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(57) Abstract: The use of apeptide (1) for producing an agent for detecting neurons (18) which express an acetylcholine receptor
(4) is described. The peptide (1) binds to the acetylcholine receptor (4) and has an ''C carbon atom. Also described is a radiophar-
macon for detecting neurons (18) which express an acetylcholine receptor (4). This comprises a peptide (1) which binds to the
acetylcholine receptor (4) and has an ''C carbon atom.

(57) Zusammenfassung: Eswird die Verwendung eines Peptids (1) zur Herstellung eines Agens zur Detektion von Neuronen
(18), die einen Acetylcholinrezeptor (4) exprimieren, beschrieben. Das Peptid (1) bindet an den Acetylcholinrezeptor (4) und
weigt ein ''C-Kohlenstoffatom auf. Ferner wird ein Radiopharmakon zum Nachweis von Neuronen (18), die einen Acetylcholinre-
zeptor (4) exprimieren, beschrieben. Dieses umfasst ein Peptid (1), das an den Acetylcholinrezeptor (4) bindet und ein 'C-Koh-
lenstoffatom aufweist.
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Beschr ei bung

““C-markiertes Peptid zur Detektion von Neuronen, die einen

Acet yl chol i nrezept or exprimeren

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Peptids zur Her -
stellung eines Agens zur Detektion von Neuronen, die einen
Acet yl chol i nrezept or exprimeren. Sie betrifft ferner ein Ra-
di ophar makon, das ein solches Peptid unfasst, zum Nachweis

von Neuronen, die einen Acetylcholinrezeptor exprim eren.

Ei ne Herausforderung der nodernen Medizin ist die korrekte
Di agnose von, zunehnend haufiger auftretenden, neur ol ogi schen
Er kr ankungen. Darunter fallen eine Vielzahl sehr unterschied-
licher Krankheiten des Zentral nervensystens (ZNS) , wie De-
menz, Morbus Parkinson und Schizophrenie, und des Peripher-
nervensyst ens (PNS) , wie Miskel schwéache und Miltiple Sklero-
se. Manche dieser Krankheiten koénnen nur schwer gegen andere
abgegrenzt werden, weil sich einerseits ihre Krankheitsmerk-
mal e ahneln und andererseits, vor allem in den Frihstadi en,
oft atypische Synptone auftreten. Die heute gesellschaftlich
sehr bedeut enden neurol ogi schen Erkrankungen Al zhei merdenenz
und Morbus Parkinson gehen beide auf den Verlust von Neuronen
des ZNS zurick und &uBern sich anfangs durch unspezifische,
nicht eindeutig klassifizierbare Synptone. Das erschwert eine
exakte Diagnose und erhoht die Gefahr einer falschen Behand -

lung des Patienten.

Weil einige neurol ogische Erkrankungen durch den Verlust von

Neuronen des ZNS oder PNS gekennzei chnet sind, wird im Rahnen
ei ner Diagnose, mittels Conmputer- (CT) oder Kernspintonogra -
phie (MRT) untersucht, ob die Gehirnmasse reduziert ist oder

mt fortschreitender Erkrankung abnimmt. Mt herkdémmiichen

Verfahren kann aber lediglich die gesante Masse bzw. Dichte
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der Gehirnzellen wund, mttels Positronen-Em ssions-

Tonographie (PET) , deren Stoff Wechsel aktivitat ermttelt wer-
den. Es ist jedoch nicht nbglich einzelne Populationen von
Neur onen zu beobacht en, W e beispielsweise die Neurone der
cholinergen Systeme des ZNS und PNS. Diese Neurone verwenden
Acetylcholin als Neurotransmitter. Fehl funkti onen der Rei z-
wei terl eitung (engl.: ,neurotransmission' ) mittels Acetylcho-
lin treten auf wenn es zu einem Verlust von Acetylcholinre-
zeptoren oder Acetylcholinrezeptor-positiven Neur onen kommt,
wie dies bei nehreren neurol ogi schen Erkrankungen beobacht et

wrd.

Der Erfindung |iegt daher die Aufgabe zugrunde, ein kosten-
gunstiges und fiar den Patienten gut vertragliches Agens zur
Det ektion von Neuronen, die einen Acetylcholinrezeptor tra-
gen, bereitzustellen. Di ese Aufgabe wrd durch die Verwendung
eines Peptids zur Herstellung eines Agens zur Detektion von
Neuronen, die einen Acetylcholinrezeptor exprimeren, gel 6st.
Mt Hilfe des erfindungsgemiaRen Agens ist es noglich, Erkran-
kungen, die auf den Verlust von Acetyl cholinrezeptor-

positiven Neuronen zurlckgehen, von anderen neurol ogischen

Er krankungen spezifisch abzugrenzen. Dadurch, dass ein Pep-
tid, welches an den Acetylcholinrezeptor bi ndet und ein 'C-
Kohl enst of fatom aufweist, verwendet wrd, kann das Agens Kkos-
tenginstig hergestellt und in dem Organisnus, in dem die Neu-

rone nachgewi esen werden, gut verstoff wechselt werden.

Der Begriff "Peptid" bezeichnet eine organische Verbindung

aus mndestens zwei, Uber eine Peptidbindung verknupften,

Ami nosaur en. Er unfasst dabei sowohl digopeptide aus bis zu
ca. zehn Am noséauren, Pol ypeptide aus bis zu ca. 50 Am nosau -
ren als auch Proteine von bis zu 150 An nosauren, unabhangi g
von deren Primar-, Sekundar- oder Terti arstruktur. Dabei sind

sowohl natirlich vorkomende als auch biotechnol ogi sch oder
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syntheti sch hergestellte Verbindungen wunfasst. Das erfin-
dungsgendl? verwendete Peptid wird so gewdhlt, dass es an den
Acetyl chol i nrezept or bi ndet. GCeeignet sind dazu Antikorper,
deren Fragnente und andere Polypeptide, die an den Acetyl cho-
linrezeptor binden. Durch ihre spezifische Bindung koénnen die
Peptide zum Nachweis von Neuronen eingesetzt werden, die den
Acet yl chol i nrezept or tragen. Vorzugsweise wrd das Peptid da-
bei so gewahlt, dass die Bindung zw schen dem Peptid und dem
Acet yl chol i nrezept or einen |inearen Koeffizienten, sog. kD
Wert, von < 100 nM bevorzugt von < 10 nM weiter bevorzugt
von 7,5 nM aufweist. Das Peptid selbst ist aus Am nosauren,
das hei Bt aus korpereigenen bzw. korperahnlichen Ml ekl en
auf gebaut, so dass es fiur den Patienten sehr gut vertréaglich
ist. Es ist nicht toxisch und kann naturlich verstof fwech-

seit, abgebaut und ausgeschi eden werden.

Der Begriff "Neuron" bezeichnet eine Nervenzelle des PNS oder
ZNS. Nervenzellen werden an Hand ihrer Funktion, Morphol ogie,
Lokal i sati on oder Genexpression klassifiziert. Zusanmen mt
Makroglia (Astrozyten) und Oigodendroglia (4 igodendrozyten)
bilden sie zellulare Systeme, die spezifische Funktionen im
Nervensystem erfillen. Diese Systene konnen auf bestimte Re-
gionen des Nervenssystens beschréankt sein, oder sich Uber
mehrere GCehirnregionen hinweg erstrecken, w e beispielsweise
Ner venf aser biindel , die vom ventralen Tegmentum aus den Sehhi-
gel (Thalanus) und das Mttelhirn (Mesencephalon) innervie -
ren. Derartige neuronale Systeme zeichnen sich oft durch spe-
zifische Eigenschaften aus, beispielswise dadurch, dass Ner -
veni mpul se zwi schen diesen Zellen durch einen bestimten Neu-
rotransmtter vermttelt werden. Projektionsneurone aus dem
ventralen Tegmentum und aus dem basalen Vorderhirn (Stria-
tum) , sowie eine Untergruppe Interneurone des Striatuns bil -
den die drei wesentlichen cholinergen Systene des ZNS, die

Acetylcholin als Neurotransmtter verwenden. Zur Witerlei-



10

15

20

25

30

WO 2012/000784 PCT/EP2011/059875

tung eines Nerveninpulses schittet das préasynaptische choli-
nerge Neuron Acetylcholin aus. D eses bindet an den Acetyl-
chol i nrezeptor des postsynaptischen Neurons und | 6st eine De-
pol arisation dieses Neurons aus. Die Zellen der cholinergen
Systene sind denmentsprechend durch die Bildung von Acetylcho -
lin und Acetyl cholinrezeptoren gekennzei chnet und koénnen mit -
tels des erfindungsgemalR verwendeten Peptids, das an den Ace-

tyl cholinrezeptor bindet, nachgew esen werden.

Die Detektion des Peptids und des daran gebundenen Acetyl cho-
linrezeptors erfolgt (ber ein integriertes ‘'C Kohlenstof f-

atom Beim Zerfall des *''C Kohlenstof fisotops werden Positro-

nen, die auch als B*-Strahlung bezeichnet werden, gebildet.
StoBen die Positronen auf ein Elektron, bilden sie zwei Pho-
tonen, die sich in einem Wnkel von 180°, also genau in ent -
gegen gesetzter Richtung, von einander entfernen. D e Photo-
nen konnen detektiert wund daraus die Position der Positrone -
neni ssion, bzw des ''C Kohlenstof fatonms, berechnet werden.
Die Integration eines ''C-Kohlenstof fatom in das erfindungs-
gemall verwendete Peptid, ernidglicht es, die Verwendung chem -
scher, korperfrender Stoffe =zu verneiden. Durch den direkten
Ei nbau des ''C-Kohlenstoff isotops in das Peptid ist die ra-
di oaktive Markierung ohne Konplexbildner, we Dethylentria-

m npent aacet at (DTPA), 1,4,7,10-tetraazacycl ododecane-
1,4,7,10-tetraacetic acid (DOTA) oder Ethylendi am ntetraace-
tat (EDTA) , nbglich. AulRerdem kann verm eden werden, dass ein
radi oaktiver Fremdstoff, w'e beispielswise '*Fluor, **Xenon,
oder “*Gallium in den Organisnus eingebracht werden nuss.

Zur Herstellung eines erfindungsgenmdld zu verwendenden Peptids
sind insbesondere die Verfahren, die in den Patentannel dungen
DE 10 2009 035 648.7 und DE 10 2009 035 645.2 beschrieben
werden, geeignet. Somt kann durch die erfindungsgenmale Ver -
wendung des Peptids sowohl des Vorhandensein, als auch die

Position des Acetylcholinrezeptors nachgewi esen und abgebil -
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det werden. Des Witeren kann auch die Menge an Peptiden, die
sich an einer bestimten Stelle befindet, quantifiziert wer-

den.

Ein weiterer Vorteil des direkt mit *C markierten Peptids
liegt in dem gunstigen Signal/H ntergrund Verhadltnis wahrend
der Detektion. Das Peptid bindet spezifisch an den Acetylcho-
linrezeptor und bildet mt diesem einen stabilen Konplex.
Freie, ungebundene Peptide werden dagegen rasch verstof fwech-
seit und aus dem Organi smus ausgeschieden, weil sie von endo-
genen Enzynen zilgig abgebaut werden konnen. Dadurch entsteht
ein starkes und spezifisches Signal an der Position des Ace-

tylcholinrezeptors , und das Hintergrundsignal wrd mnimert.

In einer vorteilhaften Witerbildung der Erfindung weist das
Peptid m ndestens eine D Am nosaure auf. Mt Ausnahme des

G ycins, besitzen Am nosauren an ihrem al pha-C Kohl enstof f-
atom ein chirales Zentrum und konnen daher als Konfigura-
tionsisonere, ndmich als D- oder L-Am nosaure, vorliegen.

Kor perei gene Peptide und Proteine sind weitgehend aus Am no -
sauren in L-Konf iguration aufgebaut. Zudem arbeiten die meis-
ten natdrlichen Proteasen und Peptidasen stereoselektiv und
ver st of fwechsel n hauptséachlich L-Am noséduren . Daher dauert
der Abbau von D- Am nosauren durch korpereigene Enzyme | &anger
als der von L-Am nosauren. Dieser Unstand kann verwendet wer-
den, um die Hal bwertszeit eines Proteins oder Peptids zu ver -
| &ngern, indem neben L-Am nosduren auch D-Ami nosduren verwen-
det werden (Neundorf | et al ., 2008) . Dadurch kann die phar-
makol ogi sche Cl earance, also die Zeit bis das Peptid aus dem
Organi smus  ausgeschieden wrd, positiv beeinflusst werden.
Bei dem Austausch einzelner L-Am noséduren gegen ihre D-

Konf i guration ist jedoch darauf =zu achten, dass die Bin-
dungsspezif itat des Peptids nicht verandert wrd. Eine weite-

re Miglichkeit, die pharmakol ogische C earance des Peptids zu
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beei nfl ussen, besteht darin einzelne der Am nosdauren des Pep-
tids durch nicht natdrliche Am nosauren mt &hnlichen chemi -
schen Eigenschaften zu ersetzen. Die nicht natirlichen Amino-
sauren werden |angsaner verstoff wechselt , weil die Kkorperei-
genen proteol ytischen Enzynme speziell an den Abbau naturli-
cher Am nosduren angepasst sind. Bei der Mdifizierung des
Peptids sollten die nicht naturlichen Am nosauren jedoch so
gewdhlt werden, dass die Bindungsaffinitat des Peptids nicht
verandert wrd. Daruber hinaus sind auch andere chem sche Mo-
di fi kati onen einzelner Am nosauren des Peptids noglich, um
die Hal bwertszeit des Peptids gezielt zu beeinflussen. Bei -
spi el swei se kann di e endstandi ge Am nogruppe des Peptids

durch eine Isonitrilgruppe ersetzt werden. Eine solche Mdi -
fikation reduziert die, von der Am nogruppe vermttelte, In-
teraktion mt proteolytischen Enzynen, ohne die Bindung zwi-
schen dem erfindungsgema3? verwendeten Peptid und dem Acetyl -

cholinrezeptor zu veréandern.

In einer vorteilhaften Ausfidhrungsform der Erfindung ist das
Peptid ein Antagonist des Acetylcholinrezeptors . Imnatirli -
chen Kontext werden Acetylcholinrezeptoren durch die Bindung
von Acetylcholin oder dessen Agonisten aktiviert, so dass es
zu einer Depolarisation bzw Hyperpolarisation der Zellmenb-
ran kommt. Um zu verneiden, dass durch die Bindung des erfin-
dungsgenmall verwendeten Peptids an den Acetylcholinrezeptor

ei ne ektopi sche De- oder Hyperpolarisation des Neurons ausge-
| 6st wird, ist es vorteilhaft, wenn das Peptid an den Acetyl -
choli nrezeptor bindet, ohne diesen zu aktivieren. Besonders
geeignet sind hierfur Peptide, die als Antagonisten des Ace-
tyl cholinrezeptors fungieren. Sie zeigen eine spezifische

Bi ndungsaffinitat zu dem Rezeptor, fuihren aber nicht zu des-

sen AKti vierung.
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In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung ist das
Peptid so gewahlt, dass es die Bluthirnschranke selbsténdig
Uberquert. Die Bluthirnschranke stellt eine Barriere zw schen
dem Gehirn und dem restlichen Organisnmus dar, die nicht von
all en Mol ekil en, ohne weiteres, uUberwnden werden kann. Klei-
ne, insbesondere |ipophile Ml ekile kdnnen durch die Blut -

hi rnschranke, die von Astrozyten des Gehirns und Epithel zel -
len der BlutgeféalRe gebildet wrd, hindurch diffundieren. An-
dere Mol ekule, w e beispielswise lonen, Am nosduren und Zu-
ckernol ekl e, werden mttels Kanalen oder aktiven Transpor-
terproteinen dber die Bluthirnschranke transportiert. E N er-
fi ndungsgena3 verwendetes Peptid, das die Eigenschaft auf-

wei st, die Bluthirnschranke selbstandig, vorzugsweise durch
freie Diffusion, zu Uberw nden, ist besonders vorteil haft,

wei|l das Agens in den Blutkreislauf injiziert werden kann und
nicht direkt in die Zerebrospinalf |Ussigkeit (Liquor ce-

rebrospinalis) appliziert werden nuss.

In einer vorteilhaften Ausfidhrungsform der Erfindung ist der
Acetyl cholinrezeptor ein nicotinerger Acetylcholinrezeptor

Der Verlust des Dopam ntransporters , wie er bei Mrbus Par-
kinson auftritt, geht auch mt einer Reduktion von nicotiner-
gen Acetylcholinrezeptoren in den Neuronen des Nucl eus cauda-
tus und Putanen des Vorderhirns einher (Quik Met al., 2001)
Bei Al zheinmerpatienten wirde aullerdem eine starke Abnahne von
ni coti nergen Acetylcholinrezeptoren der Striatalen Interneu-
rone beobachtet (Dani JA und Bertrand D, 2007) . Durch die er-
fi ndungsgendfle Verwendung eines Peptids, das an einen nicoti -
nergen Acetylcholinrezeptor bindet, kann die Expression des
ni coti nergen Acetylcholinrezeptor nachgew esen werden. Durch
den Nachwei s eines pathol ogischen Verlusts dieses Rezeptors
ist eine verléassliche Abgrenzung von Al zhei merdenenz bzw

Mor bus Par ki nson gegen andere neurol ogi sche Erkrankungen ndg-

l'ich.
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In einer vorteilhaften Witerbildung der Erfindung ist das
Agens ein Radi opharmakon . Der Begriff "Radi opharnmaka" be-
zeichnet Arzneimttel, di e Radi onuklide enthalten, deren
Strahlung =zur Diagnostik und Therapie verwendet wird. D e

W chtigsten Anwendungsgebiete sind dabei die Onkologie, Kar-
diologie und Neurologie, aber auch die Arzneinittel forschung.
Al's Radi onuklide werden Gamma- bzw. Beta-Strahlen emittieren-
de Nuklide, zum Beispiel !**Xenon, "Technetium 8@l |i um

und ‘®Fluor, verwendet. Sie werden Ublicherweise (Uber Kom-

pl exbil dner wi e DOTA, DTPA oder EDTA an Mono- oder Polysac-
charide gebunden. Die Nuklide werden, je nach der Art ihrer
Strahlung, mttels Szintigraphie, Single Photon Enission Com
puted Tonography (SPECT) oder Positronen-Em ssions-Tonp-
graphie (PET) detektiert. Aufgrund ihrer unphysiologischen
Bestandteil e konnen herkénm i che Radi opharmaka jedoch Neben -
wi rkungen, wi e anaphylaktische oder allergische Reaktionen,
im Korper eines Patienten verursachen. Di e Verwendung eines
Peptids aus korperei genen Am nosauren reduziert diese Gefahr
deutlich, weil weder das Peptid selbst, noch seine Abbaupro -
dukte toxisch sind. Zudem ist Kohl enstoff, im Gegensatz zu
Technetium oder Xenon, ein im Korper vorkomrendes El enent,

das natiurlich verstoff wechselt werden kann.

GCemalR einer vorteilhaften Witerbildung der Erfindung ist das
NC-Kohl enstof fatom das Carbonyl kohl enstof fatom einer Ami no-
saure. Die Carbonyl gruppen sind Teil der Peptidbindungen zwi-
schen den Ami nosduren und liegen im Inneren des Peptids. Da-
durch ist gewahrleistet, dass das "C-Kohlenstof fatom nicht
vom Peptid abgespalten wird, wie es etwa bei einer Seitenket -

te einer der Anmi nosauren noglich ware.

CemalR einer weiter bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung

i st das ~C-Kohlenstof fatom das Carbonyl kohl enstof fatom der



10

15

20

25

30

WO 2012/000784 PCT/EP2011/059875

N-term nal en Am nosaure des Peptids. Diese Ausfihrungsform

i st besonders bevorzugt, weil das Peptid direkt nach dem An-
bringen der G markierten Aminosaure verwendet werden kann.
‘LC-Kohl enstof f hat eine Hal bwertszeit von nur ca. 20 M nu-
ten, so dass die Strahlungsdosis desto hdher gewdhlt werden
nmuss, je nehr Zeit zw schen der Synthese des Peptids und sei -
ner Verwendung liegt. Wrd die "G Markierung nit der N-

term nalen Am nosadure und damt im letzten Schritt der Syn-
t hese angebracht, kann das Peptid sofort nach seiner Synthese
verwendet werden. Auf diese Wise wird die Zeitspanne zw -
schen der Verarbeitung des '‘C-Kohlenstof fs und dem Einsatz
des Peptids reduziert, so dass der Strahlungsverlust wahrend
der Herstellung des Peptids mnimert wrd. Deshalb kann die
Strahl endosis, die bei der Verarbeitung des ''C Kohlenstof fs
ei ngesetzt werden nuss um eine bestimte Strahl ungsstéarke des
Produkts =zu gewdhrleisten, entsprechend geringer sein. Die
Herstellung wi rd dadurch kostengunstiger und die Strahlenbe-
| astung fir das technische Personal, welches das Peptid her -

stellt, verringert.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Radi opharnmakon,
das ein Peptid mt einem ''C Kohlenstof fatom unfasst, zum
Nachwei s von Neuronen, die einen Acetylcholinrezeptor expri -
m eren. Indem ein Peptid, das an den Acetyl cholinrezeptor

bi ndet und ein 'C Kohl enstof fatom aufweist, verwendet wird,

i st das Radi opharmakon fir den Patienten gut vertraglich und

kann kostengunstig produziert werden.

Das erfindungsgenifle Radi opharmakon bietet daher ein wrt-
schaftlich und nedizinisch vorteilhaftes Agens, um die Menge
und Verteilung von Neuronen, die einen Acetylcholinrezeptor
exprimeren, in vivo zu bestimen. Nachdem das Radi ophar makon
ei nem Patienten verabreicht wirde, verteilen sich die darin

enthaltenen Peptide in dessen Korper und binden spezifisch an
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Acetyl cholinrezeptoren . Dadurch sameln sie sich an den Ace-
tyl cholinrezeptor-positiven Neuronen, wo sie durch das radio-

aktive Signal des ''C Kohlenstof fatons detektiert werden. Auf
di ese Wise werden die Neurone im Nervensystem des Patienten

nachgew esen.

GemaR einer vorteilhaften Ausfihrungsform ist das ''C-
Kohl enst of fatom ein Carbonyl kohl enstof fatom einer Ani noséaure,
bevorzugt das Carbonyl kohl enstof fatom der N-terminalen Anmino-

saure des Peptids.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das Radi opharmakon
ein PET Biomarker. Die PET ist ein etabliertes Verfahren um
die Strahlung radioaktiver Elenente zu erfassen und ihre Po-
sition zu bestimen (Massoud TF, Ganbhir SS, 2003) . Mt Hilfe
von ringférmg um den Patienten angeordneten Detektorgeréaten
werden Schnittbilder erstellt, auf denen die Zerf allsereig-
nisse in ihrer rdumichen Verteilung im Korperinneren darge-
stellt werden. |Im Gegensatz =zu den bisher blichen Szintigra-
phi e-Verf ahren, ist durch die ringférmge Anordnung der PET-
Det ektoren eine exaktere r&umiche Lokalisation der Positro -
nenem ssion und damt eine wesentlich genauere und detail -
lierter Abbildung des krankhaften Gewebes noglich. Dye PET
ernmbglicht es auch, die Menge an markierten Molekilen in ei-

nem Gewebe quantitativ zu bestinmren.

AufBerdem wird ein Verfahren zum Nachweis von Neuronen in ei-
nem Organi smus, die einen Acetylcholinrezeptor exprim eren,
offenbart, unfassend die Schritte, a) Bereitstellen eines
Peptids, b) Verabreichen des Peptids an den O ganisnus und c)
Detektieren des Peptids in dem Oganismus nmittels Positronen-
Eni ssi ons- Tonogr aphi e (PET) . Dabei bindet das Peptid an den

Acet yl chol i nrezept or und weist ein 'C Kohlenstof fatom auf.
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Mt dem erfindungsgemaR verwendeten Peptid wird ein Acetyl -
cholinrezeptor im Inneren eines Organisnus detektiert wund |o-
kalisiert, so dass die Verteilung des Acetylcholinrezeptors

im Korper eines Patienten beobachtet werden kann. Auf diese
Wei se kann die Menge und Verteilung der Acetylcholinrezeptor-
positiven Neurone bestimmt werden. Das erfindungsgemal ver -
wendete Peptid ist daher auch zur Beobachtung des Verlaufs

ei ner Erkrankung und ihrer Behandlung, sog. Therapiemonito-

ring, geeignet.

Figur 1 zeigt schematisch die Bindung zwi schen einem Peptid 1

und einem nicotinergen Acetylcholinrezeptor 4.

Das Peptid 1 unfasst 16 Ami nosauren 2, von denen die N-
termnale Aminosaure 3 mit einem ''C Kohlenstof fatom radioak-
tiv markiert ist. Die radioaktive Markierung ist durch einen
Stern (*) dargestellt. Die Am nosauren 2 an den Positionen

zwei und acht sowie drei und sechzehn sind jeweils durch Di-
sul f i dbricken 5, die durch Linien dargestellt sind, verbun-
den. Diese kovalente Bindung zw schen den Schwefel atonen

zweier Cystein Seitenketten tragt zur Stabilitat der dreidi-
mensi onal en Struktur des Mlekils bei. En Teil des Peptids 1
ist an den nicotinergen Acetylcholinrezeptor 4 angel agert,

der sich auf der Oberflache eines Neurons 18 befindet.

Das "C-markierte Peptid 1 bindet spezifisch an den nicoti -
nergen Acetyl cholinrezeptor 4, nicht aber an andere Mol ekl e.
Das Peptid 1 kann daher zur Detektion des nicotinergen Ace-
tylcholinrezeptors 4 verwendet werden. Die beim Zerfall des
1C-Kohl enstof fatons abgegebenen Positronen werden nittels
Posi t r onen- Eni ssi ons- Tonogr aphi e (PET) nachgew esen. Der Ot
der Positronenemission entspricht dem Ot des Peptids 1 und
des daran gebundenen nicotinergen Acetylcholinrezeptors 4.

Das Peptid 1 kann daher zur Bestinmung der Position eines
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Neurons 18 verwendet werden, das den nicotinergen Acetylcho-

linrezeptor 4 bildet.

Im Rahnmen einer Parkinsondiagnose wrd einem Patienten ein
Radi ophar makon, welches das ''C-markierte Peptid 1 enthalt,
verabreicht, wum Neurone 18, die einen nicotinergen Acetylcho-
linrezeptor 4 exprimeren, nachzuweisen. Das Peptid 1 bindet
spezifisch an den nicotinergen Acetylcholinrezeptor 4 und
sammelt sich so an den Neuronen 18, die den nicotinergen Ace-
tyl cholinrezeptor 4 tragen. Diese Anhdaufung wrd durch PET
abgebil det und die Verteilung des nicotinergen Acetylcholin-
rezeptors 4 bzw. die Menge und Verteilung der Neurone 18, vor
allem im Nucl eus caudatus und im Putanen des Patienten be-
stimt. AuRerdem kann die Medikation eines Therapeutikumns,
zum Bei spiel Wrkstoff menge und Verabrei chungspl an, entspre -
chend dem Ergebnis einer solchen Untersuchung angepasst wer -

den.

Figur 2 zeigt eine Darstellung eines Peptids 1 mt der Se-
guenz SEQ ID Nr.: 1 mittels chem scher Fornel, das unter dem
Handel snanmen «-Conotoxin M1 von Tocris Bioscience (16144
West woods Business Park, Ellisville, Mssouri 63021, USA)

vertrieben wrd.

Das Peptid der SEQ ID Nr.: 1 unfasst 16 Am nosauren 2 der
f ol genden Sequenz: d ycin-Cystein-Cystein-Serin-Asparagin-
Prolin-Valin-Cystein-H stidin-Leucin-d utam nsaure-Hi stidin-

Seri n- Aspar agi n-Leuci n-Cystein 4.

Die Ntermnalen Amnosduren 2 dycin und Cystein sind mit-
tels Strukturformel dargestellt, die folgenden Am nosauren 2
durch ihren jeweiligen Drei-Buchstaben Code. Die Am nosdure 2
Cystein,,q ist mt Cys, bezeichnet und besitzt ein C-

termales Amid. Die Cysteine an Position zwei und acht bzw
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drei und sechzehn sind durch Disulfidbricken, dargestellt
durch Linien, verbunden. Die Sequenz des Peptids ist auch in
SEQ ID Nr.: 1 angegeben. Das Carbonyl kohl enstof fatom des N-
terminalen Aycins ist ein *C Kohlenstof fatom dargestellt

durch die Ziffer 11 oberhalb des Carbonyl kohl enstof fatons.

Das Peptid 1 wird mt herkdémmichen Proteinsyntheseverfahren
hergestellt und die ""Cmarkierte Ntermnale Amnosdaure 3 im
letzten Schritt hinzu gefigt, weil die Halbwertszeit des ‘'C-
Kohl enstof f i sotops bei nur ca. 20 Mnuten liegt. Dadurch,

dass die Peptidsynthese mnit der ""C-markierten Aminosdure 3
abgeschl ossen wird, kann das Peptid 1 nach der radioaktiven

Mar ki erung sofort verwendet werden.

Das Peptid der SEQ ID Nr.: 1 bindet spezifisch an einen nico-
tinergen Acetylcholinrezeptor 4. Diese Rezeptoren geht6ren zur
Fam lie der |iganden-gesteuerten |onenkandle und bestehen aus
i nsgesanmt fuanf gleichen oder unterschiedlichen Untereinhei-
ten. Sie werden durch die Bindung von Acetylcholin oder eines
Agoni sten aktiviert, wodurch eine Konformationsédnderung des
Rezeptors die O fnung der Kanal pore bewirkt. Nicotinerge Ace-
tyl cholinrezeptoren 4 sind Kationenkandle, durch die vor al-
em Natrium und Calciumonen ins Innere der Zelle gel angen.
Dadurch kommt es zur Depol arisation der Zellnenbran und zur
Weiterleitung des Nerveninpulses. Das Peptid der SEQ ID Nr.:

1 bindet an den nicotinergen Acetylcholinrezeptor 4, jedoch
ohne diesen zu aktivieren. Es ist daher fir die Detektion von
Neuronen 18, die nicotinerge Acetylcholinrezeptoren 4 expri-
m eren besonders geeignet. Eine Markierung nittels 'C-

Kohl enstoff ist dabei besonders vorteilhaft, weil sie die
physi ol ogi sche Struktur des Peptids 1 nicht beeinflusst und
weder die Verteilung im Gewebe noch die Vertréaglichkeit des

Peptids 1 beeintrachtigt.
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Bei Patienten, die an Al zhei nerdenenz |eiden, wiurde beobach-
tet, dass striatale, Acetylcholinrezeptor-positive I nterneu -
rone verloren gehen (Dani JA und Bertrand D, 2007) . Daneben
konnte gezeigt werden, dass mt dem Verlust von dopam nergen
Pr oj ekti onsneur onen, wie er bei Mrbus Parkinson beobachtet
wird, auch nicotinerge Acetylcholinrezeptoren 4 in Neuronen

18 des Nucleus caudatus und Putanen verloren gehen (Quik M et
al ., 2001) . Bei Verdacht auf eine dieser Krankheiten wrd die
Menge und Verteilung von Acetyl cholinrezeptor-positiven Neu-
ronen 18 mt Hilfe des Peptid der SEQ ID Nr.: 1 untersucht.
Ist keine Reduktion von Acetylcholinrezeptoren in den betref-
fenden Gehirnregionen zu erkennen, konnen Al zhei merdenenz

bzw. Mrbus Parkinson mt grofRer Sicherheit ausgeschlossen
werden. Wrd hingegen ein Verlust sichtbar, ist es nbglich
die betroffenen Patienten bereits frihzeitig entsprechend zu
behandel n. Das ist insbesondere wchtig, weil eine Regenera -
tion bereits abgestorbener Neurone nicht ndglich ist und die
Erhal tung der noch intakten Zellen gefdrdert werden nuss.
Deshal b zeigen die zur Verfigung stehenden Therapien bei
frihzei tiger Anwendung wesentlich bessere Behandlungsergeb-

ni sse.

Figur 3 zeigt eine schematische Darstellung (stark verein-
facht nach Faller A, Schinke M, Der Korper des Menschen,
Thieme, 2008) eines Blutkreislaufsystens 10 eines Organisnus

und die Verteilung eines Peptids 1 darin.

Das Bl ut krei sl aufsystem 10 unfasst verschi edene schematisch
dargestellte Ogane, w e Lunge 12, Herz 13, Leber 14, Darm
15, Niere 16 und Cehirn 19, sowie Neuronen 18 darin. Daruber
hi naus sind auch die Hauptadern 11, welche diese O gane ver -
bi nden dargestellt. Das Peptid 1 ist durch Dreiecke entlang
der Adern 11 dargestellt. Die Abbauprodukte 17 des Peptids 1
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sind durch einzelne Striche innerhalb der Unrisse der Niere

16 dargestellt.

Die Verteilung des Peptids 1 im Blutkreislaufsystem 10 um
fasst vier Phasen, die entlang der Darstellung von oben nach

unten aufgefihrt sind.

Phase 1: Das Peptid 1 wird in das Blutkreislaufsystem 10 des

Organismus injiziert.

Phase I1: Uber das Blutkreislaufsystem 10 wird das Peptid 1
in die Organe 12, 13, 14, 15 16 und 19 des Organismus trans-

portiert

Phase 111: Das zirkulierende Peptid 1 bindet spezifisch an
den Acetyl cholinrezeptor 4 und sammelt sich an den Neuronen

18, weil diese den Acetylcholinrezeptor 4 produzi eren.

Phase 1Vv: N cht gebundenes Peptid 1 wird schnell verstoff-
wechselt und enzymatisch abgebaut. Der Organisnus unterschei -
det nicht zw schen eigenen Peptiden und dem Peptid 1, weil es
aus Am nosduren 2, 3 aufgebaut ist, die den korpereigenen Mo-
| ekil en entsprechen. Die Abbauprodukte 17 des Peptids 1 und
der Aminoséduren 2, 3 sameln sich vorwiegend in der Nere 16
von wo aus sie Uber die Blase und den Harnleiter ausgeschie -

den werden.
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Patentanspriiche

Verwendung eines Peptids (1 zur Herstellung eines Agens
zur Detektion von Neuronen (18), die einen Acetylcholin-
rezeptor (4 exprimeren,

dadur ch gekennzei chnet,

dass das Peptid (1) an den Acetylcholinrezeptor (4 bin-

det und ein ''C Kohl enst of fatom auf wei st .

Verwendung nach Anspruch 1,
dadur ch gekennzei chnet,
dass das Peptid (1) mndestens eine D Am noséaure (2

auf wei st .

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2,
dadur ch gekennzei chnet,
das Peptid (1 ein Antagoni st des Acetylcholinrezeptors

(4) ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche
dadur ch gekennzei chnet,
dass der Acetylcholinrezeptor (4) ein nicotinerger Ace-

tylcholinrezeptor (4) st

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche
dadur ch gekennzei chnet,

dass das Agens ein Radi opharmakon ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche

dadur ch gekennzei chnet,

dass das ''C Kohl enst of fatom das Carbonyl kohl enst of fatom
ei ner Am nosaure (2), vorzugsweise der N-term nalen Ami -

nosaure (3) des Peptids (1) ist.
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Radi ophar mekon zum Nachwei s von Neuronen (18), die einen
Acetyl chol i nrezeptor (4) exprimeren, unfassend ein Pep-
tid (1),

dadur ch gekennzei chnet,

dass das Peptid (1) an den Acetylcholinrezeptor (4 bin-

det und ein ''C Kohl enstof fatom aufweist.

Radi ophar makon nach Anspruch 7,

dadur ch gekennzei chnet,

dass das ''C- Kohl enstof fatom das Carbonyl kohl enstof fatom
ei ner Am nosdure (2), vorzugsweise der Ntermnalen Ami -

nosaure (3) des Peptids (1) ist.

Radi ophar makon nach einem der Anspriche 7 oder 8, da-
durch gekennzei chnet,
dass es ein Positronen-Em ssions- Tonogr aphi e (PET) Bio-

mar ker i st.
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