin V-Konjugat (1,0 mg/Iml) zugesetzt. AnschlielRend wurde das Tc-99m-tartrat (50 mCi) zugesetzt,
und die Phiole wurde 5 bis 30 Minuten lang bei 25 bis 37 °C inkubiert. Die prozentuale Bildung von markiertem
Konjugat, verbleibendem Pertechnetat und hydrolysiertemireduziertem Technetium wurde mittels ITLC in 12
% TCA als Entwicklungs-Lésungsmittel bestimmt.
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Radiomarkierte Verbindung von Beispiel XVIII
BEISPIEL XX
Herstellung von modifiziertem Annexin V-Dimer durch rekombinante Verfahren

[0271] Ein Dimer aus zwei modifizierten Annexin V-Molekilen kann hergestellt werden durch rekombinante
DMS-Verfahren in Anlehnung an die Verfahren, die beschrieben wurden von Tait et al., J. Biol. Chem., 270,
21594 — 21599 (1995), zur Konstruktion und Expression von chimaren Molekiilen, die Annexin V enthalten.
Zuerst wurde an dem Annexin V-cDNS-Template-pPPAP-I-1 eine PCR durchgefiihrt mit Oligonukleotid-Pri-
mern, die an der Ndel-Stelle an dem 5'-Ende und an der BamHI-Stelle an dem 3'-Ende der Annexin V-Kodie-
rungssequenz (Aminosauren 1-320 und Stop-Codon) eingeflihrt wurden. Dieses PCR-Produkt wurde durch
Standardverfahren an den Ndel- und BamHI-Stellen des Plasmids pEP-12a (Novagen Corp., Madison, WI) klo-
niert, um das Plasmid pET-12a-Axl zu erzeugen. PCR wurde danach nochmals an dem Annexin V-cDNS-Tem-
plate-pPAP-1-1,6 mit Oligonukleotid-Primern, die an der Ndel-Stelle an dem 5'-Ende eingefuhrt wurden und
einer Sequenz, die die Aminosauren Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly codiert, und anschlieRend an der Ndel-Stelle an
dem 3'-Ende der Annexin V-Kodierungssequenz (Aminosauren 1-3210) durchgefiihrt. Dieses pCR-Produkt
wurde danach durch Standardverfahren an der Ndel-Stelle des Plasmids pET-12a-Axl kloniert, um das Plas-
mid PET-12a-Ax2 zu erzeugen. Die Herstellung des dimeren Annexin V-Molekuls durch Cytoplasma-Expres-
sion in E. coli aus Plasmid pET-12a-Ax2 wurde danach durch Standardverfahren durchgefuhrt, wie dies bei-
spielsweise gezeigt wurde durch Tait et al., 7. Biol. Chem., 270, 21594 — 21599 (1995).
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BEISPIEL XXI

Durchfiihrung der Galactosylierung (4-Mer-Zucker-Cluster) von modifziertem Annexin

A. Synthese von Zucker mit Linker
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E. Konjugation von modifiziertem Annexin V (Monomer) mit Verbindung 28

Modifiziertes

bt gy iy BT

29  Annexict
Herstellung von 1-b 3 4 6-Tetra-O-Acetyl-N-acetyl-galactosamin (2)

[0272] Einem 500 miI-Rundkolben, der mit 25,0 g (116 mMol) Galactosaminhydrochlorid (1, Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri) beflllt war, wurden 180 ml wasserfreies Pyridin und danach 115 ml Essigsdureanhy-
drid (1,22 Mol) zugesetzt. Die Mischung wurde 44 h lang bei 20 bis 30 °C geruhrt und danach in einen 2 Li-
ter-Becher, der 600 g Eis und 600 ml entionisiertes Wasser enthielt, gegossen. Die Mischung wurde 10 bis 15
Minuten lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach vakuumfiltriert. Die gesammelten Feststoffe wurden mit
4 x 100 ml Aliquots entionisiertem Wasser gesplilt, 2 h lang an der Luft getrocknet und danach 14 h lang unter
vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg} getrocknet. Dies ergab 39,8 g des Produktes in Form eines wei-
Ben Feststoffes (88 %): '"H-NMR (d,-DMSO); d 7,89 (1H, d), 5,63 (1H, d), 5,16 (1H, d), 5,07 (1H, dd), 4,28 bis
3,92 (4H, m), 2,11 (3H, s), 2,02 (3H, s), 1,99 (3H, s), 1,90 (3H, s) und 1,88 (3H, s) ppm.

Herstellung von 3,4,6,-Tri-O-Acetyl-N-acetyl-Galactosamin-l-b-nseudothioharnstoffhydrochlorid (4)

[0273] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 39,8 g (102 mMol) 2 befullt war, wurden 400 ml Acetylchlorid zuge-
setzt. Die Mischung wurde 64 h lang bei 47 bis 48 °C gerihrt. Die Mischung wurde konzentriert und danach
zweimal mit 200 ml Methylenchlorid verdiinnt und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vol-
lem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) erneut konzentriert. Dies ergab 40,2 g des Rohproduktes (3) in
Form eines dunkel-bernsteinfarbenen schaumigen Feststoffes: '"H-NMR(CDCI,); d 6,24 (1H, d), 5,61 (1H d),
5,43 (1H, dd), 5,27 (1H, dd), 4,83 bis 4,71 (1H, m), 4,48 (1H, t), 4,22 bis 4,01 (2H, 2 dd), 2,15 (3H, s), 2,02 (3H,
s), 2,00 (3H, s) und 1,98 (3H, s) ppm. Dem rohen Chlorid (3) in einem 1 Liter-Rundkolben wurden 9,3 g (122
mMol) Thioharnstoff und 150 ml Aceton zugesetzt. Die Mischung wurde unter RickfluR 40 Minuten lang ge-
rihrt und danach in einem Eisbad 30 Minuten lang abgekihlt und danach vakuumfiltriert. Die gesammelten
Feststoffe wurden mit 2 x 75 ml Aliquots Aceton gespiilt. Die Feststoffe wurden danach 45 Minuten lang an der
Luft getrocknet und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) 2 h lang getrocknet; dies ergab
33,0 g des Produktes (4) in Form eines hellbeigen Feststoffes (74% Gesamtausbeute aus 7): '"H-NMR (d6-DM-
SO); d 9,38 und 9,12 (2 breite Singletts, 3H), 8,36 (1H, d), 5,56 (1H, d), 5,34 (1H, d), 5,01 (1H, dd), 4,38 (1H
t), 4,22 bis 4,00 (3H, m), 2,11 (3H, s), 2,01 (3H, s), 1,92 (3H, s) und 1,81 (3H, s) ppm.

Herstellung von 1-b-Mercapto-3,4 6-tri-O-acetyl-N-acetyl-N-acetylgalactosamin (5)

[0274] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 30,0 g (67,9 mMol) des Pseudothioharnstoffes (4) in 175 ml Methy-
lenchlorid und 175 ml entionisiertem Wasser befiillt war, wurden 7,08 g (37,24 mMol) Natriummetabisulfit zu-
gesetzt und anschlielend vorsichtig 10,2 g (74,5 mMol) Kaliumcarbonat zugesetzt. Die Mischung wurde 40
Minuten lang bei Raumtemperatur gerthrt und die Mischung wurde danach in einen 500 ml-Scheidetrichter
Uberfiihrt. Die Schichten wurden getrennt und die walrige Phase wurde danach mit 2 x 125 ml Aliquots Me-
thylenchlorid gewaschen. Die organischen Extrakte wurden vereinigt, Uber wasserfreiem Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und konzentriert. Dies ergab 24,2 g (5) in Form eines sehr blassgelben (cremefarbenen) Fest-
stoffes (98 %): '"H-NMR (CDCl,); d 6,24 (1H, d), 5,61 (1H, d), 5,43 (1H, dd), 5,27 (1H, dd), 4,83 bis 4,71 (1H,
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m), 4,48 (1H, 1), 4,22 bis 4,01 (2H, 2 dd), 2,15 (3H, s), 2,02 (3H, ), 2,00 (3H, s) und 1,98 (3H, s) ppm.

Herstellung von N-BOC-S-Aminopentanol (7)

[0275] Einem 2 Liter-Dreihals-Rundkolben, der an dem mittleren Hals mit einem 500 ml Zugabe-Trichter und
an einem Seitenhals mit einem Ubergangsstiick zum Entliiften eines Gasblasenzéhlers ausgestattet war, wur-
den 40 g (0,388 Mol) 5-Aminopentanol (6) in 500 ml trockenem Acetonitril zugesetzt. Danach wurden 84,5 g
(0,387 Mol) Di-t-butyldicarbonat in 400 ml trockenem Acetonitril Gber einer Zeitdauer von 50 Minuten zugesetzt.
Die Mischung wurde 15 h lang bei 20 bis 30 °C geruhrt und danach konzentriert. Der Ruckstand wurde mit 600
ml Ethylacetat verdinnt und mit 2 x 200 ml Aliquots 0,5 N waRriger HCIl und 2 x 200 ml Aliquots entionisiertem
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfil-
triert und zunachst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm
Hg) konzentriert; dies ergab 74,5 g des Produktes (7) in Form eines nahezu farblosen Ols (88 %): 'H-NMR
(ds-DMSOQ); d 6,72 (1H, breites Triplett), 4,31 (1H, t), 3,43 bis 3,27 (2H, m), 2,87 (2H, Quartett), und 1,45 bis
1,10 (15H, s und Multiplett) ppm; 'H-NMR (CDCl,); d 4,58 (1H, breites Singlett), 3,65 (2H, t), 3,13 (2H, Quartett)
und 1,70 bis 1,30 (15H, Singlett und Multiplett) ppm: Dinnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Nin-
hydrin-Spray und Hitze); Silica-Gel, R; = 0,28 (Methylenchlorid/Methanol (95:5)).

Herstellung von N-BOC-5-Aminopentyltoluolsulfonat (8)

[0276] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 74,5 g (0,366 mol) N-BOC-Aminopentanol (7) in 400 ml Methylen-
chlorid befillt war, wurden 45 ml wasserfreies Pyridin und anschlielRend 74,1 g (0,389 Mol) p-Toluolsulfonyl-
chlorid zugesetzt. Die Mischung wurde 17 h lang bei Raumtemperatur gerthrt, mit 200 ml Methylenchlorid ver-
dinnt und mit 400 ml 0,5 N HCI, 2 x 200 ml Aliquots 0,5 N HCIl und 2 x 100 ml Aliquots entionisiertem Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde tber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfiltriert und
konzentriert. Der Rickstand wurde an einer Silica-Gel-Saule (11 x 23 cm) chromatographiert, zunachst mit Me-
thylenchlorid und danach mit Ethylacetat/Methylenchlorid (3 : 97) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt ent-
hielten, wurden vereinigt und zunachst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpum-
pen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 82,13 g des Produktes (8) in Form eines weifen Feststoffes:
'H-NMR (CDCl,); d 7,77 (2H, d), 7,31 (2H, d), 4,45 (1H, breites Singlett), 3,98 (2H, t), 3,03 (2H, t), 2,41 (3H, s)
und 1,80 bis 1,20 (15H, Singlett und Multiplett) ppm: Dinnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Nin-
hydrin-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,50 (Ethylacetat/Methylenchlorid (3 : 97)).

Herstellung von 3,4,6-Tri-O-acetyl-N-acetylgalactosamin-1-a-S-[5'-thiopentyl-N-BOC-amin] (9)

[0277] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 24,2 g (66,6 mMol) des Thiols (5) unter Stickstoffatmosphare befullt
war, wurden 350 ml trockenes Acetonitril zugesetzt. Die Mischung wurde Uber eine Zeitdauer von 20 Minuten
auf 40 bis 42 °C erhitzt, bis sich letztendlich die Feststoffe geldst hatten. 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en
(DBU; im Handel erhaltlich von der Firma Aldrich Chemical Company; 10,5 ml, 70,2 mMol) wurden danach zu-
gesetzt und die Mischung wurde 20 Minuten lang geriihrt. Danach wurden 24,0 g (67,1 mMol) des Tosylats 6
in 75 ml Acetonitril Gber eine Zeitdauer von 3 bis 4 Minuten zugesetzt. Die resultierende Mischung wurde 1,5
h lang bei 40 bis 25°C geruhrt und danach konzentriert. Der Ruckstand wurde mit 400 ml Methylenchlorid ver-
dinnt und zuerst mit 250 ml 0,5 N walriger HCI und danach mit 250 ml einer 5% igen walrigen Natriumbicar-
bonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesium getrocknet, vakuum-
filtriert und mittels eines Rotationsverdampfers konzentriert. Der Riickstand wurde an einer Silica-Gel-Saule
(21 x 7 cm) (hergestellt von der Firma E.M. Merck) chromatographiert und mit Ethylacetat/Hexan/Ethanol (55
:42,5: 2,5) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt, konzentriert und erneut chro-
matographiert an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (21 x 7 cm) (hergestellt von der Firma J.T. Baker) und mit je-
weils 500 ml Methanol/Wasser im Verhaltnis 50 : 50; 55 : 45; 60 : 40; 65 : 35 und 70 : 30 und anschlielend mit
Methanol/Wasser (75 : 25) eluiert, bis das gesamte Produkt von der Saule eluiert war. Die Fraktionen, die das
Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert. Der Rickstand wurde mit 500 ml Methylenchlorid ver-
dinnt und mit wasserfreiem Magnesiumsulfat behandelt. Die Mischung wurde vakuumfiltiert und das Filtrat
wurde zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg)
konzentriert; dies ergab 17,9 g des Produktes (9) in Form eines schaumigen weien Feststoffes: '"H-NMR
(ds-DMSO); d 9,38 und 9,12 (2 breite Singletts, 3H), 8,36 (1H, d), 5,56 (1 H, d), 5,34 (1H, d), 5,01 (1H, dd), 4,38
(1H, t), 4,22 bis 4,00 (3H, m), 2,11 (3H, s), 2,01 (3H, s), 1,92 (3H, s) und 1,81 (3H, s) ppm: Diinnschichtchro-
matographie (Sichtbarmachung mit p-Anisaldehyd-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,50 (Ethylacetat/He-
xan/Ethanol (57 : 40,5 : 2,5)); RP-18-Silica-Gel, Rf= 0,21 (Methanol/Wasser (65 : 35)).
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Herstellung von Methyl-6-bromhexanoat (12)

[0278] In einen 2 Liter-Rundkolben, der mit 99,7 g (0,511 Mol) 6-Bromhexanoat (Aldrich Chemical Co., Mil-
waukee, Wisconsin) und 1 Liter Methanol beftillt war, wurde 1 bis 2 Minuten lang Chlorwasserstoffgas einge-
blasen. Die Mischung wurde 18 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt und danach mittels Rotationsverdampfung kon-
zentriert. Der Rickstand wurde mit 500 ml Diethylether verdiinnt und mit 150 ml entionisiertem Wasser, 200
ml gesattigtem Natriumbicarbonat und danach nochmals mit 200 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und mittels Rotationsver-
dampfung konzentriert. Der Rickstand wurde unter Vakuum destilliert und dies ergab 99,6 g des Produktes
(12) in Form eines farblosen Ols (93 %): Siedepunkt = 93 bis 96 °C bei 3 mm Hg: 'H-NMR (d;-DMSO); d 3,57
(3H, s), 3,51 (2H, t), 2,30 (2H, t), 1,78 (2H, Pentett und 1,62 bis 1,28 (4H, m) ppm.

Herstellung von Methvl-6-aminohexanoat-hydrochlorid (14)

[0279] In einen 2 Liter-Rundkolben, der mit 101,3 g (0,722 Mol) 6-Aminohexanoat (13) (Aldrich Chemical Co.)
in 1 Liter Methanol beflllt war, wurde 3 bis 4 Minuten lang Chlorwasserstoffgas eingeblasen. Die Mischung
wurde 16 h lang bei 20 bis 30 °C geruhrt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Ruck-
stand wurde zweimal mit 500 ml Methanol verdinnt und erneut konzentriert (< 0,5 mm Hg). Man erhielt 140,1
g des Produktes (14) in Form eines weillen Feststoffes (100 %): '"H-NMR (d,-DMSO); d 9,40 (1H, breites Tri-
plett), 3,57 (3H, s), 3,15 (2H, Quartett), 2,29 (2H, t), 1,60 bis 1,38 (4H, m) und 1,32 bis 1,19 (2H, m) ppm.

Herstellung von Methyl-6-trifluoracetamido-)hexanoat (15)

[0280] Einen 2 Liter-Rundkolben, der mit 100,2 g (0,552 Mol) Aminhydrochlorid (14) und 1 Liter Methanol be-
fullt war, wurden 100 g (0,703 Mol) Ethyltrifluoracetat und anschlieRend 120 ml (0,861 Mol) Triethylamin zuge-
setzt. Die Mischung wurde 19 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt und danach mittels Rotationverdampfung kon-
zentriert. Der Rickstand wurde mit 500 ml Diethylether verdiinnt und danach filtriert. Das Filtrat wurde mit 3 x
300 ml Aliquots 1 N wassriger HCI, 200 ml entionisiertem Wasser, 2 x 200 ml Aliquots gesattigter walkriger Na-
triumbicarbonat-Losung und letztendlich mit 200 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und konzentriert. Der Ruckstand wurde unter
Vakuum destilliert und ergab 115,8 g des Produktes (15) in Form eines farblosen Ols: Siedepunkt = 113 bis 116
°C bei 120 mm Hg: 'H-NMR (d,-DMSO); d 3,57 (3H, s), 2,75 (2H, m), 2,29 (2H, t), 1,60 bis 1,40 (4H, m) und
1,37 bis 1,19 (2H, m) ppm.

Herstellung von N,N-Bis-(5-methox carbonvlpentyl-) amin-hydrochlorid (18)

[0281] Einem 5 Liter-Dreihalskolben, der mit einem Ruckflukihler ausgestattet war, der mit einem Gasblas-
zahler verbunden war, und der mit 20,9 g 60 % Natriumhydroxid (0,523 Mol) in 1 Liter wasserfreiem Dioxan
befullt war, wurden 100 g (0,416 Mol) sekundares Amid 15 in 200 ml trockenem Dioxan Uber eine Zeitdauer
von 20 Minuten zugesetzt. Die Mischung wurde 1 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt, und danach wurden 130 g
(0,622 mol) Bromid 12 in 100 ml Dioxan zugesetzt. Die Mischung wurde unter RuckfluR erhitzt und 7 h lang
geruht. Zusatzlich wurden 10 g der Verbindung 12 zugesetzt, und die resultierende Mischung wurde flr weitere
15 h geruhrt. Die Mischung wurde abgekuhlt und mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Rickstand
wurde mit 600 ml 1 N walriger HCI verdiinnt und mit 1 Liter Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde
danach mit 250 ml entionisiertem Wasser, 250 ml 5 % wafriger Natriumbisulfit-Lésung und letztendlich mit 250
ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde tber wasserfreiem Magnesiumsulfat ge-
trocknet, filtriert und konzentriert.

[0282] Der Riickstand wurde mit 300 ml entionisiertem Wasser und 500 ml Methanol verdiinnt und mit 200 ml
10 N walrigem Natriumhydroxid behandelt. Die Mischung wurde 16 h lang bei 20 bis 30 °C gerthrt und mittels
Rotationsverdampfung zu einem dicken Sirup konzentriert. Der Riickstand wurde mit 800 ml entionisiertem
Wasser verdinnt und mit 200 ml konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 1 bis 2 angeséauert. Die Mischung
wurde danach mit 3 x 300 ml Aliquots Diethylether gewaschen und die walirige Phase wurde danach mittels
Rotationsverdampfung zu einem dicken Sirup konzentriert. Der Rickstand wurde mit 1 Liter trockenem Metha-
nol verdiinnt und mittels Rotationsverdampfung erneut konzentriert. Der Riickstand wurde mit 1 Liter trocke-
nem Methanol verdinnt und danach wurde Chlorwasserstoffgas 2 bis 3 Minuten lang in die Mischung einge-
blasen. Die Mischung wurde 18 h lang bei 20 bis 30 °C gertihrt, und danach durch eine Celite-Filter (hergestellt
durch die Firma J.T. Baker) vakuumfiltriert. Die Feststoffe wurden mit 200 ml Methanol gespdilt. Die vereinigten
Filtrate wurden konzentriert. Der Riickstand wurde mit 1 Liter Methanol verdiinnt und Chlorwasserstoffgas wur-
de erneut 2 bis 3 Minuten lang in die Mischung eingeblasen. Die Mischung wurde 3 h lang geruhrt und danach
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konzentriert. Der Ruckstand wurde mit 1 Liter Methanol verdinnt und 10 g Aktivkohle wurden zugesetzt. Die
Mischung wurde 30 Minuten lang gerthrt und danach durch eine Celite-Filter vakuumfiltriert. Die Feststoffe
wurden mit 100 ml Methanol gewaschen und die vereinigten Filtrate wurden konzentriert. Der Ruckstand wurde
in heillem 2-Propanol gelést und man liel3 ihn danach erneut, zuerst bei Raumtemperatur und dann mittels Ver-
wendung eines Eisbades, kristallisieren. Die Feststoffe wurden filtriert und mit 3 x 75 ml Aliquots kaltem 2-Pro-
panol gespllt. Die Feststoffe wurden an der Luft getrocknet; dies ergab 70,5 g des Produktes (18) in Form ei-
nes weilden Feststoffes. Die Filtrate wurden vereinigt und konzentriert. Der Riickstand wurde erneut in 200 ml
2-Propanol kristallisiert und ergab zuséatzlich 15,3 g des Produktes von insgesamt 85,8 g (67 %): 'H-NMR
(ds-DMSO); d 8,69 (2H, breit), 3,57 (6H, s), 2,82 (4H, m), 2,30 (4H, t), 1,67 bis 1,43 (8H, m) und 1,28 bis 1,19
(4H, m) ppm; 1H-NMR (CD,OD); d 3,66 (6H, s), 3,42 (4H, t), 2,34 (4H, t), 1,75 bis 1,55 (8H, m) und 1,45 bis
1,25 (4H, m) ppm.

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(5-methoxycarbonylphentyl-)amin (19)

[0283] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 6,34 g (29,1 mMol) Di-t-butyldicarbonat und 9,00g (29,1 mMol)
N,N-Bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)amin-hydrochlorid (18) befullt war, wurden 125 ml wasserfreies Acetonitril
und anschliefend 7,5 ml Triethylamin zugesetzt. Die Mischung wurde 22 h lang bei Raumtemperatur gertihrt
und anschlieRend mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde mit 300 ml Ethylacetat
verdunnt und mit 2 x 100 ml Aliquots 0,1 N wafdrige HCI, 100 ml entionisiertem Wasser und 100 ml einer 5
%igen walkrigen Natriumbicarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat
getrocknet, vakuumfiltriert und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpum-
pen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 10,5 g des Produktes (19) als nahezu farbloses Ol (97 %):
'H-NMR (d,-DMSO); d 3,57 (6H, s), 3,07 (4H, t), 2,28 (4H, t), 160 bis 1,10 und 1,37 (21H, m und s) ppm: Diinn-
schichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,33 (Ethylace-
tat/Hexan (20 : 80)); RP-18-Silica-Gel, Rf = 0,17 (Methanol/Wasser (70 : 30)).

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(5-hydroxycarbonylphentyl-)amin (20)

[0284] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 10,5 g Bis-methylester 19 befillt war, wurden 75 ml Methanol und
anschlieBend 75 ml 1 N walriges Natriumhydroxid zugesetzt. Die Mischung wurde 16 h lang bei Raumtempe-
ratur gerthrt und danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde mit 75 ml entioni-
siertem Wasser verdinnt und der pH-Wert der resultierenden Lésung wurde durch langsame Zugabe von etwa
75 ml 1 N walriger HCI auf 2 bis 2,5 eingestellt. Danach wurden 200 ml Ethylacetat zugesetzt und die Mi-
schung wurde 3 Minuten lang heftig geruhrt. Die Mischung wurde in einen Scheidetrichter uberfuhrt und die
Schichten wurden getrennt. Die walirige Phase wurde mit 2 x 150 ml Aliquots Ethylacetat extrahiert. Die orga-
nischen Extrakte wurden vereinigt, Uiber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und vakuumfiltriert. Die Fil-
trate wurden zuerst mittels Rotationsverdampfung und anschlieRend unter vollem Vakuumpumpen-Druck (<
0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab 9,52 g des Produktes in Form eines viskosen, nahezu farblosen Ols (98
%): 'H-NMR (d-DMSO); d 3,07 (4H, t), 2,28 (4H, t), 1,58 bis 1,10 und 1,37 (21H, m und s) ppm: Diinnschicht-
chromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); RP-18-Silica-Gel, Rf= 0,44 (Metha-
nol/Wasser (70 : 30)).

Herstellung von N-BOC-N N-Bis-(N',N'-bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)5-carbamylpentyl-)amin (21)

[0285] Einem 1 Liter-Rundkolben, der mit 9,52 g (27,6 mMol) Bis-Saure (16) in 250 ml wasserfreiem Dime-
thylformamid befullt war, wurden 19,0 g (61,3 mMol) N,N-Bis-(5-methoxycarbonylpentyl-)amin-hydrochlorid
(18) und anschlieBend 30 ml Triethylamin zugesetzt. Wahrend die Mischung gertihrt wurde, wurden 25,7 g
(58,1 mMol) BOP zugesetzt. Die resultierende Mischung wurde 14 h lang bei Raumtemperatur geriihrt und da-
nach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Rickstand wurde mit 750 ml Ethylacetat verdinnt und
mit 250 ml 0,2 N waRriger HCI, 100 ml 0,1 N waRriger HCI, 100 ml entionisiertem Wasser und 2 x 100 ml Ali-
quots 5 %iger walriger Natriumbicarbonat-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfrei-
em Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfiltriert und mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Rick-
stand wurde an einer Silica-Gel-Saule (9 x 21 cm) chromatogaphiert und zuerst mit 70 % Ethylacetat/Hexan
und danach mit 100 % Ethylacetat eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt (21) enthielten, wurden vereinigt
und mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand wurde an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (7 x 23
cm) chromatogaphiert und zuerst mit Methanol/Wasser (75 25), danach mit Methanol/Wasser (80 : 20) und
letztendlich mit Methanol/Wasser (85 15) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt
und zuerst mittels Rotationsverdampfung und anschlielend unter vollem Vakuumpumpen-Druck konzentriert.
Der Riickstand wurde mit 500 ml Diethylether verdiinnt und die resultierende Lésung wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet. Die Mischung wurde vakuumfiltriert und das Filtrat wurde zuerst mittels Rotati-
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onsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert; dies ergab
17,80 g des Produktes (21) in Form eines nahezu farblosen, viskosen Ols (75 %): "H-NMR (d,-DMSO); d 3,57
(12H, s), 3,18 und 3,07 (12H, 2t), 2,32 bis 2,16 (12H, m), 1,61 bis 1,09 und 1,37 (45H, m und s) ppm: Dinn-
schichtchromatogaphie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); Silica-Gel, Rf = 0,50 (Ethylacetat);
RP-18-Silica-Gel, Rf = 0,30 (Methanol/Wasser (85 15)).

Herstellung von N-BOC-N,N-Bis-(N',N'-bis-(5-hydroxycarbonylpentyl-)5-carbamyl-pentyl)amin (22)

[0286] Einem 500 ml-Rundkolben, der mit 7,88 g (9,20 mMol) Tetramethylester (21) in 75 ml Methanol befullt
war, wurden 70 ml 1 N walriges Natriumhydroxid zugesetzt. Die Mischung wurde 16 h lang bei Raumtempe-
ratur gerGhrt und danach mittels Rotationsverdampfung zu einem dicken Sirup konzentriert. Der Rickstand
wurde mit 50 ml entionisiertem Wasser verdinnt und unter heftigem Ruhren wurde der pH-Wert der Losung
durch langsame Zugabe von etwa 70 ml 1 N wafriger HCI auf 2 bis 2,5 eingestellt, wobei das Produkt (22) in
dem Verfahren als Ol austrat (eine fliissige Phase trennte sich von einer anderen fliissigen Phase). Die Mi-
schung wurde mit 200 ml 2-Propanol/Methylenchlorid (3 : 1) und anschliefsend mit 3 x 100 ml Aliquots 2-Pro-
panol/Methylenchlorid (3 : 1) extrahiert. Die organischen Extrakte wurden vereinigt, Uber wasserfreiem Mag-
nesiumsulfat getrocknet, filtriert und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuum-
pumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert. Dies ergab 7,70 g eines nahezu farblosen dicken Sirups, der aus
6,93 g des erwinschten Produktes (22; 94 %) und 0,77 g 2-Propanol bestand (durch NMR-Integration):
'H-NMR (d;-DMSO); d 3,18 und 3,07 (12H, 2 t), 2,37 bis 2,12 (12H, m), 1,60 bis 1,10 und 1,37 (45H, m und s)
ppm; Dunnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); RP-18-Silica-Gel, Rf =
0,50 (Methanol/Wasser (70 : 30)).

Herstellung eines N-BOC-Tet-Gal-Nac-1-a-S-C5-Zweiges (23)

[0287] Einem 250 ml-Rundkolben, der mit 4,05 g (7,38 mMol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-N-acetyl-galactosa-
min-1-a-S-[5'-thiopentyl-N-BOC-amin] (9) befiillt war, wurden 20 ml Methylenchlorid und anschliefend 20 ml
Trifluoressigsare zugesetzt. Die Mischung wurde 15 Minuten lang bei Raumtemperatw gerthrt. Die Mischung
wurde mittels Rotationsverdampfung konzentriert und der Riickstand wurde dreimal mit 75 ml Methylenchlorid
verdinnt und erneut konzentriert; dies ergab 6,27 g Riickstand, namlich eine Mischung aus dem erwiinschten
Produkt (10) und restlicher Trifluoressigsaure: 'H-NMR (CD,OD); d 5,61 (1H, d), 5,41 (1H, dd), 5,01 (1H, dd),
4,62 bis 4,47 (2H, m), 4,11 (2H, d), 2,91 (2H, t), 2,74 bis 2,48 (2H, m), 2,11 (3H, 2 s), 2,00 (3H, s), 1,93 und
1,91 (6H, 2 s) und 1,37 bis 1,10 (6H, m) ppm. Einem separaten 250 ml-Rundkolben, der mit 1,33 g des Sirups,
der 90 Gew.-% der Verbindung 20 enthielt (netto 1,20 g; 1,50 mMol) befiillt war, wurden 50 ml wasserfreies
Dimethylformamid zugesetzt. Um das restliche 2-Propanol zu entfernen, wurde die Mischung zuerst mittels
Rotationsverdampfung und anschlieRend unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 mm Hg) konzentriert.
Dem Ruickstand wurden 20 ml wasserfreies Dimethylformamid und 10 ml trockenes Triethylamin zugesetzt.
Der resultierenden gerihrten Lésung wurde eine Dimethylformamid-Lésung des Rohproduktes 10 (insgesamt
30 ml wasserfreies Dimethylformamid) zugesetzt und die resultierende Mischung wurde 2 h lang bei Raum-
temperatur geruhrt. Die Mischung wurde danach mittels Rotationsverdampfung konzentriert. Der Riickstand
wurde danach mit 250 ml Methylenchlorid verdinnt und mit 2 x 100 ml Aliquots 1 N waRriger HCI, 100 ml en-
tionisiertem Wasser und danach mit 100 ml gesattigter walriger Natriumbicarbonat-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde tber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, vakuumfiltiert und mittels Rotations-
verdampfung konzentriert. Der Rickstand wurde an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (5,5 x 19 cm) chromatogra-
phiert und mit jeweils 250 ml Methanol/Wasser (65 : 35), Methanol/Wasser (70 : 30), Methanol/Wasser (75 :
25) und anschliel3end mit 800 ml Methanol/Wasser (80 : 20) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten,
wurden vereinigt und zuerst mittels Rotationsverdampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck
konzentriert. Dies ergab 3,55 g eines schaumigen weil3en Feststoffes (94 %). Dieses Material wurde danach
an einer Silica-Gel-Saule (5,5 x 20 cm) chromatographiert und mit Ethylacetat/Methanol (80 : 20) eluiert. Die
Fraktionen, die nur das erwlinschte Produkt (23) enthielten, wurden vereinigt und zuerst mittels Rotationsver-
dampfung und danach unter vollem Vakuumpumpen-Druck (< 0,5 nun Hg) konzentriert. Dies ergab 2,83 g des
erwiinschten Produktes in Form eines rein weillen schaumigen Feststoffes (75 %): '"H-NMR (CD,0D); d 5,58
(4H, d), 5,42 (4H, dd), 5,01 (4H, dd), 4,63 bis 4,51 (8H, m), 4,20 bis 4,00 (8H, m), 3,35 bis 3,10 (20H, m), 2,73
bis 2,47 (8H, m), 2,32 (4H, t), 2,25 bis 2,08 (20H, m und s), 2,00 (12H, s), 1,93 und 1,91 (24H, 2s), 1,71 bis
1,20 (69H, m und s) ppm; Dinnschichtchromatographie (Sichtbarmachung mit Ninhydrin-Spray und Hitze); Si-
lica-Gel, Rf = 0,47 (Ethylacetat/Methanol (75 : 25)).

[0288] Einer Losung aus 155 mg 23 in 1,0 ml CH,CI, wurden 1,0 ml Trifluoressigsaure zugesetzt. Die Mi-

schung wurde 15 Minuten lang bei Raumtemperatur geriihrt und danach konzentriert. Der Ruckstand wurde
mit 5 ml CH,CI, verdiinnt und erneut konzentriert. Der Riickstand wurde in 5 ml CH,CI, geldst und mit 10 ml
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gesattigter walriger Natriumbicarbonat-Lésung gewaschen. Die waRrige Phase wurde zuriickextrahiert mit 3
x 5 ml CH,Cl,/2-Propanol (3 : 1). Die organischen Phasen wurden vereinigt, Gber Natriumsulfat getrocknet, fil-
triert und konzentriert. Der Ruickstand wurde dreimal in 5 ml CH,CI, gel6st und erneut konzentriert; dies ergab
153 mg des Rohproduktes.

[0289] Einer LOsung aus 145 mg des Rohproduktes 24 in 2 ml Methanol wurden 1,0 g AG1-X8-Anionenaus-
tausch-Harz (Biorad; Hydroxid-Form; 2,3 mequiv/g) und anschlieRend 3 ml entionisiertes Wasser zugesetzt.
Die Mischung wurde 16 h lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach filtriert. Das Harz wurde mit 10 ml Me-
thanol/Wasser (1 : 1) gespllt und die vereinigten Filtrate wurden danach konzentriert. Der Riickstand wurde
an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (3 x 11 cm) chromatographiert und mit Methanol/Wasser/1 N walrige HCI (50
: 50 : 0,2) eluiert. Dies ergab 112 mg Produkt (96 %): NMR (D,O); 6 5,48 (4H, d), 4,37 bis 4,20 (8H, m), 3,98
(4H, d), 3,87 bis 3,70 (12H, m), 3,40 bis 3,21 (8H, m), 3,15 (8H, t), 3,03 (4H, t), 2,61 (8H, m), 2,40 (4H, t), 2,21
(8H, t), 2,02 (12H, s) und 1,78 bis 1,15 (60H, m) ppm. TLC, Rf= 0,59 (Methanol/Wasser/1 N waRrige HCI (70
:30:0,2)).

[0290] 1,01 g Maleimidopropionsaure-NHS-Ester 26 in 10 ml trockenem DMF wurden 750 mg 6-Aminocap-
ronsaure und anschliefend 1,5 ml trockenes Diisopropylethylamin zugesetzt. Die Mischung wurde 3,5 h lang
bei Raumtemperatur geriihrt und danach konzentriert. Der Riickstand wurde an einer RP-18-Silica-Gel-Saule
(3,5 x 18 cm) chromatographiert und mit Methanol/Wasser/1 N walrige HCI (40 : 60 : 0,1) und danach mit Me-
thanol/Wasser (50 : 50) eluiert. Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und konzentriert.
Dies ergab 956 mg des Produktes 27 in Form eines weil3en Feststoffes (89 %): NMR (DMSO - 200 MHz); 6
7,90 (1H, t), 7,01 (2H, s), 3,60 (2H, t), 2,98 (2H, Quartett), 2,31 (2H, t), 2,19 (2H, t) und 1,58 bis 1,13 (5H, m)
ppm. TLC, Rf= 0,55 (Methanol/Wasser (50 : 50)).

[0291] 10 ml Maleimid-Carbonsaure 27 in 1,0 ml trocknem DMF wurden 100 pl trockenes Diisopropylethyla-
min und 15 mg BOP zugesetzt. Die Mischung wurde 15 Minuten lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach
wurden 17 mg 25 zugesetzt. Die Mischung wurde zwei Stunden lang bei Raumtemperatur gertihrt und danach
konzentriert. Der Riickstand wurde an einer RP-18-Silica-Gel-Saule (2,5 x 16 cm) chromatographiert und mit
Methanol/Wasser (60 : 40 : 0,2) eluiert. Dies ergab 6,5 mg des Produktes 28 (34 %): NMR (CD,0D - 200 MHz);
66,83 (2H, s), 5,53 (4H, d), 4,41 (4H, dd), 4,18 (4H, t), 3,90 (4H, d), 3,81 bis 3,67 (12H, m), 3,33 (12H, m), 3,15
(10H, t), 2,60 (8H, m), 2,38 (6H, m), 2,19 (8H, m), 1,97 (12H, s) und 1,75 bis 1,20 (66H, m) ppm.

C. Konjugation von Annexin V-SH mit Verbindung 28

[0292] Die Konjugation von Annexin an den Maleimidyl-4-mer-Zucker-Cluster bedingt die Inkubation von An-
nexin V-SH mit Dithiothreitol (DTT), um sicherzustellen, daf die Sulfhydryl-Einheit des Annexins vollstandig
reduziert wird, die Reinigung durch Grélen-Ausschlulichromatographie, um berschissiges DTT zu entfer-
nen, und anschlieBend die sofortige Umsetzung mit dem Maleimidyl-Agens.

[0293] Insbesondere wurden 2,25 ml Annexin V-SH (4,1 mg pro ml 10 mMol MES-Puffer, pH 6,0, der 150
mMol Natriumchlorid enthielt) (d.h. 0,26 pMol) wurden 45 uMol DTT in 0,05 ml Wasser zugesetzt, um eine End-
I6sung von 20 mMol DTT zu erhalten. Nach Inkubation bei Raumtemperatur fir eine Zeitdauer von 30 Minuten
wurden 1,1 ml Aliquots der Reaktionslosung auf PD-10-Sephadex®-Groken-Ausschlulichromatophra-
phie-Saulen aufgetragen, die zuvor mit einem mit Stickstoff gesattigten 30 mMol Natriumphosphat-Puffer,
pH-Wert: 6,75, der 150 mMol Natriumchlorid enthielt, equilibriert worden waren. Die 2,4 bis 4,8 ml-Fraktionen
aus jeder Saule wurden danach gepoolt und sofort danach wurden 2,6 pMol (5,7 mg) der festen Verbindung
26 zugesetzt. Nach dem Ruhren, um alles aufzulésen, wurde die Reaktionsmischung 2 h lang bei Raumtem-
peratur inkubiert und danach erschépfend gegen eine mit Phosphat gepufferte Kochsalzlésung dialysiert.

[0294] Um die Derivatisierung zu bestatigen, wurde eine Matrix-unterstitzte Laser-Desorptions-lonisation
(MALDI) an mit destilliertem Wasser dialysiertem Konjugat durchgefihrt, die eine Spezies mit einem MW von
38.548 (m/e) anzeigte, was auf ein 1 : 1-Konjugat hinwies.

Patentanspriiche

1. Modifiziertes Annexin, das ein Annexin umfal3t, das modifiziert ist, um eine zugangliche Sulfhydrylgrup-
pe bereitzustellen.

2. Konjugat, das umfaldt:
ein modifiziertes Annexin nach Anspruch 1, wobei die Modifikation eine zugangliche Sulfhydrylgruppe bereit-

71/82



DE 697 28 046 T2 2005.03.17

stellt; und
eine Hexose-Einheit, die von einem Saugerleberrezeptor erkannt wird, wobei die Hexose-Einheit an das An-
nexin konjugiert ist.

3. Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 die zugangliche Sulfhydrylgruppe durch Cy-
stein bereitgestellt ist.

4. Konjugat nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dal das Konjugat weiter umfaiit: einen N,S,
Chelatbildner, wobei die Hexose-Einheit direkt oder Gber den Chelatbildner an das modifizierte Annexin kon-
jugiert ist und der Chelatbildner direkt oder tber die Hexose-Einheit an das modifizierte Annexin konjugiert ist.

5. Konjugat nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal® das Konjugat die folgende Konfiguration hat:
Hexose-Einheit — modifiziertes Annexin V — Chelatbildner oder Chelatbildner — Hexose-Einheit — modifiziertes
Annexin V oder Chelatbildner — spaltbarer Linker — Hexose-Einheit — modifiziertes Annexin V.

6. Konjugat nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dal® das Konjugat weiter ein Radionuklid
umfaldt, das direkt an das modifizierte Annexin komplettiert ist.

7. Konjugat, das umfafdt:
ein Annexin-Multimer nach Anspruch 1; und
einen an das Annexin konjugierten N,S, Chelatbildner.

8. Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da das Multimer zwei oder mehr modifizierte An-
nexin-Molekile umfaft, die durch Disulfidbindungen zwischen einer oder mehreren der zuganglichen Sulfhy-
drylgruppen auf den entsprechenden Annexinen verknlpft sind.

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daf} das Multimer ein Dimer ist.

10. Konjugat nach Anspruch 7 oder 9, dadurch gekennzeichnet, da das Konjugat die folgende Konfigu-
ration hat:
Hexose-Einheit — Multimer — Chelatbildner
oder Chelatbildner — Hexose-Einheit — Multimer.

11. Konjugat nach Anspruch 4 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB der N,S, Chelatbildner ein Estera-
se-sensitiver N,S -Chelatbildner ist.

12. Konjugat nach Anspruch 7, das weiter umfafit: eine Hexose-Einheit, die von einem Saureleberrezeptor
erkannt wird, wobei die Hexose-Einheit direkt oder Gber den Chelatbildner an das Multimer oder Annexin kon-
jugiert ist und der Chelatbildner direkt oder tber die Hexose-Einheit an das Multimer oder Annexin konjugiert
ist.

13. Konjugat nach Anspruch 2 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dal® die Hexose-Einheit einen Cluster
umfaldt, der wenigstens drei Hexose-Reste enthalt, verbunden in einer verzweigten Konfiguration, und dal® der
Cluster an einem einzigen Verknupfungspunkt an das Annexin konjugiert ist.

14. Konjugat nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daf die Hexose-Reste unabhangig ausgewahit
sind aus Galactose, Mannose, Mannose-6-phosphat, N-Acetylglucosamin, Pentamannosylphosphat, Glucose,
N-Galactosamin, N-Acetylgalactosamin, Thioglykosiden von Galactose, D-Galaktosiden und Glucosiden.

15. Konjugat nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da der Hexose-Rest N-Acetylgalactosamin ist.

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dal} der Cluster:

, OH -
(( {_OH §—(CHz)—H"C "(CHz)s}N"C —(cuz)s)jw
\ X 2 2

OH
umfaft, worin X H oder CH, ist.
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17. Konjugat nach Anspruch 5 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dal} das Konjugat weiter einen spaltba-
ren Linker zwischen dem Chelatbildner und der Hexose-Einheit umfaft.

18. Konjugat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dal® der spaltbare Linker ausgewahlt ist aus Mo-
nosacchariden, Polysacchariden, Polyaminosduren, Hydroxyalkylacrylamiden, Polyethylenglykol-basierten
hydrophilen Polymeren, biologisch abbaubaren Polymeren, die eine Ether- oder Esterverkniipfung enthalten,
Dextran oder Hemisuccinylestern.

19. Konjugat nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, daf} das Konjugat die folgende Konfi-
guration hat:
Chelatbildner — spaltbarer Linker — Multimer.

20. Konjugat nach einem der Anspriche 2 bis 19, dadurch gekennzeichnet, da das Annexin Annexin V ist.

21. Konjugat nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Aminosaure an Position 316 des Anne-
xins zu Serin mutiert ist.

22. Konjugat nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daf® die Modifikation des Annexins eine Amino-
saureverlangerung am N-Terminus umfalt, wobei die Aminosaureverlangerung die zugangliche Sulfhydryl-
gruppe umfaft.

23. Konjugat nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dall die Verlangerung wenigstens etwa zehn
Aminosauren, vorzugsweise wenigstens sechs Aminosauren umfaft.

24. Konjugat nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet dal® die zugangliche Sulfhydrylgruppe
durch Cystein bereitgestellt ist.

25. Konjugat nach einem der Anspruche 4 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dafd der N,S, Chelatbildner ein
N,S,-Chelatbildner ist.

26. Konjugat nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daf3 der N,S,-Chelatbildner die folgende Formel
aufweist:

worin T H, CH, ist oder eine funktionelle Gruppe trégt und n 0 oder 1 ist.

27. Konjugat nach einem der Ansprlche 4 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dad der N,S, -Chelatbildner
ein N,S-Chelatbildner ist.

28. Konjugat nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dal? der N,S-Chelatbildner die folgende Formel
aufweist:

Qo ..
1
[
.

HN O .. .
'-n,

worin R Ethoxyethyl ist und R' Tetrafluorphenyl ist.
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29. Konjugat nach einem der Anspriiche 4 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dal3 das Konjugat weiter ein
Radionuklid umfaf3t, das durch den Chelatbildner komplettiert ist.

30. Konjugat nach einem der Anspriiche 6 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dafl3 das Radionuklid ausge-
wahlt ist aus F-18, Cu-64, Ga-67, Ga-68, Re-186, Re-188, 1-123, 1-125, Cu-67, Tc-99m, Tc-94, Ru-95 und
In-111.

31. Konjugat nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dal® das Radionuklid Technetium-99m ist.

32. Konjugat nach einem der Anspriiche 2, 4, 7, 29 oder 30 zur Verwendung in einem diagnostischen oder
therapeutischen Verfahren.

33. Konjugat nach einem der Anspriiche 2, 4, 7, 29 oder 30 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be-
handlung eines vaskularen oder kardialen Zustandes.

34. Fur direkte radioaktive Markierung geeignetes modifiziertes Annexin, das ein Annexin umfal3t, das mo-
difiziert ist, um eine zugangliche Sulfhydrylgruppe bereitzustellen, die an der Komplexierung eines Radionuk-
lids teilnehmen kann.

35. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Modifikation des Annexins
eine Aminosaureverlangerung am N-Terminus umfaft, wobei besagte Aminosaureverlangerung die zugangli-
che Sulflfydrylgruppe umfaft.

36. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daf} die Sulfhydrylgruppe innerhalb
von zehn Aminosauren vom N-Terminus liegt.

37. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dal® die Aminosaureverlangerung
weiter Glycin umfaf3t.

38. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dal} die zugangliche Sulfhydryl-
gruppe durch Cystein bereitgestellt ist.

39. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dal® die Aminosaureverlangerung
weiter Glycin umfaf3t.

40. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dafd das Annexin Annexin V ist.

41. Modifiziertes Annexin nach einem der Anspriiche 35 bis 40, dadurch gekennzeichnet, dal® das modifi-
zierte Annexin weiter ein Radionuklid umfal3t, das direkt an das modifizierte Annexin komplexiert ist.

42. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, da das Radionuklid ein diagnos-
tisches Radionuklid ist.

43. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, daf’ das Radionuklid F-18, Cu-64,
Cu-67, Re-186, Re-188, Pd-100, Pd-109, Bi-212, Pb-212, Ga-67, Ga-68, Tc-99m, Tc-94, Ru-95, Ru-105,
Rh-99, Rh-105, In-111, I-123, I-125, Sm-153, Lu-177, Lu-170, Pt-189, Pt-193, Au-199 oder Hg-197 ist.

44. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daR das Radionuklid Cu-64, Cu-67,

Re-186, Re-188, Pd-100, Pd-109, Bi-212, Pb-212, Ga-67, Ga-68, Tc-99m, Tc-94, Ru-95, Ru-105, Rh-99,
Rh-105 oder In-111 ist.

45. Modifiziertes Annexin nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, daf3 das Radionuklid Tc-99m ist.

46. Modifiziertes Annexin nach einem der Anspriiche 34, 35, 41 oder 43 zur Verwendung in einem diag-
nostischen oder therapeutischen Verfahren.

47. Modifiziertes Annexin nach einem der Anspriiche 34, 35, 41 oder 43 zur Herstellung eines Arzneimittels
zur Behandlung eines vaskularen oder kardialen Zustandes.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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= (HO»C = - o
2) HCl ag, pH 1.5-2.0 (HOz VV\)Z NBOC 5o, owr, RT

0
i 1) MeOH, NoOH aq
Me0 7€ N-C NBOC )y
((Me0 V\/\)2 \/\/\)2 2) HCl ag, pH 1.5-2.0

0
N X, Triethylamin
HO»C N-C NBOC = -
((Hoy vv\)2 vv\)2 30F D RT

0
€, Triethylamin

0
il i
MeOoC N-C N-C -—
(((Me02 VWA 0w vv\)2 NBOC S0 o &7

o M 9 % 0 Trifluoressigsé
rirluoressigsaure
VMAN-C\AA) N-C\an) N-Caan) N
((( OH | VW, =) H-0an) NBOC e
OH ® ‘
o O 0 0 0

((( oH Y VWA rll-c':lw\)z N-C VA, H-CAAAH < TFA

. oM Me

Fig. 5B
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MeOoC MM o et BOC - ON, Tricthylamin :
26 \Wv/ —— | 2 \Wv
1) NoOH oq, MeOH o HOoC RHBOC
2) HOl og, pH 15-20 & VW
HO OH 0 s 9! 9! (l)l x, Triethylamin
VWAN- N-C N-C oTFA = -—
((( @:/ BA%UYA WV, VWA T DWF, RT
, OH Me
OM 0
HO 0.5 i ?l i i
(W< VVAK-C\AA)L H-EVAA) R-C\AN) NGy MHBOC
2
o s
Trifluoressigsiure
RT, 15 min
OH :
wo M o 8 i 2 K
(( Kom— Y "WWAN-CV), N-E\AN) H-Eaan) H-Cuap i < TFA
on M ’ 2

N -

Fig. 6
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Nde |
T7 PROMOTER

Fig. 7

TERMINATOR
pET-120-PAPI

~ 5571bp

ampR

Annexin-Dimer

®

NH
|
ry ‘,’. hon®
'{:5\ NV\nu—c\N\) NH-C W\) NH-C -(W
NHAc l
c=0 :
S—S R
HN  NH

Fig. 9
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EcoR V(378)

Cla I(24) Hind 111(29)
EcoR 4672 EcoR V(187) Es 58
" ::(’46:') ) Nhe 1(229) Bo':nl"i( 41(51)0)'
P Sal I(517)
Ssp 1(4483) Avr (562
Sca I{4159) \ :6‘: :;g?gi
Bgl N(676)

Pst 1(3924) T7-Transkriptions- Seh 1(873)
Expressions-Bereich EcoN 1{933)
ET-12a
4674bp)
Xma 11(1250)
BspM 1(1365)
AlwN 1(3202)

Bsm 1(1670)
Ava I(1736)

Afl 1(2786) Bal 1(1757)

Tih W (2531)

Pw 1(2377)
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