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1. Einführung 

 

1.1 Nuklearmedizin 

 

Die Nuklearmedizin ist eine Disziplin der Radiologie. Sie befasst sich mit der Verabreichung 

von Medikamenten, welche sich dadurch auszeichnen, dass sie ein radioaktives Atom 

beinhalten. Die dadurch emittierte radioaktive Strahlung kann entweder durch geeignete 

Apparaturen und Kameras detektiert und daraus diagnostische Schlüsse gezogen werden, oder 

aber die Strahlung entwickelt einen therapeutischen Effekt auf Grund der Wechselwirkung 

mit dem bestrahlten Gewebe. Im Gegensatz zu anderen radiologischen Methoden wie 

Röntgendiagnostik, Transmissions-Computertomographie oder externer Bestrahlungstherapie 

befindet sich hier also die Strahlenquelle im Innern des Patienten.  

 

Bei diagnostischen Verfahren wird die aus dem Körper des Patienten austretende Strahlung 

auf Grund der Wechselwirkung mit Materie detektiert. In einem Szintillationskristall, welcher 

typischerweise aus Natriumjodid besteht, wird bei jeder Absorption eines Gammaquants im 

Kristall ein Elektron freigesetzt, welches entlang seiner Bahn wiederum Photonen erzeugt. 

Die entstehenden Photonen werden durch Photomultiplier vervielfacht und schliesslich in ein 

elektrisches Signal umgewandelt. Das Prinzip dieses Szintillationszählers wird mit einem 

Scanner oder mit einer Gammakamera genutzt. Von einem Scanner spricht man, wenn der 

entsprechende Detektor über den Patienten hinweg bewegt wird, und auf Grund der Position 

des Detektors die Verteilung der Radioaktivität im Körper rekonstruiert werden kann. Eine 

Gammakamera kann einen grösseren Bildbereich gleichzeitig erfassen. Sie besitzt einen 

Kollimator, welcher nur Gammaquanten aus einer definierten Richtung durchlässt, wodurch 

störende Streustrahlung abgeschirmt wird. Die richtungsparallele γ-Strahlung trifft dann auf 
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einen NaI-Kristall, welcher die Strahlung in Photonen umwandelt. Diese Photonen werden 

durch mehrere nebeneinander liegende Photomultiplier in elektrische Signale umgewandelt, 

welche schliesslich elektronisch zu einem Bild verarbeitet werden. Bei der SPECT (single-

photon-emission-computed-tomography) rotiert ein oder mehrere solcher Detektoren um den 

Körper des Patienten, wodurch eine dreidimensionale Darstellung der Radioaktivitäts-

verteilung ermöglicht wird. Die Energie der von einer Gammakamera erfassten γ-Strahlung 

sollte in einem für das Messgerät optimalen Bereich, am Besten zwischen 100 und 200 keV 

liegen. Zu tiefe Energien sind nicht geeignet, da die Strahlung sonst nicht aus dem Körper des 

Patienten gelangen kann. Die Strahlungsenergie muss aber nur gerade so hoch sein, dass die 

Strahlung in der Kamera absorbiert wird. 

 

 
Abbildung 1: Funktionsweise einer PET-Kamera 
 

 
Abbildung aus http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:PET-schema.png#filelinks 
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Alternativ zur Detektion von γ-Strahlung kann auch β+-strahlung (Positronenstrahlung) zur 

Szintigraphie genutzt werden. Positronen sind die Antimaterie-Gegenstücke der Elektronen.  

Trifft ein durch ein Radionuklid emittiertes Positron auf ein Elektron, welche im Körper 

ubiquitär sind, so werden beide Teilchen unter Aussendung von zwei Photonen vernichtet 

(Annihilation). Die beiden entstehenden Photonen werden unter einem Winkel von exakt 180 

Grad emittiert und haben eine Energie von jeweils 511 keV. Bei der Positronen-Emmisions-

Tomographie (PET) werden diese Photonen durch eine um den Patienten angebrachte Kamera 

detektiert; sie werden nur dann als Bildinformation verarbeitet, wenn gleichzeitig und an 

gegenüberliegenden Detektoren ein solches Photon eintrifft, sie also in Koinzidenz sind 

(Abbildung 1). Störende Streu- oder Hintergrundstrahlung kann dadurch ausgeblendet 

werden. Die durch Radionuklide emittierten Positronen haben allerdings eine hohe Energie, 

so dass sie nach ihrer Entstehung noch eine gewisse Wegstrecke zurücklegen, bevor sie auf 

ein Elektron treffen und annihilieren. Dadurch wird die Auflösung der PET auf 2 – 3 mm 

beschränkt.  

 

Als szintigraphische Nuklide kommen also sowohl γ-Strahler wie auch β+-Emitter in Frage 

(Tabelle 1). Das weitaus gebräuchlichste Radionuklid ist dabei 99mTc, welches über einen 

99Mo/99mTc-Generator verfügbar ist. Dieser Generator kann in ein beliebiges 

nuklearmedizinisches Labor geliefert und dort betrieben werden. Bei Bedarf kann das 

benötigte 99mTc durch einfaches Eluieren des Generators mit physiologischer Kochsalzlösung 

gewonnen werden. Über 65 % aller Anwendungen in der Nuklearmedizin basieren auf diesem 

Nuklid (1).  
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Tabelle 1: Eigenschaften ausgewählter diagnostischer Radionuklide 
 
Isotop HWZ (h) Zerfallsart Ēβ (keV) (%) Eγ (keV) (%) 

 

99mTc 
 

6.02 
 

IC, γ 
  

141 (99.2) 

67Ga 78.3 EC, Auger  93 (38), 185 (21) 

111In 67.2 Auger, γ  171 (90), 247 (94) 

55Co 17.5 β+, EC 650 (46), 437 (27) 931 (75) 

60Cu 0.39 β+, EC 1325 (15), 873 (48) 1792 (45), 1332 (88) 

61Cu 3.4 β+, EC 527 (50) 656 (10), 283 (13) 

62Cu 0.16 β+, EC 1315 (98) 1173 (0.3) 

64Cu 12.9 β¯, β+, EC 190 (37) (β-), 278 (18) (β+) 1346 (0.5) 

66Ga 9.4 β+, EC 1903 (50), 397 (4) 1039 (38) 

68Ga 1.1 β+, EC 836 (88) 1077 (3) 

86Y 14.7 β+, EC 550 (13) 1077 (83), 777 (22) 

89Zr 78.5 β+, EC 395 (23) 909 (99.9) 

90Nb 14.6 β+, EC 662 (54) 2319 (82), 1129 (92) 

 
IC = internal conversion; EC = electron capture 
Daten aus (2) 
 

 

Bei therapeutischen nuklearmedizinischen Anwendungen werden dem Patienten 

Radiopharmazeutika verabreicht, welche eine Korpuskularstrahlung, also α- oder β¯-

Strahlung emittieren (3). Neuere Entwicklungen nutzen sogar Auger-Emitter, welche sich 

durch eine sehr kurze Strahlungsreichweite auszeichnen (4-7).  

Diese Korpuskularstrahlung kann auf die umgebende Materie eine ionisierende Wirkung 

haben, wodurch chemische Bindungen gebrochen werden können. Durch geeignete Moleküle 
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kann nun eine therapeutisch wirksame Dosis dieser Strahlung an einen gewünschten Ort, z.B. 

einen Tumor, gebracht werden, um dort dieses Gebiet gezielt zu bestrahlen. Im Gegensatz zur 

Bestrahlung mittels externer Strahlenquellen wird so die Beeinträchtigung von umgebendem 

Gewebe auf ein Minimum reduziert.  

 

 
Tabelle 2: Eigenschaften ausgewählter therapeutischer Radionuklide 
 
 
Isotop 

 
HWZ (d) 

 
Zerfallsenergie 
Max. β¯ (MeV) 

 
 

γ (keV) 

 
Reichweite 

Durchschnitt (mm) 

 
 

In Zell-
Durchmesser

 
 
67Cu 

 
2.58 

 
0.577 (20 %) 

 
91 (7 %) 
93 (16 %) 
185 (48 %) 

 

 
0.27 

 
20 

90Y 2.67 2.27 (100 %)  
 

2.8 150 

149Pm 2.21 1.07 286 (3 %) 
 

0.71 60 

153Sm 1.93 0.69 103 (28 %) 
 

0.35 30 

166Dy 3.40 0.40 82.5 
 

0.18 15 

166Ho 1.12 1.8 (51 %) 80.6 (6.3 %) 
 

1.38 117 

177Lu 6.71 0.50 (79 %) 208 (11 %) 
113 (6.4 %) 

 

0.24 20 

212Bi 1 h 1.36 (β¯, 64 %) 
6.1 (α, 36 %) 

727 (7 %) 
 
 

0.09 
0.06 

2-3 

213Bi 46 min 5.8 (α, 2.2 %) 
8.4 (α, 97.8 %) 

440 
 
 

0.06 
0.08 

2-3 

225Ac 10 5.83 (α, 100 %)  
 

0.06 2-3 

 
Tabelle aus (8) 
 
 

Als Vorteil gegenüber chemotherapeutischen Arzneimitteln ist zu erwähnen, dass es nicht 

unbedingt nötig ist, jede einzelne Tumorzelle mit einem radioaktiven Molekül zu erreichen. 



 

 

18

Die radioaktive Strahlung hat selber eine Reichweite von einigen Zelldurchmessern, wodurch 

auch Tumorzellen zerstört werden können, an welche das Radiopharmazeutikum nicht direkt 

gebunden ist (so genannter Cross-Fire-Effekt). Je nach Grösse des zu bestrahlenden 

Volumens kann ein entsprechendes Radionuklid ausgewählt werden (3, 9-11) (Tabelle 2). 

 

 
Tabelle 3: Einige ausgewählte nuklearmedizinische Routineuntersuchungen 
 
 
Substanzname 

 
Markiertes Molekül 

 
Anwendung 
 

 

99mTc-MDP 
 
Methyldiphosphonat 

 
Knochenszintigraphie 

99mTc-DTPA Diethylentetraamin- 
pentaessigsäure 

Liquorraumszintigraphie 

99mTc-Sestamibi Hexakis-2-methoxy-2- 
methylpropyl-isonitril 

Myokardperfusionsszintigraphie 

99mTc-MAG3 Mercaptoacetyltriglycin Nierenszintigraphie 

111In-HSA Humanes Serumalbumin Infektdiagnostik 

19F-FDG Fluordesoxyglukose Glukosestoffwechselszintigraphie

 
Zusammengestellt aus (12) 
 

 

Sowohl bei diagnostischen als auch bei therapeutischen Anwendungen kommt der Auswahl 

des Moleküls, welches dann schliesslich das radioaktive Atom trägt, die entscheidende Rolle 

zu (Tabelle 3). Die pharmakologischen Eigenschaften dieses Moleküls bestimmen, wo im 

Körper sich das Radiopharmakon akkumuliert, wie rasch eine Anreicherung stattfindet, ob 

das Molekül rasch ausgeschieden wird, welche Funktion dargestellt werden kann etc.  

So können zum Beispiel für die Liquorraumszintigraphie 99mTc-DTPA (Diethylentriamin-

pentaessigsäure) oder 99mTc-HSA (humanes Serumalbumin) verwendet werden, der Nachweis 
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frischer Herzinfarkte gelingt mit 99mTc-Pyrophosphat, und der Glucosestoffwechsel kann mit 

19F-FDG dargestellt werden. 

 

1.2 Rezeptorgesteuerte Radiopharmazeutika 

 

Die Entwicklung von neuen, rezeptorgesteuerten Radiopharmazeutika wurde in den letzten 

Jahren stark vorangetrieben (13). Man nutzt dabei die Entdeckung, dass eine Vielzahl von 

Tumoren an der Oberfläche ihrer Zellen bestimmte Rezeptoren in einem stark erhöhten Masse 

exprimieren (14). Diese Rezeptoren können als molekulares Erkennungsmerkmal von 

entsprechenden Tumoren genutzt werden. Dazu werden bestimmte Moleküle als Vektoren 

verwendet, also als Substanzen, welche an diesen Rezeptoren binden. Weil die Anzahl der 

Rezeptoren auf der Oberfläche der Tumorzelle gegenüber gesundem Gewebe um ein 

Vielfaches erhöht ist, wird der Tumor spezifisch angegriffen.  

An dem Vektormolekül können entsprechende Radioisotope angebracht werden, was auch als 

Markierung bezeichnet wird. Da die ausgebildeten Rezeptoren vom entsprechenden Typus 

des Tumors abhängig sind, muss man für die jeweilige Erkrankung einen passenden 

Rezeptorliganden auswählen (15) (Tabelle 4). 
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1.2.1 Aufbau rezeptorgesteuerter Radiopharmazeutika 

 

Der prinzipielle Aufbau rezeptorgesteuerter Radiopharmazeutika besteht aus verschiedenen 

Teilen (Abbildung 2): 

  

• einem Biomolekül, welches als rezeptorspezifischer Vektor agiert; z.B. ein Peptid oder 

ein Antikörper 

• einem Linker 

• einem bifunktionellen Chelator 

• einem Radionuklid, häufig ein Radiometall 

 

Die Auswahl des Vektormoleküls wird durch die Natur des zellulären Zieles, also des 

Rezeptors, bestimmt. Als Leitstruktur wird häufig der natürliche Ligand des entsprechenden 

Rezeptors gewählt, z.B. ein Hormonpeptid. Dieses Biomolekül kann modifiziert sein, um 

gewisse Eigenschaften zu verbessern wie zum Beispiel die Bindungseigenschaften des 

Moleküls, die Stabilität, die Verteilung in verschiedenen Organen etc. 

Der „Linker“ dient hauptsächlich zur Verknüpfung des Vektorteiles des 

Radiopharmazeutikums mit dem signalgebenden bzw. therapeutisch wirksamen Abschnitt der 

Substanz. Der Linker kann dabei nebst einer stabilen Bindung auch einen gewissen Abstand 

zwischen dem Vektorteil und dem Chelator gewährleisten, so dass die Bindungseigenschaften 

des entsprechenden Biomoleküls zum angepeilten Rezeptor nicht negativ beeinflusst werden 

(sogenannte Spacer-funktion). Durch die Auswahl des Linkers können auch die Eigenschaft 

des gesamten Radiopharmazeutikums, wie z.B. die Lipophilie und damit die 

pharmakokinetischen Eigenschaften, beeinflusst werden. Schliesslich können über einen 

entsprechenden Linker auch zusätzliche Funktionalitäten in das Radiopharmakon eingebaut 

werden.  
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Tabelle 4: Überexprimierte Peptidrezeptoren bei unterschiedlichen Tumoren 
 
 
Rezeptor 

 
Natürlicher  
Rezeptorligand 
 

 
Tumortypus 

 
Somatostatinrezeptor  
Subtypen 1-5 

 
Somatostatin 

 
SCLC, neuroendokriner  
Tumor, non-Hodgkin  
Lymphom, Melanom,  
Mammakarzinom, Astrozytom 

Cholecystokinin-Rezeptoren  
Subtypen 1 & 2 

Cholecystokinin, Gastrin MTC, SCLC, Insulinom,  
Astrozytom, Ovariales  
Karzinom 

Bombesin-Rezeptoren Bombesin, GRP Prostatakarzinom,  
Mammakarzinom 

Neurokinin-1 Substanz P Glioblastom, Astrozytom,  
MTC, Mammakarzinom 

Rezeptor für Melanozyten- 
Stimulierendes-Hormon 

α-MSH Melanom 

Rezeptor für Luteinizing- 
hormone-releasing-hormone 

LHRH Prostatakarzinom,  
Mammakarzinom 

Neurotensin-rezeptoren  Neurotensin Pankreaskarzinom,  
Kolonkarzinom, SCLC, MTC,  
Ewing Sarkom 

VIP-/ PACAP-Rezeptoren Vasoaktives intestinales  
Peptid 

SCLC, Kolonkarzinom,  
Pankreaskarzinom,  

GLP-1-Rezeptor Glucagon-like-Peptide Insulinom 

 
SCLC = small cell lung cancer; MTC = medullary thyroid cancer;  
GRP = gastrin releasing peptide 
 

 

Solche durch Einbringung einer zusätzlichen Funktionalität modifizierten Peptide, so 

genannte trifunktionelle Peptide, können zytotoxische oder zytostatische Strukturen tragen, 

wie z.B. Cisplatin-Komplexe, Doxorubizin oder andere. Verschiedene Zytostatika wurden 

bereits an Peptide gekoppelt und die Wirkung dieser Konjugate getestet (16, 17).  
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Es können aber auch Zucker-Derivate als zusätzliche Funktionalität in die Moleküle 

eingebaut werden, um dadurch die pharmakokinetischen Eigenschaften der Radiopharmaka 

zu beeinflussen. Eine solche Zucker-Funktion führt zu einer schnelleren Blut-Clearance, 

wobei die nicht vom Tumor aufgenommene Substanz rascher über die Nieren ausgewaschen 

und über den Urin ausgeschieden wird, ohne dass der insgesamt resultierende Nierenuptake 

erhöht wird (18, 19). Erwähnenswert ist ebenfalls die Verknüpfung eines Radiopeptides mit 

einem „nuclear localizing signal“, einer Peptidfunktion, welche dazu führt, dass das 

Radiopharmazeutikum in deutlich höherem Masse zum Nukleus der Tumorzellen gelangt (5). 

Gerade bei sehr kurzreichweitigen Strahlern wie Auger-Emittern ist es wichtig, dass die 

Radioaktivität möglichst nahe am Nukleus seine Wirkung entfalten kann. Ein 

Doppelstrangbruch der DNS, welche sich im Nukleus der Zelle befindet, führt zum Absterben 

dieser Tumorzelle. 

 

Der Aufbau eines Radiopharmazeutikums kann schliesslich auch einen Linker beinhalten, mit 

welchem mehrere Chelatoren für die Bindung eines Radiometalls gleichzeitig an ein Peptid 

gekoppelt werden (20, 21). Dadurch kann die spezifische Aktivität (Radioaktivitätsmenge pro 

Mol Substanz) erhöht werden, was gerade bei Peptiden von Bedeutung ist, welche selber eine 

pharmakologische Wirkung aufweisen. So führt z.B. die Applikation eines VIP-Derivates 

bereits im Mikrogramm-Bereich zu kurzfristigen Nebenwirkungen wie einer raschen 

Absenkung des Blutdruckes (22). Auch bei einem Radiopharmazeutikum auf Basis von 

Substanz P konnten kurzfristige Nebenwirkungen beobachtet werden (23), bei Bombesin ist 

dies auch zu erwarten (24). Etwas weniger Nebenwirkungen scheinen Derivate von 

Somatostatin zu haben, wo solche unerwünschten Effekte doch erst im Bereich von einigen 

hundert Mikrogramm auftreten (25). Eine hohe spezifische Aktivität der Radiopharmazeutika 

ermöglicht nun eine Anwendung hoher Aktivitätsdosen auch bei geringen Mengen des 

verwendeten Peptids.  
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Die Erhöhung der spezifischen Aktivität ist aber nicht nur im Hinblick auf die Reduktion von 

Nebenwirkungen wichtig, sondern auch weil bei zu hohen verwendeten Peptidmengen 

Sättigungseffekte der vorhandenen Rezeptoren zu erwarten sind. Dass solche Sättigungen 

bereits in einem Mengenbereich auftreten können, welcher heutzutage in der therapeutischen 

Anwendung von rezeptorgesteuerten Radiopharmazeutika erreicht wird, wurde im Falle von 

90Y-DOTATOC gezeigt (26). 

 

 
Abbildung 2: Prinzipieller Aufbau eines rezeptorgesteuerten Radiopharmazeutikums 
 

 

Rezeptor Vektormolekül:
Peptid, Antikörper

Linker Bifunktioneller Chelator
mit Radiometall

Rezeptor Vektormolekül:
Peptid, Antikörper

Linker Bifunktioneller Chelator
mit Radiometall  

 
 
Abbildung aus (27) 
 
 

Der Chelator, welcher an den Linker geknüpft wird, ist ein so genannter bifunktioneller 

Chelator (BFC). Er besteht aus einer Einheit, welche ein entsprechendes Radiometall 

komplexieren kann, und aus einer funktionellen Gruppe, welche eine kovalente Bindung an 

den entsprechenden Linker oder das Vektormolekül ermöglicht (3, 8, 15, 27).  

Die Anforderungen an einen BFC sind vielfältig (28). Es müssen thermodynamisch stabile 

und kinetisch inerte Komplexe gebildet werden, welche insbesondere in einem pH-Bereich 

von 5 bis ca. 7.5 stabil sind. Es muss dadurch eine Dekomplexierung des Radiometalls in vivo 

verhindert werden, weil freie Radiometalle toxisch wirken können. So sind zum Beispiel 

177Sm3+, 90Y3+ oder 153Sm3+ so genannte „bone seekers“, welche sich im Knochenmark eines 
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Patienten anreichern und so dieses bestrahlen würden. Die BFC kompetitieren als Chelatoren 

häufig mit natürlichen Chelatoren des Blutes wie z.B. Transferrin.  

 

Die Auswahl des Radionuklids ist abhängig von verschiedenen Faktoren (10, 11, 27, 29): 

 

• Dem medizinischen Ziel (Diagnostik, Therapie) 

• Der Verfügbarkeit 

• Der benötigten Dosis 

• Der physikalischen Halbwertszeit 

• Den Kosten 

 

Für diagnostische Zwecke ist das weit verbreitete 99mTc äusserst vorteilhaft, da es sowohl gut 

szintigraphisch darstellbar ist, sowie die Verfügbarkeit über den 99Mo/99mTc-Generator gut 

und erschwinglich ist. Die Halbwertszeit ist mit 6.02 h lange genug um vernünftige 

diagnostische Aussagen zu machen, aber auch kurz genug um den Patienten und seine 

Umgebung nicht unnötig lange einer radioaktiven Strahlung auszusetzen. Die biologische 

Halbwertszeit vieler Pharmaka, also die Verweildauer der Pharmaka im Patienten, liegt oft 

auch in diesem Bereich.  

Generell muss ein verwendetes Radiometall für den Einbau in einem Chelator möglichst frei 

von anderen Metallionen sein, da diese häufig ebenfalls in einen Chelator eingebaut werden 

und so eine tiefere spezifische Aktivität des resultierenden Radiopharmakon verursachen (30). 
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1.2.2 Chelatoren für 99mTc 

 

Für die Anwendung von 99mTc werden meist Amino-Stickstoff-, Schwefel- aber auch 

Sauerstoff-donoren zur Komplexierung verwendet. Häufig kommt auch eine Kombination 

verschiedenster Donoren in einem Chelator zur Anwendung (31).  

In der Herstellung rezeptorgesteuerten Radiopharmaka kommen grundsätzlich drei 

verschieden Strategien für die Markierung zum Zuge: 

 

• „direct-labeling“  

 

Hier wird 99mTc über Donoren gebunden, welche bereits in der natürlichen 

Struktur des Biomoleküls enthalten sind. So kann zum Beispiel eine 

Disulfidbrücke eines Proteins reduziert und in freie Thiole umgewandelt werden. 

Diese können dann 99mTc binden. Dieser Ansatz hat den Nachteil, dass die wahre 

Struktur des Endproduktes oft unklar ist; so kann z.B. 99mTc auch verbrückend 

zwischen zwei Thiolen unterschiedlicher Biomoleküle agieren. 

 

• „prelabeling“ 

 

99mTc wird bei dieser Strategie durch einen bifunktionellen Chelator komplexiert 

und danach erst an ein Biomolekül gekoppelt. Während dieser Ansatz für 

Forschungszwecke durchaus interessant ist, scheint er für den routinemässigen 

Gebrauch im klinischen Alltag wenig geeignet, da er zu komplex und zeitraubend 

ist.  
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• „postlabeling“ 

 

Ein bifunktioneller Chelator wird an ein Biomolekül gekoppelt und erst im letzten 

Schritt 99mTc eingebracht. Da die Durchführung der organischen Syntheseschritte 

zur Herstellung des Chelator-Biomoleküls vor der Einführung des radioaktiven 

Technetiums erfolgt, sind dort noch keine strahlungsbedingten Einschränkungen 

vorhanden (Strahlenschutz, physikalische Halbwertszeit). Für die Markierung 

selber kann eine Kitformulierung erfolgen, wo alle benötigten Inhaltsstoffe in 

einem Gefäss vorgelegt sind und lediglich noch die Pertechnetat-Lösung beigefügt 

werden muss; aufwändige Aufarbeitungsschritte entfallen dadurch. Als Nachteil 

des postlabeling approaches muss erwähnt werden, dass meist ein grösserer 

Überschuss an Chelator gegenüber 99mTc angewendet werden muss, um eine 

vernünftige radiochemische Reinheit des Endproduktes erreicht wird. Dies 

schränkt die spezifische Aktivität des Radiopharmakon ein. 
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Abbildung 3: Struktur von HYNIC und 99mTc-Komplexen davon für die Kopplung an 
Biomoleküle 
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A = HYNIC; B = [Tc(HYNIC)(tricine)(L)]; C = [Tc(HYNIC)(EDDA)Cl], 
EDDA = Ethylendiamin-diessigsäure 
 

 

Erwähnenswert für die Markierung mit 99mTc ist die Verwendung von 2-Hydrazinnikotinsäure 

(HYNIC) zur Markierung von Biomolekülen (32, 33). HYNIC agiert als einzähniger Ligand 

und lässt dadurch eine Vielzahl von möglichen Coliganden zu (34) (Abbildung 3). Die 

Bioverteilung der Radiopharmaka kann dadurch beeinflusst werden (35). 

 

Die erwähnten drei Strategien für die Markierung eines Radiopharmakzeutikums sind 

natürlich auch für andere Radionuklide als für 99mTc anwendbar. 
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1.2.3 Chelatoren für Radiometalle 

 

Nebst 99mTc steht eine Vielzahl anderer Radiometalle zur Verfügung (Tabelle 1, Tabelle 2). 

Die Natur des Radiometalls bestimmt dabei die Wahl des Chelators, welcher verwendet 

werden kann. Grundsätzlich unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Typen von 

Chelatoren: den azyklischen und den makrozyklischen Chelatoren (Abbildung 4, Abbildung 

5, Abbildung 6). 

 

 
Abbildung 4: Azyklische Chelatoren, basierend auf Polyazaalkanen mit 
Carboxylat-funktionalisierung 
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EDTA = Ethylendiamintetraacetat;  
DTPA = Diethylen-triaminpentaacetat 
 

 

Während die ersten bifunktionellen Chelatoren (BFC) auf der Basis von EDTA aufgebaut 

wurden (36, 37), beruhen heute die meisten der verwendeten, azyklischen BFC auf der Basis 

von DTPA (Abbildung 4). Das erste klinisch zugelassene Peptid-basierende Radiopharmakon 

für die Diagnostik von Tumoren war das DTPA-derivatisierte Somatostatin Analog Octreotid, 

welches für die szintigraphische Anwendung mit 111In markiert werden kann (Octreoscan®) 

(38). Dabei stellt DTPA einen sehr geeigneten Chelator für dieses Radiometall dar, indem mit 

einer schnellen Komplexierungskinetik ein ausreichend stabiler Komplex mit 

Koordinationszahl acht gebildet wird (39). Während die schnelle Komplexbildungskinetik ein 

generelles Phänomen bei offenkettigen Chelatoren ist, hat sich herausgestellt, dass oft die 
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limitierte Stabilität der DTPA-Komplexe mit anderen Radiometallen ein Problem darstellt. So 

ist der Chelator DTPA, welcher über eine der Carboxylgruppen an ein Biomolekül gebunden 

ist, auf Grund der geringen Komplexstabilität in vivo zwar für die Anwendung von 111In, 

nicht aber für die Verwendung von 90Y geeignet (40). Für die therapeutische Anwendung von 

90Y ist ein Konjugat mit einem makrozyklischen Chelator einem Konjugat mit einem 

azyklischen Chelator deutlich überlegen (41). 

 

 

Um die Stabilität der offenkettigen Chelatoren zu erhöhen, wurden verschiedene zusätzliche 

Funktionalitäten an die Prototypen EDTA und DTPA gekoppelt (42, 43) (Abbildung 5). Ein 

solcher auf DTPA basierender BFC ist Tiuxetan (44). Dieser Chelator wurde gekoppelt an den 

anti-CD20-Antikörper Ibritumomab und führte so zum Medikament Zevalin®. Dieses ist 

vorgesehen für die Markierung mit 111In für diagnostische Zwecke aber auch mit 90Y für 

Therapien. Es ist der erste durch die US-amerikanische Food and Drug Administration (FDA) 

zugelassene, radioaktiv markierte Antikörper für therapeutische Anwendungen bei non-

Hodgkin-Lymphomen (45).  

 

Wie bereits erwähnt haben makrozyklische Chelatoren gegenüber den offenkettigen Analogen 

den Vorteil, dass die gebildeten Komplexe meist eine höhere kinetische Stabilität aufweisen 

(Tabelle 5). 

 
Abbildung 5: Stabilisierte Derivate von DTPA  
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Tabelle 5: Stabilitätskonstanten (log KML) einiger makrozyklischer 
Komplexe (46) 
 
 
Metall 

 
DOTA 

 
PEPA 

 
HEHA 

 

 
DTPA 

Lu3+ 29.2 16.71 24.26 22.4 

Y3+ 24.9 16.07 24.04 22.1 

Sm3+  15.35 21.24 22.3 

Ho3+  16.48 23.88 22.8 

 
KML = [ML]/[M][L] (M-1) 
 

 

Leider erfordert der Komplexierungsschritt von makrozyklischen Chelatoren mit 

Radiometallen auf Grund der langsamen Komplexbildungskinetik (Tabelle 6) häufig 

drastischere Bedingungen als azyklische Chelatoren, um eine vernünftige radiochemische 

Reinheit innerhalb nützlicher Frist zu erreichen (30).  

 
 
Tabelle 6: Komplexbildungskonstanten pseudo-erster Ordnung für die 
Komplexierung bei pH 7.8 und 25°C (47) 

 

   
kobs 

(min−1) 
 

  

 
Metall 

 

 
DOTA 

 
PEPA 

 
HEHA 

 
DTPA 

Lu3+ 6.3 * 10−3 9.6 * 10−2 5.8 * 10−1 4.6 

Y3+ 4.6 * 10−3 2.0 * 10−1 6.8 * 10−1 7.3 

 

Als Beispiel für die Bedingungen, welche für die Komplexierung mit einem makrozyklischen 

Chelator nötig sind, kann man das in unserer Abteilung verwendete Protokoll für die 

Markierung von DOTATOC mit 90Y aufführen. Es sieht eine Inkubation der Reaktionslösung 

während 30 min in einem Heizblock mit einer Temperatur von 95°C vor. Solche Bedingungen 
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werden zwar von Peptid-basierenden Verbindungen gut ertragen, jedoch sind sie für die 

Anwendung mit Antikörpern ungeeignet, da diese bei so hohen Temperaturen ihre 

Tertiärstruktur (räumliche Faltung) und somit ihre Bindungseigenschaften verlieren. 

 

Die Ringgrösse von makrozyklischen Chelatoren kann variabel gewählt (Abbildung 6) und 

dabei auf das zu verwendende Radiometall abgestimmt werden. DOTA ist ein Cyclen-

basierender makrozyklischer Chelator, welcher stabile Komplexe mit einer Vielzahl von in 

der Nuklearmedizin interessanten Metallen bildet wie z.B. Y3+, In3+, Cu2+ oder Lu3+ (48).  

 
 
Abbildung 6: Makrozyklische Chelatoren, basierend auf Polyazamacrozyklen mit Carboxylat-
funktionalisierung 
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DOTA = Dodeca-1,4,7,10-tetraamin-tetraessigsäure; TRITA = Trideca-1,4,7,10-
tetraamin-tetraessigsäure; TETA = Tetradeca-1,4,8,11-tetraamin-tetraessigsäure; NOTA 
= Nona-1,4,7-triamin-triessigsäure; PEPA = Pentadeca-1,4,7,10,13-pentaamin-
pentaessigsäure; HEHA = Hexadeca-1,4,7,10,13,16-hexaamin-hexaessigsäure 
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DOTA kann über einen der vorhandenen Carbonsäure-Seitenarme an ein Biomolekül 

gekoppelt werden. Um DOTA als BFC in der Festphasensynthese von Peptiden (SPPS) 

einzusetzen, wurde durch Anwendung von orthogonaler Schutzgruppentechnik ein Synthon 

entwickelt (49), welches noch an der Festphase an das Seitenketten-geschützte Peptid 

geknüpft werden kann (Abbildung 7).  

 

 
Abbildung 7: Synthese von DOTA(tBu)3-OH zur Verwendung in der Festphasensynthese 
von Peptiden. 
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Durch Abspaltung von der Festphase und Entschützung der Seitenkettenschutzgruppen des 

Peptids und der Schutzgruppen des Chelators erhält man das gewünschte Chelator-Peptid-

Konjugat (Abbildung 8). Die Anwendung dieser Technik erlaubt es, alle Vorteile der 

Festphasenpeptidsynthese (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) zu nutzen, wie die 

Automatisierbarkeit der Syntheseschritte, die einfache Entfernung der einzelnen Reaktanden 

durch Spülen des an der Festphase gebundenen Produktes, hohe Reinheit und Uniformität des 

Rohproduktes auf Grund von kontrollierbaren und nach Bedarf wiederholbaren 

Einzelschritten. All diese Vorteile führen zu einer stetig wachsenden Beliebtheit dieser 

Technik. 



 

 

33

 
Abbildung 8: Festphasensynthese von Chelator-Peptid-Konjugaten unter Verwendung eines 
Synthons 
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Die direkte Verknüpfung einer Carboxylgruppe von DOTA an ein Biomolekül hat den 

Nachteil, dass dadurch diese Carboxylgruppe nicht mehr für die Komplexierung des Metalls 

zur Verfügung steht. Die entstehende „freie“ Koordinationsstelle des Metalls wird durch das 

Carbonyl-Sauerstoffatom aufgefüllt, welches an der peptidischen Bindung zum Biomolekül 

beteiligt ist (15). Dieser Nachteil in der Verwendung von DOTA als BFC wurde deshalb 

durch die Einführung einer zusätzlichen funktionellen Gruppe ausgeglichen, welche nun die 

Bindung zum Peptid ausbilden kann (50). Auch für diesen Chelator wurde durch Anwendung 

orthogonaler Schutzgruppentechnik ein geschütztes Synthon entwickelt, welches dann in der 

Festphasensynthese angewandt werden kann (51) (Abbildung 9).  
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Abbildung 9: Synthese des Prochelators eines erweiterten Analogons von DOTA 
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n = 1: DOTAGA(tBu)4-OH; n = 2: DOTASA(tBu)4; aus (50) 
 

 
 
Analog zu DOTA wurden auch für andere Ringgrössen Chelatoren und Synthons entwickelt, 

welche in der SPPS verwendet werden können und sich durch eine zusätzliche Bindungsstelle 

für die Knüpfung an ein Biomolekül auszeichnen (27, 51, 52). 

 



 

 

35

1.3 Substanz P-basierende Radiopharmazeutika 

 

1.3.1 Maligne Hirntumore 

 

Die Weltgesundheitsorganisation WHO teilt die primären Hirntumore des Typus Glioma in 4 

verschiedene Klassen ein (53). Dabei wird die histologische Differenzierung, der Grad der 

Tumorinfiltration in umliegendes, gesundes Gewebe sowie verschiedene Wachstumsfaktoren 

berücksichtigt. All diese Faktoren haben schliesslich einen Einfluss auf die durchschnittliche 

Überlebenszeit der betroffenen Patienten. Die American Cancer Society schätzt, dass alleine 

in den USA ungefähr 13’000 Patienten pro Jahr an einem primären Hirntumor sterben. Die 

Überlebenszeit kann dabei zwischen gegen 10 Jahren für die niedriggradigen 

Oligodendroglioma (WHO Grad II) und 10 – 14 Monaten für die hochgradigen Glioblastoma 

multiforme (GBM, WHO Grad IV) liegen (54). Selbst durch Anwendung einer ausgedehnten 

therapeutischen Behandlung mit Chemotherapie, Radiotherapie und operativem Eingriff 

erreichen GBM Patienten nur eine durchschnittliche Überlebenszeit von unter 16 Monaten 

(55, 56). Die Zweijahresüberlebensrate wird mit unter 10 % aller GBM Patienten angegeben 

(57). 

 

Vor ein paar Jahren wurde entdeckt, dass gerade Zellen von hochgradigen Hirntumoren 

Rezeptoren des Typs Neurokinin-1 (NK-1) überexprimieren (58). Niedriggradige 

Hirntumoren (WHO Grad II und Grad III) hingegen weisen oft eine hohe Anzahl an 

Somatostatinrezeptoren auf. Bei niedriggradigen Hirntumoren wie zum Beispiel den 

Astrozytomen zeigte deshalb ein therapeutischer Ansatz mit radioaktiv markiertem 

DOTATOC, welches die Somatostatinrezeptoren angreift, viel versprechende Resultate (59, 

60).  
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Bei hochgradigen Hirntumoren (GBM) sind Somatostatinrezeptoren aber ein weniger 

geeignetes Ziel als die NK-1 Rezeptoren, da die NK-1 Rezeptoren dort mit einer grösseren 

Häufigkeit überexprimiert sind (Tabelle 7).  

 

Nebst den hochgradigen Glioblastoma wurden NK-1 Rezeptoren auch auf anderen Tumoren 

des zentralen Nervensystems nachgewiesen, so zum Beispiel auf so genannten primitiven 

neuroektodermalen Tumoren (PNET) und auch auf Ewing Knochensarkoma, einem Tumor, 

welcher häufig im Bereich der Tibia und des Femurs auftritt (61). 

 

 
Tabelle 7: Rezeptor-exprimierung auf Hirntumoren 
 
 
Tumor 
 

 
Anzahl 
Proben 

 
NK-1 positive 
Tumorzellen 

 

 
NK-1 positive 

Gefässe 

 
SSTR positive 
Tumorzellen 

 
Glioblastoma 

 
10 

 
10 / 10 (100 %)

 
6 / 10 (60 %) 

 
0 / 9 (0 %) 

 
 
Astrozytoma 
 

 
12 

 
9 / 12 (75 %) 

 
9 / 12 (75 %) 

 
11 / 12 (92 %) 

 
Aus (58); NK-1 = Neurokinin-1, SSTR = Somatostatin Rezeptoren 

 

Das Peptid Substanz P ist der natürliche Ligand zum NK-1-Rezeptor. Es gehört zur Familie 

der Tachykinine, einer Familie von Gewebshormonen und Neuropeptiden, welche sich durch 

eine gemeinsame carboxyterminale Aminosäuresequenz Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 

auszeichnet. Tachykinine haben eine rasche so genannte Kinin-Wirkung, das heisst sie 

stimulieren die glatte Muskulatur, senken den Blutdruck, fördern Speichel- und Tränenfluss 

etc.  
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Abbildung 10: Peptidsequenz von Substanz P 
 
 
Arg1-Pro2-Lys3-Pro4-Gln5-Gln6-Phe7-Phe8-Gly9-Leu10-Met11-NH2 

 
 

Das 11 Aminosäuren umfassende Peptid Substanz P (Abbildung 10) war das erste entdeckte 

Mitglied der Familie der Tachykinine (62) und wurde 1971 erstmals synthetisiert (63-65). Es 

spielt eine Rolle im zentralen Nervensystem als Neurotransmitter, im vaskulären System als 

vasodilative Substanz und erhöht überdies auch die vaskuläre Permeabilität (66, 67). Substanz 

P hat einen Effekt auf die Funktionen der Lunge, der Eingeweide und anderer Organe sowie 

auf die Regulation des Immunsystems (68, 69). Schliesslich wurde auch über einen 

stimulativen Effekt auf die Neovaskularisierung (Ausbildung von Blutgefässen) berichtet 

(70).  

Die Überexprimierung des Substanz P-Rezeptors NK-1 auf GBM Zellen bietet nun ein Ziel 

für rezeptorgesteuerte Radiopharmazeutika. 

 

1.3.2 NK-1-Rezeptor gesteuerte Radiopharmazeutika 

 

Ein erstes NK-1-Rezeptor-bindendes Radiopharmazeutikum wurde durch Kopplung des 

azyklischen Chelators DTPA an die native Sequenz des Peptides Substanz P, und die 

anschliessende Markierung mit dem γ-Emitter 111In synthetisiert (71). Diese Substanz wurde 

zur szintigraphischen Visualisierung von NK-1 positivem Gewebe im Menschen eingesetzt 

(23). Dadurch wurde die Darstellung des Thymus (hinter dem Brustbein gelagerte Drüse des 

lymphatischen Systems) erreicht; aber auch Leber, Nieren, Milz und die Harnblase zeigten 

eine Anreicherung der applizierten Radioaktivität. Innerhalb 24 h wurden mehr als 95 % der 

applizierten Dosis über die Nieren ausgeschieden, über den Darm dagegen nur etwa 0.05 % 
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über einen Zeitraum von 60 h. Die verwendete Substanz selber wurde sehr rasch enzymatisch 

abgebaut, die Halbwertszeit des intakten Peptids im Blut lag bei nur etwa 4 min. Die 

Radioaktivität im Blutplasma wies eine kurze Halbwertszeit von nur 10 min auf, was sowohl 

auf rasche Ausscheidung wie auch auf rasche Bindung an den NK-1-Rezeptor zurückzuführen 

ist.  

Während die schnelle und hohe Ausscheidung für eine szintigraphische Applikation noch 

tolerierbar ist, stellt sie für eine Applikation mit einem therapeutischen Radionuklid eine 

grosse Hürde dar, da dadurch eine zu grosse Strahlenbelastung von nicht-Ziel-Organen 

befürchtet werden muss, bzw. eine zu hohe Strahlendosis appliziert werden muss, um am 

Tumor noch eine wirksame Dosis anzubringen. Ausserdem ist die systemische Applikation 

des Radiopharmazeutikums für die Darstellung und Therapie von Hirntumoren auch deshalb 

nicht möglich, weil die Blut-Hirn-Schranke ein Vordringen des Radiopeptids bis ins Hirn 

nicht zulässt. Der verwendete azyklische Chelator schliesslich ist für eine Komplexierung mit 

therapeutischen Radiometallen wie 90Y ungeeignet, da der resultierende Komplex keine 

ausreichende Stabilität aufweist; makrozyklische Chelatoren sind hier zu bevorzugen (40).  

 

In einem ersten therapeutischen Ansatz wurde deshalb in unserer Abteilung der 

makrozyklische Chelator DOTAGA (50) an die native Sequenz von Substanz P gebunden 

(72). Nach Markierung mit 90Y wurde dieses Radiopharmazeutikum dann lokal über einen 

sogenannten Porth-a-cath direkt in den Tumor bzw. in die nach operativer Entfernung des 

Tumors verbleibende Resektionshöhle appliziert (73-76). Die Therapie ist auch nach 

operativer Entfernung des Tumors nötig, weil bei der Operation nie die gesamte Tumormasse 

reserziert werden kann. Im Gegensatz zu anderen Tumoren, kann bei einem Hirntumor nicht 

ein zusätzlicher Saum an gesundem Gewebe rund um den Tumor mit entfernt werden. Somit 

verbleibt nach der Operation jeweils ein Randsaum an Tumorzellen im Patienten. 
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Durch die lokale Applikation des Radiopharmazeutikums konnte die Blut-Hirn-Schranke 

umgangen werden (Abbildung 11). 

 

 
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Applikation über einen intratumoralen Katheter 
 

 

 
 

 

Die lokale Anwendung von DOTAGA-Substanz P führte im Patienten teilweise zu einer 

deutlichen Schrumpfung des Tumors. Als Beispiel sei hier eine Patientin aufgeführt, welche 

ein am Hirnstamm lokalisiertes GBM aufwies, welches mit 30 mCi (1110 MBq) [177Lu-

DOTAGA]-Substanz P behandelt wurde (77).  

Auf Grund der heiklen Lokalisation musste auf eine operative Entfernung des Tumors 

verzichtet werden. Ebenfalls wurde nicht wie in den meisten anderen Fällen 90Y sondern 177Lu 

als Radiometall angewendet, da eine zu grosse Reichweite der Strahlung zu Schädigung von 

umgebendem, gesundem Gewebe hätte führen können. Trotz der im Vergleich zu anderen 

Fällen recht geringen applizierten Dosis konnte mit MRI und PET (19F-FDG) drei Monate 

nach der Behandlung ein deutliches Schrumpfen des Tumors im Vergleich zur Situation vor 

der Behandlung nachgewiesen werden (Abbildung 12). 

Kopfhaut 

Knochen 

Hirn 

Reservoir 

Tumor 

Intratumoraler 
Katheter  
(porth-a-cath) 
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Abbildung 12: Therapie eines am Hirnstamm lokalisierten Glioblastoma multiforme mit [177Lu-DOTAGA]-
Substanz P  
 
 

 
 
 
Aufnahme vor (a = MRI; b = PET (FDG)) und 3 Monate nach Applikation  
(c = MRI; d = PET (FDG)) des Radiopeptids 
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1.4 Gastrin-basierende Radiopharmazeutika 

 

1.4.1 Medulläre Schilddrüsenkarzinome 

 

Bei ungefähr 5 – 10 % aller auftretenden Schilddrüsenkrebsfälle handelt es sich um 

sogenannte medulläre Schilddrüsenkarzinome (medullary thyroid carcinoma, MTC) (78). 

Dies sind Karzinome, welche von den C-Zellen der Schilddrüse ausgehen (79). Patienten, 

welche an dieser Erkrankung leiden, haben eine statistische 10-Jahres-Überlebensrate von 71 

%; meist tritt eine frühzeitige lymphogene aber auch hämatogene Metastasierung des 

Primärtumors als Komplikation auf (80).  

 

Die medullären Schilddrüsenkarzinome sezernieren Calcitonin, insbesondere bei einer bereits 

vorliegenden Metastasierung. Calcitonin ist ein 32 Aminosäuren umfassendes Hormon, 

welches eine Senkung des Calcium- und Phosphatspiegels hervorruft und zusammen mit dem 

so genannten Parathormon den Calciumhaushalt im Menschen reguliert. Calcitonin wird als 

Tumormarker bei Verdacht auf ein medulläres Schilddrüsenkarzinom verwendet; ein erhöhter 

Calcitonin-Basalwert deutet auf das Vorhandensein dieser Erkrankung hin (81). Daneben 

wird auch durch Gabe von Pentagastrin, einem synthetischen Analogon des Peptids Gastrin, 

eine maximale Sekretion von Calcitonin stimuliert, wobei die dann bestimmte Calcitonin-

Konzentration wiederum einen Hinweis auf eine pathologische Veränderung der Schilddrüse 

geben kann. Nuklearmedizinische diagnostische Verfahren wie die Octreotidszintigraphie 

werden teilweise zum Nachweis von Metastasen eines medullären Schilddrüsenkarzinoms 

eingesetzt, sind aber nicht sehr spezifisch und insbesondere zum Nachweis von 

Lebermetastasen wenig geeignet (82). Auch andere szintigraphische Methoden wie die 99mTc-

DMSA- oder MIBG-Szintigraphie liefern nur wenig befriedigende Resultate (83). 
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Medulläre Schilddrüsenkarzinome haben im Gegensatz zu anderen Schilddrüsentumoren die 

Eigenschaft, dass sie kein Jod aufnehmen, da sie nicht von den entsprechenden 

jodspeichernden Thyreozyten ausgehen. Dadurch ist aber auch keine erfolgsversprechende 

Anwendung der bei den anderen Schilddrüsenkarzinomen durchführbaren Radiojod-Therapie 

möglich. Der therapeutisch erfolgreichste Ansatz besteht in der operativen Entfernung des 

betroffenen Gewebes. Bei inoperablen Lokalrezidiven bleibt eine externe Bestrahlung als 

therapeutische Alternative (78). 

 

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass medulläre Schilddrüsenkarzinome eine erhöhte 

Anzahl an Gastrin-Rezeptoren (CCK2) exprimieren (84, 85). Diese Entdeckung hat den Weg 

für eine erfolgreiche Anwendung der rezeptorgesteuerten Radiopeptidtherapie geöffnet. 

 

Cholecystokinin- (CCK) Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein gekoppelten, „seven-

transmembrane-“ Rezeptoren und treten in zwei Subtypen (CCK1 sowie CCK2) auf (86). 

Diese Subtypen werden auch als CCK-A- (CCK1) beziehungsweise CCK-B- (CCK2) 

Rezeptoren bezeichnet. Das Peptidhormon Gastrin (Abbildung 13A) weist eine geringe 

Affinität zum Rezeptorsubtyp CCK1 auf, welcher in der Gallenblase, in der Pankreas, im 

peripheren Nervensystem und im Gastrointestinaltrakt auftritt. Dagegen ist die Affinität von 

Gastrin zum Rezeptorsubtyp CCK2 hoch, wobei dieser Rezeptorsubtyp wiederum 

hauptsächlich im Gehirn und Magen exprimiert wird (14, 87, 88).  

 

Bei einem pH-Anstieg im Magen auf einen Wert über 2.5 wird das Hormon Gastrin 

ausgeschüttet und regt die Salzsäureproduktion im Magen an. Auch die Sekretion der Galle 

und des Pankreas wird durch Gastrin angeregt. Somit hat dieses Hormon einen Einfluss auf 

das Hunger- und Sättigungsgefühl. Das Polypeptid Cholecystokinin (Abbildung 13B), 

welches die Sekretion von Pankreasenzymen hervorruft und die Kontraktion der Gallenblase 
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fördert, hat im Gegensatz zu Gastrin zum CCK1-Rezeptor eine deutlich ausgeprägtere 

Bindungsaffinität als zum CCK2-Rezeptor. 

 

 
Abbildung 13: Peptidsequenzen der beiden Enzympeptide Gastrin (A) und Cholecystokinin (B) 
 
 

A         Glu1-Gly2-Pro3-Trp4-Leu5-Glu6-Glu7-Glu8-Glu9-Glu10-Ala11-Tyr12-Gly13-Trp14-

Met15-Asp16-Phe17-NH2 

 

B         Lys1-Ala2-Pro3-Ser4-Gly5-Arg6-Val7-Ser8-Met9-Ile10-Lys11-Asn12-Leu13-Gln14-

Ser15-Leu16-Asp17-Pro18-Ser19-His20-Arg21-Ile22-Ser23-Asp24-Arg25-Asp26-

Tyr27-Met28-Gly29-Trp30-Met31-Asp32-Phe33-NH2 

 
 

CCK2-Rezeptoren werden, wie bereits erwähnt, bei medullären Schilddrüsenkarzinomen 

überexprimiert, aber auch bei anderen Krebsarten wie kleinzelligem Lungenkrebs (small cell 

lung cancer, SCLC), gastrointestinalem Adenokarzinom und stromalen Ovarienkarzinom (85) 

(Tabelle 4). Des weiteren bestehen Anzeichen, dass CCK2-Rezeptoren bei entdifferenzierten 

neuroendokrinen Tumoren überexprimiert werden, wenn die Somatostatinrezeptoren des 

Subtypes 2 (sst2) herunterreguliert werden (89). Dies ist insbesondere interessant, weil gerade 

auf Grund des reduzierten Auftretens von sst2 die sonst im Falle der neuroendokrinen Tumore 

anwendbare Radiopeptidtherapie mit DOTATOC oder anderen Somatostatinanaloga nicht 

mehr möglich ist (41, 90). Der CCK2-Rezeptor stellt somit ein viel versprechendes Ziel für 

diagnostische und therapeutische Applikation von Gastrin-analogas dar (91-94). 
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1.4.2 CCK-Rezeptor gesteuerte Radiopharmazeutika 

 

CCK-basierende Chelator-Peptid-Konjugate wurden sowohl mit den Chelatoren DTPA als 

auch mit DOTA entwickelt und haben viel versprechende in-vitro und in-vivo Resultate 

gezeigt (92, 95, 96). Leider zeigte aber die Anwendung der Substanz [111In-DTPA]-[D-Asp26, 

Nle28,31]-CCK(26-33) in Patienten mit medullären Schilddrüsenkarzinomen nicht die gleichen 

Erfolge, wahrscheinlich auf Grund ungenügender in-vivo Stabilität der Substanz (97). Andere 

Entwicklungen für die Anwendung von 111In basieren auf einer anderen Variation von CCK 

(96). Das dort entwickelte [111In-DTPAGlu]-Gly-CCK(26-33) soll vor allem den Vorteil 

haben, dass durch die zusätzliche funktionelle Gruppe des Glu im Vergleich zu dem nicht 

modifizierten DTPA nun fünf Carboxylgruppen sowie drei Aminofunktionen für die 

koordinative Bindung von Radiometallen zur Verfügung stehen. Dies sollte zu einer erhöhten 

Komplexstabilität führen, was gerade bei der Komplexierung des therapeutisch verwendbaren 

β¯-Emitter 90Y entscheidend ist. 

Für die Anwendung von 99mTc wurden CCK-basierende Substanzen entwickelt, welche eine 

diagnostische Anwendung finden könnten (98). Die Kombination des verwendeten Chelators 

Hydrazinonicotinamid (HYNIC) mit dem in der Nuklearmedizin sehr weit verbreiteten 99mTc 

könnte, sofern sich die ermutigenden in-vitro Versuche auch im Patienten bestätigen lassen, 

zu einer grösseren Verbreitung einer entsprechenden Szintigraphie führen. 

 

Auch auf der Basis des Peptides Gastrin wurden verschiedene Radiopharmazeutika entwickelt 

und getestet. Eine direkte Jodierung des in der Sequenz des Gastrins vorhandenen Tyrosins 

mit dem β¯-emittierenden 131I führte zu einer Substanz, welche im Tierversuch einen 

hemmenden Effekt auf das Tumorwachstum aufweist (91). Szintigraphisch wurde allerdings 

eine rasche Abnahme der Radioaktivität im Tumor festgestellt, wobei es sich dabei um ein 

bekanntes Phänomen handeln dürfte, bei dem ein durch die Zelle aufgenommenes 
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(internalisiertes) Peptid einem raschen lysosomalem Abbau unterliegt, gefolgt von rascher 

Auswaschung des in der Zelle akkumulierten radioaktiven Jods (99). 

 

Minigastrin ist eine auf die Aminosäuren 5 bis 17 verkürzte Version von Gastrin. Für die 

Anwendung von 99mTc wurden Tetraamin-Chelatoren an D-Glu1-Minigastrin gekoppelt (100). 

Diese Verbindungen haben nicht nur gute präklinische Resultate gezeigt, sondern es konnten 

in einem ersten Patienten mit metastasiertem medullären Schilddrüsenkarzinom auch alle 

bekannten Läsionen szintigraphisch dargestellt werden (Abbildung 14).  

Eine zukünftige Entwicklung dieser Substanz könnte auf eine Komplexierung mit 186Re oder 

188Re zielen; beides sind β¯-emittierende Radiometalle, wobei 188Re auch über einen 

188W/188Re-Generator verfügbar ist (101). Für weitere Anwendungen von 99mTc mit 

Minigastrinen wurden entsprechende Derivate des Chelators HYNIC entwickelt (102, 103). 

Auch DTPA- und DOTA-gekoppelte Minigastrine wurden sowohl für szintigraphische als 

auch für therapeutische Zwecke entwickelt (104-107). Dabei ist wiederum zu beachten, dass 

DTPA mono-amid zwar mit 111In stabile Komplexe bildet, welche für Szintigraphien 

durchaus geeignet sind. Andererseits ist aber der Komplex mit dem häufig verwendeten und 

hochenergetischen β¯-Emitter 90Y nicht genug stabil für eine sichere therapeutische 

Anwendung (40). 
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Abbildung 14: Ganzkörperszintigraphien eines Patienten mit metastasierendem MTC 90 min (A) und 
240 min (B) nach Applikation von [99mTc-N,N’,N’’,N’’’-tetra-(tert-butoxycarbonyl)-6-carboxy-1,4,8,11-
tetraazaundecan]-D-Glu1-minigastrin (= [99mTc]-Demogastrin 2). 
 

 

 

 
Abbildung aus (100) 
 

 

Die D-Glu0-modifizierte Variante des Chelators DTPA schliesslich weist zwar eine erhöhte 

Komplexstabilität auf, worauf eine geringere Transchelierung auf Serumproteine und ein 

verbessertes Tumor-zu-Hintergrund-Verhältnis resultieren. Der dort postulierte Mechanismus 

der Retention von dekomplexiertem 111In durch die negative Ladung des Glu, gefolgt von 

augenblicklicher Rekomplexierung, ist aber noch nicht restlos geklärt. Die bei dieser Substanz 

auftretende hohe Aufnahme der applizierten Radioaktivität in den Nieren limitiert auch eine 

therapeutische Anwendung, da dadurch nierentoxische Effekte auftreten könnten (105). 
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1.5 Radioaktive Markierungen 

 

1.5.1 Markierungen von makrozyklischen Chelatoren 

 

Die meisten interessanten Radiometalle wie zum Beispiel Lanthaniden, 90Y3+ oder 111In3+ sind 

harte Lewissäuren und bevorzugen dem HSAB (hard and soft acids and bases) Konzept 

entsprechend auch harte Lewisbasen als Liganden (108). Amine und COO¯ stellen also ideale 

Lewisbasen für diese Metalle dar. Die hauptsächliche Oxidationsstufe der Metalle ist +III. 

Um stabile in-vivo Komplexe zu erhalten, werden makrozyklische Chelatoren verwendet; vor 

allem DOTA und Modifikationen davon werden sehr häufig in Radiopharmazeutika 

eingesetzt.  

Sowohl Komplexe mit In3+ als auch mit Y3+, zum Beispiel in dem Chelator DOTA-DPhe-NH2 

(Abbildung 15) oder auch im Komplex Na[Y(DOTA)(H2O)], weisen eine Koordinationszahl 

von 8 auf (15, 39, 109, 110). DOTA bildet stabile Komplexe mit einer grossen Zahl 

unterschiedlicher Metallionen (111-113).  

 

 
Abbildung 15: Röntgenstruktur von Y-DOTA-DPhe-NH2 

 
 

 
 
 
Aus (15) 
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Die Komplexierung von Radiometallen mit den makrozyklischen Chelatoren muss möglichst 

rasch und einfach ablaufen; einerseits weil die Radiometalle selber eine begrenzte 

Halbwertszeit besitzen, andererseits muss auch aus strahlenschutztechnischen Gründen die 

Komplexierung rasch sein, um eine möglichst kurze Expositionszeit des Laborpersonals zu 

gewährleisten (114). Aus diesem Grunde wurden schon verschiedene Arbeiten publiziert, 

welche sich mit dem Mechanismus und der Bildungskinetik von Komplexen zwischen 

makrozyklischen Chelatoren und relevanten Metallionen beschäftigen (47, 113, 115-119). 

 

Der Mechanismus der Komplexbildung zwischen einem Metall und DOTA scheint ein 

zweistufiger Prozess zu sein. In einem ersten Schritt bildet sich ein Zwischenprodukt, welches 

relativ langsam zum endgültigen, vollständig koordinierten Komplex umgesetzt wird (120). 

 

Es werden zwei verschiedene Mechanismen vorgeschlagen, wobei noch nicht bekannt ist, 

welcher dieser beiden Mechanismen tatsächlich stattfindet. 

 

Bei dem ersten vorgeschlagenen Mechanismus bildet sich aus dem zweifach protonierten 

Chelator H2(DOTA)2- und dem Metall rasch das Zwischenprodukt MH2(DOTA)+. Bei diesem 

Komplex steht das Metall ausserhalb des Käfigs, welcher durch den makrozyklischen Ring 

und die 4 Carboxylat-Arme von DOTA gebildet wird, und ist schliesslich über Carboxylat-

Sauerstoffe koordinativ gebunden (114, 118). Dieses Zwischenprodukt soll im Gleichgewicht 

zu MH(DOTA) stehen, welches, in einem reaktionsgeschwindigkeitsbestimmenden Schritt, 

wiederum deprotoniert wird, und bei welchem dann gleichzeitig das Metall in das Innere des 

durch den Chelator gebildeten Käfigs gelangt. So wird schliesslich die maximale 

Koordinationszahl erreicht. 
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Bei dem zweiten vorgeschlagenen Mechanismus wird von der einfach protonierten Form von 

DOTA, also H(DOTA)3-, ausgegangen, welche die reaktivere Form als das zweifach 

protonierte Analogon zu sein scheint (120, 121). Diese reaktive Form von DOTA geht rasch 

in den Komplex MH(DOTA) über. Dieses Zwischenprodukt MH(DOTA) verfügt nebst den 

Bindungen des Metalls zu den Carboxylat-Sauerstoffen auch über eine koordinative Bindung 

zwischen dem Metall und einem Stickstoff des Makrozyklus. Nach einer Deprotonierung und 

Umformung entsteht schliesslich der Komplex, in welchem sich das Metall im Innern des 

Käfigs befindet, nun durch die makrozyklischen Amine sowie die Carboxylat-Sauerstoffe 

komplexiert. Diese Umwandlung scheint der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zu sein, 

wobei der Mechanismus der Umwandlung des Zwischenproduktes MH(DOTA) in den finalen 

Komplex M(DOTA)- wiederum noch nicht restlos geklärt ist.  

 

Die stabilste Konformation von MH(DOTA) ist jene, bei welchem das Stickstoff-gebundene 

Proton auf der Innenseite des DOTA-Käfigs steht. Somit ist es aber nicht für im 

Lösungsmittel vorhandene Basen zugänglich. Eine Inversion des quaternären (protonierten) 

Amins wäre eine Möglichkeit, um das Proton auf die Aussenseite des Käfigs zu bringen, 

allerdings ist die Inversionsbarriere dazu sehr gross (122). Ein alternativer Weg schlägt vor, 

dass das Proton zuerst auf eine Carboxylat-Funktion des Chelators übergeht und erst so das 

Zwischenprodukt deprotoniert werden kann (114). Gleichzeitig zu dieser Deprotonierung 

wird das Metallion in das Innere des Chelators vordringen. 

 

Die gesamte Komplexbildung ist stark pH-abhängig, wobei ein höherer pH zu einer rascheren 

Komplexierung führt (113). Dies wird so interpretiert, dass die Deprotonierung des 

Zwischenproduktes durch OH- beschleunigt wird. Der Kontrolle des pH-Wertes beim Einbau 

eines Radiometalls in einem makrozyklischen Chelator kommt entscheidende Bedeutung zu 

wenn es darum geht, möglichst rasch ein Produkt mit einer hohen radiochemischen Reinheit 
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zu erhalten (30). Für die Komplexierung von DOTATOC mit 177Lu, 90Y und 111In wurde der 

ideale pH Bereich mit 4 - 5 beschrieben. Eine weitere Erhöhung des pH Werts bis über einen 

Wert von pH 6 erbringt nur noch geringe Erhöhungen der Reaktionsgeschwindigkeit, 

allerdings wird die Gefahr der Bildung von Hydrolyseprodukten des Metallions erhöht (123). 

 

1.5.2 Bi-Generator 

 

213Bi ist ein Radiometall, welches in einer Kaskade von α- und β¯-Zerfällen zu 209Bi übergeht 

(Abbildung 16). 209Bi kann auf Grund seiner extrem langen Halbwertszeit von 1.9 * 1019 

Jahren praktisch als stabil angesehen werden (124). Der energiereichste Zerfall in der 

Kaskade von 213Bi ist der α-Zerfall des Tochternuklids 213Po, mit einer Energie von 8.38 

MeV. Da dieser Zerfall eine sehr kurze Halbwertszeit von 4.2 µs aufweist, folgt dieser dem 

vorgelagerten β¯-Zerfall von 213Bi praktisch augenblicklich.  

 

Die kurze Halbwertszeit von 213Bi (45.6 min) führt dazu, dass die Patienten nach einer 

Applikation mit diesem Radionuklid nur während einer kurzen Zeit radioaktive Strahlung 

aussenden und somit nur während dieser Zeit unter Einhaltung von strahlenschutztechnischen 

Anforderungen behandelt werden müssen. Die beim α-Zerfall von 213Bi auftretende 

begleitende γ-Strahlung von 437 keV erlaubt eine szintigraphische Detektion des 

Radiopharmazeutikums. 

 

α-Partikel haben einen sehr hohen linearen Energietransfer (LET) (ca. 100 keV/µm), dies ist 

in etwa um den Faktor 100 höher als bei β¯-Zerfällen. Dieser hohe LET führt dazu, dass ein α-

Teilchen seine Energie innerhalb eines sehr kleinen Radius um den Ort des Zerfalls abgibt 

(ca. 60 µm). Wendet man solche α-Zerfälle in der Nuklearmedizin an, so führt diese kurze 

Reichweite zu einer sehr lokalen Bestrahlung (Tabelle 2).  
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Die hohen Energien, welche durch α-Partikel im Gewebe deponiert werden, führen zu hohen 

zytotoxischen Effekten, da Zellen nur begrenzte Kapazitäten zur Reparatur von DNS-Schäden 

haben. Daneben könnten auch apoptotische Mechanismen durch Alphastrahlung ausgelöst 

werden (125).  

 

 
Abbildung 16: Zerfallsschema von 225Ac 
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Nebst diesen vorteilhaften physikalischen Eigenschaften von 213Bi besteht ein grosser Vorteil 

in der Verfügbarkeit dieses Radiometalls. Ein 225Ac/213Bi-Generator ermöglicht eine 

Verwendung im klinischen Routinebetrieb. Dabei kann 225Ac durch Bestrahlung von 226Ra in 

einem Zyklotron (126) oder aus dem Zerfall einer 229Th-Quelle (127) gewonnen werden. 

225Ac wird dann auf einem Kationentauscher immobilisiert und kann so als Generator benutzt 

werden (128). Die Halbwertszeit von 225Ac liegt bei 10 Tagen, wodurch ein solcher Generator 

über mehrere Tage hinweg regelmässig eluiert werden kann. Er lädt sich dabei nach einer 

erfolgten Elution von 213Bi gemäss der Bateman-gleichung (1) wieder auf. 
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Die Zeit, welche benötigt wird, bis nach einer Elution wieder die maximale Aktivität an 213Bi 

auf dem Generator erreicht ist (tmax) , kann mit Hilfe der Gleichungen (1) und (2) berechnet 

werden: 
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Einsetzen der Halbwertszeiten von 225Ac und 213Bi liefert als Resultat eine maximale 

Beladung des Generators nach 6.33 h. Praktischerweise kann man aber bereits nach ca. 3 h 

den Generator erneut eluieren, da der Generator dann bereits bis ca. 93 % wiederaufgeladen 

ist (Tabelle 8). 
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Tabelle 8: Kapazität des 225Ac/213Bi-Generators in Abhängigkeit der Zeit seit der 
letzten Elution 
 

 
Zeit nach der letzten Elution 

(h) 
 

 

213Bi-Aktivität 
(% der maximalen Aktivität) 

1 59.73 

2 83.55 

3 92.95 

4 96.55 

5 97.83 

6 98.17 

 

Der 225Ac Durchbruch, also der Anteil an 225Ac welcher bei einer Elution von 213Bi 

heruntergespült wird, bewegt sich mit 25 ppm bezogen auf die ursprüngliche 225Ac Aktivität 

des Generators in einem tiefen Bereich und konnte durch Anwendung einer Grössen-

ausschlusschromatographie gar bis auf unter 1 ppm gebracht werden (129).  

Die Vorteilhaften physikalischen Eigenschaften und die gute Verfügbarkeit haben dazu 

geführt, dass 213Bi für die Nuklearmedizin attraktiv geworden ist und in verschiedenen 

Radiopharmazeutika eingesetzt wurde (130-132). Ebenfalls bereits eingesetzt wurden 

Radiopharmazeutika, welche mit 225Ac markiert wurden und somit die selbe Zerfallsreihe zu 

nutzen versuchen (133, 134). Allerdings ist zu befürchten, dass dabei der erste energiereiche 

α-Zerfall von 225Ac bereits zu einer Dekomplexierung führt, so dass die nachfolgenden 

Tochternuklide nicht mehr an das Vektormolekül resp. im Chelator gebunden sind (134). Die 

freien Radiometalle könnten an verschiedenen Organen im Körper akkumulieren und durch 

ihre radioaktive Strahlung zu unerwünschten Nebenwirkungen führen. 
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Für die Markierung von Antikörpern mit 213Bi wurden bis anhin meist Derivate mit DTPA-

Analogen benutzt. Im Gegensatz dazu wurde 225Ac schon mit dem makrozyklischen Chelator 

DOTA eingesetzt, allerdings wurde dort ein „prelabeling approach“ gewählt, bei welchem 

DOTA-SCN zuerst markiert und erst anschliessend an einen Antikörper gebunden wurde 

(133). Gerade bei 213Bi mit seiner kurzen Halbwertszeit scheint dieser Ansatz aber 

ungeeignet, da diese Methode zu lange dauert und dadurch das Endprodukt an spezifischer 

Aktivität verlieren würde; ein „postlabeling approach“ ist zu bevorzugen. Die langsame 

Komplexbildungskinetik von makrozyklischen Chelatoren bei tiefen Temperaturen limitiert 

den Einsatz von DOTA und ähnlichen Chelatoren auf Peptide, da Antikörper höhere 

Temperaturen als 37 °C nicht überstehen würden. Peptid-Chelator-Konjugate aber können auf 

Temperaturen bis 100 °C gebracht werden, ohne dass sie dabei Schaden nehmen. Dadurch 

kann eine hohe Markierausbeute und eine hohe spezifische Aktivität erreicht werden. 

 

1.5.3 Markierungen mit Mikrowellentechnik 

 

Bei der Markierung von Radiopharmazeutika mit kurzlebigen Radionukliden ist ein rasches 

Markierprotokoll entscheidend. Der Zerfall des Radionuklids nach der Markierung führt 

einerseits zu einer Abnahme der spezifischen Aktivität des Radiopharmazeutikums, 

andererseits kann, insbesondere bei Radionukliden mit hohem LET, die Strahlung selbst auch 

das Radiopharmazeutikum beschädigen.  

 

Die aktuellen Markierprotokolle im Universitätsspital Basel sehen zum Beispiel für die 

Markierung von DOTATOC mit 90Y eine 30-minütige Inkubation im Heizblock bei 95°C, 

gefolgt von einer Abkühlphase von 10 Minuten vor. Danach erst wird die Qualitätskontrolle 

mit HPLC und Festphasenextraktion durchgeführt. Alles in allem muss mit einem zeitlichen 

Aufwand von bis ca. 2 h gerechnet werden. Für die Markierung mit 213Bi (HWZ = 45.6 min) 
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oder 68Ga (HWZ = 68 min) bedeutet dies, dass deutlich über die Hälfte der Aktivität in dieser 

Zeit zerfallen würde.  

 

Eine Markierung mit einem Mikrowellen-Gerät stellt hier ein attraktives Mittel zur 

Verkürzung des Zeitbedarfes dar. Für verschiedene Radionuklide wie 3H, 11C, 18F wurde die 

Mikrowellentechnik bereits angewendet, wodurch nicht nur eine kürzere Reaktionszeit, 

sondern auch höhere Ausbeuten, weniger Nebenprodukte und bessere Reproduzierbarkeit 

erreicht wurden (135). Auch für eine Markierung von DOTATOC mit dem Positronen-

Emitter 68Ga wurde Mikrowellentechnik angewendet, wobei hier ein Zeitbedarf von nur noch 

10 – 12 min für den Markierprozess erzielt wurde, allerdings ohne die nötige 

Qualitätskontrolle einzubeziehen (136). 

 

Mikrowellen sind elektromagnetische Wellen mit einer Frequenz zwischen 0.3 und 300 GHz. 

Wirkt dieses Mikrowellenfeld auf Materie, so wird Energie transferiert und zwar proportional 

zur elektrischen Konduktivität und der Polarisierbarkeit der bestrahlten Probe. Somit muss 

aber bei einer chemischen Reaktion, welche unter Erhitzung mit Mikrowellen erfolgen soll, 

die Probe polar oder zumindest ionisch sein. Polarisierbare Moleküle können zuerst polarisiert 

werden und beginnen dann in dem elektrischen Feld zu rotieren. Die Rotation von Dipolen im 

Mikrowellenfeld erzeugt Wärme. 

 

Während bei einem konventionellen Heizblock die Energie konduktiv durch das 

Reaktionsgefäss in das Lösungsmittel der Reaktion eingebracht werden muss, wirkt das 

Mikrowellenfeld augenblicklich und über das gesamte Volumen des Lösungsmittels. Dadurch 

wird eine deutlich raschere und homogenere Aufheizung erreicht.  
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2. Aufgabenstellung 

 

Das für die therapeutische Anwendung entwickelte NK-1-Rezeptor-bindende Molekül 

DOTAGA-Substanz P wird in Blutserum rasch enzymatisch abgebaut. Geschieht dieser 

Abbau vor der Bindung an den NK-1 Rezeptor, so steht das daran gebundene Radionuklid 

nicht mehr für den gewünschten therapeutischen Effekt zur Verfügung und kann gar andere 

Organe bestrahlen. Daher sollen, ausgehend von der nativen Sequenz von Substanz P, 

verbesserte Variationen entwickelt werden, welche eine erhöhte metabolische Stabilität bei 

gleich bleibender Bindungsaffinität zum NK-1-Rezeptor aufweisen. Bei der Komplexierung 

von DOTAGA-Substanz P mit einem Radiometall wird aber auch das in der Peptidsequenz 

enthaltene Methionin oxidiert, was einen Einfluss auf die Bindungsaffinität des 

entsprechenden Produktes haben kann. Diese Oxidierung soll untersucht und nach 

Möglichkeit verhindert werden. Die Stabilisierung der Peptidsequenz kann durch Austausch 

einzelner Aminosäuren durch unnatürliche Aminosäuren erreicht werden. Neu entwickelte 

Derivate sollen mit Internalisierungsversuchen und Serumstabilitätstests evaluiert werden. 

 

Die bisherigen Gastrin-Derivate weisen meist einen zu hohen Nierenuptake bzw. ein zu tiefes 

Tumor-zu-Nieren-Verhältnis auf. Die Niere wird dadurch zum dosislimitierenden Organ bei 

therapeutischen Anwendungen. Des Weiteren verwenden die meisten existierenden Gastrin-

Derivate azyklische Chelatoren für die Komplexierung von Radiometallen. Diese erzielen 

gerade mit therapeutisch interessanten Metallen eine zu geringe in-vivo Stabilität. Verbesserte 

Konjugate, basierend auf dem Peptid Minigastrin, sollen deshalb an makrozyklische 

Chelatoren gekoppelt werden. Diese Konjugate sollen, nebst der durch makrozyklische 

Chelatoren erreichten verbesserten Stabilität des Metallkomplexes, einen tieferen 

Nierenuptake aufweisen, wodurch schliesslich das therapeutische Fenster erweitert werden 

kann. Die neuen Konjugate sollen in präklinischen Versuchen evaluiert werden. 
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Der Chelator DOTAGA weist gegenüber dem weit verbreiteten DOTA eine zusätzliche 

Carbonsäurefunktion für die Kopplung an ein Vektormolekül auf. Die Auswirkung dieser 

zusätzlichen Funktionalität auf die Komplexierungseigenschaften wurden bis anhin noch 

nicht untersucht. Man erhofft sich aber eine beschleunigte Komplexierung, wodurch 

wiederum raschere Reaktionen und weniger drastische Bedingungen bei der Komplexierung 

mit einem Radiometall erreicht werden. Es soll deshalb die Komplexierungskinetik von 

DOTAGA mit interessanten Metallen wie Y3+ und Lu3+ untersucht und mit DOTA verglichen 

werden. Diese Untersuchungen sollen unter Anwendung eines Modells für ein jeweiliges 

Chelator-Peptid Konjugat durchgeführt werden. 

 

213Bi ist durch den 225Ac/213Bi-Generator ein gut verfügbares und auf Grund seiner 

physikalischen Eigenschaften vorteilhaftes Radiometall für therapeutische Anwendungen in 

der Nuklearmedizin. Die bisherigen Protokolle für die Einführung in ein Chelator-Peptid-

Konjugat sind allerdings zeitraubend, wodurch nur eine tiefe spezifische Aktivität für eine 

Applikation erreicht wird. Durch Anwendung von Mikrowellentechnik soll die 

Komplexierung beschleunigt werden. Dabei muss natürlich die erreichte radiochemische 

Reinheit gleich bleibend hoch sein wie bei den konventionellen Techniken, bei welchen ein 

Heizblock zur Anwendung kommt. 
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3. Experimenteller Teil 

 

3.1 Verwendete Chemikalien 

 

Die kommerziell erhältlichen Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. 

Allgemeine Verbrauchschemikalien wurden bei der Firma Fluka AG (Buchs, Schweiz) 

erworben, ausser die im Folgenden Aufgelisteten: Lösungsmittel für die HPLC sowie für die 

Peptidsynthese wurden bei Acros Organics (Geel, Belgien) erworben, Aminosäuren genauso 

wie Rink-Amid MBHA Harz bei NovaBiochem (Läufelfingen, Schweiz). DOTA(tBu)3-OH 

stammt von Macrocyclics (Dallas, USA), DTPA(tBu)3 von Mallinckrodt Medical (St. Louis, 

MO, USA), HATU von Applied Biosystems (Warrington, England). DTPA-Minigastrin 0 

wurde von M. Béhé (Marburg, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 

 

Zellkulturmedien (DMEM) und Zusätze (Gln, Antibiotika, FCS) stammen von Gibco BRL 

(Invitrogen, Basel, Schweiz) und Amimed BioConcept (Allschwil, Schweiz). Die AR4-2J 

Zelllinie wurde bei ECACC (Salisbury, England) gekauft, oder stand schon in unserem Labor 

zur Verfügung, während die Glioblastom Zelllinien vom Labor von Prof. Merlo 

(Universitätsspital Basel, Schweiz) zur Verfügung gestellt wurden.  

 

111InCl3 (trägerfrei) stammt von der Firma Mallinckrodt Medical Inc. (Petten, Holland), 

90YCl3 von Perkin Elmer Life Sciences (Boston, USA), 177LuCl3 von NRG (Petten, Holland). 

Der 225Ac/213Bi-Generator wurde vom Institut für Transuranium Elemente (Karlsruhe, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
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3.2 Verwendete Geräte 

 

Festphasenextraktion: Die SPE-Kartuschen (SepPak C18) wurden bei Waters (Rupperswil, 

Schweiz) erworben.  

Dünnschichtchromatographie: Kieselgel 60 F-254 beschichtete Glasplatten der Firma Merck 

(Dietikon, Schweiz). 

ITLC: Whatman Nr. 3–streifen (Whatman Switzerland AG, Bottmingen, Schweiz) wurden 

entweder zerschnitten und im γ-counter vermessen oder auf Berthold LB2820-1 Automatic 

TLC-Linear Scanner (Software Berthold CHROMA) analysiert. 

Säulenchromatographie: Kieselgel 60 der Firma Fluka (Buchs, Schweiz). 

Peptidsynthesizer: Semiautomatischer Synthesizer der Firma Rink Combichem (Bubendorf, 

Schweiz). 

Rotationsverdampfer: Büchi Rotavapor RE11 und RE124, angeschlossen an ein Büchi 

Vacuum System B-179 (Flawil, Schweiz). 

Zentrifugal-Verdampfer: Jouan RC10-22 der Firma Instrumente Gesellschaft (Zürich, 

Schweiz). 

Lyophilisator: Christ Alpha Lyophilisator (BioBlock, Illkirch, Frankreich). 

UV/Vis-Spektroskopie: Lambda 2 UV/Vis-Spektrophotometer von Perkin Elmer (Rodgau-

Jüdesheim, Deutschland). 

HPLC: Analytisches System: Quatenäre Pumpe und Dioden Array der Hewlett Packard 1050 

Series mit und einem Durchfluss-γ-Detektor LB506 von Berthold (Bad Wildbad, 

Deutschland). Analytisches und präparatives System: Bischoff 2250 Pumpensystem mit LC-

CaDI 22-14 Interface und Lambda 1010 UV-Detektor (Metrohm AG, Herisau, Schweiz) 

sowie Durchfluss Detektor LB509 von Berthold (Bad Wildbad, Deutschland). 
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HPLC-Säulen:  

Analytische Säulen:  

S1: Macherey Nagel CC250/4 Nucleosil 120 – 3 C18, 4 * 250 mm 

S2: Interchrom UP5ODB*25QS Uptisphere 4 * 250 mm 

S3: Agilent Zorbax Rapid Resolution Eclipse XDB C18 1.8 µm, 2.1 * 50 mm 

Präparative Säulen: 

S4: Macherey Nagel VP250/21 Nucleosil 100-5 C18, 21*250mm 

S5: Interchrom UP5ODB/25DEP 10041 Uptisphere, 21*250mm 

Mikrowellengerät: INITIATOR der Firma Biotage AB (Uppsala, Schweden). 

ESI-MS: Waters ZMD der Firma Micromass (Manchester, Grossbritannien) mit einem 

HP1100 Quatenären Pumpensystem bei Novartis (Basel, Schweiz). 

MALDI-TOF-MS: Voyager sSTR ausgestattet mit einem Nd:YAG Laser (355 nm) der Firma 

Applied BioSystems (Framingham, MA, USA) bei Novartis (Basel, Schweiz). 

1H-/13C-NMR: Bruker Spektrometer (360/99 MHz) und Varian VXR 400 (400/101 MHz) 

Spektrometer in der Firma Novartis (Basel, Schweiz). 

Quantitativer γ-counter: NaI(Tl)-Bohrlochcounter COBRA II, D 5003 γ-system well counter 

(Canberra Packard, Melbourne, Australien).  

Quantitativer β¯-counter: Szintillationszähler TRI CARB 1500 unter Verwendung von 

Szintillationslösung ULTIMA-GOLD (Packard, USA). 

SPECT/CT: Symbia T2 SPECT/CT Kamera (Siemens, München, Deutschland). 
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3.2.1 HPLC-Gradientensysteme 

 

Eluenten: A = Acetonitril; B = 0.1 % TFA in Wasser 

Analytische Gradienten: 

G1: Fluss 0.75 ml / min; 0 min – 95 % B, 5 min – 95 % B, 10 min – 0 % B, 15 min – 0 % B, 

20 min – 95 % B; λ = 214 nm / 254 nm. 

G2: Fluss 0.75 ml / min; 0 min – 95 % B, 30 min – 45 % B, 32 min – 0 % B, 34 min – 0 % B, 

37 min – 95 % B; λ = 214 nm / 254 nm. 

G3: Fluss 0.4 ml / min; 0 min – 95 % B, 1 min – 95 % B, 1.5 min – 0 % B, 5.5 min – 0 % B, 

6 min – 95 % B. 

G4: Fluss 0.75 ml / min; 0 min – 95 % B, 10 min – 40 % B, 25 min – 40 % B, 30 min – 95 % 

B. 

G5: Fluss 0.75 ml / min; 0 min – 95 % B, 5 min – 95 % B, 20 min – 0 % B, 22 min – 95 % B, 

25 min – 95 % B. 

Präparative Gradienten: 

G6: Fluss 15 ml / min; 0 min – 90 % B, 25 min – 45 % B, 26 min – 0 % B, 28 min – 0 % B, 

30 min – 90 % B; λ = 214 nm / 254 nm. 
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3.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften 

 

AAV 1: Festphasen-Peptidsynthese 

  

Die Peptide werden nach Fmoc-Schutzgruppenstrategie (137) synthetisiert nach Solid Phase 

Peptide Synthesis (SPPS). Dazu wird das Harz (0.5 – 2 g) im Reaktionsgefäss des 

Peptidsynthesizers vorgelegt. Für die Synthese von Peptiden, welche eine carboxyterminale 

Amidfunktion aufweisen, wird Rink-Amid MBHA Harz mit einer Beladungsdichte von 0.6 

mmol/g verwendet. Im Peptidsynthesizer wird das aufgeführte Synthesizerprogramm 

angewendet (Tabelle 9). Zur Quantifizierung der jeweils abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen 

werden die Lösungen aus Schritt 2 und 3 gesammelt und die Absorption der entsprechenden 

Lösungen bei einer Wellenlänge von 300 nm bestimmt. Mit Hilfe des bekannten 

Extinktionskoeffizienten von Dibenzofulven (ε300nm = 7800 l*mol-1*cm-1), dem Produkt der 

abgespaltenen Schutzgruppe, kann so die Konzentration mittels Beer-Lambert Gesetz 

berechnet werden. Falls der errechnete Wert tiefer als der erwartete Wert liegt, können die 

Abspaltungsschritte (Schritt 2 und 3 des Synthesizerprogramms) wiederholt werden.  

Die Fmoc-geschützte Aminosäure (3 Äquivalent bezogen auf die vom Harz abgespaltenen 

Fmoc-Schutzgruppen) wird zusammen mit 3.3 Äquivalenten HOBt und 3.3 Äquivalenten DIC 

in NMP gelöst und 20 min inkubiert. Bei Schritt 6 des Synthesizerprogramms wird diese 

Lösung der Festphase beigefügt und durch Zugabe von 8 Äquivalenten DIPEA der pH auf 

einen Wert von ca. 8 eingestellt. Zur Kontrolle der Kopplung der Aminosäuren wird nach 

erfolgter Reaktion ein Kaisertest durchgeführt (AAV 2). Bei erfolgreicher Kopplung sollen 

keine freien primären Aminofunktionen mehr nachweisbar sein. Andernfalls kann die 

Aminosäurekopplung wiederholt werden. 
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Tabelle 9: Peptidsynthesizerprogramm 
 

 
Schritt 

 

 
Reagenzien 

 
Wiederholungen

 
Zeit 

 
1 
 

 
DMF 

 
2 

 
1 min 

2† 

 
20% Piperidin in DMF 4 2 min 

3† 

 
DMF 2 0.5 min 

4 
 

Isopropanol 2 0.5 min 

5 
 

NMP 3 0.5 min 

6 
 

Aminosäure 1 45 min 

7 
 

DMF 2 0.5 min 

8 
 

Isopropanol 2 0.5 min 

 
† = Lösungen werden gesammelt zur spektrophotometrischen Bestimmung der 
abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen 
 

 

Wurde das Harz bei Synthesebeginn trocken angesetzt oder über Nacht trocken gelagert, so 

wird der erste Schritt des Synthesizerprogramms auf 10 min verlängert, so dass das Harz gut 

aufquellen kann. 

 

AAV 2: Kaisertest 

 

Folgende zwei Lösungen werden zubereitet: 

A:  0.5 g Ninhydrin in 10 ml Ethanol 

B:  1 ml 0.01 M wässrige KCN-Lösung und 49 ml Pyridin zu einer Lösung aus 20 g 

Phenol in 5 ml Ethanol beigeben 
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Von der Festphase, auf welcher das Peptid aufgebaut wird, werden einige (ca. 20) 

Harzkügelchen entnommen und fünf Mal mit Ethanol gewaschen. Das Harz wird dann mit je 

50 µl der Lösung A und der Lösung B versetzt und 10 min bei 95 °C inkubiert. Eine dann 

resultierende tiefblaue Färbung der Lösung sowie der Festphase weist auf eine Anwesenheit 

primärer Aminofunktionen hin (> 5 – 10 µmol Amine / g Harz). Ist nur die Festphase schwach 

blau gefärbt, so sind noch ca. 1 – 2 µmol Amine / g Harz vorhanden. 

 

AAV 3: Kopplung eines Prochelators mit SPPS 

 

Zur Einbringung eines Chelators mit SPPS muss der entsprechende Chelator in einer 

geschützten Form vorliegen, also z.B. für DOTA als DOTA(tBu)3-OH, für DOTAGA als 

DOTAGA(tBu)4-OH etc. (50, 51). 

2 Äquivalent dieses Prochelators werden zusammen mit 2.2 Äquivalenten HATU in NMP 

gelöst und 20 min inkubiert. Danach wird diese Lösung mit 5 Äquivalenten DIPEA auf einen 

pH Wert von ca. 8 gebracht und der Festphase beigefügt. Unter gelegentlichem Schütteln 

wird 5 h inkubiert, danach die Lösung entfernt und die Festphase noch drei Mal mit NMP 

gespült. Mit Hilfe des Kaisertests wird die Reaktion kontrolliert (AAV 2). 

 

AAV 4: Abspaltung und Entschützung eines Peptids von der Festphase 

 

Die Abspaltung eines Peptids kann bei Verwendung von säurelabilen Seitenketten-

Schutzgruppen wie tBu oder BOC in einem Schritt erfolgen. Dazu wird das Harz in einer 

Spritze mit eingebauter Fritte vorgelegt und mit 3 – 4 ml einer Lösung aus 91 % TFA, 3 % 

H2O, 1 % TIS und 5 % Thioanisol für 3 h inkubiert. Die Abspaltlösung wird gesammelt und 

mit 45 ml 50 % Diisopropylether, 50 % Petrolether versetzt. 20 min wird diese Lösung im 
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Kühlschrank gehalten, danach der gebildete Niederschlag zentrifugiert, der Überstand 

abdekantiert. Die Abspaltung von der Festphase wird noch zwei Mal für je eine Stunde 

wiederholt. Das erhaltene Rohprodukt wird über Nacht bei 100 mbar getrocknet und danach 

mit präparativer HPLC (S4, S5, G6) gereinigt. 

 

AAV 5: Komplexierungen mit (nicht-radioaktiven) Metallen 

 

Zur Komplexierung von Chelator-Peptid Konjugaten mit nicht-radioaktiven Metallen werden 

jeweils 1 – 5 µg (0.5 – 5 nmol) des entsprechenden Konjugats als wässrige Lösung mit 300 µl 

0.5 M Natriumacetatpuffer (pH 5.0, 0.4 M) versetzt. Dazu werden 5 Äquivalente der 

wässrigen Metalllösungen (ca. 20 mM, Indium als InCl3, Yttrium als Y(NO3)3, Lutetium als 

LuCl3) gegeben und die Ansätze jeweils 30 min bei 95 °C gehalten. Nach Abkühlen der 

Reaktionslösungen wird das Ganze auf eine vorkonditionierte SepPak C-18-Kartusche 

(konditioniert durch 10 ml Methanol gefolgt von 20 ml H2O) aufgegeben. Das überschüssige 

Metallsalz wird mit 10 ml Natriumacetatpuffer eluiert, dann die Kartusche mit 5 ml Luft 

trocken geblasen. Schliesslich wird das Produkt mit 10 ml Methanol eluiert. Die 

Methanolfraktion wird zur Trockne eingeengt und der Rückstand aus Wasser lyophilisiert. 

Die Produkte werden mit HPLC (S1, S2, G2) und Massenspektrometrie charakterisiert. 

 

AAV 6: Komplexierung mit Radiometallen für biologische Versuche 

 

5 µg (1 eq) des entsprechenden DOTA-Peptid-Konjugats (AAV 4) werden mit 300 µl 

Natriumacetatpuffer (0.4 M, pH 5.0) vorgelegt und mit 1 mCi (37 MBq) 111InCl3-Lösung 

versetzt. Bei 95 °C wird während 30 min inkubiert, danach 10 min abgekühlt. Handelt es sich 

bei dem Chelator-Peptid-Konjugat um eine DTPA-tragende Substanz, so wird diese bei 
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Raumtemperatur statt bei 95 °C inkubiert. 5 µl der Markierlösung werden auf 50 µl Ca-DTPA 

(0.1 mM) gegeben und die radiochemische Reinheit mit HPLC (S1, S2, G1) bestimmt. Für 

Bioverteilungsstudien wird die Markierlösung mit physiologischer NaCl-Lösung (+1 % HSA) 

verdünnt. 

Für Serumstabilitäts- und Internalisierungsexperimente werden DOTA-tragende Substanzen 

nun zusätzlich noch mit 5 eq. natInCl3-Lösung versetzt und weitere 30 min bei 95 °C gehalten. 

Die Lösung wird dann auf eine vorkonditionierte SepPak-C18 SPE-Kartusche (10 ml MeOH, 

20 ml H2O) aufgetragen und mit 10 ml H2O überschüssige Metallsalze entfernt. Mit 10 ml 

MeOH wird das Radiopeptid eluiert und mit einem N2-Strom und Erwärmung durch einen 

Fön eingeengt. In physiologischer NaCl-Lösung (+1 % HSA) wird das Produkt aufgenommen 

und auf das benötigte Volumen verdünnt. 

 

AAV 7: Konzentrationsbestimmung von nicht-UV-absorbierenden Chelator-Peptid-

Konjugaten 

 

Um die Konzentrationsbestimmung einer Lösung eines Chelator-Peptid-Konjugats durchzu-

führen, welches keine lichtabsorbierenden Aminosäuren trägt, wird zuerst eine wässrige, ca. 

100 µM Y(NO3)3-Lösung hergestellt. Diese Lösung wird unter Verwendung einer 

kommerziellen EDTA-Lösung titriert, um so die genaue Konzentration zu erhalten. Einem 

90Y-Vorratsgefäss werden 20 µl entnommen und zu 500 µl der Y(NO3)3-Lösung gegeben. Mit 

Hilfe des mit dem 90Y gelieferten Kalibrierscheins kann die exakte Metallkonzentration 

berechnet werden, und mit dieser Angabe wiederum die exakte Metallkonzentration der 

hergestellten 90Y/natY-Lösung. 

Aus der zu bestimmenden Chelator-Peptid-Lösung werden ca. 10 nmol Substanz vorgelegt 

und mit 300 µl 0.4 M Natriumacetatpuffer pH 5 versetzt. 15 nmol der 90Y/natY-Lösung werden 

beigefügt und das Ganze für 30 min bei 95 °C inkubiert. Nach Abkühlen werden der 
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Markierlösung 10 µl entnommen und auf 50 µl 0.1 mM Ca-DTPA-Lösung gegeben. Diese 

Lösung wird mit HPLC (S1, S2, G1) analysiert und die radiochemische Ausbeute bestimmt. 

Das Verhältnis von freiem zu substanzgebundenen Yttrium liefert uns unter Berücksichtigung 

der exakten Metallkonzentration der 90Y/natY-Lösung die genaue, eingesetzte Substanzmenge 

des Chelator-Peptids und darüber wiederum die Konzentration der ursprünglich verwendeten 

Substanzlösung. 

Die Konzentrationsangabe wird auch bei der Herstellung von Substanzaliquots definierter 

Substanzmengen verwendet, indem die entsprechenden Volumina in jeweilige Gefässe 

transferiert werden. 

 

AAV 8: Konzentrationsbestimmung von UV-absorbierenden Chelator-Peptid-

Konjugaten 

 

Bei Peptiden, welche stark absorbierende Aminosäuren (Tyr, Trp) enthalten, wird die 

Konzentration über die Absorption der entsprechenden Lösung bestimmt (138, 139). 

50 µl einer etwa 200 µM wässrigen Lösung der entsprechenden Substanz werden zu 500 µl 

0.1 M Essigsäure gegeben und die Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm bestimmt. 

Mit Hilfe des Beer-Lambertschen Gesetztes (4) und unter Kenntnis des entsprechenden 

Molaren Extinktionskoeffizienten ε280 kann die Konzentration berechnet werden. 

 

dcA **ε=   (4) 

 

Für die Minigastrin-Derivate, welche als stark absorbierende Aminosäuren jeweils ein 

Tryptophan und ein Tyrosin aufweisen, kann der Extinktionskoeffizient durch Addition der 

entsprechenden einzelnen Extinktionen ermittelt werden (138). Die anderen Aminosäuren 
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sowie der Chelator haben dagegen einen geringen Einfluss auf den Extinktionskoeffizient des 

gesamten Moleküls. Der somit verwendete Extinktionskoeffizient für die synthetisierten 

Minigastrine beträgt ε280 = 6’890 l * mol-1 * cm-1. 

Aus den so konzentrationsbestimmten Lösungen werden Aliquots hergestellt und eingefroren, 

welche dann bei Bedarf für Komplexierungen mit Metallen zur Verfügung stehen. 

 

3.4 Synthesen 

 

3.4.1 DOTAGA(tBu)4-OH: 1-(1-carboxy-3-carbotertbutoxypropyl)-4,7,10-

(carbotertbutoxymethyl)-1,4,7,10 -tetraazacyclododekan 

 

Die Synthese des Prochelators DOTAGA(tBu)4-OH ist ein mehrstufiger Prozess (50, 72) 

(Abbildung 9). Er wird im Folgenden beschrieben: 

 

3.4.1.1 2-Bromglutarsäure-5-benzylester 

 

O

O

Br

O

OH

 

 

6 g (1 eq, 25.3 mmol) L-Glutarsäure-5-benzylester werden zusammen mit 9.1 g (3.5 eq, 88.5 

mmol) NaBr in 60 ml H2O vorgelegt, auf 0 °C gekühlt und mit 5.7 ml (2 eq, 50.6 mmol) HBr 

versetzt. In kleinen Portionen werden danach insgesamt 3.5 g (2 eq, 50.6 mmol) NaNO2 

beigefügt. Für weitere 4 h wird bei 0 °C unter Rühren inkubiert. 2.25 mmol (40 mmol) conz. 

H2SO4 werden beigefügt, direkt gefolgt von 20 ml Diethylether. Die wässrige Phase wird 
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dann 4 Mal mit Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wiederum 3 Mal 

mit gesättigter NaCl(aq) gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und zur Trockne eingeengt. Das 

Rohprodukt wird säulenchromatographisch gereinigt (SiO2, Hexan:Ethylester = 3:1). Es bleibt 

ein gelbliches Öl zurück (4.1 g, 54 %). Rf = 0.4 (SiO2, DCM:EtOH = 7:3). 

 

3.4.1.2 2-Bromglutarsäure-1-tertbutylester-5-benzylester 

 

O

O

Br

O

O

 

 

4 g (1 eq, 13.3 mmol) 2-Bromglutarsäure-5-benzylester in 30 ml DCM werden über 40 min 

insgesamt 6 ml (32.7 mmol) TBTA (tert-Butyltrichloroacetimidat) in 20 ml Cyclohexan 

beigefügt. Durch Zugabe von 2.5 ml Dimethylacetamid wird gebildeter Niederschlag wieder 

in Lösung gebracht. Danach werden 266 µl (20 µl/mmol) Bortrifluordiethyletherat beigefügt. 

Unter Rühren wird das Reaktionsgemisch für 3 d bei Raumtemperatur gehalten, danach bei 

300 mbar und 50 °C DCM und Cyclohexan entfernt. Das restliche Lösungsmittel wird 3 Mal 

mit Hexan extrahiert, die organischen Phasen zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird 

säulenchromatographisch gereinigt (SiO2, Hexan:Ethylacetat = 5:1). Ausbeute: 2.65 g (56 %). 

ESI-MS (-): 355.2 (100 %, [M - H]-); ESI-MS (+): 375.8 (40 %, [M + Na]+), 356.8 (25 %, [M 

+ H]+), 300.8 (100 %, [M - tBu + H]+); Reinheit (HPLC, S1, G4): 91.5 %. 

 



 

 

70

3.4.1.3 Monoalkylierung von Cyclen mit 2-Bromglutarsäure-1-tertbutylester-

5-benzylester zu 1-(1-carbobenzyloxy-3-carbotertbutoxypropyl)-

1,4,7,10-tetraazacyclododekan 

 

NH

NH N

HN

O
O

O

O

 

 

569 mg (1.2 eq, 3.3 mmol) Cyclen werden in 50 ml Chloroform gelöst und über einen 

Zeitraum von 90 min 983 mg (1 eq, 2.73 mmol) 2-Bromglutarsäure-1-tertbutyl-5-benzylester 

in 10 ml Chloroform zugefügt. Weitere 2.5 d wird bei Raumtemperatur gerührt, danach zur 

Trockne eingeengt. Säulenchromatographisch wird das Rohprodukt gereinigt (SiO2, 

EtOH:NH3 = 95:5). Es verbleiben 757 mg (61.3 %) leicht gelbliches Öl. Rf = 0.85 (SiO2, 

EtOH:NH3 = 95:5); ESI-MS (+): 449.0 (100 %, [M+H]+). 
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3.4.1.4 1-(1-carbobenzyloxy-3-carbotertbutoxypropyl)-4,7,10-

(carbotertbutoxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododekan 

 

N

N N

N

O
O

O

O

OOO O

O O

 

 

757 mg (1 eq, 1.69 mmol) 1-(1-carbobenzyloxy-3-carbotertbutoxypropyl)-1,4,7,10-tetraaza-

cyclododekan werden in 40 ml wasserfreiem ACN gelöst und mit 1.398 g (6 eq, 10.12 mmol) 

K2CO3 versetzt. Die Suspension wird mit 723 µl (2.9 eq, 4.89 mmol) Bromessigsäure-

tertbutylester versetzt und während 3 d kräftig gerührt. Danach wird die Suspension filtriert 

und zur Trockne eingeengt. Mit einer Säulenchromatographie wird das Rohprodukt gereinigt 

(SiO2, EtOH:NH3 = 95:5). Ausbeute: 1.12 g (84.0 %) gelber Festkörper. Rf = 0.43 (SiO2, 

EtOH:NH3 = 95:5); ESI-MS (+): 813.8 (100 %, [M + Na]+). 1H-NMR (300 MHz, CDCl3, 

SiMe4): δ = 7.35 (m, 5H, Ar); 5.05 (s, 2H, CH2-Ph); 1.95 – 3.75 (m, 27H, CHN, NCH2, 

CH2COOBzl, CHN-CH2-CH2, CH2COOC(CH3)3); 1.45 (s, 36H, C(CH3)3); 13C-NMR (75 

MHZ, CDCl3, SiMe4): δ = 174.29 (COOBzl); 172.57, 172.46, 172.36 (COOtBu); 135.19 

(CH2C(Ar)); 128.21, 128.00, 127.89, 127.77, 126.58 (C(Ar)); 82.02, 81.43, 81.27 (C(CH3)3); 

65.96 (O-CH2-Ar); 59.52, 55.44, 55.35, 55.11, 52.23, 52.00, 48.23, 48.18, 47.79, 46.78, 43, 

95 (13C, HCNCH2, NCH2CH2N, CH2COOtBu, CH2COOBzl); (NCHCH2CH2); 27.83, 27.70, 

27.58, 27.44, 27.41, 27.30 (C(CH3)3). 
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3.4.1.5 1-(1-carboxy-3-carbotertbutoxypropyl)-4,7,10-(carbotertbutoxymethyl)-

1,4,7,10-tetraaza-cyclododecane (DOTAGA(tBu)4-OH) 

 

N

N N

N

O
O

O

OH

OOO O

O O

 

 

70 mg Pd (10 % auf Aktivkohle) werden in 1 ml H2O aufgeschlämmt und zu 520 mg 1-(1-

carbobenzyloxy-3-carbotertbutoxypropyl)-4,7,10-(carbotertbutoxymethyl)-1,4,7,10-tetraaza-

cyclododekan gelöst in 40 ml MeOH gegeben. In einer H2-Atmosphäre wird über Nacht bei 

Normaldruck hydriert. Über Hyflo Super Gel wird die Suspension filtriert und zur Trockne 

eingeengt. Das Rohprodukt wird säulenchromatographisch gereinigt (SiO2, EtOH:NH3 = 

95:5). Es verbleiben 158 g (34.3 %) des Prochelators. ESI-MS (+): 724.0 (100 %, [M + Na]+); 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3, SiMe4): δ = 6.5 (br, 1H, COOH); 3.6-2.0 (m, 27H, CHN, NCH2, 

CH2COOH, CHN-CH2-CH2, CH2COOC(CH3)3); 1.45 (s, 36H, C(CH3)3); 13C-NMR (75 

MHZ, CDCl3, SiMe4): δ = 177.66 (COOH); 176.36, 172.84, 172.72, 172.47 (COOtBu); 

82.15, 82.05, 81.99, 81.74 (C(CH3)3); 61.07 (NCHCOOtBu); 55.88, 55.62, 53.03, 

52.79,48.76, 48.49, 48.18, 47.21, 44.30 (12C, NCH2CH2N, CH2COOtBu, CH2COOH); 36.12 

(NCHCH2CH2); 28.45, 28.25, 28.13, 28.00, 27.96 (C(CH3)3). 
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3.4.2 DOTA-D-Phe-NH2 

 

N

N N

N

OHOHO O

HO O
O

HN

CONH2

 

 

65 mg (1 eq, 114 µmol) DOTA(tBu)3-OH werden zusammen mit 18.6 mg (1 eq, 114 µmol) H-

D-Phe-NH2 in 10 ml DMF gelöst und mit 24 µl (1.2 eq, 137 µmol) DIPEA versetzt. 52 mg 

(1.2 eq, 137 µmol) HATU, gelöst in 3 ml DMF, werden dieser Lösung beigefügt und 16 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die Lösung mit 30 ml Essigsäureethylester versetzt 

und die organische Phase 3 Mal mit 5 %-iger, wässriger NaHCO3 gewaschen. Die vereinigten 

wässrigen Phasen werden mit Essigsäureethylester zurückextrahiert und schliesslich die 

vereinigten organischen Phasen 3 Mal mit H2O neutral gewaschen. Schliesslich werden die 

organischen Phasen zur Trockne eingeengt. Das geschützte Konjugat wird mit 3 ml einer 

Lösung aus 96 % TFA, 3 % TIS und 1 % H2O für 4 h inkubiert. Mit 40 ml Diisopropylether: 

Petrolether = 1:1 wird das Rohprodukt ausgefällt und zentrifugiert. Durch Reinigung mit 

präparativer HPLC erhält man schliesslich 61 mg (97 %) des Produkts als weissen Festkörper. 

ESI-MS (-): 549.4 (100 %, [M - H]-), 587.3 (25 %, [M + K - 2 H]-); ESI-MS (+): 276.4 (100 

%, [M + 2 H]2+), 295.3 (65 %, [M + Ca]2+), 551.3 (40 %, [M + H]+), 589.2 (15 %, [M + K]+). 

Reinheit (HPLC, S2, G4): 95.5 %. 
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3.4.3 DOTAGA-D-Phe-NH2 
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N

OHOHO O
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200 mg (1 eq, 286 µmol) DOTAGA(tBu)4-OH werden zusammen mit 46.9 mg (1 eq, 286 

µmol) H-D-Phe-NH2 in 10 ml DMF gelöst und mit 59 µl (1.2 eq, 572 µmol) DIPEA versetzt. 

130 mg (1.2 eq, 572 µmol) HATU werden in 3 ml DMF gelöst und obiger Lösung 

beigegeben. 45 h wird bei Raumtemperatur inkubiert, danach mit 30 ml Essigsäureethylester 

versetzt und im Scheidetrichter 3 Mal mit 5 %-iger, wässriger NaHCO3 gewaschen. Die 

vereinigten wässrigen Phasen werden mit Essigsäureethylester zurückextrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden dann 3 Mal mit H2O neutral gewaschen. Die 

gesammelten organischen Phasen werden zur Trockne eingeengt. Das Zwischenprodukt wird 

mit 3 ml einer Lösung aus 96 % TFA, 3 % TIS und 1 % H2O für 4 h inkubiert. Mit 40 ml 

Diisopropylether: Petrolether = 1:1 wird gefällt und der Niederschlag zentrifugiert, der 

Überstand abdekantiert. Das Rohprodukt wird durch präparative HPLC gereinigt, und so 

werden schliesslich 95 mg (52 %) des Produkts als weisser Festkörper erhalten. 

ESI-MS (+): 331.3 (100 %, [M+K+H]2+), 661.6 (30 %, [M+H]+). Reinheit (HPLC, S2, G4): 

96.8 %. 
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3.5 Komplexe zwischen Lu3+ und Y3+ und makrozyklischen Chelatoren 

 

3.5.1 Komplexierungskinetik 

 

Zur Untersuchung der Komplexbildungskinetik werden wässrige Lösungen des jeweiligen 

Chelators, die verwendeten Pufferlösungen sowie die Radiometall enthaltenden Lösungen mit 

Hilfe eines thermostatisierten Wasserbades auf die jeweilige Reaktionstemperatur gebracht. 

Die Metallkonzentrationen der Radiometalllösungen werden auf Grund des mitgelieferten 

Kalibrationsscheins berechnet. 500 µl einer titrierten Lösung des entsprechenden nicht-

radioaktiven Metalls werden mit 25 µl der Radiometalllösung gemischt und die resultierende 

Metallkonzentration berechnet. 

Zu Beginn des Experimentes werden jeweils die DOTA-D-Phe-NH2- resp. DOTAGA-D-Phe-

NH2-Lösung mit 110 µl der Pufferlösung und mit der Metalllösung gemischt und auf ein 

Gesamtvolumen von 400 µl gebracht. Für die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten 

pseudoerster Ordnung resultieren so Konzentrationen von 1 µM für die verwendeten 

Metallionen, 100 µM für die Chelatoren und 0.8 M Pufferkonzentration. Für die Bestimmung 

der Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung sind die Metallionen- und 

Chelatorkonzentrationen jeweils 10 µM gehalten. Nach bestimmten Inkubationszeiten werden 

den Reaktionslösungen jeweils 25 µl entnommen und mit 25 µl einer 0.1 M Ca-DTPA-

Lösung versetzt, wodurch nicht reagierte Metallionen abgefangen werden. Diese Lösungen 

werden schliesslich mittels HPLC analysiert (S1, G1) und so der Anteil von umgesetztem 

Metall bestimmt. 
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3.5.2 Komplexstabilität 

 

Ein 5 µg Aliquot DOTA-D-Phe-NH2 (9.08 nmol, 1 eq) resp. DOTAGA-D-Phe-NH2 (7.57 

nmol) wird mit 200 µl 0.4 M Natriumacetatpuffer pH 5.0 versetzt und zusammen mit 0.25 

mCi (9.25 MBq) 177Lu 30 min bei 95 °C gehalten. Nach Abkühlen wird mit 500 µl einer 0.1 

M Ca-DTPA-Lösung (> 5500 eq) versetzt und 20 µl mit HPLC (S1, G1) analysiert. Bei 

Raumtemperatur resp. 37 °C wird inkubiert und nach gewissen Zeiten jeweils eine Probe zu 

20 µl entnommen und analysiert.  

 

3.5.3 Spezifische Aktivität eines 177Lu-Komplexes 

 

Aliquots mit ansteigenden Mengen DOTAGA-Substanz P (10 µg, 5 µg, 4 µg, 3 µg und 1.5 

µg) werden mit jeweils 10 mCi (370 MBq) 177LuCl3 versetzt und mit 0.4 M 

Natriumacetatpuffer pH 5.0 auf ein Totalvolumen von 200 µl gebracht. Diese Ansätze werden 

im Heizblock für 25 min bei 100 °C inkubiert und anschliessend während 15 min bei 

Raumtemperatur abgekühlt. Jeweils 5 µl der Probe werden auf 100 µl 0.1 M Ca-DTPA 

gegeben und mit HPLC (S1, G1) die Markierausbeute bestimmt. 
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3.6 Biologische Experimente 

 

3.6.1 Serumstabilitäten 

 

Ca. 3 ml frisches, humanes Blut wird gewonnen, 15 min bei Raumtemperatur ruhen gelassen 

und zentrifugiert. Das überstehende, klare Blutserum wird in ein Röhrchen transferiert und bei 

37 °C gehalten. 

[111In/natIn]-markiertes Chelator-Peptid-Konjugat (AAV 6) wird in physiologischer 

Kochsalzlösung verdünnt und ebenfalls auf 37 °C gebracht. 2 ml des frischen Blutserums 

werden vorgelegt, mit 40 pmol des Radiopeptids versetzt und gut durchmischt. Im Inkubator 

wird bei 37 °C und 5 % CO2 gehalten. Zu verschiedenen Zeitpunkten wird von der 

Reaktionslösung eine Probe von 100 µl entnommen und zu 100 µl Methanol gegeben. Diese 

Lösung wird kräftig durchmischt um Proteine zu fällen. Der dabei ausgebildete Niederschlag 

wird abzentrifugiert, der klare Überstand abdekantiert und mit HPLC (S1, S2, G2) analysiert. 

Um die Ausgangssituation zu ermitteln, wird die erste Probe gleich zu Beginn des 

Experiments gezogen und die nachfolgenden Chromatogramme auf diese Ausgangssituation 

bezogen. 

 

3.6.2 Internalisierung 

 

Internalisierungsversuche werden analog zu bestehenden Verfahren durchgeführt (33, 140). 

Im Falle der Substanz P-Derivate, welche an den NK-1-Rezeptor binden, werden dazu Zellen 

des Typs LN319 benutzt. Dies sind Zellen aus einem humanen Glioblastoma multiforme. Die 
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Minigastrin-Derivate werden an den CCK2-Rezeptor tragenden Zellen des Typs AR4-2J 

getestet. 

In Zellkulturplatten mit 6 Löchern („6-well plates“) werden am Vortag des 

Internalisierungsexperimentes 106 der jeweiligen Zellen in jedes Loch gegeben und über 

Nacht in je 3 ml Zellkulturmedium mit 10 % FCS bei 37 °C und 5 % CO2 gehalten. 1 h vor 

Versuchsbeginn wird das Medium entfernt und durch 1.2 ml Zellkulturmedium mit 10 % FCS 

ersetzt. Der Hälfte aller Löcher einer Platte werden dann 150 µl der Blockierlösung beigefügt, 

der anderen Hälfte weitere 150 µl Zellkulturmedium. Als Blockierlösung dient im Falle der 

Minigastrine eine 20 µM wässrige Lösung DOTA-Minigastrin 11, bei den Substanz P-

Derivaten wird 50 µM wässrige Substanz P-Lösung verwendet. 

Zum Startzeitpunkt des Versuchs werden jedem Loch schliesslich je 150 µl einer Lösung des 

Radiopeptids beigefügt (AAV 6). Diese Lösungen sind so verdünnt, dass dieses Volumen bei 

den Minigastrin-Derivaten eine Substanzmenge von 0.25 pmol und bei den Substanz P-

Derivaten 2.5 pmol entspricht. Bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt werden die Platten dann ruhen 

gelassen. 

Nach Inkubationszeiten von 30 min, 1 h, 2 h und 4 h wird jeweils bei einer Platte das 

Inkubationsmedium entfernt und gesammelt. Zwei Mal wird mit je 1 ml eiskalter 

Phosphatpufferlösung (PBS, pH 7.2) gespült. Diese drei Fraktionen ergeben zusammen den 

nicht an die Zelle gebundenen Anteil des applizierten Radiopeptids. Danach werden die 

Zellen zwei Mal mit je 1 ml eiskaltem Glycinpuffer (0.05 M Glycin, pH 2.8) während 5 min 

auf Eis inkubiert; diese beiden Fraktionen zusammen repräsentieren den oberflächlich 

gebundenen, aber nicht internalisierten Anteil. Schliesslich werden die Zellen mit 1 M NaOH 

für 10 min bei 37 °C gehalten. Noch weitere zwei Mal wird mit 1 M NaOH gespült und so 

schliesslich der internalisierte Anteil des Radiopeptids gewonnen. Alle Fraktionen werden in 

separaten Röhrchen gesammelt und im γ-counter gemessen. 
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Um die rezeptorspezifische Internalisierung von nicht-rezeptorspezifischer Aufnahme in die 

Zellen zu unterscheiden, wird die Differenz aus den Werten mit Zugabe von Blockierlösung 

und ohne Zugabe von Blockierlösung berechnet (Abbildung 17). Alle Internalisierungswerte 

werden schliesslich auf 1 Mio Zellen normiert, indem eine zusätzliche Zellkulturplatte 

während des Versuches mitgezogen und damit die Zellzahl bestimmt wird. 

 

 
Abbildung 17: Internalisierung von [111In-DOTAGA]-Substanz P in LN319 Zellen 
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3.6.3 Bioverteilung 

 

Die Tierversuche werden gemäss den eidgenössischen Vorschriften durchgeführt und durch 

das schweizerische Bundesamt für Veterinärwesen bewilligt (Bewilligungsnummer 789). Die 

Tiere werden im Tierstall des Departements Forschung des Universitätsspitals Basel in 

Gruppen zu 6 Tieren pro Tierbox gehalten und haben unbeschränkten Zugang zu Wasser und 

Nahrung. 

Als Tiermodell werden 6 Wochen alte männliche Lewis-Ratten verwendet. Den Tieren 

werden unter Narkose (3 % Isofluran bei 0.6 l O2/min) subkutan 15 * 106 AR4-2J 

Tumorzellen in 200 µl physiologischer Kochsalzlösung in das rechte Hinterbein inokuliert 

(geimpft). Die Ratten bilden dann in einen Zeitraum von 2 Wochen an dieser Stelle einen 

Tumor mit einem Durchmesser von bis zu 1.5 cm aus. 

Am Tag des Versuches wird den Tieren unter Narkose (Isofluran, s.o.) die entsprechende 

111In/natIn-markierte Substanz (0.1 nmol in 200 µl physiol. NaCl-Lösung) in die linke 

Beinvene (Vena Saphena Magna) gespritzt, wobei diese Vene zuvor operativ freigelegt wird. 

Die entstandene Wunde wird mit einem Clip verschlossen. 

Nach entsprechender Inkubationszeit werden die Tiere erneut unter Narkose gesetzt 

(Isofluran, s.o.) und schliesslich mit CO2 getötet. Die einzelnen Organe werden 

herausoperiert, Magen und Darm mit Wasser ausgespült und alle Organe abgetrocknet. 

Schliesslich werden alle Organe in Röhrchen transferiert, gewogen und im γ-counter 

gemessen. Für die Bestimmung der unspezifischen Organanreicherung wird bei einer Gruppe 

von Tieren der Applikationslösung zusätzlich zum Radioliganden ein Überschuss an 

Blockiersubstanz beigefügt. Die Anreicherungen (Uptake) in den einzelnen Organen werden 

als Prozent injizierter Aktivität pro Gramm Gewebe berechnet. 
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3.7 225Ac/213Bi-Generator 
 

Der 225Ac/213Bi-Generator wird durch das Institut für Transuranium-Elemente (ITU) aus 

Karlsruhe geliefert (127). Er wird mit einer Abschirmung versehen, an eine Peristaltikpumpe 

angeschlossen und mit entsprechenden Vorratsgefässen versehen (Abbildung 18). 

Der Lösungsmittelfluss, welche für die Elutionen verwendet werden soll, beträgt 0.7 ml/min. 

Vor jedem Lösungsmittelwechsel wird der Generator trockengeblasen, indem mit der 

gleichen Pumpeneinstellung Luft durchgeblasen wird. 

Für die Elution des Generators wird ein Lösungsmittelgemisch aus je 300 µl 0.2 M NaJ und 

300 µl 0.2 M HCl hergestellt. Nach Trockenblasen des Generators wird mit diesem Gemisch 

eluiert. Das Eluat wird in einem Röhrchen aufgefangen, in welchem 110 µl 1 M Na2CO3 und 

50 µl 20 %-iger Ascorbinsäure vorgelegt sind. Nach der Elution des Generators wird der pH 

Wert kontrolliert und, falls nötig, mit 2 M HCl auf einen Wert von ca. 8.5 eingestellt. 

 

Das zu markierende Chelator-Peptid-Konjugat wird als wässrige Lösung in einem 

metallfreien Gefäss vorgelegt. Dazu wird nun das ganze Eluat beigefügt, das Gefäss 

verschlossen und im Heizblock für 15 min bei 95 °C inkubiert. Danach wird das Gefäss in 

einem Wasserbad abgekühlt und eine Probe mit ITLC oder mit HPLC (S2, S3, G3) analysiert. 

Alternativ dazu kann die Inkubation auch mit Mikrowellentechnik durchgeführt werden. 
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Abbildung 18: 213Bi-Generator 
 
 

 
 

3.8 Markierungsversuche mit Mikrowellentechnik 

 

Beim Gebrauch des Mikrowellengerätes „Initiator“ der Firma Biotage müssen spezielle 

Glasgefässe verwendet werden (Abbildung 19). Das kleinste dieser von uns verwendeten 

Gläschen ist für ein Volumen von 0.5 – 2 ml ausgelegt.  

Für die Markierung wird das gewünschte Chelator-Peptid-Konjugat zusammen mit dem 

entsprechenden Radiometall und einem Puffer im Gläschen vorgelegt, das Fläschen mit einem 

Septum und Alucap dicht verschlossen. Für die Markierung von makrozyklischen Chelatoren 

wird dann im Mikrowellenofen das Reaktionsgemisch für 3 min auf 95 °C gebracht. Danach 

wird das Gläschen durch einen Luftstrom abgekühlt. Das Septum wird geöffnet und eine 

Probe für die Qualitätskontrolle (ITLC oder HPLC, S1 / G1, S3 / G3) gezogen. 
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Abbildung 19: Mikrowellenofen INITIATOR der Firma BIOTAGE und zugehörige Vials 
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4. Resultate und Diskussion 

 

4.1 Substanz P-basierende Radiopharmazeutika 

 

4.1.1 Synthesen der Substanz P-Derivate 

 

Es wurden verschiedenste Derivate von Substanz P synthetisiert. Dazu wurden die Peptide an 

der Festphase unter Verwendung des Rink-amid MBHA Harz aufgebaut (SPPS, AAV 1). Bei 

der Synthese wurde die Fmoc-Strategie angewandt (137) und die Aminosäuren als 

seitenkettengeschützte Derivate verwendet, sofern dies nötig war. So wurde Arginin als 

Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Lysin als Fmoc-Lys(BOC)-OH eingesetzt. Nachdem die ganze 

Aminosäuresequenz aufgebaut war, wurde ebenfalls noch an der Festphase der Chelator als 

geschütztes Derivat eingeführt. Dazu wurde das Kopplungsreagenz HATU (AAV 3) 

verwendet. Sämtliche Kopplungen wurden jeweils durch einen Kaisertest kontrolliert und bei 

Bedarf die einzelnen Kopplungsschritte wiederholt (AAV 2). Nach erfolgtem Aufbau des 

gesamten Chelator-Peptid-Konjugats erfolgte schliesslich in einem Schritt die Entschützung 

der Seitenkettenschutzgruppen und die Abspaltung von der Festphase (AAV 4). Die 

erhaltenen Rohprodukte wurden durch Anwendung von präparativer HPLC (S4 / S5, G6) 

gereinigt, schliesslich durch analytische HPLC (S1 / S2, G1) und massenspektroskopische 

Methoden analysiert (Tabelle 10). Die Produkte wurden aus Wasser lyophilisiert und ergaben 

so weisse Feststoffe. 
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Von den erhaltenen Produkten wurden wässrige Lösungen hergestellt und die 

Substanzkonzentration mittels Umsetzung eines bekannten Überschusses an Metall bestimmt, 

da die synthetisierten Substanz P Derivate keine nennenswerte UV-Absorption aufweisen 

(AAV 7). Nach dieser Konzentrationsbestimmung wurden die Lösungen bei Bedarf in 

Aliquots unterschiedlicher Grösse aufgeteilt, so dass sie gebrauchsfertig für entsprechende 

Markierungen mit unterschiedlichen Metallen bereitstanden. 

 

Alle Substanzen wurden zur Ermittlung der Bindungsaffinitäten mit nicht-radioaktiven 

Metallen komplexiert (AAV 5), respektive bei Verwendung in Internalisierungsversuchen 

oder bei Verwendung in Serumstabilitätsstudien mit Radiometallen versehen (AAV 6). 

Von DOTAGA-Substanz P und DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P wurden jeweils nach 

Filtration mit einem sterilen 0.22 µm-Filter Aliquots hergestellt und deren Sterilität durch die 

Firma Confarma (Hombourg, Frankreich) bestätigt. Danach wurden diese Aliquots für 

Patientenstudien verwendet und entsprechend mit 111In, 90Y oder 177Lu markiert. Der für die 

Markierung verwendete Puffer wurde vor Gebrauch ebenfalls über einem 0.22 µm-Filter steril 

filtriert.  

Die Bereitstellung der sterilen Aliquots erlaubt die Komplexierung mit Radiometallen für die 

anschliessende Verwendung am Patienten, ohne dass nach Einbringung des Radiometalls, wie 

in den älteren Protokollen, noch eine zusätzliche sterile Filtration nötig ist. Daraus resultiert 

für das Laborpersonal eine geringere Expositionszeit und somit eine geringere 

Strahlenbelastung bei der Zubereitung einer Applikation. 
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Tabelle 10: Analytische Daten der synthetisierten Substanz P-Derivate 
 
 
Substanz 
 

 
Molekulargewicht [g/mol]

 
Massenspektrometrie 1 

 
Reinheit2

 
Retentionszeit 2 

DOTAGA-Substanz P 
 

1806.1 1806.9 [M + H]+; 100 % 
1827.9 [M + Na]+; 20 % 

95.5 % 23.8 min 

DOTA-Substanz P 
 

1734.0 1731.8 [M – H]-; 100 % 
1345.6 [M – DOTA]-; 50 % 

98.7 % 19.7 min 

DOTAGA-[Met(O)11]-Substanz P 1822.1 1823.2 [M + H]-; 100 % 98.2 % 23.7 min 
DOTAGA-[Sar9, Met(O2)11]-Substanz P 1850.2 1851.6 [M + H]+; 100 % 

1873.6 [M + Na]+; 25 % 
99.0 % 26.1 min 

DOTA-[Met(O2)11]-Substanz P 
 

1766.0 1765.2 [M]+; 100 % 
1379.2 [M – DOTA]+; 35 % 

96.4 % 25.9 min 

DOTA-[Sar9]-Substanz P 
 

1748.1 1748.5 [M]+; 100 % 
1361.4 [M – DOTA]+; 20 % 

92.5 % 28.0 min 

DOTA-[Thi8]-Substanz P 
 

1740.1 1740.5 [M]+; 100 % 
1354.4 [M – DOTA]+; 15 % 

98.5 % 27.9 min 

DOTA-[Thi7]-Substanz P 
 

1740.1 1740.6 [M]+; 100 % 
1353.4 [M – DOTA]+; 45 % 

96.8 % 27.7 min 

DOTA-[Sar9, Met(O2)11]-Substanz P 
 

1780.1 1780.1 [M]+; 100 % 
1393.8 [M – DOTA]+; 60 % 

97.4 % 25.3 min 

DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 
 

1772.1 1771.9 [M]+; 100 % 
1793.9 [M + Na]+; 20 % 
1727.9 [M – CO2]+; 20 % 

1815.8 [M + 2 Na – H]+; 10%

99.3 % 21.9 min 

DOTA-[Thi7, Thi8]-Substanz P 
 

1746.1 1746.4 [M]+; 100 % 
1359.3 [M – DOTA]+; 30 % 

96.3 % 27.3 min 

DOTA- δ-Ava-Phe-Pro-N-Me-Leu-Met-NH2 
(DOTA-GR73632) 

1184.4 1182 [M – H]-; 55 % 
591 [M – 2H]2-; 100 % 

98.7 % 15.7 min 

 

1 Beobachtete Massenpeaks in g/mol, Interpretation, relative Signalintensität; 2 mittels HPLC ermittelt (S1, G2) 
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4.1.2 Untersuchung der Oxidation von DOTAGA-Substanz P 

 

Bei der routinemässigen Markierung von DOTAGA-Substanz P mit 90Y zur Therapie von 

malignen Hirntumoren bei Patienten wurde eine spezifische Aktivität von 1 mCi (37 MBq) 

90Y pro 1 µg (0.554 nmol) DOTAGA-Substanz P verwendet. Die Inkubation erfolgte für 30 

min bei 95 °C in einem Puffer, welcher auf 10 ml insgesamt 2 g Na-Ascorbat, 328 mg Na-

acetat und 370 mg 2,5-Di-hydroxy-benzoesäure enthielt und mit Essigsäure auf einen pH-

Wert von 5.0 eingestellt wurde. Nach erfolgter Markierung wurde eine Qualitätskontrolle 

durch HPLC ausgeführt (S1, G2), und nur bei einer radiochemischen Ausbeute von über 99 % 

wurde die Substanz für die Applikation am Menschen freigegeben.  

Der bei dieser Qualitätskontrolle sichtbare zweite Peak mit einer Retentionszeit von rund 22 

min wurde als [90Y-DOTAGA]-[Met(O)11]-Substanz P identifiziert, indem man diese 

Substanz zum Vergleich durch Oxidation mit Wasserstoffperoxid herstellte und in der HPLC 

coinjizierte. 

 

 
Abbildung 20: Radiochromatogramm einer Applikationslösung [90Y-DOTAGA]-Substanz P (S1, G2) 
 
 
 

 
 
Markierung von 30 µg DOTAGA-Substanz P mit 30 mCi (1.11 GBq) 90Y; 20 % oxidierte 
Form 
 
 

[90Y-DOTAGA]-[Met(O)11]-Substanz P [90Y-DOTAGA]-Substanz P 
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Trotz der Beigabe der recht grossen Menge Antioxidantien konnte die Oxidation des 

Chelator-Peptid-Konjugats nicht komplett unterdrückt werden und resultierte schliesslich in 

rund 20 % Gesamtanteil der oxidierten Form in der Applikationslösung (Abbildung 20). Dies 

ist deshalb von Bedeutung, weil das entsprechende oxidierte Derivat eine gegenüber [90Y-

DOTAGA]-Substanz P deutlich reduzierte Bindungsaffinität aufweist (Tabelle 11).  

 

Eine applikationsbereite Lösung [90Y-DOTAGA]-Substanz P wurde im Kühlschrank bei 4 °C 

gelagert, und nach gewissen Zeiten wurde jeweils eine Probe entnommen und mit HPLC 

analysiert. Dadurch sollte untersucht werden, ob die Oxidation von DOTAGA-Substanz P nur 

während der Inkubation bei 95 °C auftritt und somit eine Folge der erhöhten Temperatur ist, 

oder ob sie eher auf die radioaktive Strahlung zurückzuführen ist. 

 

 
Tabelle 11: Einfluss der Oxidation von Methionin während der Markierung von DOTAGA-
Substanz P mit 90Y auf die Bindungsaffinität der resultierenden Verbindung 
 
 
Substanz 

 
n 

 
Bindungsaffinität IC50 

DOTAGA-Substanz P 3 1.5 ± 0.3 

DOTAGA-[Met(O)11]-Substanz P 2 9.8 ± 1.0 

[Y-DOTAGA]-Substanz P 3 1.0 ± 0.4 

[Y-DOTAGA]-[Met(O)11]-Substanz P 2 8.2 ± 2.6 

 
Bindungsaffinitäten IC50 in (nM), als Durchschnitt ± Standardabweichung 
 

  

Bei der Inkubation der Applikationslösung im Kühlschrank sah man eine kontinuierliche 

Abnahme des Anteils an unoxidierter [90Y-DOTAGA]-Substanz P zu Gunsten des oxidierten 

Analogons. Dies zeigt einerseits, dass die Oxidation auf Grund der radioaktiven Strahlung 

erfolgt, andererseits wird deutlich, dass eine Applikationslösung erst direkt vor Applikation 

an den Menschen zubereitet werden darf. 
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Abbildung 21: Oxidation einer Applikationslösung von [90Y-DOTAGA]-Substanz P 
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Inkubation bei 4°C; ▲= [90Y-DOTAGA]-Substanz P, ■ = [90Y-
DOTAGA]-[Met(O)11]-Substanz P 
 

 

4.1.3 Ausscheidung des applizierten Radiopharmazeutikums 

 

Zur Untersuchung der Ausscheidungsgeschwindigkeit von [90Y-DOTAGA]-Substanz P über 

die Nieren wurde nach der Applikation der Urin einiger Patienten gesammelt und die darin 

vorhandene Radioaktivität quantifiziert.  

Dazu wurde von den Applikationslösungen jeweils ein definiertes Volumen (10 µl) 

abgezweigt, welches als Standard zur Quantifizierung der ausgeschiedenen Radioaktivität 

diente. Nach der Applikation an den Patienten wurde von diesen in folgenden Zeiträumen der 

Urin gesammelt: 0 bis 2 h, 2 bis 4 h, 4 bis 6 h und 6 bis 24 h. Diese Proben wurden verdünnt, 

mit Szintillationslösung versetzt, und im β-counter wurde die Radioaktivität gemessen. Das 

Energiefenster wurde dabei auf einen Wert von 300 – 2000 keV eingestellt, da dort die 

Interferenz mit der γ-Strahlung der ebenfalls applizierten [111In-DOTAGA]-Substanz P nur 
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gering ist (141). Von jeder erhaltenen Probe wurde ebenfalls je ein Teil filtriert, mit HPLC 

untersucht (S1, G2) und mit der ursprünglichen Applikationslösung verglichen. 

 

 
Abbildung 22: Ausscheidung von Radioaktivität über die Nieren nach Applikation von 
[90Y-DOTAGA]-Substanz P  
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Messung der Radioaktivität im β-counter nach Applikationen von [90Y-
DOTAGA]-Substanz P; zwei Applikationen berücksichtigt; Kästchen: 
Chromatogramme der applizierten Substanz (grau) und der ausgeschiedenen 
Aktivität (schwarz) 
 

 

Bei der Quantifizierung der ausgeschiedenen Radioaktivität hat sich herausgestellt, dass 

innerhalb eines Zeitraumes von 24 h nach Applikation insgesamt rund 65 % der Aktivität 

wieder ausgeschieden wurden, allerdings verlief die Ausscheidung gerade in der 

Anfangsphase nicht sehr rasch (Abbildung 22). Die im Patienten verbliebene Aktivität war 

beim Tumor lokalisiert, wie durch Ganzkörperszintigraphie bestätigt wurde (77). Der 

Vergleich der Chromatogramme der ausgeschiedenen Radioaktivität und der applizierten 

[90Y-DOTAGA]-Substanz P zeigte, dass die gesamte ausgeschiedene Radioaktivität nur noch 

an Bruchstücke der ursprünglich applizierten Substanz gebunden war.  



 

 

91

Dies ist leicht verständlich, ist doch das Peptid Substanz P in Blut wenig stabil (23, 142). Das 

Chromatogramm, welches von der ausgeschiedenen Substanz aufgenommen wurde, wies 

dabei dasselbe Muster auf wie jenes, welches nach einer in-vitro Inkubation von [90Y-

DOTAGA]-Substanz P in humanem Blutserum aufgenommen wurde. 

Dieselbe Untersuchung wurde auch bei einem Patienten durchgeführt, welcher eine 

Applikation von 60 mCi (2.22 GBq) [90Y-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P (60 µg) 

erhalten hatte. Es wurde wiederum über einen Zeitraum von insgesamt 24 h der Urin 

gesammelt und die darin vorhandene Radioaktivität quantifiziert. Über diesen Zeitraum 

wurden hier rund 62 % der applizierten Radioaktivität über die Nieren ausgeschieden, dieser 

Wert bewegte sich somit im selben Bereich wie nach einer Applikation von [90Y-DOTAGA]-

Substanz P.  

Allerdings dürfen die hier ermittelten Zahlen nicht überbewertet werden: Wie im 

nachfolgenden Kapitel über die Stabilitätsuntersuchung in Liquorflüssigkeit von Patienten 

gezeigt wird, ist die Stabilität eines applizierten Substanz P-Derivats stark von der 

Beschaffenheit des jeweiligen Liquors abhängig. Grosse Unterschiede in der 

Ausscheidungsgeschwindigkeit sind deshalb bei unterschiedlichen Patienten zu erwarten. 

 

4.1.4 Stabilitätsuntersuchungen 

 

4.1.4.1  Stabilitätsuntersuchungen in Liquor von Patienten 

 

Erste Versuche sollten den Stellenwert des enzymatischen Abbaus von [90Y-DOTAGA]-

Substanz P beim Patienten evaluieren. Dazu wurde von Hirntumorpatienten Liquor 

(Cerebrospinale Flüssigkeit CSF) gewonnen. Es stellte sich heraus, dass diese Proben in ihrer 

Beschaffenheit deutlich variieren können. Während sich bei gewissen Patienten die CSF als 
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klare, farblose Flüssigkeit darstellte, so waren die Proben von anderen Patienten deutlich rot 

gefärbt und trübe. Das Auftreten dieser Rotfärbung muss auf eine Kontamination der CSF mit 

Blut zurückgeführt werden. Dieses Blut kann einerseits von dem zuvor erfolgten operativen 

Eingriff stammen oder aber auf ein inneres Bluten des Tumors selber hindeuten. 

 

Die Liquorproben wurden im Inkubator auf 37 °C gebracht und mit 0.2 µg (1.11 nmol) [90Y-

DOTAGA]-Substanz P versetzt (AAV 6). Nachdem die Lösungen gut durchmischt waren, 

wurden sie bei 37 °C inkubiert, und in gewissen Zeitabständen wurden davon jeweils Proben 

gezogen und mit HPLC analysiert (S1, G2). 

Die erhaltenen Chromatogramme variierten deutlich, je nach Beschaffenheit der eingesetzten 

CSF. Während bei Inkubation von [90Y-DOTAGA]-Substanz P in einer klaren, farblosen 

Probe über einen Zeitraum von rund 24 h praktisch kein enzymatischer Abbau festgestellt 

wurde, so war nach 30 h Inkubation in roter, trüber CSF die eingesetzte Substanz vollständig 

abgebaut (Abbildung 23).  

 

Da sich die Kontamination der CSF mit Blutserum im Tumorpatienten nicht beeinflussen lässt 

und von Patient zu Patient erheblich variieren kann, wird die Geschwindigkeit der 

enzymatischen Metabolisierung von applizierter [90Y-DOTAGA]-Substanz P auch in vivo 

deutliche Unterschiede zeigen. Dies hat einen Einfluss auf die Verfügbarkeit des applizierten 

Radiopharmazeutikums über einen längeren Zeitraum. 
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Abbildung 23: Inkubation von [111In-DOTAGA]-Substanz P in Cerebrospinaler Flüssigkeit (CSF) 
 

[90Y-DOTAGA]-Substance P

 

[90Y-DOTAGA]-Substance P

 
 
Oben: Inkubation in klarem farblosen Liquor eines Patienten, HPLC-Analysen 
(S1, G2) nach 0 h, 2 h, 16 h, 24 h (von oben nach unten); Unten: Inkubation in 
trübem, roten Liquor eines Patienten, nach 0 h, 2 h, 5 h, 30 h (von unten nach 
oben). 
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4.1.4.2  Stabilität in Blutserum 

 

Substanz P wird bekanntlich von einer ganzen Reihe von Enzymen angegriffen und 

metabolisiert (142). Durch Austausch verschiedener Aminosäuren wurde deshalb versucht, 

das Peptid zu stabilisieren. Jene resultierenden Peptide, welche eine hohe Bindungsaffinität 

zum NK-1-Rezeptor aufwiesen, wurden danach auch auf ihre Stabilität in humanem 

Blutserum hin getestet. Sie wurden dazu mit 111In komplexiert (AAV 6) und bei 37 °C in 

frisch gewonnenem Serum bei einer Konzentration von 1 nmol / ml getestet.  

 

Eine typische Applikation im Patienten umfasst 30 µg des entsprechenden Radiopeptids, 

welches direkt in den Tumor oder in die nach operativer Entfernung des Tumors verbleibende 

Resektionshöhle gespritzt wird. Das Volumen dieser Resektionshöhle kann dabei bis zu ca. 

150 ml betragen. Die Flüssigkeit, welche die Resektionshöhle ausfüllt, besteht zum grössten 

Teil aus Liquor (CSF), welcher, wie schon im vorigen Kapitel erwähnt, keine grosse 

metabolische Zersetzung des Radiopharmakons verursacht. Die allenfalls vorhandene 

Kontamination mit Blutserum ist stark vom jeweiligen Fall abhängig. Das hier für die 

Evaluation der Serumstabilität gewählte Verhältnis zwischen Radiopharmazeutikum und 

Blutserum sollte aber in etwa in einem Bereich liegen, welcher auch im Patienten auftreten 

kann; das heisst dass die 30 µg Substanz in ca. 10 bis 20 ml Blut gelöst wären. 

 

In regelmässigen Abständen wurden aus der Inkubationslösung Proben gezogen und mit 

HPLC (S1, G1) analysiert. Im Falle von [111In-DOTAGA]-Substanz P wurde das bereits bei 

der Markierung auftretende Oxidationsprodukt [111In-DOTAGA]-[Met(O)11]-Substanz P zur 

intakten Substanz hinzugezählt, da dieses Produkt ja nicht durch enzymatischen Abbau, 

sondern vielmehr durch radiolytische Oxidation bei der Markierung mit dem Radiometall 

entsteht. 
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Die berechneten Halbwertszeiten für den enzymatischen Abbau waren wie folgt (Tabelle 12):  

 

 
Tabelle 12: In-vitro Serumstabilität von Chelator-Peptid-Derivaten von Substanz P 
 
 
Substanz 
 

 
Halbwertszeit in-vitro (h) 

[111In-DOTAGA]-Substanz P 2.6 ± 0.3 
 

[111In-DOTA]-Substanz P 3.6 
 

[111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 7.8 ± 0.5 ( P < 0.01) 
 

[111In-DOTAGA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 8.2 ± 0.6 ( P < 0.01) 
 

[111In-DOTA]-[Sar9, Met(O2)11]-Substanz P 6.8 
 

 
HPLC-Analysen (S1, G1) nach Inkubation in frischem humanem Blutserum bei 
37 °C (1 nmol / ml) 
 

 

Der durchgeführte Austausch der Aminosäuren an Position 8, 9 und 11 des Peptids waren also 

mit einer Erhöhung der Stabilität der resultierenden Radiopeptide verbunden. Im Falle der 

beiden Substanzen [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P und [111In-DOTAGA]-[Thi8, 

Met(O2)11]-Substanz P war die Verbesserung gegenüber der ursprünglich im Patienten 

eingesetzten [111In-DOTAGA]-Substanz P jeweils signifikant (P < 0.01).  

Auch der Austausch von Glycin an Position 9 durch die unnatürliche Aminosäure Sarcosin 

erbrachte zwar eine metabolische Stabilisierung, allerdings nicht im gleichen Ausmass wie 

der Austausch der Position 8 durch Thienylalanin. 
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4.1.5 Bindungsaffinitäten 

 

Die Bestimmung der Bindungsaffinitäten erfolgte mit Chelator-Peptid-Konjugaten, welche 

teilweise mit den natürlichen Isotopen des jeweiligen Metalls komplexiert wurden (AAV 5). 

Diese Verbindungen wurden am Institut für Pathologie an der Universität Bern durch die 

Arbeitsgruppe von Prof. J.-C. Reubi an humanen GBM-Tumoren untersucht (58, 143, 144). 

Dazu wurden Proben von Tumoren direkt nach deren Gewinnung bei -70 °C eingefroren und 

Schnitte davon hergestellt. Diese wurden durch Rezeptorautoradiographie unter Verwendung 

des NK-1-rezeptorspezifischen Radioliganden 125I-Bolton-Hunter-Substanz P (125I-BHSP) auf 

das Vorhandensein von entsprechenden Rezeptoren getestet. Von den neuen, zu testenden 

Substanzen wurden ansteigende Mengen dem 125I-BHSP-enthaltenden Inkubationsmedium 

beigefügt und zu den Tumorschnitten gegeben. Als Kontrolle wurde der gleiche Versuch auch 

mit natürlicher Substanz P ausgeführt. Nach dem Waschen der Tumorschnitte wurden mit 

diesen Tumoren während 1 – 7 Tagen Biomax MR-Filme (Kodak) belichtet. Die entstehenden 

Autoradiographien wurden mit einem computergestützten Auswertungsprogramm 

quantifiziert, und von den getesteten Substanzen wurden jene Konzentration berechnet, 

welche die Bindung der Referenzsubstanz 125I-BHSP zur Hälfte inhibierte (145). Dieser Wert 

wird als IC50 (Inhibition-Constant) bezeichnet. Je tiefer dieser Wert, desto bessere 

Bindungseigenschaften weist die entsprechende Substanz zum NK-1-Rezeptor auf. 

 

Zur Ermittlung des Einflusses verschiedener verwendeter Radiometalle auf die 

Bindungseigenschaften der NK-1-rezeptorspezifischen DOTAGA-Substanz P wurden deren 

nicht-radioaktiven Metallisotope verwendet (Tabelle 13, AAV 5).  

Es hat sich dabei gezeigt, dass der Einfluss der verwendeten Metalle auf die Bindungsaffinität 

recht gering ist.  
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Der für die Bindung an den NK-1-Rezeptor verantwortliche Abschnitt in der Peptidsequenz 

von Substanz P ist am carboxyterminalen Ende lokalisiert (146). Das Peptid selber weist mit 

einer Länge von 11 Aminosäuren offenbar einen genügend grossen Abstand zwischen diesem 

Teil und dem am aminoterminalen Ende angeknüpften Chelator auf, so dass Veränderungen 

am aminoterminalen Ende des Peptids keinen grossen Einfluss auf die Bindungsaffinität 

haben. 

 
 

 
Tabelle 13: Einfluss verschiedener Metalle und Chelatoren auf die Bindungseigenschaften 
von DOTAGA-Substanz P 
 
 
Substanz 

 
n 

 
Bindungsaffinität IC50 

DOTAGA-Substanz P 3 1.5 ± 0.3 

[In-DOTAGA]-Substanz P 2 1.3 ± 0.2 

[Y-DOTAGA]-Substanz P 3 1.0 ± 0.4 

[Lu-DOTAGA]-Substanz P 2 1.9 ± 0.3 

DOTA-Substanz P 3 0.5 ± 0.1 

[In-DOTA]-Substanz P 2 3.5 ± 1.5 

[Y-DOTA]-Substanz P 3 1.4 ± 0.6 

 
Bindungsaffinität auf NK-1 Rezeptoren als IC50 Werte (nM) als 
Durchschnitt ± Standardabweichung 
 

 

Diese Annahme wird auch bestätigt durch den Vergleich der Bindungsaffinität mit 

Konjugaten, welche anstatt dem Chelator DOTAGA den Chelator DOTA aufweisen. 

DOTAGA weist im Vergleich zu DOTA eine zusätzliche Funktionalität auf, welche auch als 

Spacer (Abstandshalter) zwischen dem Peptid und dem Chelator agiert. Die 

Bindungsaffinitäten allerdings waren bei Verwendung beider Chelatoren vergleichbar; der 

zusätzliche Spacer hatte also keinen nennenswerten Einfluss. 
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Es wurde versucht, durch Kopplung des bekannten peptidischen Substanz P-Agonisten 

GR73632 mit dem makrozyklischen Chelator DOTA ein neues Radiopharmazeutikum zu 

entwickeln. GR73632 ist dafür bekannt, dass es gegenüber dem nativen Peptid Substanz P 

eine deutlich erhöhte metabolische Stabilität besitzt (147). Ebenfalls wurde mit NKP608 ein 

selektiver NK-1-Rezeptor Antagonist auf seine Bindungsaffinität hin getestet (148). Leider 

zeigten aber die hier getesteten Substanzen deutlich schlechtere Bindungsaffinitäten als die 

Derivate von nativer Substanz P (Tabelle 14). 

 

 
Tabelle 14: Bindungsaffinität zu NK-1-Rezeptoren von peptidischen Agonisten und 
Antagonisten von Substanz P 
 
 
Substanz 
 

 
n 

 
Bindungsaffinität IC50 

DOTAGA-Substanz P 
 

3 1.5 ± 0.3 

DOTA-Substanz P 
 

3 0.5 ± 0.1 

GR73632 
 

2 7.9 ± 2.1 

DOTA-GR73632 
 

2 467 ± 424 

NKP608 
 

5 52.5 ± 11.5 

 
Bindungsaffinität auf NK-1 Rezeptoren als IC50 Werte (nM) als 
Durchschnitt ± Standardabweichung 
 

 

Da die Verwendung obiger Substanzen bzw. deren Kopplung an Chelatoren zu 

unbefriedigenden Bindungsaffinitäten zu NK-1-Rezeptoren führte, wurde durch Austausch 

einzelner Aminosäuren eine Stabilisierung der Peptidsequenz von Substanz P versucht (149). 

Aminosäuren, die neben Positionen liegen welche enzymatisch angegriffen werden (142), 

wurden durch unnatürliche Aminosäuren ausgetauscht (Abbildung 24). Die vorher 

enzymatisch angreifbaren Positionen des Peptids sollten so durch ein Enzym nicht mehr 

erkannt werden.  
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Die resultierenden Chelator-Peptid-Konjugate müssen natürlich weiterhin eine hohe 

Bindungsaffinität zum NK-1-Rezeptor aufweisen. Um dies sicherzustellen, wurden die 

entwickelten Konjugate mit natIn komplexiert (AAV 5) und getestet. 

 

 
Abbildung 24: Stabilisierung der Peptidsequenz durch Austausch einzelner Aminosäuren 
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Der Austausch der Aminosäure Methionin an Position 11 des Peptids durch das Sulfon-

derivat Met(O2) erbrachte erfreulicherweise keine Verschlechterung der Bindungsaffinität. 

Wie bereits vorgängig erwähnt, wird Methionin bei der Komplexierung des Chelator-Peptid-

Konjugats mit Radiometallen zu Methionin-sulfoxid oxidiert, was mit einer Verschlechterung 

der Bindungsaffinität verbunden ist. Durch Austausch der Aminosäure Met durch Met(O2) 

steht nun eine effiziente Möglichkeit zur Lösung dieses Problems zur Verfügung (Tabelle 

15). 

 

Die beste Bindungsaffinität aller getesteten Substanzen wies [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-

Substanz P auf, mit einem IC50 Wert von 0.65 ± 0.06 nM. Diese hohe Bindungsaffinität 
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konnte nicht unbedingt erwartet werden, weisen doch die Konjugate, bei welchen von der 

nativen Peptidsequenz jeweils nur Position 8 oder Position 11 durch Thienylalanin resp. 

Methionin-Sulfon ersetzt wurde, keine derart hohe Affinität zum NK-1-Rezeptor auf.  

Leider ist aber somit auch kein systematischer Zusammenhang zwischen dem Austausch 

einzelner Aminosäuren und der Bindungsaffinität der resultierenden Substanz erkennbar. 

 

 
Tabelle 15: Bindungsaffinität von substituierten Analogen von Substanz P 
 
 
Substanz 

 
n 

 
Bindungsaffinität IC50 

[In-DOTA]-Substanz P 
 

2 3.65 ± 1.55 

[In-DOTA]-[Met(O2)11]-Substanz P 
 

5 2.04 ± 0.67 

[In-DOTA]-[Sar9]-Substanz P 
 

5 1.95 ± 0.58 

[In-DOTA]-[Thi8]-Substanz P 
 

5 4.49 ± 1.33 

[In-DOTA]-[Thi7]-Substanz P 
 

5 5.78 ± 1.63 

[In-DOTA]-[Sar9, Met(O2)11]-Substanz P 
 

5 2.10 ± 0.16 

[In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 
 

5 0.65 ± 0.06 

[In-DOTA]-[Thi8, Sar9]-Substanz P 
 

5 2.86 ± 0.45 

[In-DOTA]-[Thi7, Thi8]-Substanz P 
 

5 6.83 ± 1.11 

[Y-DOTA]-[Sar9, Met(O2)11]-Substanz P 
 

2 1.18 ± 0.63 

[Y-DOTAGA]-[Sar9, Met(O2)11]-Substanz P 
 

2 5.1 ± 0.1 

 
Bindungsaffinität auf NK-1-Rezeptoren als IC50 Werte (nM) als Durchschnitt ± 
Standardabweichung 
 

 

Schliesslich wurde von der aussichtsreichen Substanz auch das Konjugat mit dem Chelator 

DOTAGA anstatt DOTA synthetisiert. Die Bindungsaffinität von [In-DOTAGA]-[Thi8, 

Met(O2)11]-Substanz P wurde mit IC50 = 1.3 nM bestimmt und ist somit erfreulicherweise 

ebenfalls sehr hoch. 
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4.1.6 Internalisierungen 

 

Durch Internalisierung des an NK-1-Rezeptoren gebundenen Radiopeptids in die Tumorzellen 

soll einerseits die radioaktive Strahlung in die Nähe des Nukleus gebracht werden. Dadurch 

soll auch bei kurzreichweitiger Strahlung ein zytotoxischer Effekt ermöglicht werden (150). 

Das enzymatisch angreifbare Peptid wird aber durch Internalisierung zusätzlich auch aus der 

Umgebung des Blutserums gebracht. Das Internalisierungsverhalten ist daher ein wichtiger 

Aspekt bei der präklinischen Beurteilung neuer, Substanz P-basierender Radiopharmazeutika. 

 

Es musste zuerst eine Zelllinie gefunden werden, welche für den Internalisierungsversuch 

geeignet ist.  

Die Zelllinie AR4-2J ist bekannt dafür, dass sie nebst vielen anderen Rezeptoren auch NK-1-

Rezeptoren ausbildet. Inkubation von [111In-DOTAGA]-Substanz P (2.5 pmol / Mio Zellen) 

mit AR4-2J Zellen ergab aber nur eine sehr geringe Internalisierungsrate von unter 2 % der 

applizierten Substanz innerhalb 4 h, was die Verwendung dieser Zelllinie als nicht sinnvoll 

erscheinen liess.  

Versuche mit der Zelllinie LN401, einer humanen GBM-Zelllinie, resultierten innerhalb 6 h 

Inkubation sowohl bei 1 pmol / Mio Zellen wie auch bei 2.5 pmol / Mio Zellen in tiefen 

Anreicherungsraten in den Tumorzellen von unter 2.5 % der applizierten Radioaktivität. Die 

Blockierung der Rezeptoren durch DOTAGA-Substanz P (3 nmol) erzielte nur eine 

Reduktion um rund 50 % der aufgenommenen Radioaktivität. Die resultierende, 

rezeptorspezifische Internalisierungsrate schliesslich war entsprechend tief und nicht 

reproduzierbar. Des Weiteren war das Zellwachstum dieser Zelllinie äusserst schwer zu 

kontrollieren – die Zellen zeigten eine derart rasche Verdopplungsrate, dass die dadurch 

entstehenden Unterschiede in den Zellzahlen ebenfalls für die Gewinnung reproduzierbarer 
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Daten hinderlich waren. Ähnliche Probleme wie bei der Zelllinie LN401 traten auch mit der 

Zelllinie U343 auf. 

Schliesslich wurde die Zelllinie LN319 verwendet, ebenfalls eine humane Zelllinie, welche 

aus einem Tumor des Typs GBM stammt.  

Als Vorversuch wurde die Stabilität von [111In-DOTAGA]-Substanz P in einer 

Zellkulturplatte mit Zellen des Typs LN319 untersucht. Dazu wurden 1 Million Zellen in eine 

Platte gebracht und 10 pmol der markierten Substanz beigefügt. Bei 37 °C wurde inkubiert, 

und nach gewissen Zeiten wurden Proben des Mediums gezogen und mit HPLC (S1, G2) 

analysiert. Die so ermittelte Halbwertszeit betrug 15.25 h. 

Diverse Versuche führten schliesslich zu einem Internalisierungsprotokoll, welches auf 1 

Million LN319 Zellen jeweils 0.25 pmol (2.8 kBq) des 111In markierten Substanz P-Derivats 

verwendet. Die Blockierung der rezeptorspezifischen Internalisierung erfolgte durch Zugabe 

von 3 nmol DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P zum Internalisierungsmedium. Durch diese 

Blockierung konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme des Radioliganden spezifisch über 

den NK-1-Rezeptor erfolgt, da die Aufnahme bis zu einem Wert von unter 2 % der 

applizierten Radioaktivität reduziert werden konnte (Abbildung 17). 

 

Die beiden aussichtsreichsten entwickelten Substanzen [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-

Substanz P und [111In-DOTAGA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P wurden schliesslich dem 

entwickelten Internalisierungsprotokoll unterzogen und mit der Internalisierung von [111In-

DOTAGA]-Substanz P verglichen (Abbildung 25). 

 

[111In-DOTAGA]-Substanz P zeigte nach einer Inkubationszeit von 4 h die höchste 

Internalisierungsrate mit 21.66 ± 2.14 % (n = 4) der applizierten Radioaktivität. Es folgten 

[111In-DOTAGA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P mit 16.27 ± 1.64 % (n = 4) und [111In-
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DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P mit 14.88 ± 1.43 % (n = 4) Internalisierung nach 4 h 

Inkubation. 

 

 
Abbildung 25: Internalisierung der Substanz P-Derivate 
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■ = [111In-DOTAGA]-Substanz P; ▲ = [111In-DOTAGA]-[Thi8, 
Met(O2)11]-Substanz P; ● = [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 
 

 

Der Unterschied der Internalisierung nach 4 h zwischen [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-

Substanz P und [111In-DOTAGA]-Substanz P war signifikant (P = 0.002), ebenso der 

Unterschied zwischen [111In-DOTAGA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P und [111In-DOTAGA]-

Substanz P (P = 0.007). Der Unterschied zwischen [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz 

P und [111In-DOTAGA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P hingegen war nicht signifikant (P = 

0.249). 

Trotz dieser Unterschiede darf festgehalten werden, dass die Derivate mit stabilisierter 

Substanz P-Aminosäuresequenz noch immer eine hohe, rezeptorspezifische 

Internalisierungsrate aufweisen.  
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4.1.7 Externalisierungen 

 

Nebst der Internalisierung interessiert auch die Verweildauer von in der Zelle aufgenommener 

Radioaktivität. Je länger einmal aufgenommene Radioaktivität in der Zelle verbleibt, umso 

höher ist die durch die Strahlung erfolgte Wirkung auf diese Zelle. Die Ausscheidung von in 

der Zelle akkumulierter Substanz wird als Externalisierung bezeichnet. 

 

Um eine Vorstellung der Verweildauer in der Zelle zu erhalten, wurde deshalb die 

Externalisierungsrate untersucht. Dazu wurde nach einer 2 h dauernden 

Internalisierungsphase gemäss Kapitel 3.6.2 das Internalisierungsmedium von den Zellen 

entfernt, und durch Anwendung des Waschvorgangs mit Glycinpuffer das an der 

Membranoberfläche gebundene Radiopeptid entfernt. Danach wurden 3 ml des DMEM-

Zellkulturmediums (mit 10 % FCS) beigefügt und bei 37 °C inkubiert. Das Medium wurde 

nach 5 min entfernt und durch neues Medium ersetzt. Dieser Mediumwechsel wurde nach 5 

min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min und 120 min 

wiederholt und schliesslich die Zellen durch Einwirkung von 1 N NaOH komplett von der 

Zellkulturplatte gelöst. Alle Fraktionen wurden gesammelt und im γ-counter die 

entsprechende Radioaktivität quantifiziert (Abbildung 26). 

 

Der über einen Zeitraum von 2 h externalisierte Anteil der in der Tumorzelle akkumulierten 

Radioaktivität betrug für [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 30.07 %, für [111In-

DOTAGA]-Substanz P lag er bei 18.18 %. 
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Abbildung 26: Externalisierung aus LN319 Tumorzellen 
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■ = [111In-DOTAGA]-Substanz P; ● = [111In-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 
 

 

Bei beiden Substanzen ist die Externalisierungsrate recht tief, vergleicht man sie zum Beispiel 

mit der Externalisierungsrate von [111In-DOTA]-TOC aus sstr2A-HEK Zellen, wo innerhalb 

von 2 h rund 45 % der internalisierten Radioaktivität wieder ausgeschieden wurden (151). 

Auch die Ausscheidung von anderen Analogen von Octreotid aus Zellen des Typs AR4-2J 

verläuft meist deutlich rascher (20). 

Auch wenn diese Werte nicht direkt mit unseren Resultaten verglichen werden können, da 

sowohl die verwendeten Tumorzellen als auch die verwendeten Substanzen unterschiedlich 

sind, so können sie doch einen Anhaltspunkt geben für die Beurteilung unserer tieferen 

Externalisierungsraten. 
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4.1.8 Applikationen am Patienten 

 

Im Rahmen einer Pilotstudie in Zusammenarbeit mit der nuklearmedizinischen und der 

neurochirurgischen Abteilung des Universitätsspital Basel wurden Hirntumor-Patienten mit 

den beiden Chelator-Peptid-Konjugaten DOTAGA-Substanz P und DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-

Substanz P behandelt. Die Auswahl der Radiometalle, mit welchen die Substanzen markiert 

wurden, richtete sich nach der Lokalisation der Tumoren. Befand sich der Tumor in der Nähe 

eines kritischen Gebietes, so wurde auf den kurzreichweitigeren Emitter 177Lu 

zurückgegriffen, während die Mehrzahl der Patienten mit dem Radiometall 90Y behandelt 

wurden. Die Markierung der Chelator-Peptid-Konjugate erfolgte unter sterilen Bedingungen 

durch Inkubation des Radiometalls mit einem sterilen Aliquot und Pufferlösung für 30 min 

bei einer Temperatur von 95 °C. Die nachfolgende HPLC-Qualitätskontrolle (S1 / S2, G1 / 

G2) stellte eine Markierausbeute von über 99 % sicher, worauf die Lösung mit 

physiologischer Kochsalzlösung auf ein Volumen von 1 ml verdünnt wurde.  

 

Vor der ersten Injektion der mit einem therapeutisch wirksamen Radiometall komplexierten 

Substanz wurde jeweils eine Testinjektion mit 0.3 mCi (11 MBq) 111In markierter Substanz 

durchgeführt. Durch szintigraphische Bildgebung konnte so sichergestellt werden, dass die 

Substanz auch effektiv an dem gewünschten Tumor deponiert wird. 

 

Der Therapieverlauf wurde durch MRI und PET (FDG) kontrolliert. So konnte zum Beispiel 

bei einer 44 jährigen Patientin mit einem inoperablen GBM im linken Thalamus eine 

deutliche Schrumpfung des Tumors nach Applikation von insgesamt 130 mCi (4.81 GBq) 

[90Y-DOTAGA]-Substanz P gezeigt werden (Abbildung 27). Die Schrumpfung des Tumors 

war durch eine deutliche Verbesserung der körperlichen Gesamtsituation begleitet (77). 
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Abbildung 27: Volumenreduktion eines inoperablen Tumors  
 
 

 
 
MRI (1, 3) und FDG-PET (2, 4) vor Beginn der rezeptorgesteuerten Radiopeptidtherapie (1, 
2) und 3 Monate nach Therapie (3, 4) 
 
 

Bei allen Patienten wurde nach Applikation des Radiopeptids mit szintigraphischen Mitteln 

kontrolliert, dass die Radioaktivität auch tatsächlich am gewünschten Ort verbleibt. Dies ist in 

einer Bildreihenfolge dokumentiert (Abbildung 28). Man sieht dort fusionierte SPECT/CT 

Aufnahmen über einen Zeitraum von insgesamt 28 h nach Applikation von [90Y-DOTA]-

[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P. Die SPECT-Aufnahmen (in Farbe) zeigen, dass die applizierte 

Radioaktivität sich nicht über den gesamten Schädel verbreitete, sondern am Ort des Tumors 

verblieb. Die Strahlenwirkung bleibt dadurch möglichst auf Tumorgewebe beschränkt. 
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Abbildung 28: Lokalisationskontrolle von applizierter [90Y-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P mit SPECT/CT 
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Fusionierte SPECT/CT Bilder; SPECT: Intensitäten farbig dargestellt; CT: in Graustufen dargestellt. A = Aufnahme unmittelbar nach Applikation;  
B = Aufnahme 4 h nach Applikation; C = Aufnahme 24 h nach Applikation; D = Aufnahme 28 h nach Applikation 
 

 



________________________________________________________________________109 

___________________________________________________________________________ 

Als Beispiel eines Verlaufes nach Applikation von [90Y-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 

soll hier ein 69 jähriger Patient mit einem GBM aufgeführt werden. Beim ersten 

Therapiezyklus des Patienten wurde 4 h nach Applikation ein SPECT/CT aufgenommen, 

wovon hier nur das CT-Bild abgebildet ist (Abbildung 29).  

 

 
Abbildung 29: Verlauf nach Applikation von [90Y-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 
 

A

B

 
A = CT (mit Kontrastmittel) eines GBM Patienten beim ersten Radiopeptid-Zyklus;  
B = CT des selben Patienten zwei Monate später anlässlich einer erneuten Applikation 
 
 

Bei diesen Bildern sieht man einen Tumor, welcher in unterschiedlich hohem Masse 

Kontrastmittel aufnimmt. Die Unterschiede rühren von der unterschiedlichen Vitalität des 

entsprechenden Tumorgewebes her; die ausgedehnten hellen Ränder entsprechen dabei 

aktivem Tumorgewebe, während die dunklen Stellen nekrotisches Tumorgewebe darstellen.  
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Bei der ersten Applikation unserer Substanz war noch ein sehr inhomogenes Erscheinungsbild 

des Patienten feststellbar; aktives Tumorgewebe und nekrotisches Gewebe gingen stark 

ineinander über (Abbildung 29A).  

 

Zwei Monate nach der ersten Injektion des Radiopharmazeutikums wurde nochmals ein CT 

aufgenommen. Der Tumor stellte sich nun deutlich homogener dar als bei der ersten 

Aufnahme. Grosse Anteile aktiven Tumorgewebes wurden offenbar in einen nekrotischen 

Zustand überführt (Abbildung 29B). Durch diese Umwandlung von Tumorgewebe wurde es 

für den Chirurgen auch deutlich einfacher, bei der anschliessenden operativen Entfernung des 

Tumors zwischen Tumorgewebe und umgebendem, gesundem Gewebe zu unterscheiden.  
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4.2 Gastrin-basierende Radiopharmazeutika 

 

4.2.1 Synthesen der Minigastrin-Derivate 

 

Basierend auf der Sequenz von Minigastrin (Abbildung 30) wurden verschiedene 

Peptidsequenzen mit SPPS auf Rink-Amid MBHA-Harz (theoretische Beladung 0.6 mmol/g) 

aufgebaut. Dazu wurde eine Fmoc-Synthesestrategie gemäss AAV 1 angewandt. Die 

folgenden Aminosäuren mussten dabei als seitenkettengeschützte Derivate eingesetzt werden 

um so unerwünschte Nebenprodukte zu verhindern: D-Glutamat als Fmoc-D-Glu(OtBu)-OH, 

L-Glutamat als Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Tyrosin als Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Tryptophan als Fmoc-

Trp(BOC)-OH und schliesslich Aspartat als Fmoc-Asp(OtBu)-OH. Die makrozyklischen 

Chelatoren wurden ebenfalls mittels SPPS eingeführt, unter Verwendung der entsprechenden 

Synthons DOTA(tBu)3-OH bzw. DOTAGA(tBu)4-OH (AAV 3). Die einzelnen 

Reaktionsschritte wurden jeweils durch einen Kaisertest auf allenfalls noch vorhandene freie 

primäre Amine getestet (AAV 2), und von allen Fmoc-Abspaltlösungen wurde jeweils 

spektrophotometrisch die Menge an abgespaltener Fmoc-Schutzgruppe bestimmt.  
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Abbildung 30: Strukturen der Minigastrin-Derivate 
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n = 0: Minigastrin 11; n = 1: Minigastrin 10; n = 2: Minigastrin 9; n = 5: Minigastrin 0;  
R = Chelator 
 
 

Die Seitenkettenschutzgruppen des Peptids und die Schutzgruppen des Chelators wurden nach 

erfolgtem Aufbau im selben Arbeitsschritt entfernt, wie auch das Konjugat von der Festphase 

abgelöst wurde (AAV 4). Die Rohprodukte wurden schliesslich mit präparativer HPLC (S5, 

G6) gereinigt und aus Wasser lyophilisiert. Die Charakterisierung der Endprodukte erfolgte 

mit HPLC (S2, G2) und massenspektrometrischen Methoden (Tabelle 16).  

Im Gegensatz zu den anderen Minigastrin-Derivaten wurde DTPA-Minigastrin 0 von Dr. 

Martin Béhé (Marburg, Deutschland) zur Verfügung gestellt und lediglich eine Analyse der 

Substanz vor ihrer Verwendung durchgeführt. Sämtliche Substanzen ergaben schliesslich 

weisse Lyophilisate. 

Von den synthetisierten Derivaten wurden wässrige Lösungen hergestellt und die 

Konzentration auf Grund der vorhandenen UV-Absorption bestimmt (AAV 8) (138). 
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Tabelle 16: Analytische Daten der synthetisierten Minigastrin-Derivate 
 
 
Substanz 
 

 
Molekulargewicht [g/mol] 

 
Massenspektrometrie 1 

 
Reinheit2 

 
Retentionszeit 2 

DOTAGA-Minigastrin 11 1474.6 1475.6, [M + H]+; 85 % 
1497.3, [M + Na]+; 100 % 

1519.6, [M + 2 Na - H]+; 46 % 

97.3 % 27.88 min 

DOTA-Minigastrin 11 1402.6 1403.6, [M + H]+; 100 % 
1425.4, [M + Na]+; 55 % 

1441.3, [M + 2 Na - H]+; 30 % 

98.2 % 27.85 min 

DOTA-Minigastrin 10 1531.6 1532.4, [M + H]+; 100 % 
1554.5, [M + Na]+; 25 % 

96.8 % 27.62 min 

DOTA-Minigastrin 9 1660.7 1661.5, [M + H]+; 100 % 
1683.5, [M + Na]+; 25 % 

97.8 % 27.47 min 

DTPA-Minigastrin 11 1391.5 1392.4, [M + H]+; 18 % 
1414.4, [M + Na]+; 100 % 
1436.3, [M + 2 Na]+; 38 % 

96.3 % 26.84 min 

DTPA-Minigastrin 0 2036.8 2059.3, [M + Na]+; 100 % 
2075.2, [M + K]+; 55 % 

95.8 % 26.63 min 

DOTA-[Nle]15-minigastrin 11 1385.5 1407.8, [M + Na]+; 100 % 
1385.8, [M]+; 65 % 

1423.7, [M + K]+; 60 % 

97.7 % 28.34 min 

DOTA-[Ile]15-minigastrin 11 1385.5 1385.6, [M + H]+; 95 % 
1407.6, [M + Na]+; 100 % 

98.0 % 28.91 min 

DOTA-[Met(O)]15-minigastrin 11 1419.5 721.6, [M + Na + H]2+; 100 % 
1442.1, [M + Na]+; 25 % 

94.6 % 26.04 min 

DOTA-[Met(O)2]15-minigastrin 11 1435.5 1435.5, [M + H]+; 100 % 
718.2, [M + 2H]2+; 16 % 

98.6 % 25.40 min 

 

1 Beobachtete Massenpeaks in g/mol, Interpretation, relative Signalintensität; 2 mittels HPLC ermittelt (S2, G2) 
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4.2.2 Markierungen der Substanzen mit 111In 

 

Die Markierung der Minigastrin-Derivate wurde für Konjugate mit makrozyklischen 

Chelatoren durch Inkubation gemäss AAV 6 bei 95 °C ausgeführt; DTPA-tragende Derivate 

hingegen konnten schon bei Raumtemperatur mit 111In umgesetzt werden. Es wurden 

folgende radiochemischen Reinheiten gemäss HPLC (S2, G1) erreicht (Tabelle 17): 

 

 
Tabelle 17: HPLC-Analysen der 111In-markierten Minigastrin-Derivate 
 
 
Substanz 

 
Retentionszeit (min)

 
Radiochemische Reinheit (%) 

 
[111In-DTPA]-Minigastrin 0 
 

21.82 99.03 

[111In-DOTA]-Minigastrin 9 
 

22.30 99.95 

[111In-DOTA]-Minigastrin 10 
 

22.90 95.88 

[111In-DOTA]-Minigastrin 11 
 

22.97 97.79 

[111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 
 

22.90 97.55 

[111In-DTPA]-Minigastrin 11 
 

22.85 99.43 

 
Radiochemische Reinheit gemäss HPLC (S2, G1) 
 
 

Die HPLC-Retentionszeiten hängen nebst der Grösse der Moleküle vor allem von der 

Hydrophilie der Substanzen ab. Da wir eine „reversed-phase“, also eine apolare Festphase für 

die Chromatographie, benutzen, eluiert eine Substanz um so früher, je polarer sie ist. Bei 

unseren Minigastrin-Derivaten konnten solche Unterschiede auch gesehen werden 

(Abbildung 31): Das DTPA-Derivat von Minigastrin 0 besitzt mit seinen 5 L-Glutamaten im 

Vergleich zu den anderen Molekülen deutlich mehr negative Ladungszentren. Die daraus 

resultierende höhere Polarität widerspiegelte sich in der kürzesten Retentionszeit. Der 
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Austausch von DOTA mit DTPA bei Minigastrin 11 erbrachte ebenfalls eine Verkürzung der 

Retentionszeit, während sich der Unterschied zwischen dem DOTA- und dem DOTAGA-

tragenden Konjugat von Minigastrin 11 trotz der zusätzlichen Carbonsäurefunktion nur noch 

in einem geringen Unterschied zeigte. Die unterschiedlichen DOTA-Konjugate von 

Minigastrin 11, Minigastrin 10 und Minigastrin 9 verhielten sich praktisch identisch, mit 

jeweils nur sehr geringen Retentionszeitunterschieden. Die unerwartete Reihenfolge von 

DOTA-Minigastrin 10 und DOTA-Minigastrin 11 dürfte auf Schwankungen des HPLC 

Systems zurückzuführen sein, welche durch verschiedenste apparative Effekte hervorgerufen 

werden können. 

 

 
Abbildung 31: Überlagerung der Chromatogramme der Minigastrin-Derivate 
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 ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (GASTRIN\DTPA11L0.D)

[111In-DOTA]-Minigastrin 10

[111In-DOTA]-Minigastrin 9,
[111In-DOTA]-Minigastrin 11
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[111In-DTPA]-Minigastrin 11

[111In-DTPA]-Minigastrin 0

 
 
Zur deutlicheren Darstellung wurde der interessante Bereich der 
überlagerten Chromatogramme vergrössert. 
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4.2.3 Bestimmung der Bindungsaffinitäten 

 

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitäten wurden die natIn-komplexierten Chelator-Peptid-

Konjugate (AAV 5) zur Arbeitsgruppe von Prof. J.-C. Reubi am Institut für Pathologie der 

Universität Bern gesendet. Er und seine Mitarbeiterin B. Waser haben dann die Affinität der 

entsprechenden Substanz zu CCK1- und CCK2-Rezeptoren nach publizierten Methoden 

getestet (95). Dazu wurden Proben von menschlichen Tumoren entnommen, welche 

bekanntermassen CCK-Rezeptoren ausbilden (85). Diese Proben wurden direkt nach 

Entnahme bei -70 °C gelagert und Kryostat-Schnitte davon durch Rezeptor-autoradiographie 

getestet. Die Verwendung des Radioliganden 125I-DTyr-Gly-Asp-Tyr(SO3H)-Nle-Gly-Trp-

Nle-Asp-Phe-NH2 (125I-CCK) erlaubte die Identifizierung von CCK-Rezeptoren (88). Wurde 

in Gewebeschnitten die Bindung von 125I-CCK durch die Beigabe von 50 nM CCK8, nicht 

aber durch 50 mM Gastrin verhindert, so wurde dieses Gewebe als CCK1-Rezeptor positiv 

klassifiziert. Umgekehrt wurde bei CCK2-Rezeptor positivem Gewebe die Aufnahme von 125I-

CCK zwar durch Beigabe von Gastrin, nicht aber durch CCK8 inhibiert.  

Ansteigende Mengen der zu testenden, natIn-komplexierten DOTA-Minigastrin-Derivate 

wurden schliesslich dem 125I-CCK enthaltenden Inkubationsmedium beigefügt und dadurch 

kompetitive Inhibierungskurven generiert. Kontrollen mit unmarkiertem Gastrin und/oder 

CCK wurden ebenfalls durchgeführt. Nach den entsprechenden Inkubationen wurden die 

Gewebsschnitte gewaschen und ein entsprechender Film mit diesen nun radioaktiven 

Schnitten belichtet. Diese Autoradiographien wurden durch ein computergestütztes 

Bildverarbeitungsprogramm ausgewertet (145).  

Im Gegensatz zu den anderen aufgelisteten Resultaten wurde DTPA-Minigastrin 0 direkt 

durch Martin Béhé an Prof. Reubi zugesandt und dort gemessen. Deshalb liegt dieses Resultat 

auch nur für die Verbindung ohne entsprechendes Metall vor (Tabelle 18). 
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Tabelle 18: Bindungsaffinitäten zu CCK-Rezeptoren der verschiedenen Minigastrin-Derivate 
 
 
Substanz 
 

 
n 

 
Bindungsaffinität zu CCK2 

 
Bindungsaffinität zu CCK1 

 
[DTPA]-Minigastrin 0 

 
6 

 
0.98 ± 0.4 

 
> 100 

[In-DOTA]-Minigastrin 9 2 1.2 ± 0.4 > 100 

[In-DOTA]-Minigastrin 10 2 2.5 ± 0.1 > 100 

[In-DOTA]-Minigastrin 11 6 4.8 ± 0.7 > 100 

[In-DOTAGA]-Minigastrin 11 2 3.4 ± 2.0 > 100 

[In-DTPA]-Minigastrin 11 3 3.9 ± 0.6 - 

[In-DOTA]-DGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Ile-Asp-Phe-NH2 2 200 ± 5.0 > 1000 

[In-DOTA]-DGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH2 2 9.9 ± 0.1 > 1000 

[In-DOTA]-DGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met(O2)-Asp-Phe-NH2 2 1195 ± 760 > 1000 

[In-DOTA]-DGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met(O)-Asp-Phe-NH2 2 1096 ± 116 > 1000 

 
Bindungsaffinitäten als IC50-Werte [nM] als Durchschnitt ± Standardabweichung; n = Anzahl Messungen 
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Alle getesteten Substanzen wiesen gegenüber dem CCK1-Rezeptor eine deutlich geringere 

Affinität auf als zum CCK2-Rezeptor. Sie sind also spezifisch für den uns interessierenden 

Rezeptorsubtyp CCK2. Auffallend ist weiter, dass die Bindungsaffinität zum CCK2-Rezeptor 

mit abnehmender Anzahl an Glutamat-Einheiten leicht abnahm, allerdings nur in geringem 

Masse.  

 

Der Einfluss des Chelators scheint gering zu sein, dies wird beim Vergleich der DOTA-, 

DOTAGA- bzw. DTPA-Derivate von Minigastrin 11 deutlich. Alle drei Substanzen wiesen 

vergleichbare Bindungsaffinitäten auf.  

Bereits früher wurden DTPA-Konjugate von CCK- und Gastrin-Derivaten synthetisiert (96, 

106, 107). Die azyklische Struktur des Chelators führt aber zu einer hohen 

Dekomplexierungsrate und ist daher speziell für therapeutische Anwendungen nicht 

empfehlenswert (40). Dass die hohe Bindungsaffinität durch den Wechsel zu einem 

makrozyklischen Chelator erhalten bleibt, ist von grosser Bedeutung, wird dadurch doch eine 

höhere Stabilität der Radiometallkomplexe erreicht. 

 

Weil die ursprüngliche Sequenz von Minigastrin die Aminosäure Methionin enthält, wird bei 

der Anwendung von therapeutischen Dosen an Radiometallen mit hohem LET wie z.B. 90Y 

oder 213Bi eine Oxidation des im Methionin enthaltenden Schwefels stattfinden. Dieser 

Prozess führt zu dem Met(O)-Derivat des ursprünglichen Radiopeptids, was in unserem 

Beispiel von [In-DOTA]-Minigastrin 11 zu einer dramatischen Abnahme der 

Bindungsaffinität zum CCK2-Rezeptor auf einen Wert von IC50 = 1096 nM geführt hat. Um 

diese Oxidation zu unterdrücken, können der Markierungslösung Antioxidantien wie z.B. Na-

Ascorbat beigefügt werden (152). Alternativ kann die entsprechende Aminosäure Methionin 

durch Methionin-sulfon oder aber durch eine nicht-Schwefel-tragende Aminosäure ersetzt 
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werden. Diese Aminosäuren unterliegen dann nicht mehr den radiolytischen oxidativen 

Prozessen während der Markierung (153).  

Bei den hier getesteten Substanzen wurden, ausgehend von DOTA-Minigastrin 11, beide 

Synthesestrategien verfolgt. Einerseits wurde Methionin durch sein zweifach oxidiertes 

Analogon Met(O2) ersetzt, andererseits wurde es auch durch die beiden nicht-Schwefel-

tragenden Aminosäuren Norleucin und Isoleucin ausgetauscht. Der Wechsel zu Methionin-

sulfon führte genauso wie der Austausch mit Isoleucin zu einem dramatischen Abfall der 

Bindungsaffinität, auch die Einführung von Norleucin resultierte noch immer in einem 

markanten Verlust der Bindungsaffinität auf einen Wert von 9.9 ± 0.1 nM. Die Minigastrin-

Konjugate, welche die ursprüngliche carboxyterminale Aminosäuresequenz enthielten, wiesen 

im Gegensatz dazu hohe Bindungsaffinitäten zum CCK2-Rezeptor mit IC50-Werten von unter 

5 nM auf. Zumindest die Analoga mit Methionin-sulfon, Methionin-sulfoxid sowie Isoleucin 

müssen deshalb für eine klinische Anwendung ausgeschlossen werden. Das Norleucin-

Derivat kommt eventuell für eine Anwendung in Frage, da der Verlust von Bindungsaffinität 

durch den Vorteil der erhöhten Stabilität bei der Markierung mit einem therapeutischen 

Radiometall kompensiert werden kann. 

 

4.2.4 Serumstabilitäten 

 

Gastrin- und CCK-Derivate werden rasch aus dem Blut ausgewaschen (91, 96). Die Stabilität 

von Gastrin-Derivaten wird dabei recht unterschiedlich beurteilt. So wurde einerseits 

berichtet, dass radioaktiv markierte Gastrin-Derivate in humanem Blutserum Halbwertszeiten 

von mehreren Stunden aufweisen und deshalb von einer zusätzlichen Stabilisierung der 

Peptidsequenz abgesehen werden kann (93). Allerdings wurde in diesen Versuchen eine recht 

hohe Substanzkonzentration verwendet, indem 1 µg des entsprechenden Radiopeptids in 2 ml 
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Blutserum inkubiert wurde. Geht man von einem Blutserumvolumen im Menschen von ca. 3 l 

aus, so würde dies einer Applikation von total 1.5 mg des Radiopharmazeutikums 

entsprechen. Verglichen mit den bei einer therapeutischen Applikation üblicherweise 

verwendeten Mengen von bis zu ca. 200 µg eines Radiopeptids, sind solche Mengen aber 

unrealistisch hoch.  

In einem anderen Versuch wurde zwar ebenfalls von einer hohen Stabilität von Minigastrin-

Derivaten gesprochen, allerdings wurden auch dort 200 – 1000 pmol/ml Blutserum eingesetzt, 

was wiederum deutlich über der Konzentration bei einer Applikation beim Patienten liegen 

dürfte (102). Schliesslich wurde in einer nächsten Publikation zwar von einer gewissen 

Degradation von CCK-Analogen in Blutserum gesprochen, allerdings sind dort keine 

Angaben über die verwendeten Konzentrationen gemacht worden (96).  

Die Geschwindigkeit eines enzymatischen Abbaus von Peptiden ist abhängig vom Verhältnis 

Peptid zu Serum; eine höhere verwendete Konzentration führt auch zu langsamerem Abbau 

des Peptids (154). Die Wahl einer zu hohen Konzentration führt folglich zu einer falschen 

Beurteilung, was die Stabilität einer Substanz betrifft. 

Geht man von einer Applikation von ca. 100 µg eines Radiopeptides bei einem Patienten aus, 

und nimmt man des Weiteren ein Blutserum-Volumen von 3 l in einem durchschnittlichen 

Erwachsenen an, so erhält man, bei einem Molekulargewicht von etwa 1500 g/mol, eine 

applizierte Menge von 67 nmol. Diese Berechnung wurde als Grundlage für die in der 

vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche verwendet, indem für die Untersuchung der 

Serumstabilität eine Konzentration von 40 pmol pro 2 ml frisch gewonnenem Blutserum 

gewählt wurde (Kapitel 3.6.1). In der Tat unterlagen bei diesen Konzentrationen alle 

getesteten Substanzen einem enzymatischen Abbau (Abbildung 32).  

Den bei 37°C inkubierten Lösungen wurden nach bestimmten Zeitpunkten Proben 

entnommen und mit HPLC (S2, G1) untersucht. Es wurde der Anteil der noch intakten im 

Verhältnis zur gesamten eingesetzten Substanz bestimmt. 
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Die resultierenden Messwerte wurden mit dem Programm Origin unter Annahme eines 

Reaktionsgeschwindigkeitsgesetztes erster Ordnung ausgewertet und die entsprechenden 

Halbwertszeiten der einzelnen Verbindungen berechnet. Die Reihenfolge der Stabilitäten 

präsentierte sich wie folgt: 

[111In-DTPA]-Minigastrin 0 (50.39 h Halbwertszeit), [111In-DOTA]-Minigastrin 9 (10.74 h), 

[111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 (4.99 h), [111In-DOTA]-Minigastrin 10 (3.99 h), [111In-

DTPA]-Minigastrin 11 (1.84 h), [111In-DOTA]-Minigastrin 11 (1.75 h) und [111In-DOTA]-

[Nle]15-Minigastrin 11 (1.42 h). 

 

 
Abbildung 32: Serumstabilitäten der In-markierten Minigastrin-Derivate 
 

%
 In

ta
kt

es
 R

ad
io

pe
pt

id

Inkubationszeit (h)

0 4 8 12 16 20 24

0

20

40

60

80

100

 
 

 
■ = [In-DTPA]-Minigastrin 0, ▲ = [In-DOTA]-Minigastrin 9, ▼ = [In-
DOTA]-Minigastrin 10, + = [In-DOTAGA]-Minigastrin 11, ● = [In-
DTPA]-Minigastrin 11, ♦ = [In-DOTA]-Minigastrin 11, × = [In-DOTA]-
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Es fällt auf, dass bei dem Derivat von Minigastrin 0, welches eine Aminosäuresequenz von 

fünf L-Glutamaten enthält, die Stabilität am höchsten war und mit abnehmender Anzahl der 

Glutamate abnahm. Das DOTAGA-Derivat von Minigastrin 11 wies im Vergleich zum 

entsprechenden DOTA-Derivat eine längere Halbwertszeit auf.  

Wahrscheinlich verursacht die grössere Anzahl von negativ geladenen Stellen eine erhöhte 

Serumstabilität. Setzt man die Halbwertszeit der einzelnen Substanzen mit den 

Gesamtladungen dieser Substanzen in Beziehung, so kann man eine Korrelation, wobei der 

Gütefaktor des linearen Fittings erstaunlich hoch ist (R2 = 0.95) (Abbildung 33).  

 

 
Abbildung 33: Korrelation der Serumstabilität mit der Ladung 
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Der Austausch von Methionin durch Norleucin in der Sequenz von DOTA-Minigastrin 

erbrachte keine Steigerung der Serumstabilität. Somit scheint die Stelle um diese Aminosäure 

kein Angriffspunkt für Enzyme zu sein. 
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4.2.5 Internalisierung 

 

Als Internalisierung bezeichnet man den Rückzug von oberflächengebundenen Rezeptoren in 

das Innere der Zelle. Dies kann geschehen, wenn Rezeptoren durch einen entsprechenden 

Liganden angeregt werden (155). Während man früher davon ausging, dass nur Agonisten 

internalisiert werden, so weiss man heute, dass auch Antagonisten internalisiert werden 

können (156). Antagonisten sind Substanzen, welche einen agonistisch wirkenden Stoff unter 

Blockierung seines Rezeptors in seiner Wirkung hemmen, ohne selbst einen Effekt 

auszulösen.  

Die Liganden, welche bei einer Internalisierung am Rezeptor gebunden bleiben, werden 

sequestriert, das heisst dieser Wirkstoff akkumuliert sich im Innern der entsprechenden Zelle 

(150). Das hat verschiedene Vorteile: der Wirkstoff, in unserem Falle das Radiopeptid, wird 

in die Nähe des Nukleus und somit der DNS der Tumorzelle gebracht. Gerade bei 

Verwendung von sehr kurzreichweitigen Strahlern wie z.B. Auger-Emittern ist dies wichtig, 

um so die DNS der Tumorzellen effektiv zu schädigen (5). Durch die Internalisierung entzieht 

sich das Radiopeptid aber auch den im Blut befindlichen Enzymen. Falls ein enzymatischer 

Abbau erst im Innern der Zelle erfolgen sollte, so wird die radioaktive Strahlung immer noch 

die Tumorzelle bestrahlen, sofern die entstehenden Bruchstücke die Zelle nicht rasch 

verlassen. 

 

Für die Untersuchung der Internalisierungseigenschaften wurden hier Tumorzellen des Typs 

AR4-2J verwendet, eine Zelllinie, welche nebst einer ganzen Reihe anderer Rezeptoren auch 

den für uns interessanten CCK2-Rezeptor exprimiert (157). Bei dieser Zelle handelt es sich 

um eine Pankreas-Tumorzelllinie, welche aus Ratten stammt. 
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Zu einer Million dieser Zellen wurde jeweils 0.25 pmol der zu untersuchenden, 111In-

markierten Substanz beigefügt und bei 37°C gemäss Kapitel 3.6.2 inkubiert. Zur 

Differenzierung von durch Rezeptorinternalisation und durch unspezifische Prozesse 

aufgenommener Radioaktivität, wurden pro 6-well Platte jeweils bei 3 wells zusätzlich zum 

Radiopeptid noch 3 nmol (10’000 facher Überschuss) DOTA-Minigastrin 11 beigefügt. Diese 

Blockierung führt zu einer Absättigung der vorhandenen Rezeptoren, so dass die gesamte 

dann noch durch die Zelle aufgenommene Radioaktivität aus nicht-spezifischen Prozessen 

stammen muss. Nach jeweils 30 min, 1 h, 2 h oder 4 h wurde die Inkubation gestoppt und die 

Platten weiterverarbeitet (33, 140). Die Radioaktivität aller gesammelten Fraktionen wurde im 

γ-counter quantifiziert. Die internalisierte Radioaktivität wurde als Differenz zwischen nicht 

blockierter und blockierter Aufnahme berechnet und als prozentualer Anteil der den 

Tumorzellen beigefügten Aktivität angegeben (Abbildung 34). 
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Abbildung 34: Internalisierungen der Minigastrin-Derivate 
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■ = [In-DTPA]-Minigastrin 0, ▲ = [In-DOTA]-Minigastrin 9, ▼ = [In-DOTA]-
Minigastrin 10, + = [In-DOTAGA]-Minigastrin 11, ● = [In-DTPA]-Minigastrin 
11, ♦ = [In-DOTA]-Minigastrin 11, × = [In-DOTA]-[Nle]15-Minigastrin 11 
 

 

Die internalisierten Fraktionen nach 4 h Inkubationszeit zeigten folgende Reihenfolge auf: 

[111In-DOTA]-Minigastrin 10 (6.43 % ± 0.87 % der zugegebenen Radioaktivität pro 106 

Zellen, n = 3), [111In-DOTA]-[Nle]15-Minigastrin 11 (7.50 %, n = 1), [111In-DTPA]-

Minigastrin 11 (8.24 % ± 1.32 %, n = 3), [111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 (9.72 % ± 2.39 %, 

n = 4), [111In-DOTA]-Minigastrin 11 (10.44 % ± 0.27 %, n = 3), [111In-DOTA]-Minigastrin 9 

(10.99 % ± 1.90 %, n = 4), [111In-DTPA]-Minigastrin 0 (14.73 %, n = 1) (Abbildung 34). 

Alle internalisierten Fraktionen nach 4 h Inkubation wurden durch die Zugabe der 

Blockiersubstanz DOTA-Minigastrin 11 auf einen Wert unter 0.5 % gebracht (P < 0.001). 

Somit wiesen alle getesteten Substanzen eine rezeptorspezifische Internalisierung in AR4-2J 

Zellen auf.  
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Die Oberflächen-gebundene Fraktion (mit Glycin-Puffer ablösbar) betrug jeweils unter 2 % 

der applizierten Radioaktivität.  

 

Die Internalisierungsrate nach 4 h Inkubation korrelierte mit der Bindungsaffinität der 

entsprechenden Substanz, wobei allerdings dieser Trend nicht signifikant war (R = 0.67, 

Abbildung 35).  

 

  
Abbildung 35: Korrelation der Internalisierung mit der Bindungsaffinität 
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4.2.6 Bioverteilung 

 

Die Bioverteilung im lebenden Tier stellt den wahrscheinlich aussagekräftigsten präklinischen 

Versuch dar. Zwar sind die damit erhaltenen Daten nicht ohne weiteres auf den Menschen 

übertragbar, aber das Tier stellt mit seinem gesamten Metabolismus und seiner Physiologie 

ein ähnlich komplexes System dar wie der Mensch. 

 

Für die hier entwickelten Minigastrin-Derivate wurde ein Tiermodell verwendet, bei dem 

männlichen Lewis-Ratten AR4-2J Tumorzellen in das rechte Hinterbein inokuliert wurden 

(siehe Kapitel 3.6.3). Diesen Tieren wurde nach Ausbildung eines lokalen Tumors der 

entsprechende Radioligand appliziert. Für die Bestimmung der unspezifischen 

Organanreicherung wurden zusätzlich zum Radioliganden 100 µg DOTA-Minigastrin 11 

appliziert, was die vorhandenen CCK2-Rezeptoren absättigte. Nach einer gewissen 

Inkubationszeit (4 h, 24 h) wurden die Tiere getötet, die Organe entnommen und die darin 

vorhandene Radioaktivität quantifiziert. Die Aufnahmen in den einzelnen Organen sind in 

Tabelle 19 als prozentualer Anteil der applizierten Radioaktivität pro Gramm Gewebe des 

entsprechenden Organs (% I.A./g Gewebe) aufgeführt. 
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Tabelle 19: Bioverteilungsdaten der Minigastrin-Derivate 
 

 
Substanz 

 
Tumor 

 
Magen 

 
Pankreas

 
Leber 

 
Nieren

 
Milz 

 
Darm 

 
Lunge

 
Herz 

 
Knochen

 
Blut 

 
Tumor/
Nieren

 

 
Tumor/ 
Magen 

 
Tumor/ 

Pankreas 

 
[111In-DTPA]-Minigastrin 0 
4 h (n=5)7 

 

 
0.638 

±0.112 

 
0.164 

±0.011 

 
0.013 

±0.003 

 
0.038 

±0.005

 
8.660 

±0.437 

 
0.086 

±0.007

 
0.025 

±0.004 

 
0.019 

±0.002

 
0.011 

±0.001

 
0.031 

±0.005 

 
0.045 

±0.031

 
0.07 

 
3.88 

 
47.81 

[111In-DTPA]-Minigastrin 0 
24 h (n=2) 

0.575 
±0.224 

0.177 
±0.004 

0.025 
±0.019 

0.033 
±0.003

10.539 
±4.113 

0.077 
±0.004

0.024 
±0.004 

0.024 
±0.012

0.010 
±0.001

0.034 
±0.002 

0.010 
±0.002

0.05 3.25 23.00 

[111In-DOTA]-Minigastrin 9 
4 h (n=5) 

0.677 
±0.4013 

0.143 
±0.045 

0.007 
±0.002 

0.029 
±0.003

1.457 
±0.2252 

0.04 
±0.007

0.036 
±0.039 

0.018 
±0.001

0.010 
±0.001

0.020 
±0.002 

0.022 
±0.007

0.46 11.10 94.15 

[111In-DOTA]-Minigastrin 9 
4 h (n=5), blocked1 

0.110 
±0.0044 

0.010 
±0.001 

0.003 
±0.001 

0.032 
±0.002

1.126 
±0.127 

0.034 
±0.004

0.009 
±0.001 

0.010 
±0.001

0.005 
±0.001

0.014 
±0.002 

0.005 
±0.001

   

[111In-DOTA]-Minigastrin 9 
24 h (n=3) 

0.449 
±0.308 

0.047 
±0.018 

0.005 
±0.002 

0.022 
±0.008

1.217 
±0.5476 

0.025 
±0.004

0.013 
±0.002 

0.010 
±0.001

0.006 
±0.001

0.013 
±0.003 

0.004 
±0.000

0.37 9.55 89.80 

[111In-DOTA]-Minigastrin 10 
4 h (n=5) 

0.319 
±0.1482 

0.061 
±0.009 

0.008 
±0.006 

0.021 
±0.002

0.315 
±0.0172 

0.022 
±0.003

0.012 
±0.001 

0.014 
±0.001

0.008 
±0.001

0.012 
±0.000 

0.016 
±0.002

1.01 5.23 38.85 

[111In-DOTA]-Minigastrin 10 
24 h (n=3) 

0.279 
±0.215 

0.023 
±0.011 

0.005 
±0.003 

0.015 
±0.003

0.382 
±0.0142 

0.013 
±0.002

0.008 
±0.001 

0.009 
±0.001

0.004 
±0.000

0.010 
±0.002 

0.002 
±0.001

0.73 12.13 34.88 
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Substanz 
 

Tumor 
 

Magen 
 

Pankreas
 

Leber 
 

Nieren
 

Milz 
 

Darm 
 

Lunge
 

Herz 
 

Knochen
 

Blut 
 

Tumor/
Nieren

 

 
Tumor/ 
Magen 

 
Tumor/ 

Pankreas 

 
[111In-DOTA]-Minigastrin 11 
4 h (n=4) 
 

 
0.314 

±0.0362 

 
0.049 

±0.008 

 
0.005 

±0.004 

 
0.018 

±0.002

 
0.355 

±0.0662 

 
0.023 

±0.002

 
0.014 

±0.003 

 
0.012 

±0.001

 
0.006 

±0.000

 
0.009 

±0.002 

 
0.015 

±0.004

 
0.89 

 
6.42 

 
68.72 

[111In-DOTA]-Minigastrin 11 
4 h (n=5) blocked1 

0.042 
±0.0085 

0.008 
±0.002 

0.004 
±0.003 

0.019 
±0.002

0.310 
±0.024 

0.022 
±0.004

0.018 
±0.007 

0.013 
±0.001

0.007 
±0.000

0.009 
±0.001 

0.014 
±0.006

   

[111In-DOTA]-Minigastrin 11 
24 h (n=3) 

0.339 
±0.007 

0.023 
±0.011 

0.005 
±0.001 

0.024 
±0.006

0.343 
±0.0372 

0.028 
±0.004

0.013 
±0.003 

0.013 
±0.002

0.007 
±0.001

0.014 
±0.002 

0.006 
±0.000

0.99 14.74 67.80 

[111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 
4 h (n=4) 

0.341 
±0.0862 

0.068 
±0.020 

0.003 
±0.001 

0.018 
±0.001

0.334 
±0.0122 

0.024 
±0.002

0.015 
±0.003 

0.013 
±0.001

0.006 
±0.002

0.011 
±0.001 

0.016 
±0.006

1.02 4.98 107.07 

[111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 
24 h (n=3) 

0.279 
±0.186 

0.045 
±0.011 

0.004 
±0.001 

0.020 
±0.006

0.395 
±0.0612 

0.016 
±0.002

0.010 
±0.003 

0.010 
±0.002

0.005 
±0.001

0.014 
±0.001 

0.003 
±0.001

0.71 6.20 69.75 

[111In-DOTA]-[Nle]-Minigastrin 11 
4 h (n=3) 

0.796 
±0.429 

0.065 
±0.019 

0.008 
±0.007 

0.021 
±0.003

0.354 
±0.0282 

0.027 
±0.003

0.014 ± 
0.000 

0.013 
±0.002

0.006 
±0.001

0.013 
±0.001 

0.006 
±0.001

2.25 12.25 99.50 

[111In-DOTA]-[Nle]-Minigastrin 11 
24 h (n=3) 

0.240 
±0.161 

0.012 
±0.007 

0.004 
±0.0.001 

0.016 
±0.005

0.345 
±0.0712 

0.018 
±0.002

0.010 
±0.003 

0.012 
±0.001

0.005 
±0.001

0.013 
±0.004 

0.003 
±0.001

0.70 20.00 60.00 

 
Uptake als %IA/g Gewebe als Durchschnittswert ± Standardabweichung; 1Blockiert mit 100 µg DOTA-Minigastrin 11, coinjiziert mit dem Radiopeptid; 
2P<0.01 vs. [111In-DTPA]-Minigastrin 0; 3P = 0.85 vs. [111In-DTPA]-Minigastrin 0; 4P = 0.04 vs. unblockiertes [111In-DOTA]-Minigastrin 9; 5P<0.01 vs. 
Unblockiertes [111In-DOTA]-Minigastrin 11; 6P<0.05 vs. [111In-DTPA]-Minigastrin 0; 7n = Anzahl getesteter Tiere 
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Der Unterschied in der Tumoranreicherung zwischen [111In-DOTA]-Minigastrin 11 (0.31 % ± 

0.04 % I.A./g Gewebe) und [111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 (0.34 % ± 0.09 %) nach 4 h 

Inkubation war nicht signifikant (P = 0.71). Der Einfluss des Chelators scheint also gering zu 

sein.  

 

Der Unterschied von [111In-DTPA]-Minigastrin 0 (0.64 % ± 0.11 %) zu [111In-DOTA]-

Minigastrin 11 (P < 0.01) nach 4 h war genauso signifikant wie auch zu [111In-DOTAGA]-

Minigastrin 11 und [111In-DOTA]-Minigastrin 10. Hier scheint die Reduktion der Anzahl an 

Glutamaten in der Sequenz eine Auswirkung auf die Anreicherung im Tumor zu haben. 

[111In-DOTA]-Minigastrin 9 (0.68 % ± 0.40 %) aber wies eine vergleichbar hohe 

Anreicherung nach 4 h Inkubation auf wie die Referenzsubstanz [111In-DTPA]-Minigastrin 0. 

Den deutlich höchsten Tumoruptake zeigte allerdings [111In-DOTA]-[Nle]15-Minigastrin 11 

(0.80 % ± 0.43 %). 

 

Nimmt man die Daten von [111In-DTPA]-Minigastrin 0, [111In-DOTA]-Minigastrin 9, [111In-

DOTA-Minigastrin 10, [111In-DOTA]-Minigastrin 11 und [111In-DOTAGA]-Minigastrin 11 

nach 4 h Inkubation zur Grundlage, so zeigt die Aufnahme im Tumor eine positive 

Korrelation mit der Bindungsaffinität der entsprechenden Substanz (R2 = 0.73), mit der 

Internalisierungsrate nach 4 h Inkubationszeit (R2 = 0.50) und auch mit der Stabilität in Serum 

(R2 = 0.45; Abbildung 36).  

 

Die Anreicherung nach 4 h Inkubation von [111In-DOTA]-Minigastrin 11 im Tumor konnte 

durch Zugabe eines Überschuss DOTA-Minigastrin 11 genauso blockiert werden (Reduktion 

um 87 %; P < 0.01) wie auch der Tumoruptake von [111In-DOTA]-Minigastrin 9 (Reduktion 

um 84 %; P < 0.01). Dies beweist, dass die Aufnahme der Radiopharmaka durch den Tumor 

spezifisch stattfindet. Eine ähnlich gute Blockierung konnte nur noch im Magen erreicht 
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werden, wobei auch hier bekannt ist, dass es sich beim Magen um ein CCK2-Rezeptor-

positives Gewebe handelt. Alle anderen Organe zeigten einen praktisch unveränderten Uptake 

des Radiopeptids. 

 

 
Abbildung 36: Korrelation zwischen Tumor Uptake nach 4 h Inkubation 
und Bindungsaffinität (A), Internalisierter Fraktion nach 4 h Inkubation 
(B) und Serumstabilität (C) 
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In der Einleitung wurde bereits erwähnt, dass die Nieren bei den bestehenden 

Radiopharmazeutika, welche an den CCK2-Rezeptor binden, das dosislimitierende Organ 

sind. Die hohe Anreicherung in den Nieren zeigte sich in unseren Experimenten bei der 

Referenzsubstanz [111In-DTPA]-Minigastrin 0 mit einem Wert von 8.66 % ± 0.44 % nach 4 h 

Inkubation. Sämtliche hier entwickelten, neuen Substanzen wiesen demgegenüber einen 

deutlichen Rückgang des Nierenuptakes auf. Während bei [111In-DOTA]-Minigastrin 9 der 

Wert nach 4 h noch bei über 1 % lag (1.46 % ± 0.23 %), so war er bei den Derivaten von 

Minigastrin 10 und Minigastrin 11 bereits unter 0.4 %. Dies hat zur Folge, dass die daraus 

berechneten Quotienten Tumor-/ Nieren-Anreicherung im Vergleich zur Referenzsubstanz 

deutlich ansteigen. In der nuklearmedizinischen Praxis wird dies einerseits zu verbesserter 

szintigraphischer Darstellung von Tumoren führen, und erweitert andererseits auch das 

therapeutische Fenster. Das heisst, dass einem Patienten eine höhere Radioaktivitätsdosis 

verabreicht werden kann, ohne dass dabei Nierentoxizität auftreten sollte. Der beobachtete 

Nierenuptake zeigt eine positive Korrelation mit der Gesamtladung der getesteten Substanz. 

Je tiefer die Gesamtladung ist, je weniger negativ geladene Glutamate die 

Aminosäuresequenz also aufweist, desto tiefer ist auch der entsprechende Nierenuptake 

(Abbildung 37). 

 

Der Magen als ebenfalls CCK2 Rezeptor-positives Organ könnte auch ein potenzielles 

Problem bzw. dosislimitierendes Organ für ein entsprechendes Radiopharmazeutikum 

darstellen. Aber auch hier hat sich gezeigt, dass das Tumor-/ Magen-Verhältnis für die 

Anreicherung gegenüber der Referenzsubstanz verbessert ist. 

 



 

 

133

 
Abbildung 37: Korrelation zwischen Nierenuptake und Gesamtladung des Radiopeptids 
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Die Blut-clearance (Abnahme der im Blut vorhandenen Radioaktivität) aller getesteten 

Verbindungen verlief rasch und resultierte in Werten von unter 0.05 % I.A./g Blut nach 4 h. 

 

Die Tumor-Uptakewerte nach 24 h lagen in einem vergleichbaren Bereich wie nach 4 h 

Inkubation. Die beobachteten Unterschiede waren nicht signifikant: [111In-DTPA]-Minigastrin 

0: P = 0.402, [111In-DOTA]-Minigastrin 9: P = 0.377, [111In-DOTA]-Minigastrin 10: P = 

0.617, [111In-DOTA]-Minigastrin 11: P = 0.402, [111In-DOTA]-[Nle15]-Minigastrin 11: P = 

0.204, [111In-DOTAGA]-Minigastrin 11: P = 0.687. Bei den Versuchen über 24 h waren zum 

Teil recht hohe Standardabweichungen zu beobachten, wobei bei einzelnen Tieren die 

Tumoren recht gross und auch nekrotisch waren. Die beobachtete, geringe Abnahme des 

Tumoruptake über 24 h ist Voraussetzung für eine therapeutische Verwendung 

entsprechender Radiopharmaka, um so eine ausreichend lange Bestrahlung des 

Tumorgewebes sicherzustellen (140).  
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Die Ursache für den hohen Tumoruptake von [111In-DOTA]-[Nle]15-Minigastrin 11 nach 4 h 

ist unklar. Die hohe Standardabweichung kann aber ein Hinweis darauf sein, dass dieser Wert 

einen Ausreisser darstellt, insbesondere da die Anreicherung nach 24 h im Rahmen der 

anderen, vergleichbaren Substanzen liegt. 

 

4.2.7 Szintigraphie von [111In-DOTA]-Minigastrin 11 

 

Zum Nachweis der prinzipiellen Durchführbarkeit einer szintigraphischen Darstellung von 

CCK2-Rezeptor positivem Tumorgewebe durch [111In-DOTA]-Minigastrin 11 wurden von 

zwei AR4-2J-Tumor tragenden Lewisratten entsprechende Aufnahmen gemacht. Dazu 

wurden die Tiere gleich behandelt wie bei einer Bioverteilungsstudie, 4 h nach Applikation 

der Radiopharmazeutika narkotisiert und mit CO2 getötet. Die Tiere wurden dann auf einer 

SPECT/CT-Kamera platziert.  

So wurden planare Szintigraphien von zwei Tieren aufgenommen, wobei im einen Tier durch 

Gabe eines Überschusses DOTA-Minigastrin 11 der spezifische Uptake des Radiopeptids 

unterdrückt wurde, während im anderen Tier auf diese Blockierung verzichtet wurde 

(Abbildung 38).  

Der Tumoruptake von [111In-DOTA]-Minigastrin 11 war bei dem Tier, welchem keine 

Blockiersubstanz appliziert wurde, deutlich dargestellt. Nach Gabe der Blockiersubstanz 

wurde im zweiten Tier der Uptake im Tumor stark unterdrückt, während der Uptake in den 

anderen Organen nicht sichtbar reduziert wurde. Diese szintigraphische Bebachtung steht im 

Einklang mit den entsprechenden Bioverteilungsdaten. 
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Abbildung 38: Planare Szintigraphie von [111In-DOTA]-Minigastrin 11 
 

 

 
 

 
Rechts: Blockierung des Tumoruptake durch Überschuss DOTA-Minigastrin 11. Links: 
keine Blockierung des Tumoruptake 
 

 

Als zweite Aufnahmemodalität wurden iterativ rekonstruierte SPECT Bilder (8 Iterationen) 

mit einer dreidimensionalen Rekonstruktion des Spiral-CT (1.25 mm Schichtdicke, 130 kV, 

48 mAs) überlagert (Abbildung 39). Dabei wurden einmal eine Überlagerung des SPECT mit 

einer Weichteilaufnahme (A) und einmal eine Überlagerung mit der Darstellung der Knochen 

des Tieres (B) durchgeführt. Die resultierenden SPECT/CT Bilder zeigten klar die 
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Lokalisation der erhöhten Aufnahme im Bereich des Hinterbeines der Ratte. Dies entsprach 

auch der Lokalisation des applizierten AR4-2J Tumors. 

 

 
Abbildung 39: SPECT/CT Bild einer AR4-2J Tumor tragenden Lewisratte nach Applikation von [111In-
DOTA]-Minigastrin 11 
 

 

 
 

 
 

 
Tumorlokalisation am Hinterbein: ; dreidimensionale Rekonstruktion der Weichteile 
(A) und des Skeletts (B) 
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4.3 Komplexe von DOTA und DOTAGA mit Y3+ und Lu3+ 

 

4.3.1 Stabilitätsuntersuchung 

 

Die beiden Substanzen [177Lu-DOTA]-D-Phe-NH2 und [177Lu-DOTAGA]-D-Phe-NH2 

wurden gemäss Kapitel 3.5.2 jeweils sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 37 °C mit 

einem mehr als 5’500-fachen Überschuss Ca-DTPA inkubiert, womit dekomplexiertes 

Radiometall abgefangen wird. Die so beobachteten Dekomplexierungen waren bei beiden 

Komplexen gering; nach einer Inkubationszeit über 10 d resultierten weniger als 2 % 

dekomplexiertes 177Lu (Abbildung 40). Diese hohe Stabilität bestätigt bisherige 

Beobachtungen über die Stabilität solcher makrozyklischen Komplexe (158).  

 

Die Stabilität ist gegenüber jener von Komplexen mit offenkettigen Chelatoren deutlich 

höher, was gerade bei Applikationen von therapeutischen Dosen eines 

Radiopharmazeutikums im Patienten von Bedeutung ist, um dort unerwünschte Bestrahlung 

von nicht-Zielorganen zu verhindern. Beide verwendeten Chelatoren zeigten vergleichbar 

hohe Stabilitäten. 
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Abbildung 40: Stabilität der Modellkomplexe [177Lu-DOTA]-D-Phe-
NH2 (x) und [177Lu-DOTAGA]-D-Phe-NH2 (+) 
 
A 

0 150 300 450

0

25

50

75

100

0 150 300 450

0

25

50

75

100

In
ta

kt
 (%

)

Zeit (h)

 
B 

0 150 300 450

0

25

50

75

100

In
ta

kt
 (%

)

Zeit (h)

0 150 300 450

0

25

50

75

100

 
 
A = Inkubation bei Raumtemperatur; B = Inkubation bei 
37 °C. 
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4.3.2 Mathematische Grundlagen der Komplexbildungskinetik 

 

Die Komplexierung eines Chelators C mit einem Metall M kann wie folgt beschrieben 

werden: 

 

MCCM k⎯→⎯+  

 

Mit der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k kann die Zeitabhängigkeit der 

Komplexbildungsreaktion in einem Geschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung beschrieben 

werden: 

 

tt
t C][*[M]*k

t
[MC]

=
d

d  (5) 

 

Sind die Startbedingungen des Experiments so gewählt, dass die Chelatorkonzentration die 

Metallkonzentration deutlich übertrifft ([C]0>>[M]0), so kann die Chelatorkonzentration über 

den gesamten Zeitraum des Versuches als konstant betrachtet werden ([C]t = [C]0 = const.). 

Die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeitskonstante kobs, welche definiert werden kann als 

0obs [C]*kk = , kann somit in die Gleichung (5) eingesetzt werden, wodurch sich diese 

vereinfachen lässt: 

 

tobs
t M][*k

t
[MC]

−=
d

d  (6) 

 

Die Konzentration des freien Metalls in Abhängigkeit von der Zeit kann beschrieben werden 

als t0t MC][M][M][ −= , woraus durch Einsetzen in Gleichung (6) folgt: 
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)MC][M]([*k
t

[MC]
t0obs

t −−=
d

d  oder t*k
MC][M][

[MC]
obs

t0

t dd
−=

−
  (7) 

 

Durch Integration über die Zeit erhält man: 

 

∫ ∫−=
−

t

0

t

0
obs

t0

t t*k
MC][[M]

[MC] dd  bzw. t*k
M][

MC][M][ln obs
0

t0 −=⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ − , 

 

ausgedrückt in exponentieller Form t*k

0

t0 obs

M][
MC][M][ −=

− e  → t*k

0

t obs

[M]
[MC]1 −=− e  bzw.  

 

)1(*[M][MC] t*-k
0t

obse−=   (8) 

 

Durch die experimentell erhobenen Daten wird eine Gleichung der Form (8) angepasst und so 

die beobachtete Geschwindigkeitskonstante kobs (M-1*s-1) erhalten, welche durch Anwendung 

der Formel 0obs [C]*kk =  umgeformt werden kann in die Geschwindigkeitskonstante k (s-1). 

 

Wird die Chelatorkonzentration zu Beginn der Inkubation identisch mit der 

Metallionenkonzentration gewählt, so führt die Integration des Geschwindigkeitsgesetzes (5) 

zu 

 

tk
AA obs ∗=−

0][
1

][
1

 (9) 
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Die grafische Darstellung von [ ]A
1  gegen t muss eine Gerade mit der Neigung kobs und dem 

Achsenabschnitt [ ]0

1
A

 ergeben. Da aber [ ]0A  bekannt ist, kann somit die Geschwindigkeits-

konstante kobs berechnet werden. 

 

4.3.3 Komplexbildungskinetik 

 

4.3.3.1 Komplexbildungskinetik nach einem Geschwindigkeitsgesetz pseudoerster 

Ordnung 

 

Zur Ermittlung der Komplexbildungskinetik nach einem Geschwindigkeitsgesetz pseudoerster 

Ordnung wurden Inkubationen bei Metallkonzentration von jeweils 1 µM und 

Chelatorkonzentrationen von 100 µM durchgeführt. Diese Komplexierungen erfolgten bei 

verschiedenen pH Werten, um dadurch den Einfluss des pH Wertes auf die 

Komplexbildungskonstante zu untersuchen. 

Als Modell für ein Chelator-Peptid-Konjugat wurden die Chelatoren jeweils an D-Phe-NH2 

gebunden und so die Bindung an ein Peptid simuliert (15). 
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Zur Untersuchung der Komplexbildung mit dem Metallion Y3+ wurde die Metalllösung mit 

90Y versetzt, um so die Komplexierung durch Verwendung eines Radioaktivitätsdetektors und 

HPLC (S1, G1) zu verfolgen (siehe Kap. 3.5.1).  

Die Markierausbeuten für die Verwendung des Chelators DOTA-D-Phe-NH2 (Abbildung 41) 

und DOTAGA-D-Phe-NH2 (Abbildung 42) wurden graphisch dargestellt. 

 

 
Abbildung 41: Komplexbildung von DOTA-D-Phe-NH2 mit Y3+ bei 37 °C 
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1 µM Y3+, 100 µM DOTA-D-Phe-NH2, 0.8 M Na-Acetatpuffer; ■ = pH 
4.5, × = pH 5.0, + = pH 5.5, ▲ = pH 6.0 
 

 

Dieselbe Versuchsanordnung wurde auch für die Untersuchung der Komplexbildungskinetik 

mit Lu3+ verwendet. Dazu wurde eine titrierte Lutetiumchloridlösung mit 177Lu angereichert, 

um auch hier einen Radioaktivitätsdetektor verwenden zu können.  
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Abbildung 42: Komplexbildung von DOTAGA-D-Phe-NH2 mit Y3+ bei 37 °C 
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1 µM Y3+, 100 µM DOTAGA-D-Phe-NH2, 0.8 M Na-Acetatpuffer; ■ = 
pH 4.5, × = pH 5.0, + = pH 5.5, ▲ = pH 6.0 
 

 

Die durch diese Versuche ermittelten kobs-Werte wurden durch Anwendung der Formel 

[ ]0C
kk obs=  umgerechnet. Die dadurch erhaltenen Komplexbildungskonstanten sind im 

Folgenden aufgelistet (Tabelle 20). Die Komplexierungen mit Lu3+ verliefen dabei bei allen 

gewählten pH-Werten deutlich rascher als mit Y3+. 
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Tabelle 20: Komplexbildungskonstanten k (s-1) 
 
 
Chelator 
 

 
Metall

 
pH 

 
k 

 
DOTA-D-Phe-NH2 

 
Y3+ 

 
4.5 

 
6.31*10-2 ± 3.25*10-3 

DOTA-D-Phe-NH2 Y3+ 5.0 0.407 ± 0.119 

DOTA-D-Phe-NH2 Y3+ 5.5 1.27 ± 0.393 

DOTA-D-Phe-NH2 Y3+ 6.0 2.46 ± 0.495 

 
DOTAGA-D-Phe-NH2 

 
Y3+ 

 
4.5 

 
0.826 ± 0.235 

DOTAGA-D-Phe-NH2 Y3+ 5.0 6.13 ± 1.45 

DOTAGA-D-Phe-NH2 Y3+ 5.5 16.2 ± 6.39 

DOTAGA-D-Phe-NH2 Y3+ 6.0 45.9 ± 2.10 

 
DOTA-D-Phe-NH2 

 
Lu3+ 

 
4.5 

 
6.97*10-2 

DOTA-D-Phe-NH2 Lu3+ 5.0 0.647 

DOTA-D-Phe-NH2 Lu3+ 5.5 1.07 

DOTA-D-Phe-NH2 Lu3+ 6.0 2.29 

 
DOTAGA-D-Phe-NH2 

 
Lu3+ 

 
4.5 

 
0.706 

DOTAGA-D-Phe-NH2 Lu3+ 5.0 9.47 

DOTAGA-D-Phe-NH2 Lu3+ 5.5 28.8 

DOTAGA-D-Phe-NH2 Lu3+ 6.0 61.9 

 
[C]0 = 100 µM, [M]0 = 1 µM; 37 °C; 0.8 M Na-Acetatpuffer 
 

 

Beim Vergleich der Komplexbildungskonstanten fällt auf, dass eine Erhöhung des pH-Wertes 

jeweils auch zu einer beschleunigten Komplexbildung führte. Auch ist die 

Komplexbildungskonstante bei Verwendung des Chelators DOTAGA-D-Phe-NH2 gegenüber 

DOTA-D-Phe-NH2 jeweils um einen Faktor von mindestens 10 höher; die Komplexierung mit 

DOTAGA-D-Phe-NH2 läuft also deutlich rascher ab. 
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Der Einfluss des pH-Wertes auf die Komplexbildungskonstante wurde nun untersucht, indem 

von den erhaltenen Werten jeweils log (k) gegen den pH-Wert aufgetragen wurde. 

Für die Komplexierung der beiden Chelatoren mit den Y3+-Lösungen ergab sich daraus 

folgendes Bild (Abbildung 43): 

 
 
Abbildung 43: Komplexbildungskinetik pseudoerster Ordnung; log k gegen pH 
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Komplexierung von DOTA-D-Phe-NH2 (■) und DOTAGA-D-Phe-NH2 
(▲) mit Y3+ bei 37 °C.  
 

 

Durch die Messwerte (Abbildung 43) wurde jeweils eine Gerade der Form 

BpHAk +∗=)log(  angepasst. Die bei dieser Anpassung erhaltenen Werte waren wie folgt 

(Tabelle 21): 
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Tabelle 21: Parameter der Geraden aus Abbildung 43 
 
 
Chelator 
 

 
A 

 
B 

 
R2 

DOTA-D-Phe-NH2 

 

1.131 ± 0.149 -5.045 ± 0.784 0.967 

DOTAGA-D-Phe-NH2 
 

0.954 ± 0.235 -5.246 ± 1.243 0.953 

 
Fitting der Gleichung BpHAk +∗=)log(   
 

 

Dieselbe Vorgehensweise wie für die Komplexbildung mit Y3+ wurde auch für die 

Komplexierung mit Lu3+ gewählt (Abbildung 44). 

 

 
Abbildung 44: Komplexbildungskinetik pseudoerster Ordnung; log k gegen pH 
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Komplexierung von DOTA-D-Phe-NH2 (■) und DOTAGA-D-Phe-NH2 
(▲) mit Lu3+ bei 37 °C.  
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Die Anpassung einer linearen Gleichung der Form log (k) = A * pH + B ergab für die 

Komplexierung von Lu3+ folgende Werte (Tabelle 22): 

 

 
Tabelle 22: Parameter der Geraden aus Abbildung 44 
 
 
Chelator 
 

 
A 

 
B 

 
R2 

DOTA-D-Phe-NH2 

 

0.954 ± 0.235 -5.245 ± 1.243 0.944 

DOTAGA-D-Phe-NH2 

 

1.262 ± 0.261 -5.608 ± 1.378 0.960 

 
Fitting der Gleichung BpHAk +∗=)log(  
 

 

Es bleibt festzuhalten, dass bei der Anpassung der Geraden die Steigungen A jeweils einen 

Wert von etwa 1 ergaben. Dies kann so interpretiert werden, dass die beiden Spezies 

HDOTA-D-Phe-NH2 und H2DOTA-D-Phe-NH2 respektive HDOTAGA-D-Phe-NH2 und 

H2DOTAGA-D-Phe-NH2 in einem schnellen Gleichgewicht zu einander stehen. Die Spezies, 

welche schliesslich mit dem Metallion reagiert, wird dabei die reaktivere der beiden Formen 

sein, also HDOTA-D-Phe-NH2 respektive HDOTAGA-D-Phe-NH2 (120). 

 

4.3.3.2 Komplexbildungskinetik nach einem Geschwindigkeitsgesetz zweiter 

Ordnung 

 

Die Komplexbildungskinetik wurde auch unter Anfangsbedingungen untersucht, bei welchen 

die Konzentration an Metallionen identisch mit der Chelatorkonzentration war. Daraus folgt, 

dass ein Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung herrschen muss (siehe Kap. 

4.3.2). 
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Die Auswertung dieser Komplexbildungsreaktionen zweiter Ordnung zwischen den 

Chelatoren DOTA-D-Phe-NH2 und DOTAGA-D-Phe-NH2 und Lu3+ führte zu den in Tabelle 

23 aufgelisteten Werten. 

 

 
Tabelle 23: Komplexbildungskonstanten kobs (M-1 * s-1) für die Komplexierung von Lu3+ 
nach einem Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung  
 
 
Chelator 
 

 
Temperatur

 
pH 

 
kobs (M-1 * s-1) 

 
DOTA-D-Phe-NH2 

 
37 °C 

 
4.0 

 
1.17 

DOTA-D-Phe-NH2 37 °C 4.5 4.33 

DOTA-D-Phe-NH2 37 °C 5.0 14.3 

DOTA-D-Phe-NH2 37 °C 5.5 34.9 

DOTA-D-Phe-NH2 37 °C 6.0 219 

DOTA-D-Phe-NH2 50 °C 5.0 69.0 

DOTA-D-Phe-NH2 25 °C 5.0 1.48 

 
DOTAGA-D-Phe-NH2 

 
37 °C 

 
4.0 

 
16.8 

DOTAGA-D-Phe-NH2 37 °C 4.5 84.7 

DOTAGA-D-Phe-NH2 37 °C 5.0 795 

DOTAGA-D-Phe-NH2 37 °C 5.5 1505 

DOTAGA-D-Phe-NH2 37 °C 6.0 ~104 

DOTAGA-D-Phe-NH2 50 °C 5.0 4500 

DOTAGA-D-Phe-NH2 25 °C 5.0 46.8 

 
[C]0 = 10 µM, [M]0 = 10 µM; 0.8 M Na-Acetatpuffer 
 

 

Die beobachteten Komplexbildungskonstanten kobs waren für die Reaktionen des Chelators 

DOTAGA-D-Phe-NH2 wiederum deutlich grösser als für jene der Reaktionen mit DOTA-D-

Phe-NH2. Der Unterschied in den kobs-Werten betrug jeweils mehr als ein Faktor 10. 
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Die Komplexbildungsreaktionen sind auch stark von der gewählten Reaktionstemperatur 

abhängig, wie man bei den Inkubationen bei 25, 37 und 50 °C bei pH 5.0 erkennen konnte. 

Die Temperaturabhängigkeit der Komplexbildungskonstanten kann durch die Arrhenius-

gleichung ausgedrückt werden: 

 

TR
Ea

eAk **
−

=   (10) 

 

Ea = Aktivierungsenergie 

R = Boltzmann-Konstante, 8.314 J * K-1 * mol-1 

T = Temperatur 

 

 
Abbildung 45: Arrhenius Plot für die Komplexierung von Lu3+ bei unterschiedlichen Temperaturen 
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▲ = DOTAGA-D-Phe-NH2, ■ = DOTA-D-Phe-NH2 
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Nimmt man nun unsere experimentellen Daten und trägt ln(kobs) gegen 1/T auf, so können 

durch die ermittelten Werte Geraden gelegt werden (Abbildung 45). 

Die Steigung der Geraden entspricht dabei 
R
Ea−  und der Achsenabschnitt entspricht ln (A) 

Die ermittelten Geradengleichungen haben folgende Parameter (Tabelle 24): 

 

 
Tabelle 24: Parameter der Geraden aus Abbildung 45 
 
 
Chelator 
 

 
Achsenabschnitt 

 
Steigung 

 
R2 

DOTAGA-D-Phe-NH2 63.02 ± 7.88 -17580 ± 2440 0.981 

DOTA-D-Phe-NH2 50.15 ± 4.97 -14792 ± 1541 0.989 

 

Die berechneten Geraden haben ein hohes Bestimmtheitsmass mit R2 über 0.98.  

 

Die Steigungen der Geraden können in Aktivierungsenergien umgerechnet werden. Für den 

Chelator DOTA-D-Phe-NH2 erhält man so einen Wert Ea = 123.0 ± 12.8 kJ * mol-1 und für 

DOTAGA-D-Phe-NH2 einen Wert von Ea = 146.2 ± 20.3 kJ * mol-1. Der höhere Wert für die 

Komplexierung von Lu3+ mit DOTAGA-D-Phe-NH2 widerspiegelt die grössere beobachtete 

Abhängigkeit der Reaktions-Geschwindigkeitskonstanten kobs von der Temperatur. Die 

berechneten Werte sollten aber nur mit grosser Vorsicht interpretiert werden, sind doch die 

Anpassung der Geraden mit einer recht grossen Standardabweichung behaftet. 

 

Wie bei den Reaktionen, welche nach einem Reaktionsmechanismus pseudoerster Ordnung 

durchgeführt wurden, so wurde auch hier die Abhängigkeit von kobs vom pH-Wert untersucht. 

Dazu wurde graphisch log(kobs) gegen pH aufgetragen (Abbildung 46).  
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Abbildung 46: Komplexbildungskinetik zweiter Ordnung; log kobs gegen pH 
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Komplexierung von DOTA-D-Phe-NH2 (■) und DOTAGA-D-Phe-NH2 
(▲) mit Lu3+ bei 37 °C.  
 

 

Durch die Messwerte wurde wiederum eine Gerade der Form log (k) = A * pH + B angepasst 

(Tabelle 25). 

 
 
Tabelle 25: Parameter der Geraden aus Abbildung 46 
 
 
Chelator 
 

 
A 

 
B 

 
R2 

DOTA-D-Phe-NH2 

 

1.091 ± 0.068 -4.305 ± 0.343 0.994 

DOTAGA-D-Phe-NH2 
 

1.359 ± 0.111 -4.148 ± 0.559 0.990 

 
Fitting der Gleichung BpHAk +∗=)log(  
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Auch hier scheint wiederum als reaktive Spezies HDOTA-D-Phe-NH2 respektive 

HDOTAGA-D-Phe-NH2 mit einem Metallion zum Zwischenprodukt zu reagieren. 

 

Sowohl bei der Komplexierung bei identischen Konzentrationen zwischen Metall und 

Chelator (Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung) als auch bei einem Überschuss 

an Chelator (Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz pseudoerster Ordnung) verläuft die 

Komplexierung mit DOTAGA-D-Phe-NH2 deutlich rascher als mit DOTA-D-Phe-NH2. Geht 

man davon aus, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion die 

Deprotonierung der Aminofunktionen des Zwischenprodukts [MHL]n+1 zum Produkt [ML]n 

ist, und nimmt man an, dass diese unter Beteiligung der Carbonsäurefunktionen des selben 

Chelators abläuft (114), so weist der Chelator DOTAGA gegenüber DOTA einen Vorteil auf. 

Die zusätzliche Carboxylgruppe kann sich ebenfalls an der Deprotonierung der 

Aminofunktion beteiligen und dadurch verantwortlich sein für die resultierende raschere 

Komplexbildung. 

 

4.3.4 Unterschiedliche spezifische Aktivitäten mit 177Lu 

 

Die verfügbaren Radiometalllösungen enthalten nebst dem gewünschten Isotop oft auch eine 

unterschiedlich hohe Konzentration an anderen Metallen (30). Diese können sich bei der 

Komplexierung ähnlich verhalten wie das gewünschte Radiometall, und kompetitieren 

dadurch um die zur Verfügung stehenden Chelatoren. Solche Fremdmetalle können zum 

Beispiel aus dem Produktionsweg des Radiometalls stammen oder Zerfallsprodukte des 

Radiometalls sein. 

177Lu wird einerseits durch Neutronenbestrahlung von 176Lu hergestellt, wobei dem 

Neutroneneinfang die Emission eines γ-Quantes folgt; die Kurzschreibweise dieses Prozesses 
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lautet 176Lu (n, γ) 177Lu. Auf diesem Weg wird z.B. von der Firma IDB-Holland BV eine 

spezifische Aktivität von rund 0.2 µmol 177Lu / µmol Lu erreicht. Alternativ hat die Firma 

MDS-Nordion einen neuen Produktionsweg beschritten, wobei von 176Yb ausgegangen wird 

(159). Die Reaktion wird wie folgt beschrieben: 176Yb (n, γ) 177Yb (β¯) 177Lu.  

Diese unterschiedlichen, kommerziell erhältlichen 177Lu(Cl3) Lösungen wurden durch 

Markierung von DOTAGA-Substanz P bei unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten 

beurteilt. Es wurde dabei je ein Batch von MDS Nordion (Lot 3477005) und IDB Holland 

(Lot Lu985138A) getestet, welche beide auf dem Weg 176Lu (n, γ) 177Lu produziert wurden.  

Bei beiden dieser Ansätze wurden für die Komplexierung von 10 mCi (370 MBq) zwischen 4 

und 5 µg DOTAGA-Substanz P (2.21 nmol bis 2.77 nmol) benötigt, damit eine 

Markierausbeute über 99 % erreicht wurde (Abbildung 47).  

 

 
Abbildung 47: Markierausbeute bei der Komplexierung von DOTAGA-
Substanz P mit 177Lu bei unterschiedlicher spezifischer Aktivität  
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▲= MDS Nordion Lot 3477005; ■ = IDB-Holland Lot 
Lu985138A; ♦ = MDS-Nordion Lot 3477001 
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Die auf dem Weg 176Yb (n, γ) 177Yb (β¯) 177Lu produzierte 177LuCl3 Lösung erreicht im 

Vergleich dazu eine deutlich höhere spezifische Aktivität. Die benötigte Peptidmenge für die 

Komplexierung von 10 mCi (370 MBq) 177Lu lag zwischen 1.5 µg (0.83 nmol) und 1.0 µg 

(0.55 nmol) DOTAGA-Substanz P. Die theoretisch erreichbare Grenze für die Markierung 

mit 10 mCi (370 MBq) 177Lu liegt bei 0.92 µg (0.51 nmol) DOTAGA-Substanz P. Die 

durchgeführten Versuche kommen dieser theoretischen Grenze recht nahe. 
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4.4 213Bi 

 

4.4.1 225Ac/213Bi-Generator 

 

Die beiden durch das Institut für Transuranium Elemente ITU zur Verfügung gestellten 

Generatoren waren mit einer 225Ac-Menge von 11.1 mCi (AcShBas7) bzw. 14.0 mCi 

(AcShBas8) beladen. Die total eluierte Aktivität an 213Bi für den Generator AcShBas 7 betrug 

204.35 mCi (7.56 GBq) in insgesamt 50 Elutionen über einen Zeitraum von 11 Wochen. Der 

Generator AcShBas 8 wurde während 7 Wochen 37 Mal eluiert und lieferte total 218.73 mCi 

(8.09 GBq) 213Bi. 

Gemäss der in der Einleitung erwähnten Bateman-Gleichung (Kapitel 1.5.2) kann ein 

225Ac/213Bi-Generator mit einer genügenden Effizienz in einem zeitlichen Abstand von 3 h zur 

vorherigen Elution eluiert werden. Die Effizienz beschreibt dabei, welcher Anteil der 

theoretisch erreichbaren, maximalen Aktivität an 213Bi erreicht wird.  

Die über den gesamten Gebrauch des jeweiligen Generators erzielte Effizienz betrug in 

unserem Fall für den ersten Generator (AcShBas 7) 86.15 % ± 3.05 %, und für den zweiten 

Generator (AcShBas8) 88.29 % ± 8.18 % (Abbildung 48). Dabei wurden nur Elutionen 

berücksichtigt, welche auch tatsächlich mindestens 3 h nach der vorhergehenden Elution 

erfolgten. 

 

Es wurden für verschiedene Tierversuche insgesamt 12 Markierungen von DOTA-Exendin 4 

und 17 Markierungen mit 213Bi durchgeführt, wobei jeweils Markierausbeuten > 95 % erzielt 

wurden. Ebenfalls wurden 33 Markierungen von DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 

durchgeführt, wobei zur Ermittlung der maximal erreichbaren spezifischen Aktivität auch 

Versuche mit unterschiedlichen Radiometall-zu-Chelatorverhältnissen ausgetestet wurden. 
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Abbildung 48: Effizienz des 225Ac/213Bi-Generators AcShBas8: Eluierte Aktivitäten 
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Nur Elutionen mit mind. 3 h Wartezeit nach der vorhergehenden Elution sind 
aufgeführt. Die dargestellte Linie entspricht der theoretischen Aktivität gemäss 
Kalibration des Generators. 
 

 

Eine hohe Markierausbeute (> 95 %) wurde erreicht mit einer spezifischen Aktivität von bis 

zu 5.3 mCi (196.1 MBq) 213Bi pro nmol Chelator-Peptid-Konjugat (Abbildung 49). Im Fall 

von DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P bedeutet dies, dass pro µg maximal 3 mCi (111 

MBq) 213Bi eingesetzt werden können.  

Im Vergleich dazu wird in unserer Abteilung bei einer Anwendung von [90Y]-DOTATOC im 

Patienten in unserer Abteilung pro µg des eingesetzten Chelator-Peptid-Konjugats jeweils 1 

mCi (37 MBq) 90Y eingesetzt. Wir erreichen also mit 213Bi eine höhere spezifische Aktivität. 
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Abbildung 49: Spezifische Aktivität bei der Markierung von DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-
Substanz P mit 213Bi 
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Markierung mit unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten, Inkubation jeweils 
für 15 min bei 95 °C unter Verwendung eines Heizblockes; Analyse mit 
Radio-HPLC (S1, G2) 
 

 

Nebst dem gewünschten Radiometall 213Bi werden bei einer Elution auch die Zerfallsprodukte 

davon, also namentlich 209Pb und 209Bi, in der Elutionslösung vorhanden sein. Der Anteil 

dieser Zerfallsprodukte ist umso höher, je länger zurück die letzte Elution des Generators 

liegt. Diese Metalle werden bei einer Markierung ebenfalls durch den Chelator komplexiert 

und reduzieren die Anzahl der für 213Bi zur Verfügung stehenden Chelatoren. 
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4.4.2 Markierungen mit Mikrowellentechnik 

 

Der Zeitbedarf für eine Markierung unter Verwendung eines konventionellen Heizblockes 

inklusive Qualitätskontrolle mit ITLC betrug rund 30 min ab dem Zeitpunkt der Elution des 

225Ac/213Bi-Generators (Abbildung 51A). Die kurze Halbwertszeit von 213Bi (45.6 min) hat 

zur Folge, dass nach dieser halben Stunde nur noch rund 65 % der ursprünglichen Aktivität 

für eine Applikation am Patienten zur Verfügung stehen würden. Eine schnellere 

Markiertechnik würde eine höhere applizierbare Dosis für einen Patienten ermöglichen.  

Für offenkettige Chelatoren konnten bereits Markierungen innerhalb 10 min erreicht werden 

(131); makrozyklische Chelatoren hingegen, welche erhöhte Temperaturen für die 

Komplexierungsreaktionen benötigen, konnten bisher noch nicht so rasch mit 213Bi umgesetzt 

werden.  

Für die Markierung von DOTATOC mit 68Ga, welches ebenfalls eine kurze Halbwertszeit von 

68 min aufweist, konnte durch Anwendung von Mikrowellentechnik kürzlich der Zeitbedarf 

für den gesamten Prozess inkl. HPLC-Qualitätskontrolle auf 20 - 22 min gebracht werden 

(136). 

 

Auf Grund dieser Resultate wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit versucht, mit Hilfe 

eines konventionellen Haushalt-Mikrowellengeräts (Satrap Micro-601, 1100 W Leistung) die 

Inkubationszeit für die Markierung von Konjugaten mit makrozyklischen Chelatoren zu 

reduzieren. Verwendet wurden zuerst Plastikgefässe, welche allerdings schon bei 

Vorversuchen, welche noch ohne Radiometalle durchgeführt wurden, den auftretenden 

Drücken und Temperaturen nicht standhielten (Abbildung 50). Nächste Versuche wurden mit 

Glasgefässen durchgeführt, welche mit einem Septum verschlossen waren. Das Septum 



 

 

159

gestattete eine gewisse Volumenausdehnung, allerdings trat bei einer Markierung mit 213Bi 

eine zu hohe Volumenausdehnung auf, wodurch das Septum weggeschleudert wurde.  

Das für diese Versuche verwendete Haushalts-Mikrowellengerät ermöglichte eine kaum zu 

kontrollierende Energieeinstrahlung in das Reaktionsgefäss. Die auftretenden Temperaturen 

und Druckverhältnisse konnten nicht überwacht werden und stellten daher für eine 

regelmässige Anwendung ein nicht zu überwindendes Hindernis dar. 

 
 
Abbildung 50: Versuche mit Haushaltsmikrowelle 
 

 

 
 

 
Links und Mitte: explodierte Gefässe; Rechts: durchgeschmolzener 
Deckel 
 

 

Das später eingesetzte Mikrowellengerät „Initiator“ der Firma Biotage besitzt eine 

Temperaturkontrolle, indem ein Infrarotsensor die Temperatur im Innern des 

Reaktionsgefässes erfasst. Weiter wird über das Septum des Reaktionsgefässes durch einen 

zusätzlichen Sensor der Druck im Innern erfasst. Diese Massnahmen erlauben, zusammen mit 

einem homogenen Mikrowellenfeld über das gesamte Reaktionsvolumen, eine sichere 

Anwendung auch mit radioaktiven Substanzen.  
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Hohe Markierausbeuten (> 95 %) bei spezifischen Aktivitäten von bis gegen 5 mCi (185 

MBq) 213Bi pro nmol Chelator-Peptid-Konjugat wurden bereits nach 1 min Inkubationszeit im 

Mikrowellengerät bei 95 °C erzielt.  

Die verwendeten Glasgefässe konnten nach Gebrauch mit Wasser ausgespült und nach 

zweimaliger Einwirkung von 3 N HCl während je eines Tages erneut verwendet werden. Die 

Markierausbeuten mit solchen rezyklierten Vials lag noch immer über 95 %. 

 

Um den Zeitvorteil, welcher durch die Mikrowelle erzielt wurde, nicht durch eine langsame 

Qualitätskontrolle zu reduzieren, wurde eine HPLC-Analytik mit Verwendung einer kurzen 

HPLC-Säule (S3) eingeführt (2.1 * 50 mm, Agilent Eclipse 1.8 µm). Mit dieser Säule konnte 

ein Gradientensystem mit einer Dauer von nur noch 6 min entwickelt werden (G3).  

 

Der gesamte Zeitbedarf für eine Markierung, gemessen von der Elution bis zur Zubereitung 

der Applikationsspritze inklusive Qualitätskontrolle, konnte so auf nur noch 15 min reduziert 

werden (Abbildung 51).  

Nach diesen 15 min verbleiben von der ursprünglich eluierten 213Bi-Aktivität rund 80 % 

übrig. Im Vergleich mit dem Markierprotokoll, welches eine Erhitzung mit einem Heizblock 

und ITLC-Qualitätskontrolle verwendet, konnte somit eine Steigerung der einem Patienten 

applizierbaren spezifischen Aktivität von rund 23 % erreicht werden. 
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Abbildung 51: Zeitbedarf einer Markierung mit 213Bi mit konventioneller Heiztechnik und 
ITLC (A) und mit Mikrowellentechnik und kurzer HPLC-Säule (S3) (B) 
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Die Stabilität des [213Bi-DOTA]-Peptid Komplexes wurde durch Inkubation bei 

Raumtemperatur in einer Lösung mit einem 250-fachen Überschuss Ca-DTPA durchgeführt. 

Die Analyse nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit HPLC (S2, G1) zeigte 

unterschiedliche Ergebnisse auf, je nach Wahl der durch den Radioaktivitätsdetektor erfassten 

Strahlungsenergie.  

So scheint bei offenem Energiefenster (20 – 2000 keV, Abbildung 52A) das Radiometall 

relativ rasch zu dekomplexieren, mit einer berechneten Halbwertszeit von etwa 6.7 h. Dieser 

Wert liegt allerdings noch immer deutlich über der physikalischen Halbwertszeit von 213Bi 

(45.6 min).  

Beschränkt man sich bei der Aufnahme des Radiochromatogramms auf die Emissionslinie 

von 213Bi durch die Wahl eines Energiefensters von 420 – 460 keV, Abbildung 52B), so 

scheint die Dekomplexierung deutlich langsamer zu verlaufen, mit einer berechneten 

Halbwertszeit von 185.3 h. 

Der Unterschied der Ergebnisse bei den gewählten Messmethoden muss im Zerfall von 213Bi 

gesucht werden. Der α-Zerfall von 213Bi bzw. der Zerfall seines durch β¯-Zerfall entstehenden 

Tochternuklids 213Po sind derart energiereich, dass die Tochternuklide beim Zerfall aus dem 

Chelator herausgeschleudert werden (134). Da aber diese Tochternuklide selber wiederum 

radioaktiv sind, können sie ebenfalls durch den Radioaktivitätsdetektor erfasst werden. Wird 

ein „offenes“ Energiefenster gewählt, so werden diese dekomplexierten Tochternuklide als 

DTPA-komplexierte Metalle im Chromatogramm dargestellt. Die chromatographischen 

Peakverhältnisse darf man dabei nicht direkt als die radiochemische Reinheit der Substanz 

betrachten, da die Effizienz des Radioaktivitätsdetektors für unterschiedliche Strahlungsarten 

und –energien nicht identisch ist. Erschwerend kommt hinzu, dass bei offenem Energiefenster 

auch die in die Substanz eingebauten Tochternuklide dargestellt werden. Solche 

Tochternuklide von 213Bi sind bereits im Eluat des 225Ac/213Bi-Generators enthalten und 

werden bei der Markierung ebenfalls in das Chelator-Peptid-Konjugat eingebaut. 
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Abbildung 52: Zeitliche Entwicklung der HPLC-Radiochromatogramme von [213Bi-DOTA]-
[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P; abhängig vom gewählten Energiefenster 
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Intaktes Radiopeptid
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A = Energiefenster 20 – 2000 keV, Zeitliche Entwicklung (von vorne nach 
hinten) bis 6.5 h; B = Energiefenster 420 – 460 keV, Zeitliche Entwicklung 
(von vorne nach hinten) bis 6 h. 
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Beschränkt man sich bei der Untersuchung der Stabilität der Substanz auf ein Energiefenster 

des Radioaktivitätsdetektors, welches nur 213Bi darstellt, so kann man Tochternuklide nicht 

erkennen. 

 

Man kann also festhalten, dass die Verbindung [213Bi-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 

eine hohe Stabilität in Bezug auf die Dekomplexierung von 213Bi aufweist, mit einer 

berechneten Halbwertszeit von über 185 h.  

Allerdings werden die durch α-Zerfall entstehenden Tochternuklide nicht mehr durch den 

makrozyklischen Chelator komplexiert sein. Dies spielt für die Tochternuklide 213Po und 209Tl 

keine grosse Rolle, da die Halbwertszeiten dieser Radiometalle selber sehr kurz sind 

(Abbildung 16). Während dieser kurzen Zeit werden diese freigesetzten Radiometalle im 

Patienten nicht an andere Organe dislozieren können.  

Bei 209Pb hingegen könnte die Halbwertszeit von 3.25 h dazu führen, dass dieses sich in nicht-

Zielorganen akkumuliert. Allerdings berichten bestehende Arbeiten nicht von entsprechenden 

Problemen mit freigesetztem 209Pb; es wird im Gegenteil gar berichtet, dass die entstandenen 

Tochternuklide das Zellinnere nicht verlassen (133, 134).  

Im Falle des Tochternuklids 209Bi spielt eine Freisetzung dieses Radiometalls keine Rolle, da 

die Halbwertszeit von diesem Metall so lange ist (1.9 * 1019 a), dass keine relevanten 

Strahlendosen an nicht-Zielorganen entstehen können.  
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5. Zusammenfassung 

 

Das für eine rezeptorgesteuerte Therapie von Patienten mit hochgradigen Hirntumoren 

entwickelte Chelator-Peptid-Konjugat DOTAGA-Substanz P erwies sich zwar als 

therapeutisch wirksam, zeigte jedoch auch gewisse Nachteile. So führt die Oxidation von 

Methionin während der Komplexierung des Radiometalls zum Met(O)-Derivat, welches 

deutlich schlechtere Bindungseigenschaften zum NK-1-Rezeptor aufweist. Ausserdem wird 

die native Sequenz von Substanz P in Blutserum rasch enzymatisch abgebaut.  

Durch Synthese verschiedener Variationen der Ausgangssubstanz gelangte man schliesslich 

zur Substanz DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P. Von allen entwickelten Substanzen zeigt 

das mit In3+ komplexierte Derivat dieser Substanz die höchste Affinität zum NK-1-Rezeptor. 

Diese neue Substanz zeichnet sich auch durch eine verbesserte Stabilität aus: sie unterliegt 

einerseits nicht mehr den radiolytisch-oxidativen Prozessen während der Markierung und 

besitzt des Weiteren auch eine deutlich erhöhte Stabilität gegenüber enzymatischem Abbau. 

Der in dieser Arbeit entwickelte Test zur Untersuchung der Internalisierungseigenschaften 

von radioaktiv markierten Chelator-Peptid-Konjugaten auf NK-1-Rezeptor-positiven 

Tumorzellen bewies, dass eine rezeptorspezifische Aufnahme in die Zellen erfolgt. Das neue 

Substanz P-Derivat wurde patentiert und wird derzeit in einer Patientenstudie am 

Universitätsspital Basel in Zusammenarbeit mit der Abteilung für Nuklearmedizin und der 

Neurochirurgischen Abteilung angewendet. Zu diesem Zweck wird es je nach 

Problemstellung mit 111In (Diagnostik), oder mit 90Y bzw. 177Lu (Therapie) markiert. 

 

Im Bereich der CCK2-gesteuerten Radiopharmazeutika zur Diagnose und Therapie von 

medullären Schilddrüsenkarzinomen existiert bereits eine Reihe an Substanzen. Oft besitzen 

diese aber auf Grund der Verwendung des Chelators DTPA eine zu geringe Stabilität mit dem 

therapeutisch wirksamen Radiometall 90Y. Ein weiteres Problem ist auch die meist schlechte 
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Verteilung des Radiopharmazeutikums in vivo, mit einer im Vergleich zum Tumor zu hohen 

Akkumulation in den Nieren. Bei Applikation von therapeutischen Dosen kann dies zu 

nierentoxischen Effekten führen.  

Basierend auf dem Peptid Minigastrin wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene 

Substanzen entwickelt, bei welchen die makrozyklischen Chelatoren DOTA bzw. DOTAGA 

verwendet wurden. Diese makrozyklischen Chelatoren weisen im Vergleich zu offenkettigen 

Chelatoren eine höhere Stabilität mit therapeutischen Radiometallen auf, womit die Gefahr 

der Dekomplexierung von Radiometallen und Bestrahlung von nicht-Ziel-Organen von 

Patienten reduziert werden kann. Modifikationen in der Peptidsequenz, insbesondere durch 

Reduktion der Anzahl der in der Sequenz enthaltenen Glutamate, führten zu einer Reihe neuer 

Substanzen. Diese binden selektiv am CCK2-Rezeptor, nicht aber am CCK1-Rezeptor. Die 

neuen Substanzen internalisieren spezifisch über CCK2-Rezeptoren in Tumorzellen. 

Gegenüber der Referenzverbindung [111In-DTPA]-Minigastrin 0 weisen die neuen Substanzen 

zwar eine schlechtere Stabilität in Blutserum und eine etwas geringere Internalisierungsrate in 

AR4-2J Tumorzellen auf, trotzdem wurde das Tumor-zu-Nieren-uptakeverhältnis bei 

Bioverteilungen in tumortragenden Ratten signifikant verbessert. Das in dieser Arbeit 

entwickelte Chelator-Peptid-Konjugat DOTA-Minigastrin 11 steht auf Grund der verbesserten 

Eigenschaften kurz vor der Anwendung in ersten Patientenstudien als 177Lu-tragendes 

Radiopharmazeutikum. 

 

Der in unserer Abteilung entwickelte Chelator DOTAGA wurde als DOTAGA-D-Phe-NH2 

unter verschiedenen Bedingungen in Bezug auf die Komplexierungsgeschwindigkeit von Y3+ 

und Lu3+ getestet und mit DOTA-D-Phe-NH2 verglichen.  

Es hat sich herausgestellt, dass, bei gleich bleibenden Stabilitäten der Metallkomplexe der 

beiden Chelatoren, DOTAGA-D-Phe-NH2 deutlich rascher die beiden Metalle komplexiert als 

DOTA-D-Phe-NH2. Der Unterschied der Komplexbildungskonstanten beträgt jeweils einen 
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Faktor von 10 und mehr. Radiopharmazeutika, welche DOTAGA als Chelator aufweisen, 

können dadurch bei milderen Bedingungen ein Radiometall komplexieren als DOTA-tragende 

Analoga. Andererseits kann die Reaktionszeit durch Verwendung von DOTAGA verkürzt 

oder eine höhere spezifische Aktivität bei gleichbleibender Reaktionszeit erreicht werden. 

Dies ist insbesondere bei Radiopharmazeutika interessant, bei welchen die pharmakologische 

Aktivität des Vektormoleküls eine Injektion grösserer Substanzmengen einschränkt. 

 

Der α-Emitter 213Bi stellt auf Grund seines hohen linearen Energietransfers ein interessantes 

Radiometall für die Nuklearmedizin dar und ist in Form eines 225Ac/213Bi-Generators gut 

verfügbar. Bei der Verwendung des kurzlebigen 213Bi stellt allerdings die benötigte Zeit für 

die Herstellung eines Radiopharmazeutikums einen limitierenden Faktor für die Erreichung 

hoher spezifischer Aktivitäten dar. 

Unter Verwendung von Mikrowellentechnik wurde ein Protokoll entwickelt, mit welchem 

Chelator-Peptid-Konjugate in einem Zeitraum von nur 15 min nach Elution des 225Ac/213Bi-

Generators mit 213Bi markiert werden können, inklusive einer Qualitätskontrolle mit HPLC. 

Durch diese Verkürzung der benötigten Reaktionszeit steht für eine Applikation im Patienten 

eine deutlich höhere Dosis und spezifische Aktivität des Radiopharmazeutikums zur 

Verfügung. Dies sollte zu einem höheren therapeutischen Effekt bei der Bekämpfung von 

Tumoren führen. Auf Grund dieser neuen Entwicklung wurde in Zusammenarbeit mit der 

Abteilung für Nuklearmedizin und der Neurochirurgie unseres Spitals bei den zuständigen 

Behörden ein Antrag für die Anwendung von [213Bi-DOTA]-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P bei 

Hirntumor-Patienten eingereicht. 
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6. Ausblick 

 

Die Entwicklung der Derivate von Substanz P hat zu einem Patent geführt (149). Eine neu 

gegründete Firma (nexatio pharmaceuticals) beschäftigt sich mit der Kommerzialisierung 

dieser neuen Substanzen. Eine erste Entwicklungsstufe wird gerade nach GMP-Richtlinien 

synthetisiert und soll danach erste Tests durchlaufen. 

Weitere Entwicklungen können einerseits auf eine weitere Stabilisierung der Peptidsequenz 

hinzielen, um so eine längere Verfügbarkeit des Radiopharmazeutikums im Patienten zu 

gewährleisten. Eine Applikation am Patienten, bei welcher das Radiopeptid intravenös 

verabreicht wird, erscheint allerdings auch mit weiteren Stabilisierungen eher 

unwahrscheinlich, da die Blut-Hirn-Schranke derzeit ein zu hohes Hindernis darstellt. Dies 

kann dazu führen, dass die Anwendung dieser Substanzen auf wenige, hochspezialisierte 

Kliniken beschränkt bleiben wird.  

Die Verwendung von Linkern, an welche mehrere Chelatoren gebunden werden, kann zu 

höherer spezifischer Aktivität des resultierenden Radiopeptids führen. Ebenfalls könnten neue 

Entwicklungsstufen durch Strukturen erweitert werden, welche eine Lokalisierung von 

internalisiertem Radiopeptid im Nukleus der Tumorzelle hervorrufen. 

 

Die Entwicklung eines Markierungsprotokolls von DOTA-tragenden Peptiden mit 213Bi 

wurde im Hinblick auf eine Anwendung mit DOTA-[Thi8, Met(O2)11]-Substanz P 

durchgeführt. Da nun eine rasche Markierung inklusive Qualitätskontrolle zur Verfügung 

steht, wurde ein Antrag zur Anwendung des 213Bi-markierten Substanz P-Derivates 

eingereicht und wird aktuell von den zuständigen Behörden beurteilt. Sobald die Bewilligung 

erteilt wird, sollen erste Patienten mit dieser neuen Substanz behandelt werden. 213Bi kann 

aber auch mit anderen Chelator-Peptid-Konjugaten eingesetzt werden. 
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Auf dem Gebiet der CCK2-Rezeptor tragenden Tumoren wurde ein Antrag zur Verwendung 

von [177Lu-DOTA]-Minigastrin 11 im Patienten an die zuständigen Behörden gestellt. 

Patienten mit medullären Schilddrüsenkarzinomen sollen mit dieser neuen Substanz behandelt 

werden, und dabei soll auch die Verteilung des Radiopharmazeutikums im Patienten durch 

szintigraphische Methoden dargestellt werden. In späteren Schritten ist auch die Anwendung 

anderer Radiometalle wie z.B. 90Y, 213Bi oder 68Ga möglich. Eine neue Möglichkeit im 

Bereich der Peptide stellt die Verwendung von Antagonisten dar. Es wird vermutet, dass diese 

gar noch grössere Internalisierungsraten und Tumoruptakes als die vorhandenen Substanzen 

aufweisen könnten. 

Eine Kopplung der neuen Minigastrin-Derivate an Chelatoren, welche sich für die 

Komplexierung mit 99mTc eignen, würde schliesslich eine verbreiterte Anwendung der 

Szintigraphie von medullären Schilddrüsenkarzinomen ermöglichen, sind doch Markierungen 

mit diesem Radionuklid in deutlich mehr nuklearmedizinischen Abteilungen möglich als 

Markierungen mit anderen Radiometallen. 

 

Die makrozyklischen Chelatoren fanden bisher gerade wegen der meist benötigten drastischen 

Markierbedingungen im nuklearmedizinischen Alltag eine begrenzte Verwendung. Mit der 

deutlich rascheren Komplexierungskinetik von DOTAGA gegenüber DOTA wurde ein Schritt 

zu milderen Markierbedingungen gemacht. Dies sollte zu einer grösseren Anwendung von 

makrozyklischen Chelatoren führen. Wichtig wäre dazu die kommerzielle Verfügbarkeit von 

DOTAGA(tBu)4-OH; DOTA(tBu3)-OH ist heute bereits käuflich erwerbbar und wird deshalb 

in den meisten Anwendungen makrozyklischer Chelatoren in Radiopharmazeutika noch 

bevorzugt.  
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Komplexierungen unter Anwendung von Mikrowellentechnik haben einen entscheidenden 

zeitlichen Vorteil gegenüber Verwendung eines konventionellen Heizblockes. Dieser zeitliche 

Vorteil sollte im nuklearmedizinischen Labor genutzt werden. 

Momentan sind die käuflichen Radiopharmazeutika, welche in Form von Kits vorliegen, nicht 

geeignet, um direkt in den kommerziellen Mikrowellengeräten verwendet zu werden. Die 

verwendeten Gefässe sind mit den Bestrahlungskammern des Mikrowellengerätes nicht 

kompatibel, ein Transferieren der Reaktanden aus dem gekauften Kit-gefäss in ein 

Mikrowellen-gängiges Gefäss ist zu umständlich. Ist diese Lücke aber einmal geschlossen, so 

wird sich die Mikrowellentechnik auch im nuklearmedizinischen Labor weit verbreiten. 
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