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Kurzdarstellung 

Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ist ein wichtiges Target für die 

Bildgebung und Therapie bei einer Vielzahl von malignen Veränderungen. Derzeit sind jedoch 

noch keine Bildgebungsagenzien auf der Basis von Peptiden für diesen Rezeptor vorhanden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Multimere (Homodi- und Homotetramer) des 

literaturbekannten Peptidliganden GE11 hinsichtlich ihrer EGFR-spezifischen Interaktion 

hergestellt und überprüft. Da sie meist überlegene Bindungseigenschaften verglichen mit denen 

der jeweiligen Monomeren aufweisen und aufgrund unterschiedlicher Liganden an 

verschiedene Rezeptoren binden können, wurde zusätzlich ein Heterodimer bestehend aus 

αVβ3-spezifischem c(RGDfK) und GE11 synthetisiert und ebenfalls untersucht. Des Weiteren 

wurden die literaturbekannten Peptide CPP, D4, EGBP, GE11, P1, P2, Pep11 und QRH sowie 

drei neue Peptide, Teilsequenzen des hEGF, EGF5-21, EGF13-32, EGF32-43, auf ihre Eignung als 

Basis für potentielle monomere Radiotracer für die PET/CT (Positronen-Emissions-

Tomographie/Computer Tomographie) untersucht. Die Peptide wurden mit einem PEG5-Linker 

und dem Chelator NODA-GA funktionalisiert, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 

untereinander zu garantieren, wonach die Substanzen mit [68Ga]Ga3+ markiert und in vitro 

bezüglich ihrer Serumstabilität, ihres 1-Octanol/WasserpH7.4-Verteilungskoeffizienten 

(logD(7.4)), Internalisierung in und EGFR-Bindungsaffinität an EGFR-überexprimierenden 

humanen Epithelkarzinomzellen A431 charakterisiert wurden. Die Peptidsynthese erfolgte an 

fester Phase nach Fmoc-Strategie, wobei die Vorteile einer ultraschallunterstützten oder 

mechanischen Kupplung anhand der Synthese des Heterodimers überprüft wurden. Die 

Markierungen mit [68Ga]Ga3+ wurden mittels analytischer Radio-HPLC verifiziert und ergaben 

nicht-optimierte molare Aktivitäten von 25 – 111 GBq/µmol mit radiochemische Reinheiten 

von ≥ 97%. Die radiomarkierten Peptide wiesen für die PET/CT geeignete logD(7.4)-Werte 

zwischen -2.17 ± 0.21 und -4.01 ± 0.13 und Serumsstabilitäten mit Halbwertszeiten von 62 bis 

zu 8078 min auf. In den in vitro-Evaluierungen an A431-Zellen konnte für keine der Substanzen 

eine EGFR-spezifische Internalisierung nachgewiesen werden. Ferner konnte in 

Konzentrationen bis zu 1 mM keine der Substanzen [125I]I-hEGF in kompetitiven 

Bindungsstudien von dem EGFR verdrängen. Unter den gleichen Bedingungen demonstrierten 

[125I]I-hEGF und hEGF eine hohe EGFR-spezifische Aufnahme in und Bindung an die A431-

Zellen (33.6 ± 0.9% nach 1 h, reduzierbar auf 1.9 ± 0.2% durch Blockierung) und Affinität an 

dieselbe Zellinie (IC50-Wert: 15.2 ± 3.3 nM). Die Ergebnisse zeigen, dass 68Ga-markierte 

GE11-basierte Mono-, Homodi-, Homotetra- und Heterodimere wie auch 68Ga-markierte 

Monomere basierend auf den aktuell literaturbekannten Liganden zur EGFR-spezifischen 

Bildgebung nicht aussichtsreich ist und eine Entwicklung oder Identifizierung besser geeigneter 

Peptide, welche eine ausreichend starke Interaktion mit dem EGFR demonstrieren, erfolgen 

muss.  
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Abstract 

The Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) is closely associated with tumor development 

and progression and thus an important target structure for imaging and therapy of various 

tumors. Currently, however, no peptide-based imaging agents are available for this receptor. In 

the present work, the published GE11 peptide was investigated in a multimeric (homodi- and 

homotetramer) form regarding its potential EGFR-targeting properties. Additionally, as they 

often exhibit superior properties compared to their monospecific counterparts and are able to 

simultaneously or complementarily address different receptor types, a heterodimer consisting 

of the αVβ3-specific c(RGDfK) and GE11 was synthesised and studied as well. Further, the 

EGFR targeting ability of published peptides CPP, D4, EGBP, GE11, P1, P2, Pep11 and QRH 

and three novel truncated hEGF ligands EGF5-21, EGF13-32, EGF32-43 was investigated to 

determine possible alternative radiolabeled monomeric candidates for the imaging of human 

malignancies by means of PET/CT (Positron Emission Tomography/Computed Tomography). 

In order to evaluate the synthesised peptides, they were functionalised with a PEG5 linker and 

NODA-GA chelator and subsequently radiolabeled with [68Ga]Ga3+ and characterised in vitro, 

determining their stability in human serum, 1-octanol/ waterpH7.4 partition coefficient (logD(7.4)), 

internalisation and binding affinity on EGFR overexpressing A431 epidermoid carcinoma cells. 

The peptides were synthesised on solid support according to standard Fmoc-strategy – also 

investigating the positive effects of ultrasonic-assisted compared to standard mechanical 

agitation-aided amino acid building block conjugation for the heterodimer. Subsequently, the 

developed ligands were successfully labeled with [68Ga]Ga3+ giving the radiolabeled products 

in non-optimised molar activites of 25 – 111 GBq/µmol in ≥ 97% radiochemical purity as 

determined by analytical radio-HPLC. The resulting radiotracers presented suitable logD(7.4) 

values between -2.17 ± 0.21 and -4.01 ± 0.13 as well as a stability in human serum sufficient 

for PET with serum half-lives of 62 up to 8078 min. During in vitro evaluations on A431 cells 

the substances showed no significant difference in internalisation of the labeled radiopeptides 

when comparing blocked and unblocked probes. Further, none of the agents were able to 

displace [125I]I-hEGF from the EGFR in competitive displacement assays in the same cell line 

in concentrations of up to 1 mM, whereas [125I]I-hEGF and hEGF demonstrated the expected 

high EGFR-specific tumor cell uptake (33.6 ± 0.9% after 1 h, being reduced to 1.9 ± 0.2% under 

blocking conditions) and affinity (IC50 value of 15.2 ± 3.3 nM) under identical conditions. The 

results indicate that the development of 68Ga-radiolabeled multimeric peptides based on GE11 

and 68Ga-radiolabeled monomeric peptides based on current published ligands seems to hold 

no promise for EGFR mediated uptake into cells, necessitating the development or 

identification of a new suitable peptidic receptor ligand that exhibits a sufficiently strong EGFR 

interaction profile.  
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1 Einleitung 

 

1.1 Maligne Tumorerkrankungen 

Die maligne Transformation von Zellen beschreibt den Übergang von normalen Zellen zu 

unkontrolliert wachsenden Tumorzellen, welcher durch Umweltfaktoren und durch Fehler bei 

der Replikation der DNA ausgelöst sowie durch vererbbare Prädispositionen beeinflusst wird. 

Werden diese malignen Zellen nicht vom Immunsystem zerstört, entsteht Krebs.[1]  

Basierend auf den derzeitigen Erkrankungsraten und Lebenserwartungen prognostiziert das 

Zentrum für Krebsregisterdaten (ZfKD), dass mehr als zwei von fünf Frauen (43%) und jeder 

zweite Mann (51%) in Deutschland im Laufe des Lebens an Krebs erkranken werden.[2] 

Die Inzidenz an Krebs zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter und ist somit in Ländern 

mit einem hohen oder sehr hohen Index menschlicher Entwicklung (HDI, Human Development 

Index) höher als in Ländern, in welchen ein mittlerer oder niedriger HDI besteht. Die 

Abbildungen 1 und 2 zeigen die 15 prävalentesten Krebstypen von Frauen (A) und Männern 

(B) in Ländern mit einem hohen/sehr hohen HDI.[3] 

 

 

Abbildung 1: Inzidenz (Dunkelblau) und Sterblichkeitsrate (Hellblau) der 15 am stärksten verbreiteten Krebsarten in Ländern 

mit hohem/sehr hohem HDI von Frauen im Jahr 2020. Die Daten sind der globalen Krebsstatistik 2020 entnommen.[3]  
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Abbildung 2: Inzidenz (Dunkelblau) und Sterblichkeitsrate (Hellblau) der 15 am stärksten verbreiteten Krebsarten in Ländern 

mit hohem/sehr hohem HDI von Männern im Jahr 2020. Die Daten sind der globalen Krebsstatistik 2020 entnommen.[3]  

 

Aufgrund der hohen Inzidenz befassen sich viele Forschungsbereiche mit der Beschreibung, 

der Differenzierung und mit den verschiedenen Behandlungsmöglichkeiten der einzelnen 

Krebsarten. Ein mögliches Vorgehen zur Differenzierung etc. beruht auf den spezifischen 

Charakteristika von Krebszellen: Die maligne Transformation der Zellen führt u. a. zu einer 

Hochregulierung der Zellprozesse und der Überexprimierung von Rezeptoren auf der 

Oberfläche der Tumorzelle. Diese Überexprimierung der Rezeptoren ist für die jeweiligen 

Krebsarten mit gewissen Wahrscheinlichkeiten spezifisch und wird mit Liganden, welche 

selektiv und hochspezifisch diese Rezeptoren adressieren, zur Bildgebung oder Behandlung 

genutzt.[4]  

Bei der Metastasierung trennen sich Krebszellen von dem ursprünglichen Tumor ab und werden 

über den Blutkreislauf oder das Lymphsystem in andere Körperteile transportiert. Es gibt 

verschiedene Arten von Metastasen: Lokale, regionale und Fernmetastasen. Lokale Metastasen 

befinden sich in unmittelbarer Nähe des Tumors, regionale Metastasen in den Lymphknoten 

nahe dem Tumor, während bei Fernmetastasen ein Befall von anderen Organen auftritt. Eine 

Schwierigkeit bei der Behandlung von Fernmetastasen ist, dass Metastasen u. a. nicht 

zwangsläufig die gleichen Rezeptoren wie der Primärtumor überexprimieren.[5-6] Ein Rezeptor, 

welcher auf den am häufigsten auftretenden Krebsarten, wie Brust-, Lungen- und auf 
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Prostatakrebs, überexprimiert wird, ist der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, 

epidermal growth factor receptor).[7-8] 

 

1.2 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) 

1.2.1 Struktur, Bindungskonfiguration und Vorkommen des EGFR 

Der humane EGF-Rezeptor ist ein transmembranes Glykoprotein, welches aus 1186 

Aminosäuren besteht und in vier Domäne, I-IV (L1, S1, L2 und S2), unterteilt ist.[9-10] Die 

Domänen I, II und III sind in einer C-Form angeordnet. Der endogene Ligand, der humane 

epidermale Wachstumsfaktor (hEGF, human epidermal growth factor), bindet zwischen und an 

die Domänen I und III. Die Domäne III ist die Hauptbindungsstelle, während die Bindung an 

Domäne I einen untergeordneten Beitrag zur Gesamtbindungsstärke leistet. Zwei 1:1 

hEGF•EGFR-Einheiten bilden einen 2:2 hEGF•EGFR-Komplex durch eine Rezeptor-Rezeptor 

Interaktion der β-Hairpin-Strukturen der beiden Domänen II. Die zwei Domänen II interagieren 

über Van-der-Waals-Kräfte und Wasserstoffbrückenbindungen miteinander, während die 

Liganden, ohne Kontakt zueinander, jeweils nur einen der beteiligten Rezeptoren binden.[11] 

Die von H. Ogiso et al.[11] erstellte Kristallstruktur des 2:2 hEGF•EGFR-Komplexes mit 

Zuordnung der jeweiligen Domänen ist in folgender Abbildung dargestellt: 

 

Abbildung 3: Kristallstruktur des 2:2 hEGF•EGFR-Komplexes mit Zuordnung der jeweiligen Domänen.[11]  
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Im inaktiven Zustand befindet sich der EGFR in einer intramolekulargebundenen und 

autoinhibierten Konfiguration. Durch die Bindung von einem hEGF wird eine 

Konformationsänderung verursacht, der EGFR „streckt“ sich, wodurch die Domäne II 

freigelegt wird. Im „Ligand-induzierten Dimerisierungsmodell“ (Abbildung 4 B) erfolgt durch 

den gestreckten Zustand die Bindung der Domäne II des EGFR-Monomers an eine Domäne II 

eines weiteren EGFR-Monomers in räumlicher Nähe zur Bildung des EGFR•EGFR-

Komplexes.[12] Im Anschluss bindet ein weiterer hEGF an den zweiten, freien, Rezeptor, 

wonach eine Trans-autophosphorylierung des Rezeptor-Dimers die Signaltransduktion 

auslöst.[13] Das „Rotationsmodell“ (Abbildung 4 A) postuliert hingegen, dass der EGFR bereits 

als Dimer vorliegt und durch die Bindung des hEGF und die daraus resultierende Freilegung 

der Domäne II die Bildung des EGFR•EGFR-Komplexes zustande kommt, was zur Rotation 

der intrazellulären Kinase-Domäne führt, sodass eine Trans-autophosphorylierung stattfinden 

kann.[12] Es wurde gezeigt, dass der vorgebildete EGFR•EGFR-Komplex auch, in geringem 

Maß, schon auf der Zelloberfläche vorliegen kann, obgleich eine Bindung von hEGF für die 

Kreuzphosphorylierung und somit für die Signalweitergabe dennoch notwendig ist.[14] Die 

Dimerisierung des EGFR wird zu >90% durch die Domäne II bedingt, wobei der gebundene 

Ligand einen zusätzlichen Anteil zur Dimerisierung beiträgt.[15] Während eine Unterbindung 

der EGFR•EGFR-Komplexbildung in einer Inaktivierung der Signaltransduktion resultiert, 

kann eine Aktivierung des EGFR•EGFR-Komplexes teilweise zudem durch ein einzelnes 

Molekül an hEGF erfolgen.[16-17] 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aktivierung des EGFR durch hEGF nach dem Rotationsmodell (A) und dem 

Ligand-induzierten Dimerisierungsmodell (B). Grafik erstellt in Anlehnung an E.R. Purba et al.[12]. 
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Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor eignet sich als Zielstruktur für die Bildgebung und 

Therapie von Krebs, da eine Vielzahl maligner Tumore den EGFR auf ihrer Zelloberfläche 

überexprimieren.[8] Hierbei wird der EGFR nicht nur auf den Primärtumoren, sondern zumeist 

auch auf den Metastasen überexprimiert, was für eine umfängliche Darstellung und Behandlung 

dieser Krebspatienten unabdingbar ist.[18-20] Es liegt eine EGFR-Überexprimierung bei 13 der 

15 häufigsten Krebserkrankungen mit einer Wahrscheinlichkeit von ≥27%, bei 8 der 15 

häufigsten Krebserkrankungen sogar mit einer Wahrscheinlichkeit von ≥50%, vor.[7] Eine 

Übersicht des prozentualen Anteils der Tumore, welche den EGFR überexprimieren, ist in der 

Tabelle 1 gegeben. 

Tabelle 1: Maligne Tumore und ihre prozentualen Anteile, die den EGFR überexprimieren. 

Maligne Transformation EGFR- Überexprimierung [%] Lit. 

Prostatakarzinom 40 – 100  [21] 

Kopf-Hals-Karzinom 90 – 95 [22] 

Pankreaskarzinom 65 – 95 [23-24] 

Nierenkarzinom 73 – 94 [25] 

Lungenkarzinom, nicht-kleinzellig 50 – 90 [26-27] 

Mammakarzinom 27 – 90 [28-29] 

Kolorektales Karzinom 80 [30] 

Blasenkarzinom 70 [31] 

Overialkarzinom 30 – 70 [32-33] 

Leberkarzinom 68 [34-36] 

Gebärmutterkarzinom 54 [37] 

Speiseröhrenkarzinom 27 – 44 [38-39] 

Glioblastom 40 [40] 

 

1.2.2 Endogener Ligand und literaturbekannte Liganden des EGFR 

Der endogene Ligand des EGFR ist der hEGF, ein Polypeptid aus 53 Aminosäuren 

(Abbildung 5 A). Als natürliches Protein besteht der tricyclische hEGF nur aus L-Aminosäuren, 

wovon sechs Cysteine sind, die über drei Disulfidbrücken den hEGF in einen A-, B- und C-

Cyclus unterteilen. Dabei bilden die Aminosäuren 6 bis 20 den A-Cyclus, die Aminosäuren 14 

bis 31 den B-Cyclus und die Aminosäuren 33 bis 42 den C-Cyclus. Der A- und B-Cyclus teilen 

sich die Aminosäuren 14 bis 20, weshalb teilweise dem A-Cyclus die Aminosäuren 6 bis 19 
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und dem B-Cyclus die Aminosäuren 20 bis 31 zugewiesen werden. Als Sekundärstrukturen 

bilden der A-Cyclus eine α-Helix, der B-Cyclus zwei antiparallele zweisträngige β-Faltblätter 

und der C-Cyclus ein antiparalleles β-Faltblatt aus (Abbildung 5 B).[11,41-42] 

Für den hEGF befinden sich eine Bindungstelle in der Domäne I und zwei Bindungstellen in 

der Domäne III in der extrazellulären Region des EGFR. Es interagieren Met21, Ile23 und 

Leu26 des B-Cyclus des hEGF hauptsächlich hydrophob mit der Domäne I, während Tyr13 

und Leu15 des A-Cyclus hydrophob, Gln43 und Arg45 des C-Cyclus über Wasserstoffbrücken 

und Leu47 des C-Cylcus hydrophob mit den zwei Bindungsstellen von der Domäne III 

wechselwirken.[11]  

 

Abbildung 5: Humaner epidermaler Wachstumsfaktor (hEGF, human epidermal growth factor): der endogene Ligand des 

EGFR. (A) hEGF Aminosäuresequenz. Abbildung erstellt nach Bavaro et al.[42]; (B) hEGF Struktur. Der A-Cyclus ist in Blau, 

der B-Cyclus in Grün und der C-Cyclus in Rot dargestellt.[11] 

In der Literatur wurde schon eine Vielzahl möglicher Liganden als Inhibitoren für den EGFR 

untersucht. Die EGFR-Signalkaskade bedingt Proliferation, Viabilität, Motilität und 

Differenzierung der Zelle, weshalb durch eine Inhibierung fundamentale Zellfunktionen 

unterdrückt werden. In der Therapie kann mit EGFR-Inhibitoren Progression, Metastasierung 

usw. unterbunden werden, wodurch eine Ausbreitung der malignen Zellen verhindert wird. Im 

Besonderen wurden monoklonale Antikörper, small molecules und Peptide erforscht. Von den 

gefundenen Liganden sind bisher nur Substanzen aus der Klasse der monoklonalen Antikörper 

und small molecules zur Herstellung, für Vertrieb und Verwendung zugelassen. Als erste 

Generation small molecule Tyrosin-Kinase-Inhibitoren wurden beispielsweise Gefitinib 

(Iressa) und Erlotinib (Tarceva) bereits seit dem Jahr 2003 bzw. 2004 als Krebsmedikamente 

zur Bekämpfung von Brust- und Lungenkrebs respektive Lungen- und 
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Bauchspeicheldrüsenkrebs von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA 

zugelassen. Der monoklonale Antikörper Cetuximab (Erbitux) findet seit dem Jahr 2004 zur 

Bekämpfung von Darm- und Kopf-Hals-Krebs Anwendung. Cetuximab bindet extrazellulär an 

die Domäne III, wobei Gefitinib und Erlotinib intrazellulär an die Tyrosin-Kinase-Domäne des 

EGFR binden.[43-49] 

Da Peptide eine vorteilhafte Pharmakokinetik (geringe Immunogenität, geringe Toxizität, hohe 

Selektivität etc.) aufweisen[50-51], erfolgt auch eine Entwicklung von Peptid-Liganden für den 

EGFR (Tabelle 2). Diese adressieren meist die Hauptbindestellen der Domäne III. Hierzu 

zählen die Liganden CPP, EBP, EGBP, GE11, P1, P2, P6, P9 und Pep11, für die in 

verschiedenen Publikationen eine Aufnahme in Zellen festgehalten wurde. Für P6 und P9 

wurde zusätzlich zur Bindung an die Domäne III eine Bindung an die Domäne I in silico 

postuliert. Die Liganden CQT und QRH wurden für die Bindung an Domäne II konzipiert, 

während für die Domäne I der Ligand D4 mittels eines computerunterstützten, strukturbasierten 

Designs gefunden wurde.[52-86]  

Tabelle 2: Literaturbekannte Peptid-Liganden und ihre gemessene Affinität. 

Domäne Ligand Beste gemessene Affinität (KD) Zellen Lit. 

I D4 181 ± 49 nM  A549 [52-59] 

II CQT n.A. n.A. [60-62] 

 QRH 50 nM HT29 [63] 

III CPP n.A. n.A. [64-65] 

 EBP n.A. n.A. [66] 

 EGBP n.A. n.A. [67] 

 GE11 22.28 ± 0.4 nM SMMC-7721 [68-80] 

 P1 76.5 ± 15.8 nM NCI-H460 [81-84] 

 P2 n.A. n.A. [81] 

 P6 n.A. n.A. [85] 

 P9 n.A. n.A. [85] 

 Pep11 252 nM A431 [86] 

 

Ein Überblick über die Strukturformeln der literaturbekannten Liganden aus der Tabelle 2 ist 

in der Abbildung 6 gegeben: 
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Abbildung 6: Literaturbekannte Liganden unterteilt nach der von ihnen jeweils adressierten Bindungsdomäne des EGFR. 



 Einleitung  

   

 

   

9 

 

1.3 Entdeckung neuer spezifischer Liganden eines Rezeptors 

1.3.1 Phagen-Display (phage display) 

 

Das Phagen-Display ist eine biotechnologische Methode, bei der Protein-codierende DNA in 

Bakteriophagen eingebracht wird, sodass die entsprechenden Proteine auf der Oberfläche der 

Phagen präsentiert werden, um spezifische Bindepartner dieser Proteine zu isolieren und zu 

identifizieren. Eine Bibliothek von codierender DNA wird eingesetzt um möglichst viele 

potentielle Bindepartner festzustellen, wobei Peptide, Anikörperfragmente oder komplette 

Proteine auf der Oberfläche präsentiert werden können.[87] Die Abbildung 7 zeigt den Ablauf 

des Phagen-Displays. 

 

Abbildung 7: Ablauf des Phagen-Displays. Grafik erstellt in Anlehnung an W. Willats.[88] (a) Die für das Phagen-Display 

selektierten Protein-codierenden DNAs werden in Phagen eingeführt, sodass die Phagen das gewünschte Protein auf ihrer 

Oberfläche präsentiert; (b) Die Phagen werden zu dem fixierten Target gegeben. Phagen, welche eine spezifische Affinität für 

das gewünschte Target-Molekül aufweisen, binden an das Target. Hierbei kann es auch zu unspezifischen Bindungen kommen; 

(c) Durch das Waschen der Platte werden ungebundene Phagen verworfen; (d) Gebundene Phagen werden von dem fixierten 

Target gelöst; (e) Die gelösten Phagen werden amplifiziert; (f) Die amplifizierten Phagen durchlaufen den Cyclus erneut, um 

die Wahrscheinlichkeit von Phagen mit unspezifischen Bindungen zu minimieren; (g) Nach 3 – 5 Cyclen wird die Phagen-

DNA extrahiert und sequenziert, um auf die bindende Proteinsequenz rückzuschließen.  
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Das Phagen-Display wurde im Jahr 1985 von G. P. Smith entdeckt, im Jahr 1994 zunächst von 

Winter et al. und im Jahr 1996 von Kay und Hoess weiterentwickelt.[87,89-91] Verwendung findet 

die Methode insbesondere für in vitro-Protein-Engineering, die Entdeckung und Entwicklung 

neuer Arzneistoffe, Antikörper und Liganden, ebenso wie zum Auffinden von Leitstrukturen 

für die Bildgebung und Therapie von Tumoren.[92-93] 

Von den literaturbekannten EGFR-spezifischen Liganden wurden CPP, EGBP, GE11, P1, P2, 

P6, P9 und QRH via Phagen-Display gefunden.[63,64,67,68,81,85] 

 

1.3.2 Computerunterstütztes Arzneimittel Design (CADD, Computer-Aided Drug 

Design) 

 

Computerunterstütztes Arzneimittel Design umfasst verschiedene am Computer durchgeführte 

Modelle und Methoden zur Entdeckung, Entwicklung und Analyse von Substanzen bezüglich 

ihrer Eignung als Arzneimittel. Es wird im virtuellen Screening, virtuellen Bibliothekdesign, in 

Leitstruktur-Optimierungen, im de novo-Design etc. genutzt. Das CADD soll vor allem 

Entdeckungsprozesse beschleunigen, helfen Kosten einzusparen und Optimierungsvorschläge 

erbringen. Es sollen unnötige Synthesen im Labor verhindert und nur noch vielversprechende 

Substanzen auf ihre Wirksamkeit an Zellen und Tieren überprüft werden.[94] 

Der Ligand D4 wurde aus einer virtuellen Peptid-Bibliothek mittels computergestützter 

Modelle als ein potentieller Ligand für den EGFR bestimmt. Dabei wurde die Kristallstruktur 

des EGFR als Basis genommen, ein Modell erstellt und mit dem Programm PSCAN 2.2.2 auf 

mögliche Bindungstaschen für kurzkettige Peptide hin untersucht. Anschließend wurde eine 

Peptid-Bibliothek aus 132 Peptiden erstellt, bevor mit dem Programm AutoDock3 mögliche 

Bindungsstärken für die gewählte Bindungstasche errechnet wurden (Abbildung 8).[53] 

 

Abbildung 8: (A) Computergenerierte Darstellung der Bindungstasche des EGFR; (B) Computergenerierte Darstellung von 

D4 in der EGFR-Bindungstasche. Mögliche Wasserstoffbrücken sind in Hellgrün dargestellt.[53]   
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Weiterhin wurde der Ligand Pep11 mittels CADD entwickelt. Hierfür wurde mit dem 

Programm UCSF Chimera die Kristallstruktur von Cetuximab, gebunden an den EGFR als 

Basis genommen, virtuell dargestellt und mit der Knob-Socket-Methode die einzelnen 

Bindungsstellen des Antikörpers an dem Rezeptor untersucht. Im Anschluss wurden mit einem 

In-House-Programm die wichtigsten Bindungsstellen und ihre zugehörigen Bindungsstärken 

kalkuliert, das Cetuximab aus dem erstellten Modell entfernt und aus einer Peptid-Bibliothek 

von 24 Peptiden mit dem Programm Molecular Operating Environment (MOE) das Peptid 

Pep11 als das mit den stärksten Bindungsenergien für die nun unbelegte Domäne III 

bewertet.[86]  

Auch für bereits gefundene Liganden werden häufig mittels computergenerierten Modellen 

mögliche Bindungsstellen und interagierende Aminosäuren zugewiesen, sodass gezielt 

Aminosäuren identifiziert werden können, durch deren Austausch es zu einer Verbesserung der 

Bindungsaffinität kommt. Eine Überprüfung dieser Modelle mittels Röntgenstrukturanalyse 

von Einkristallen gestaltet sich, von noch nicht relevanten Liganden, in der Regel als zu 

zeitaufwendig und nicht praktikabel. In der Abbildung 9 sind die computergenerierten 

Bindungsmöglichkeiten des Liganden P1 an den EGFR dargestellt, welcher zuvor mittels 

Phagen-Display entdeckt wurde: 

 

Abbildung 9: Computergenerierte Bindungsmöglichkeiten des Liganden P1 an dem EGFR.[81] 
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1.3.3 Peptidische Teilsequenzen endogener Rezeptorliganden (truncated peptides) 

 

Die Methode Teilsequenzen von endogenen Liganden zu synthetisieren, stellt eine brauchbare 

Alternative zu der Verwendung der ungekürzten endogenen Leitstrukturen dar. Die 

Teilsequenzen lassen sich meist unkompliziert synthetisieren, modifizieren und 

funktionalisieren, wobei die räumliche Struktur von dem endogenen Liganden zur verkürzten 

Version nicht zwingend konserviert wird. Es bleibt die spezifische Bindung an den Rezeptor 

meist mit verringerter Affinität erhalten. Auch weisen die Mehrheit an verkürzten Peptiden 

aufgrund der geringeren Angriffsfläche für Peptidasen eine erhöhte Stabilität in vivo auf.[95] 

Dass verkürzte Versionen von endogenen Liganden bereits funktionieren können, wurde mit 

dem von 14 auf 8 Aminosäuren gekürzten Bombesin BBN7-14, dem von 29 auf 24 Aminosäuren 

gekürzten Glucagon GCG6-29 und mit dem von 299 auf 24 Aminosäuren gekürzten p35 TFP5-

Segment gezeigt.[96-98] 

Für den EGFR wurde der Ligand EBP (Abbildung 10 B) als eine verkürzte Sequenz aus dem 

B-Loop des hEGF (Abbildung 10 A) als eine die Domäne III-spezifisch-bindende Teilsequenz 

postuliert, nachdem bereits eine verkürzte Sequenz aus dem B-Loop des Maus-EGF eine 

schwache Bindung an den EGFR aufwies.[99,66] 

 

Abbildung 10: (A) Aminosäuresequenz von hEGF, mit der verkürzten EBP-Sequenz in Gelb; (B) Strukturformel der EBP-

Sequenz. 

Bei der Bindung des hEGF an den EGFR wird die Domäne II freigelegt. Der Ligand CQT 

startete als eine Teilsequenz der β-Hairpin-Struktur der Domäne II des EGFR, welcher im Laufe 

verschiedener Iterationen von c(CYNPTTYQMC) zu c(CQTPYYMNTC) optimiert wurde. 

Dieser sollte mittels Bindung an die freigelegte Domäne II eine Unterbindung der 

Dimerisierung des EGFR verursachen.[60-62] 
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1.4 Positronen-Emissions-Tomographie (PET) 

1.4.1 Funktionsweise der PET und Aufbau eines Radiotracers  

 

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein nicht-invasives Schnittbildverfahren zur 

Darstellung der Verteilung (Pharmakokinetik) einer radioaktiv markierten, intravasal 

applizierten Substanz (Radiotracer) und ist für die Ganzkörper-Bildgebung und 

Charakterisierung von malignen Transformationen auf funktioneller Ebene, der Planung des 

Therapiekonzeptes, zur Überwachung und Anpassung der laufenden Therapie und 

nachfolgenden Überwachung des Therapieerfolges unabdingbar. Neben der PET ist auch die 

Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT, single photon emission computed 

tomography) eine Methode zur frühen Detektion von physiologischen als auch biochemischen 

Prozessen auf zellulärer und molekularer Ebene. Klassische Bildgebungsmethoden, wie 

beispielsweise Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) 

ermöglichen die Differenzierung zwischen malignem und normalem Gewebe erst deutlich 

später, da nur morphologische Änderungen detektiert werden können.[100-101] 

Die Kombination von funktioneller und morphologischer Bildgebung als PET/CT, PET/MRT 

oder SPECT/CT führt zu einer verbesserten Bestimmung pathologischer Veränderungen durch 

die genaue Zuordnung der Gewebefunktion zu den morphologischen Daten und findet eine 

breite Anwendung in der Nuklearmedizin zur Diagnose und Therapiekontrolle von 

neurologischen, kardiologischen und onkologischen Krankheiten.[102-103]  

Die SPECT erfolgt mit Photonenemittern (γ-Emitter) als Radionuklide, wobei einzelne 

Photonen gemessen werden. Die für SPECT genutzten Kollimatoren lassen nur Radioaktivität 

aus einer definierten Richtung durch und bedingen die räumliche Auflösung, wobei die 

Szintillationskristalle höhere Tot- und Abklingzeiten als die der verwendeten PET-Kristalle 

besitzen. SPECT-Aufnahmen können um bis zu ein zehnfaches günstiger als PET-Aufnahmen 

sein, da u. a. die Herstellungskosten für die Radiopharmaka bei der PET deutlich höher sind.[104-

105] 

In der PET werden Positronen-emittierende (β+-Emitter) Radiopharmaka, auch Radiotracer 

genannt, intravenös appliziert. Die Anzahl an verschiedenen Radiotracern für die spezifische 

Adressierung von pathologischen funktionellen Änderungen hat in den letzten Jahren stetig 

zugenommen. Generell hat jede bioaktive Verbindung das Potential, durch die 
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Radiomarkierung mit einem passenden β+-Emitter als PET-Ligand genutzt zu werden. Bei der 

PET zerfällt das protonenreiche Radionuklid spontan, womit sich ein Proton in ein Neutron 

umwandelt, wodurch ein Positron und ein Elektron-Neutrino (𝑣𝑒) freigesetzt werden. Das 

Positron (Antiteilchen des Elektrons) interagiert, abhängig von seiner kinetischen Energie, 

innerhalb weniger Millimeter mit einem negativ geladenen Elektron in der Umgebung, sodass 

es zur Annihilation (Paarvernichtung) kommt. Es entstehen zwei γ-Photonen mit 511 keV, die 

annähernd in einem 180°-Winkel abgestrahlt werden und in einem Koinzidenzzeitintervall von 

6 – 12 ns auf einander gegenüberliegende Szintillationskristalle treffen und dort Lichtblitze 

erzeugen, die durch Photomultiplier in elektrische Signale umgewandelt werden.[104,106] 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Prozesse des Positronenzerfalls, der Annihilation des Positrons mit einem 

Elektron und die Detektion der Vernichtungsstrahlung mittels eines PET/CT-Scans. 



 Einleitung  

   

 

   

15 

 

Die Verbindungslinie zwischen den beiden Lichtblitzen wird Line of Response (LOR) genannt. 

Aufgrund der Anreicherung des Radiotracers in malignem Gewebe werden dort mehr LORs 

gemessen als in gesundem Gewebe, wobei die Ortsauflösung der PET durch die Bewegung der 

Positronen durch die Materie hindurch, die Größe der Detektoren, als auch den nicht perfekten 

180°-Winkel limitiert wird. Ein PET-Scanner besteht aus 30 000 Kristallen in einem 

Detektorring, während in einer konventionellen Gammakamera höchstens drei Detektoren 

Anwendung finden. Die Ortsauflösung für klinisch genutzte Geräte beträgt 5 – 7 mm, Geräte, 

welche in der Präklinik eingesetzt werden, weisen eine Ortsauflösung von 1 – 2 mm auf.[107] 

Ein Computer erstellt aus den einzelnen Schnittbildern ein dreidimensionales Bild, in dessen 

Zuge der Einfluss zufälliger Koinzidenzen (Randoms) und Streuereignisse (Scatters) mittels 

Korrekturfaktoren minimiert werden kann. Neuere Geräte korrigieren zusätzlich noch nach der 

Flugzeit (TOF, time of flight), in welchem Rahmen die Differenz der Flugzeiten von jeweils 

zwei gegenüber eintreffenden γ-Photonen bestimmt wird, was eine genauere Lokalisation und 

Darstellung des Tumors erlaubt. [108-110] 

In der PET können das freie Radionuklid, beispielsweise als [18F]Natriumfluorid (Cisnaf) zur 

Bildgebung der Knochen, das Radionuklid direkt kovalent an einen Liganden gebunden, oder 

über einen Chelator komplexiert als Radiopharmaka eingesetzt werden. Der Chelator-

Radionuklid-Komplex muss dabei nicht unbedingt an einen Liganden gebunden werden, 

sondern kann auch unfunktionalisiert, beispielsweise als [68Ga]Ga-EDTA 

(Ethylendiamintetraessigsäure) zur renalen Bildgebung, genutzt werden.[111] Kovalent an den 

Liganden gebundene Radionuklide ermöglichen die Überwachung von Stoffwelchselprozessen 

und werden meist in Metabolisierungsstudien verwendet. Die Abbildung 12 zeigt den Aufbau 

und die charakteristische Zusammensetzung eines typischen Radiometall-basierten 

Radiotracers aus einem Chelator, welcher das Radionuklid komplexiert, einem Linker, welcher 

den Liganden mit dem Chelator verbindet und dem Liganden, der mit einer hohen Affinität und 

Spezifität an verschiedene Zielstrukturen wie Rezeptoren, Antigene und Transporter bindet. Als 

Liganden kommen Peptide, Antikörper, Proteine, small molecules oder Nanopartikel zum 

Einsatz.[108,112] 
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Abbildung 12: Typischer Aufbau eines Zielstruktur-spezifischen Radiometall-basierten Radiotracers für die PET. 

 

Die Voraussetzung für die Verwendung von spezifischen Radiotracern in der PET besteht in 

der Kenntnis, welche Zielstrukturen der Tumor überexprimiert, da sonst keine Bildgebung 

durchführbar ist. Ist die Zielstruktur, welche adressiert werden soll, nicht bekannt, kann nach 

wie vor eine metabolische Bildgebung mit [18F]-2-Fluor-2-desoxy-D-glucose ([18F]FDG), 

einem Strukturanalogon der Glucose, durchgeführt werden. 

Bei der Entwicklung neuer spezifischer Radiotracer sind folgende Punkte zu beachten: 

1) Der gewählte Ligand muss mit hoher Affinität und Spezifität an das Zielgewebe binden.  

2) Bei der Funktionalisierung des Liganden mit dem Linker/Chelator oder direkt mit dem 

Radionuklid darf seine Bindung an die Zielstruktur nicht beeinträchtigt werden. 

3) Die Wahl des Linkers beeinflusst die Pharmakokinetik (Löslichkeit, Lipophilie, 

Ladung, Stabilität, Rigidität). Ein zu kurzer Linker kann die Bindung behindern, ein zu 

langer Linker geht mit einer hohen Entropie einher. Die passende Linkerlänge muss 

experimentell bestimmt werden und ist von Tumormodell zu Tumormodell verschieden. 

4) Die Pharmakokinetik des Liganden bedingt das eingesetzte Radionuklid. Die 

Halbwertszeit (t1/2) des Radionuklids muss zu der Pharmakokinetik des Liganden 

passen. 
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5) Der Chelator muss so gewählt werden, dass das eingesetzte Radionuklid gut in die 

Kavitätsgröße des Chelators komplexiert werden kann. Zudem beeinflusst der Chelator 

die Pharmakokinetik. 

6) Der Radiotracer muss in vivo eine hohe Stabilität aufweisen, sodass genug Zeit 

gewährleistet wird, damit er sich am Zielgewebe anreichern kann. Ebenso sollte keine 

Freisetzung des Radionuklids erfolgen. 

 

1.4.2 Verwendete Radionuklide in der PET 

 

Die wichtigsten in der PET eingesetzten Isotope sind 11C, 13N, 15O, 18F, 64Cu, 68Ga, 86Y, 89Zr 

und 124I. Von diesen wird das Radionuklid 18F am häufigsten klinisch eingesetzt und 

üblicherweise wie 11C, 13N, 15O, 64Cu und 89Zr mittels Zyklotron hergestellt. Während 124I mit 

4.2 d, 89Zr mit 78.4 h, 86Y mit 14.7 h und 64Cu mit 12.7 h relativ hohe Halbwertszeiten haben, 

weisen die Isotope 11C, 13N, 15O, 18F und 68Ga eine relativ kurze Halbwertszeit auf, wodurch 

diese vor allem in Kombination mit Liganden mit schneller Pharmakokinetik von Nutzen sind. 

Aufgrund seiner etwas längeren Halbwertszeit von 110 min kann 18F allerdings kommerziell 

vertrieben werden. Der bekannteste metabolische PET-Tracer, das D-Glucose-Mimetikum 

[18F]FDG ist der wichtigste klinisch eingesetzte Tracer in der PET/CT Bildgebung. [18F]FDG 

reichert sich in Gewebe und Organen mit hohem Glucosebedarf an und wird hauptsächlich zur 

Bildgebung von Tumoren und in geringerem Maß zur Diagnose und Charakerisierung von 

Alzheimer, Parkinson, Epilepsie und Entzündungen sowie in der Kardiodiagnosik und der 

Perfusionsbildgebung angewendet.[113-117]  

Die Wahl des Nuklids hängt maßgeblich von der Verfügbarkeit, den radiochemischen 

Eigenschaften und der Bindung des Nuklids an den Liganden ab. So werden die Radionuklide 

11C, 13N, 15O, 18F und 124I zumeist direkt kovalent an den Liganden gebunden.[118]  

Bei der Nutzung von Radiometallen wird zusätzlich ein Chelator für die Komplexierung des 

Metalls benötigt. Der Chelator erlaubt die theranostische Verwendung, i. e. die Möglichkeit, 

sowohl Diagnostik als auch Therapie mit dem gleichen Liganden durchzuführen, wobei nur das 

Radionuklid ausgetauscht wird. Ein theranostisches Radionuklidpaar besteht jeweils aus einem 

γ- oder β+ und einem α‐, β-‐ oder Auger‐Elektronen‐Strahler. Bei Paaren vom gleichen 

chemischen Element handelt es sich um ein „True Pair“, bei solchen mit zwei unterschiedlichen 
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Elementen dagegen um ein „Matched Pair“. Beispielsweise werden zur Therapie 177Lu statt 

68Ga (Matched Pair) und 90Y statt 86Y (True Pair) genutzt.[119]  

In der Tabelle 3 ist ein Überblick der Radionuklide mit ihrer jeweiligen Halbwertszeit, der 

Wahrscheinlichkeit des β+-Zerfalls und der mittleren β+-Energie zum Einsatz in der PET 

gegeben: 

Tabelle 3: Klinisch eingesetzte Radionuklide in der PET.[120-123] 

Radionuklid β+-Zerfall Halbwertszeit Mittlere β+-Energie 

11C 100% 20.4 min 385.6 keV 

13N 100% 10.0 min 491.8 keV 

15O 100% 2.0 min 735.3 keV 

18F 100% 109.8 min 249.8 keV 

64Cu 17.6% 12.7 h 278.2 keV 

68Ga 87.7% 67.7 min 836.0 keV 

86Y 11.9% 14.7 h 535 keV 

89Zr 22.7% 78.4 h 395.5 keV 

124I 11.7%; 10.7% 4.2 d 687.0 keV; 974.7 keV 

 

1.4.2.1 Verwendung von [68Ga]Ga3+ in der PET 

 

Trotz der hohen mittleren Energie der Positronen (836.0 keV) und der dadurch bedingten 

niedrigen Ortsauflösung wird das Radiometall 68Ga regelmäßig in PET-Tracern in der 

klinischen Routine eingesetzt.[124] Während 18F in einem Zyklotron hergestellt wird, kann 68Ga 

mit einer Halbwertszeit von 67.7 min als [68Ga]Ga3+ direkt in den Kliniken über die Elution 

eines 68Ge/68Ga-Generator gewonnen werden, was einen geringeren logistischen Aufwand und 

Kostenersparnisse bedeutet. Im Generator befindet sich die radioaktive Muttersubstanz 

Germanium-68, welche mit einer Halbwertszeit von 270.95 d zu Gallium-68 zerfällt 

(Abbildung 13). Das produzierte Gallium wird mittels einer 0.1 M HCl-Lösung von dem 

Generator in ein Auffanggefäß als [68Ga]GaCl3 eluiert. Der erste Vorläufer eines 68Ge/68Ga-

Generators wurde im Jahr 1960 von G. I. Gleason entwickelt, der diesen als eine „Positronen 

Kuh“ umschrieb, weshalb das Eluieren des Tochternuklids auch „Melken“ genannt wird.[125-

127] 
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Abbildung 13: Zerfallsschema Germanium-68/Gallium-68 erstellt nach H.R. Maecke et al.[259]. 

 

Auch für die Forschung liefert das Arbeiten mit einem 68Ge/68Ga-Generator Vorteile, weil ein 

sehr flexibler Zugang zu dem Radionuklid garantiert werden kann. Außerdem wird für die 

PET/CT-Untersuchung an Mäusen eine deutlich geringere Menge an Aktivität (ca. 5 MBq pro 

Maus) als bei einem normalgewichtigen menschlichen Patienten (70 kg, bis zu 350 MBq) 

benötigt, was eine lange Nutzungsdauer der Generatoren zulässt.[128,129] 

Der erste 68Ge/68Ga-Generator wurde im Jahr 1964 eingesetzt und der eluierte [68Ga]Ga-EDTA-

Komplex direkt in der Klinik zur funktionellen Diagnose, insbesondere der Durchblutung des 

Gehirns angewendet. Ein Teil der nachfolgenden Generatoren lieferten [68Ga]Ga3+ statt bereits 

komplexiertem 68Ga, welches die Verwendung einer Vielzahl an verschiedenen Chelatoren 

erlaubte.[130-131] Diese Generatoren werden kommerziell vertrieben, finden in vielen Kliniken 

Anwendung und ermöglichen die Verwendung weiterer acyclischer Chelatoren, aber auch 

cyclischer Chelatoren. Hierbei ist einer der am häufigsten eingesetzten Chelatoren das cyclische 

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure (DOTA) oder seine um eine 

Carboxylatgruppe erweiterte Struktur 1,4,7,10-Tetraaza-cyclododecan-1-glutarsäure-4,7,10-

tetraessigsäure (DOTA-GA).[127]  

Zugelassen von der FDA in den USA für die PET-Bildgebung sind die 68Ga-Tracer [68Ga]Ga-

DOTA-TATE (2016), [68Ga]Ga-DOTA-TOC (2019) und [68Ga]Ga-PSMA-11 (2020).[132-133] 

Zur Komplexierung von [68Ga]Ga3+ beinhalten [68Ga]Ga-DOTA-TATE und [68Ga]Ga-DOTA-

TOC den Chelator DOTA, [68Ga]Ga-PSMA-11 nutzt unterdessenden den Chelator N,N′-Bis-

[2-hydroxy-5-(carboxyethyl)benzyl]ethylendiamin-N,N′-diessigsäure (HBED-CC). 
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Ein weiterer häufig gewählter Chelator zur Komplexierung von [68Ga]Ga3+ ist 

1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsäure (NOTA). NOTA besitzt eine geringere 

Kavitätsgröße als DOTA und eignet sich entsprechend besser für die Komplexierung des 

kleinen 68Ga3+-Ions, was sich auch in einer höheren Stabilitätskonstante und milderen 

Markierungsbedingungen widerspiegelt.[134] Die Verwendung von NODA-GA, der 

Erweiterung von NOTA um eine Carboxylatgruppe, führt zu einer weiter signifikant erhöhten 

Stabilität des Komplexes.[127] In Abbildung 14 sind die Strukturformeln der wichtigsten 

acyclischen und cyclischen Chelatoren für die Komplexierung mit Ga3+ dargestellt: 

 

Abbildung 14: Strukturformeln der wichtigsten acyclischen und cyclischen Chelatoren für die Komplexierung mit Ga3+. 

 

Generell muss die Bindung des Radionuklids an den Liganden in vivo stabil sein, da sonst eine 

Freisetzung und Anreicherung der Radioaktivität in unerwünschten Regionen stattfindet. So 

muss der gebildete Radiometall-Chelator-Komplex kinetisch inert gegen Dekomplexierung 

durch z. B. die Anwesenheit von Ca2+, Zn2+, Mg2+ etc. und insbesondere von Fe3+ sein. 

Beispielsweise sind die chemischen Eigenschaften von freiem Ga3+ mit einem Ionenradius von 
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62 pm ähnlich wie die von Fe3+ mit einem Ionenradius von 65 pm. Um somit die 

Transchelatierung auszuschließen, muss der eingesetzte Radiometall-Chelator-Komplex 

zusätzlich eine höhere kinetische Inertheit als der entsprechende Transferrin-Komplex 

aufweisen, da [68Ga]Ga3+ sonst Transferrin-gebunden durch das Blut transportiert wird. Freies 

68Ga3+ reichert sich im Darm, Knochen und Magen an, während in den Nieren keine signifikante 

Menge Aktivität aufgenommen wird.[135-136] Weiterhin bindet freies Ga3+ an Leukozyten-

Lactoferrin, Siderophore, Inflammationsproteine und Zellmembranen in neutrophilen 

Granulozyten, wobei die Ausscheidung über den Gastrointestinaltrakt geschieht.[137-139]  

 

1.4.3 Peptide in der PET-Bildgebung  

 

Während mit [18F]FDG metabolische Prozesse abgebildet werden, bieten Peptide die 

Möglichkeit, durch spezifische Bindungen an Zielstrukturen wie Rezeptoren, Enzyme und 

Transporter eine hochauflösende funktionelle Bildgebung von selektierten Zielstrukturen 

durchzuführen. Generell weisen Peptide eine gute Pharmakokinetik, eine niedrige Toxizität und 

Immunogenität auf, sind leicht zu synthetisieren und gut zu funktionalisieren.[140] Der Fokus 

für die PET liegt besonders auf der Clearance, Rezeptorbindungskinetik und 

Ausscheidungsroute des Radiopeptids.[141-144] Um ein starkes Signal-zu-Hintergrund-

Verhältnis zu erhalten, sind eine kurze Aufenthaltsdauer im Blut und eine schnelle 

Ausscheidung des nichtaufgenommenen Radiotracers wichtig. Die Aufenthaltsdauer im Blut 

sollte jedoch lang genug sein, um eine hohe Aufnahme des Radiotracers im Zielgewebe zu 

gewährleisten. Die Ausscheidung von Peptiden verläuft üblicherweise über die Niere, was auch 

die Untersuchung der Leber mittels PET ermöglicht. Die Bildgebung mit [18F]FDG ist für die 

Untersuchung von Leber und Gehirn erschwert, da Leber und Gehirn einen erhöhten 

Glucoseverbrauch aufweisen.[145-146] 

Um die vorteilhafte Pharmakokinetik und Eigenschaften der Peptide zu nutzen, werden peptid-

basierte Radiopharmazeutika für eine spezifische molekulare Bildgebung oder Therapie 

erforscht. In den letzten Jahren wurden erhebliche Fortschritte bzgl. Diagnostik in der 

Onkologie, IGRT (image-guided radiation therapy), Behandlungsprognosen und 

Behandlungsmonitoring mit Peptiden erzielt. So befindet sich eine Vielzahl von Peptiden in der 

Entwicklung zu PET-Radiotracern. Eine Selektion von Peptiden, die bereits in klinischen PET-

Bildgebungsstudien eingesetzt wurden und werden, ist in der Tabelle 4 aufgelistet:  
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Tabelle 4: Selektion von Peptiden in klinischen PET-Bildgebungsstudien. 

Rezeptor Erkrankung Radionuklid Ligand Status Lit. 

PSMA Prostatakarzinom 18F DCFPyL 
Phase 

II/III 
[147] 

 Prostatakarzinom 68Ga 
Glu-NH-CO-NH- 

Lys-(Ahx) 

Phase 

II/III 
[148] 

GRPR 
Prostata 

Adenokarzinom 
68Ga BAY86-7548 

Phase 

II/III 
[149] 

 

Gastrointestinale 

Stromatumoren 

(GIST) 

68Ga BZH3 Phase II [150] 

 Prostatakarzinom 64Cu AR06 Phase I [151] 

Somatostatin 

Rezeptoren 

Neuroendokrine 

Tumoren 
68Ga TATE Phase II [152] 

 
Neuroendokrine 

Tumoren 
68Ga TOC Phase II [152] 

 
Neuroendokrine 

Tumoren 
68Ga NOC Phase II [152] 

Integrin 

αvβ3/5 

Kopf-Hals-

Tumoren 
18F RGDfK Phase II [153] 

 

Glioblastom, 

Brust-, Lungen-, 

Gebärmutterhals-, 

Eierstockkrebs 

18F RGDyK Phase II [154] 

 
Melanome und 

Nierentumore 
18F Fluciclatide Phase II [155] 

CXCR4 Glioblastom 68Ga Pentixafor Phase II [156] 

 

 

1.5 Festphasenpeptidsynthese (SPPS, solid phase peptide synthesis) 

 

Die Synthese von Peptiden ist ein relevanter Bereich industrieller chemischer Synthesen.[157] 

Eine besondere Rolle nimmt die Synthese an fester Phase (SPPS, solid phase peptide synthesis) 

ein, welche im Jahr 1963 von Merrifield entwickelt wurde.[158] Es vereint die komplette Peptid-

Synthese, sowohl die Kupplung der Aminosäuren als auch die Abspaltung der Schutzgruppen 

(SG), in einem Reaktionsgefäß. Dabei entfallen die aufwendigen Aufreinigungsschritte 

zwischen jeder Kupplung und die feste Phase kann einfach mit Lösungsmitteln von 

unreagiertem Edukt freigewaschen werden. Seit ihren Anfängen hat sich die SPPS deutlich 

weiterentwickelt, bezüglich der Methode als auch hinsichtlich der Materialien. So sind 
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vollständig automatische Peptidsynthesizer mittlerweile industrieller Standard in der 

Herstellung von Peptiden.[159] 

Die SPPS verläuft in einem Cylcus aus Entschützung, Aktivierung, Kupplung und der 

Abspaltung als Abbruchreaktion (Abbildung 15). Bei einer klassischen SPPS ist die erste 

Aminosäure über ihre Carboxyl-Guppe an die feste Phase gebunden, wobei es eine Vielzahl an 

verschiedenen Harzen (4-Methylbenzhydrylamin- (MBHA), Wang-, 2-Chlorotritylchlorid 

(CTC), Merrifield-Harze etc.) gibt, welche jeweils für die beabsichtigte Anwendung optimiert 

sind. Während der Entschützung wird die Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Schutzgruppe 

durch die Zugabe von Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF) entfernt. Die Kupplung 

erfolgt mit mechanischem Schütteln, im Ultraschallbad oder im mikrowellengestützten 

automatischen Peptidsynthesizer, wobei die Menge gekuppelter Aminosäure nach der 

Entschützung über spektrophotometrische Messung von Dibenzfulven, dem Abspaltprodukt 

von Fmoc, quantifiziert werden kann.[160] Reaktive funktionelle Seitenketten der Aminosäuren 

werden durch geeignete Schutzgruppen temporär blockiert um Nebenreaktionen zu vermeiden. 

Schlussendlich wird mittels einer Abspaltlösung z. B. bestehend aus Trifluoressigsäure (TFA), 

Triisopropylsilan (TIS) als Radikalfänger[161] und Wasser, das Peptid global entschützt und vom 

Harz abgespalten.  

Die Reagenzien, Aminosäuren N-terminal geschützt und C-terminal aktiviert, Anhydride, 

Aktivester, Chelator etc. werden im Überschuss eingesetzt und nach der Kupplung durch 

Waschen des Harzes mit Lösungsmittel entfernt.[162] Abbildung 15 zeigt eine beispielhafte 

Peptidsynthese an fester Phase nach der Fmoc-Strategie: 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung einer Peptidsynthese an fester Phase nach Fmoc-Strategie. 

 

Die maximale Ausbeute der SPPS ist dadurch limitiert, dass jede Kupplung einer Aminosäure 

nur zu einem gewissen Maß erfolgreich umgesetzt werden kann (Abbildung 16 A). Hierdurch 

begrenzt sich die Anzahl der Aminosäuren, welche mit guten Ausbeuten an ein Harz gebunden 

werden kann, statistisch wie sterisch. Für die Umgehung dieser Probleme existieren 

chemoselektive Ligationsreaktionen (Abbildung 16 B), wodurch zwei Peptide in Lösung 

miteinander verknüpft werden können: 1) Die NCL (eng. native chemical ligation), bei welcher 

N-terminales Cystein mit einem C-terminalen Thioester in einer Thiotransesterifikation 

reagiert, gefolgt von einer Umlagerung, welche in einer Amid-Bindung resultiert. 2) Die KAHA 

Ligation (eng. α-keto acid hydroxylamine), bei welcher eine N-terminale Hydroxylamin-

Gruppe mit einer C-terminalen α-Ketosäure zu einer Amid-Bindung reagiert. 3) Die Ser/Thr 

Ligation, bei welcher ein N-terminales Serin/Threonin mit einem C-terminalen O-

Salicylaldehydester zu einer Amid-Bindung reagiert.[163] 
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Abbildung 16: (A) Maximale Ausbeute von SPPS, bei 95% Umsatz (Blau) bzw. 99% Umsatz (Violett) je Kupplung; (B) 

Ligationsreaktionen NCL, KAHA und Ser/Thr. 

 

Die SPPS wird in der Industrie in bis zu 100 L Glasgefäßen durchgeführt, während in 

Labormaßstäben meist Spritzen mit Polyethylen-Filtern hoher Dichte (HDPE, High Density 

Polyethylene) versehen und mit dem gewünschten Harz befüllt werden. Dadurch lassen sich 

Reaktions- und Waschlösungen einfach aufziehen und anschließend verwerfen, ohne dass das 

Harz das Reaktionsgefäß verlassen muss. Abseits der Synthese der Peptide nach Fmoc-

Standardprotokoll[164], bei welcher die Harze während der Kupplung und Abspaltung vom Harz 

und der Entschützung der Seitengruppen mechanisch geschüttelt werden, kann die gesamte 

SPPS auch in einem Ultraschallbad oder in einer Mikrowelle durchgeführt werden. Für die 

mikrowellenunterstützten Kupplungen wurden schon automatische Peptidsynthesizer 

konzipiert, die eine 14-fache kürzere Kupplungszeit und eine erhöhte Reinheit des Rohprodukts 

aufweisen. Des Weiteren wurde eine Zeitersparnis bei der Entschützung der Seitengruppen, als 

auch bei der Abspaltung vom Harz gefunden.[165] Es existiert ein großes Sortiment an 

kommerziell erhältlichen Synthesizern mit diversen Nutzungsmöglichkeiten, verschiedener 

Software und variierenden Synthesekapazitäten. 
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Abbildung 17: SPPS-Kupplungsmöglichkeiten: (A) Mechanisches Schütteln; (B) Ultraschall; (C) Mikrowellen. 

 

Dass auch Ultraschall zur Unterstützung von SPPS funktioniert, wurde bereits im Jahr 1974 

von Takahashi et al. postuliert[166], wobei die Menge an Versuchen und Literatur neuer und 

begrenzter als bei der mikrowellengestützten SPPS ist. Generell konnte auch bei der 

Verwendung von Ultraschall eine 10-fach kürzere Kupplungszeit, eine schnellere Abspaltung 

vom Harz und ebenfalls schnellere Entschützung von Seitengruppen sowie erhöhte Reinheit 

der Rohprodukte gemessen werden. Dazu wurden ausschließlich handelsübliche 

Ultraschallbäder eingesetzt, welche fester Bestandteil der Standardausstattung chemischer 

Labore sind.[167-169] Während für Kupplungsreaktionen und die Abspaltung von Schutzgruppen 

Ultraschallstudien vorliegen, wurde für die Verwendung von Ultraschall in Ligationsreaktionen 

und Kupplungen in Lösungen noch keine Untersuchung durchgeführt. 

 

1.6 Multivalente und Heterobivalente Peptide 

 

Die Visualisierung von Tumoren mittels monovalenten Peptiden ist auf die Überexprimierung 

eines einzelnen Rezeptors angewiesen. Die Adressierung dieses Rezeptors muss somit mit einer 

möglichst hohen Sensitivität als auch Spezifizität geschehen. Um dies zu verbessern, wurden 

multivalente Peptide entwickelt, die mehrere Kopien desselben Rezeptor-spezifischen Peptides 

tragen. In diesem Rahmen werden die Peptide über eine Verzweigungseinheit und einen Linker 

mit einem Chelator verbunden. Durch mehrere Bindeeinheiten kann das Multimer gleichzeitig 

an mehreren Rezeptoren der selben Sorte binden und verursacht so eine stärkere 

Gesamtbindung und eine höhere Avidität (Affinität einer multivalenten Substanz, welche mit 

mehr als einem Strukturelement Zielrezeptoren binden kann) des Radiotracers an die Zelle. Des 

Weiteren wird eine Dissoziation des Radiotracers unwahrscheinlicher, da, selbst wenn sich eine 
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Peptideinheit von seinem Rezeptor löst, eine andere Verknüpfung bestehen bleibt. Durch die 

Bindung eines Liganden werden die anderen freien Liganden zusätzlich in die räumliche Nähe 

anderer Rezeptoren auf der Zelloberfläche gezwungen (forced proximity), was die 

Bindungswahrscheinlichkeit der ungebundenen Liganden erhöht. Dies gilt auch für den Aspekt 

des erneuten Bindens eines Liganden, nachdem dieser bereits dissoziiert ist (Rebinding), was 

durch die Nähe des dissoziierten Liganden zu der Zelloberfläche erhöht ist. Hierbei ist die 

Ausprägung des Effekts auch von der Länge des Linkers abhängig. Zusätzlich weisen 

peptidische Multimere eine höhere metabolische Stabilität gegen Peptidasenabbau als ihre 

Monomer-Analoga auf. Durch diese Aspekte kommt es zu einer längeren Retention an dem 

Tumor und somit zu höheren Tumor-zu-Hintergrund-Verhältnissen.[170-171] Abbildung 18 zeigt 

den typischen Aufbau eines homobivalenten Peptids, bestehend aus Chelator, Linker, 

Verzweigungseinheit, Interpeptidlinker und rezeptorspezifischem Peptid: 

 

 

Abbildung 18: Typischer Aufbau eines homobivalenten Peptids. 

 

Nicht alle Tumore derselben Art überexprimieren homogen einen Rezeptor; sogar eine 

homogene Expression innerhalb eines Individuum ist nicht immer gegeben. So werden immer 

nur prozentuale Wahrscheinlichkeiten angegeben, wie wahrscheinlich ein Rezeptor bei der 

jeweiligen Tumorart überexprimiert wird.[5-6,172-173] Darüber hinaus kann sich der 

Rezeptorstatus im Verlauf der Krankheit ändern, sowohl durch normales Fortschreiten des 

Tumorwachstums, bei der Metastasierung[174-175] als auch durch den Einfluss der Therapie[257-

258, 260]. 
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Heterovalente Liganden können, trotz dieser entstehenden Diversifizierung des Rezeptorstatus, 

akkurat zwischen Tumoren und normalen Zellen differenzieren.[176] So können auch Metastasen 

und der Primärtumor mit derselben Substanz behandelt werden, selbst wenn die Metastasen ein 

anderes Rezeptor-Überexprimierungsprofil als der Primärtumor aufweisen. Der Aufbau eines 

heterovalenten Peptids ähnelt dabei dem Aufbau eines homovalenten (Abbildung 19); durch 

die verschiedenen verknüpften Liganden können aber zusätzlich unterschiedliche 

Zielstrukturen auf der Zelloberfläche angesprochen werden.  

 

 

Abbildung 19: Bindung an die Rezeptoren auf der Oberfläche einer Zelle (A) Monomer; (B) Homotetramer; (C) Heterodimer. 

 

Es kommen die selben positiven Eigenschaften, welche multivalente Peptide gegenüber den 

monovalenten Peptiden aufweisen, und zwar höhere metabolische Stabilität, stärkere Bindung, 

forced proximity, weniger vollständige Dissoziation und mehr Rebinding zur Geltung.[177-178] 

Sollte einer der Zielrezeptoren nicht überexprimiert werden, binden heterovalente Peptide 

trotzdem mit einer erhöhten Avidität verglichen mit den monomeren Analoga. Im Vergleich 

zur parallelen oder sequenziellen Applikation zweier unterschiedlicher Rezeptor-spezifischer 

Radiotracer führt die Anwendung eines heterobivalenten bispezifischen Tracers weiterhin zu 

einer verringerten Dosisbelastung. 

Da Heterobivalenz zusätzlich eine hohe Sensitivität als auch Spezifität verspricht, befindet sich 

eine Vielzahl an heterobivalenten Peptiden in der Entwicklung für die Anwendung in der PET, 

einige bereits in klinischen Studien, welche die analogen monomeren Radiotracer teils deutlich 

übertreffen.[173,176,179] Eine Übersicht der heterobivalenten Peptide in der Entwicklung für die 

PET-Bildgebung ist in Tabelle 5 gegeben: 
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Tabelle 5: Heterobivalente Peptide in der Entwicklung für die PET-Bildgebung. 

Rezeptoren Radionuklid Ligand in vitro-Affinität 
in vivo-

Beurteilung 
Lit. 

GRPR & 

PSMA 
64Cu 

 

BBN7–14 

DUPA (Glu-urea-Glu)  

 

IC50(GRPR): 11.1±0.5 nM, 

IC50(PSMA): 1.2±1.4 nM 

PC3/AR42J 

und LNCaP 

Mäuse 

[180] 

 68Ga 
BZH3 

Glu-urea-Lys 

IC50(GRPR): 9.0±1.8 nM, 

IC50(PSMA): 25.0±5.4 nM 

PC3/AR42J 

und LNCaP 

Mäuse 

[181] 

 

68Ga 

 
68Ga 

 
68Ga 

BZH3 

Glu-urea-Lys 

BZH3 

Glu-urea-Lys 

BZH3 

Glu-urea-Lys 

IC50(GRPR): 7.3 nM, 

IC50(PSMA): 17.4 nM 

IC50(GRPR): 4.4 nM, 

IC50(PSMA): 25.2 nM 

IC50(GRPR): 7.1 nM, 

IC50(PSMA): 42.4 nM 

PC3 und 

LNCaP 

Mäuse 

[182] 

 
68Ga und 

177Lu 

Lys3-bombesin 

Glu-urea-Lys-Nal 

[68Ga]: Kd(GRPR): 43.7±3.8 

nM, Kd(PSMA): 4.4±2.3 nM 

[177Lu]: IC50(GRPR): 3.5±0.4 

nM, IC50(PSMA): 5.6±1.5 nM 

PC3 und 

LNCaP 

Mäuse 

[183] 

 68Ga 
RM26 

DUPA 

IC50(GRPR): 4±1 nM,  

IC50(PSMA): 824±230 nM 

PC3-PIP 

Mäuse 
[184] 

GRPR & 

αvβ3 
18F 

BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 32.0±1.9 nM, 

IC50(αvβ3): 282±34 nM 
PC3 Mäuse [185] 

 18F 
BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 73.3±1.6 nM, 

IC50(αvβ3): 13.8±1.8 nM 
PC3 Mäuse [186] 

 18F 
BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 167±1 nM, 

IC50(αvβ3): 553±1 nM 
PC3 Mäuse [187] 

 
68Ga und 

64Cu 

BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 92.8±3.5 nM, 

IC50(αvβ3): 16.2±2.8 nM 

T47D und 

MDA-MB-

435 Mäuse 

[188] 

 68Ga BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 55.9±4.2 nM, 

IC50(αvβ3): 22.6±6.7 nM 
PC3 Mäuse [189] 

 68Ga BBN7–14 

c(RGDyK) 
- 

PCa 

Patienten 
[177] 

 64Cu 
BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 4.0±0.4 nM, 

IC50(αvβ3): keine Affinität 
PC3 Mäuse [190] 

 64Cu BBN7–14 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 85.8±2.1 nM, 

IC50(αvβ3): 21.6±2.2 nM 
PC3 Mäuse [191] 

 177Lu 
BBN7–14 

c(RGDyK) 
- PC3 Mäuse [192] 

 64Cu 
RM2 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 3.1±0.3 nM, 

IC50(αvβ3): 518±38 nM 
PC3 Mäuse [193] 

 86Y 
RM2 

c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 5.7±0 nM, 

IC50(αvβ3): 346±5 nM 
PC3 Mäuse [194] 

 64Cu 
BBN7–14 

2x c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 24.3±10.9 nM, 

IC50(αvβ3): 165.3±105.4 nM 
PC3 Mäuse [195] 

 64Cu 
BBN7–14 

2x c(RGDyK) 

IC50(GRPR): 100.4±73.2 nM, 

IC50(αvβ3): 101.2±57.4 nM 
PC3 Mäuse [196] 

GRPR & 

VPAC1R 
68Ga BBN7–14 

PACAP-27 

Zellaufnahmestudien, keine 

Affinität 
- [197] 

 68Ga PESIN 

PACAP-27 
- 

SRG 

OncoRatten 
[198] 

GRPR & 

NPY(Y1)R 
68Ga 

BBN7–14 

[Lys4, Trp5, Nle7]BVD15 
- 

T47D 

Mäuse 
[199] 

αvβ3 & 

NRP-1 
18F 

c(RGDyK) 

ATWLPPR-1 

IC50(NRP-1): 60.1±6.5 nM, 

IC50(αvβ3): 43.8±4.8 

U87MG 

Mäuse 
[200] 
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 18F 
c(RGDyK) 

ATWLPPR-1 

IC50(NRP-1): 23.7 nM, 

IC50(αvβ3): 21.7 nM 

U87MG 

Mäuse 
[201] 

 18F 
C(RGDyK) 

ATWLPPR-2 
IC50(U87MG): 44.2 nM 

U87MG 

Mäuse 
[202] 

αvβ3 & 

VEGFR 
89Zr iRGD 

A7R 

Zellaufnahmestudien, keine 

Affinität 

U87MG 

und MCF-7 

Mäuse 

[203] 

αvβ3 & 

CXCR4 
 

c(RGDyK) 

c(DTyr-N-Me-DLys-

Arg-2-Nal-Gly) 

Zellaufnahmestudien, keine 

Affinität 

BxPC3 und 

MX-1 

Mäuse 

[204] 

 

Die Entwicklung eines multivalenten Peptidliganden erfolgt immer nach dem Schema[162,205-

208]: 

1) Identifizierung der Zielrezeptoren und Quantifizierung ihrer Expressionsmenge auf 

Tumorzellen. 

2) Ermittlung von Peptidliganden mittels Phagen-Display, CADD oder Teilsequenzen des 

endogenen Liganden, die den Zielrezeptor spezifisch binden. 

3) Chemische Synthese der Peptid-Bausteine und Konjugation über einen Linker 

miteinander und an einen Chelator. 

4) Bestimmung der in vitro-Eigenschaften der Peptide zu dem jeweiligen Zielrezeptor 

(Radio-Markierungsbedingungen, molare Aktivität, Lipophilie, Stabilität in humanem 

Serum gegen Peptidasen, Internalisierungsrate und Bindungsaffinitäten).  

5) Bestimmung der in vivo-Eigenschaften (Pharmakokinetik, Ausscheidung, 

Tumoraufnahme und Tumor-zu-Hintergrund-Verhältnisse) in Tiermodellen. 
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2 Zielsetzung 

 

Der EGFR ist eine geeignete Zielstruktur für Radiopharmaka zur Bildgebung und Therapie, 

weil dieser auf der Zelloberfläche einer Vielzahl maligner Tumore überexprimiert wird.[8] 

Hierbei wird der EGFR nicht nur auf den Primärtumoren, sondern meist auch auf den 

Metastasen überexprimiert, was für eine umfängliche Diagnostik und Behandlung von Krebs 

unabdingbar ist.[18-20] Für die Therapie EGFR-positiver Tumoren wurden bisher ausschließlich 

Substanzen aus der Klasse der monoklonalen Antikörper und small molecules für die 

Behandlung von Bauchspeicheldrüsen-, Brust-, Darm- und Lungenkrebs zugelassen. Die 

Adressierung des EGFRs erfolgt dabei entweder intrazellulär über die Tyrosin-Kinase-Domäne 

des EGFR oder extrazellulär über die Domäne III.[43-49] 

Da Peptide eine vorteilhafte Pharmakokinetik sowie eine geringe Immunogenität, geringe 

Toxizität, schnelle Ausscheidung, gute Tumoraufnahme durch hohe Selektivität etc. aufweisen, 

leicht zu synthetisieren und zu funktionalisieren sind[50-51,140], wurde in den letzten Jahren eine 

Reihe neuer EGFR-adressierender Peptide mit dem Ziel einer Anwendung in der Diagnostik 

und oder Therapie EGFR-positiver Tumoren entwickelt. Allerdings konnten mehreren Peptiden 

in vivo nur eine unzureichende Affinität gegenüber dem EGFR nachgewiesen werden. Diese 

interagieren meist mit der Hauptbindestellen der Domäne III, wobei auch Peptide für die 

Domänen I und II untersucht wurden.[ 52-86] Gleichzeitig existieren keine Vergleichsstudien der 

entwickelten Peptid-Liganden untereinander, sodass keine klare Beurteilung, welches der 

Peptide sich am ehesten für den Einsatz in der humanen PET eignet, getroffen werden kann. 

2.1 Multivalente Peptide 

 

Im Rahmen dieser Dissertation sollte untersucht werden, ob durch Multivalenz eine 

Verbesserung der Bindungsaffinität des vielpublizierten, EGFR-spezifischen peptidischen 

Liganden GE11 an Tumorzellen erreicht werden kann und ob die Multimere als Radiotracer für 

die PET/CT potentiell geeignet sind. Es sollte beurteilt werden, ob die Eigenschaften auftreten, 

welche multivalente Peptide typischerweise gegenüber den monovalenten Peptiden aufweisen 

– eine höhere metabolische Stabilität, stärkere Bindung, forced proximity, weniger vollständige 

Dissoziation und vermehrtes Rebinding.[177-178] 
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Als multivalente Zielstrukturen wurden ein Homodi-, als auch ein Homotetramer gewählt, die 

mit dem monovalenten Liganden verglichen werden sollten. Zusätzlich sollte ein Heterodimer 

mit c(RGDfK), welches den Integrin αvβ3-Rezeptor mit hoher Affinität adressiert[209-211], als 

zweite bindende Einheit synthetisiert und mit den jeweiligen monomeren Analoga verglichen 

werden. Der Integrin αvβ3-Rezeptor wird auf Zellen des Haut-, Gehirn-, Brust-, Prostata-, 

Bauchspeicheldrüsen-, Eierstock- und Gebärmutterhalskrebs überexprimiert und spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Neoangiogenese, dem Tumorwachstum, als auch bei der 

Krankheitsprogression und Metastasen.[212-214] Dieses Heterodimer sollte daher ein breites 

Spektrum an verschiedenen Tumorzellen binden, wobei Tumore, welche beide Rezeptoren 

überexprimieren sehr gut visualisiert werden sollten. Die Strukturformeln der multivalenten 

Zielstrukturen sind in Abbildung 20 dargestellt: 

 

Abbildung 20: Multivalente Zielstrukturen dieser Arbeit: Homodi- 1, Homotetra- 2, Heterodimer 3 mit GE11- (Grün) und 

c(RGDfK)-Einheit (Blau). 

 

Die postulierten Multimere Homodimer 1, Homotetramer 2 und Heterodimer 3 sollten eine 

höhere Bindungsstärke als die einzelnen Monomere gegenüber EGFR-überexprimierenden 
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Zellen zeigen, da durch die gewählten PEG5-Linker eine ungehinderte simultane Bindung der 

einzelnen Liganden möglich sein sollte. Außerdem können die PEG-Linker einen positiven 

Einfluss auf die Pharmakokinetik haben. Beispielsweise wurde gezeigt, dass die Retentionszeit 

des Radiopharmakons im Blut erhöht und die Immunogenität verringert werden kann. Die 

Veränderungen können je nach Substanz unterschiedlich ausfallen und müssen deswegen 

experimentell bestimmt werden.[215-218] Für den Einsatz als Radioliganden in der PET und zur 

Bestimmung der in vitro-Eigenschaften – Lipophilie und Stabilität in humanem Serum – sollten 

die Substanzen mit [68Ga]Ga3+ radiomarkiert werden, weshalb NODA-GA als Chelator 

eingesetzt werden sollte.[127] 

Mit kompetitiven Verdrängungsstudien sollten weiterhin die Bindungsaffinitäten an A431-

Zellen und für das Heterodimer zusätzlich an U87MG-Zellen bestimmt werden. A431 ist eine 

humane Plattenepithelkarzinomzelllinie, die den EGFR-Rezeptor überexprimiert und daher 

häufig als Modellzelllinie zur Beurteilung von EGFR-Inhibitoren, wie Cetuximab etc., 

Anwendung findet.[219-220] U87MG ist eine humane Glioblastomzelllinie, welche den αvβ3-

Rezeptor überexprimiert, und eine der am meisten eingesetzten Zelllinien in der 

Krebsforschung.[221-222]  

 

2.1.1 Chemische Synthese des heterobivalenten Peptidliganden 

 

Ein Teilziel bei der Synthese des Heterodimers 3 war die Untersuchung, ob die positiven 

Auswirkungen von Ultraschall sich nur auf Kupplungen von Aminosäuren am Harz 

beschränken. Hierzu sollte das Heterodimer sowohl vollständig im Ultraschallbad als auch mit 

mechanischem Schütteln synthetisiert und die Eignung besonders nach den Kriterien der 

Ausbeute, benötigten Eduktmenge und Reaktionsdauer beurteilt werden. Die postulierten 

Vorteile von der Nutzung von Ultraschall zur Kupplung von Aminosäuren am Harz sollten auf 

diesem Weg genauso überprüft, wie die bisher nicht-untersuchten möglichen Vorteile bei einer 

Kupplung in Lösung betrachtet werden. Für die Synthese von 3 sollten dabei zunächst 

verschiedene Molekülbausteine synthetisiert und anschließend zu 3 verknüpft werden 

(Abbildung 21): Das NODA-GA-bis-amino-dendron 15, der NHS-PEG5-GE11-ester 17 und 

das c(RGDfK) 21 sollten nach Fmoc-Standardprotokoll am Harz synthetisiert werden, während 

die Verknüpfung zum NHS-PEG5-c(RGDfK) 23, zum Intermediat 25 und zum Heterodimer 3 

in Lösung durchgeführt werden sollte. 
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Abbildung 21: Strukturen der für die Synthese von 3 notwendigen Molekülbausteine 15, 17, 21, 23, 25 und das Heterodimer 

3 mit GE11- (Grün) und c(RGDfK)-Einheit (Blau).  

 

2.2 Liganden für die Bildgebung von EGFR-überexprimierenden Läsionen 

 

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Dissertation war und ist die vergleichende Untersuchung von 

literaturbekannten EGFR-spezifischen Peptid-Liganden auf ihre Eignung als Radiotracer für 

die PET/CT. In diesem Rahmen sollten die acht literaturbekannten Liganden CPP, D4, EGBP, 

GE11, P1, P2, QRH und Pep11 synthetisiert, für die Verwendung in der PET entsprechend 
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funktionalisiert und in vitro untersucht werden. Alle Peptide sollten, analog zu 2.1, mit einem 

PEG5-Linker und dem Chelator NODA-GA funktionalisiert werden, um die Vergleichbarkeit 

der Ergebnisse untereinander zu garantieren. Weiterhin wurde anhand der in der Literatur 

beschriebenen Modifikationen entschieden, ob C- oder N-terminal funktionalisiert werden 

sollte, um mögliche negative Effekte auf die Bindungseigenschaften zu minimieren. 

Dementsprechend sollten die Liganden GE11, D4, P1 und P2 N-terminal funktionalisiert 

werden (Abbildung 22). 

 

Abbildung 22: Darstellung der zu vergleichenden N-terminal funktionalisierten Peptide mit Angabe ihrer jeweiligen 

Zielbindungsdomäne des EGFR.  

Ferner wurden im Zuge der Doktorarbeit die drei neuartigen Liganden EGF5-21, EGF13-32 und 

EGF32-43 konzipiert. Diese Liganden sind jeweils eine Teilsequenz des endogenen Liganden des 

EGFRs (hEGF), wobei EGF5-21 (Aminosäuren 5-21) den A-Cyclus, EGF13-32 (Aminosäuren 13-

32) den B-Cyclus und EGF32-43 (Aminosäuren 32-43) den C-Cyclus beinhalten. Auch diese 

Liganden sollten hergestellt, C-terminal funktionalisiert, radiomarkiert und in in vitro-

Bindungsstudien untersucht werden (Abbildung 23). Die literaturbekannten Liganden QRH, 

CPP, EGBP und Pep11 sollten ebenfalls C-terminal funktionalisiert werden (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Darstellung der zu vergleichenden C-terminal funktionalisierten Peptide mit Angabe ihrer jeweiligen 

Zielbindungsdomäne des EGFR.  

 

Anschließend sollten die Liganden 4 – 14 mit [68Ga]Ga3+ radiomarkiert und deren in vitro-

Eigenschaften (Lipophilie und Stabilität in humanem Serum etc.) ermittelt werden. Mit 

Internalisierungs- und kompetitiven Verdrängungsstudien sollten die Internalisierungsraten 

und die Bindungsaffinitäten an A431-Zellen bestimmt werden.   
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3 Ergebnisse und Diskussion 

 

In Kapitel 3 werden die durchgeführten Synthesen der Substanzen und deren Charakterisierung 

beschrieben. Die Synthese beinhaltet sowohl chemische Darstellung wie auch die 

Radiomarkierung, die Charakterisierung umfasst die Bestimmung der Lipophilie und der 

Stabilität in humanem Serum sowie die Ermittlung von Internalisierungsraten und 

Bindungsaffinitäten.  

 

3.1 Synthese der multivalenten Peptide 

 

Die Synthese der Bausteine der multivalenten Peptide wurde an fester Phase nach Fmoc-

Standardprotokoll[164] durchgeführt, während die Verknüpfung der Bausteine in Lösung 

erfolgte. Die Synthese des Heterodimers 3 und seiner Bausteine wurde sowohl im 

Ultraschallbad als auch mit mechanischem Schütteln durchgeführt.  

Hierzu wurde zuerst die verknüpfende Einheit der Dimere, das NODA-GA-bis-amino-dendron 

15, an einem Rink Amid MBHA Harz LL synthetisiert (Schema 1). Die Kupplungen der 

Aminosäure (AS) und des Polyethylenglycol-Linkers (PEG-Linker) erfolgten dabei in DMF 

entweder im Ultraschallbad für 15 min pro Kupplung oder für 1 h auf einem mechanischen 

Schüttler mit 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorphosphat 

(HBTU) als Kupplungsreagenz und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) als Base. Zur 

Entfernung der Fmoc-Schutzgruppen wurde Piperidin in DMF (1:1, v/v) eingesetzt. Die 

4-Methoxytrityl-Schutzgruppe (Mmt) am ε-Amin des Lysins wurde mit 1% TFA in 

Dichlormethan DCM (v/v) innerhalb von 45 min entfernt und der Chelator 4-(4,7-Bis(2-(t-

butoxy)-2-oxoethyl)-1,4,7-triazacyclononan-1-yl)-5-(tert-butoxy)-5-oxo-pentansäure 

((R)-NODA-GA(tBu)3) mit dem Kupplungsreagenz Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-

phosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) und DIPEA als Base mit verlängerter Reaktionszeit 

von 2.5 h / 30 min (mechanisch / Ultraschall) an das ε-Amin gekuppelt. Anschließend wurde 

(Fmoc-NH-propyl)2Gly-OH × KHSO4 auch mit verlängerter Reaktionszeit von 2.5 h / 30 min 

(mechanisch / Ultraschall) an das Amin des PEG3-Linkers gekuppelt. 
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Die Entfernung der säurelabilen Schutzgruppen und die Abspaltung vom Harz wurde mit TFA, 

TIS als Radikalfänger[161] und Wasser (H2O) (95/2.5/2.5, v/v/v) für 3 h bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Abschließend wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und 

das Produkt in 1:1 MeCN/H2O + 0.1% TFA (v/v) gelöst, mittels semipräparativer 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC, high-performance liquid chromatography) 

aufgereinigt und schließlich lyophilisiert. 

 

 

Schema 1: Synthese von 15. Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) 

Aktivierung der Aminosäure und Kupplung. Mechanisch: 4.0 Äq. Aminosäure, 4.0 Äq. DIPEA, 3.9 Äq. HBTU in 1.8 mL 

DMF, 2 min Aktivierung, 60 min Kupplung; Ultraschall: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 

2 min Aktivierung, 15 min Kupplung; (c) Entfernung der Mtt-SG: 1% TFA in DCM (v/v), 3×15 min; (d) Aktivierung und 

Kupplung von (R)-NODA-GA(tBu)3. Mechanisch: 2.0 Äq. NODA-GA(tBu)3, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. PyBOP in DMF, 2 min 

Aktivierung, 2.5 h Kupplung; Ultraschall: 2.0 Äq. NODA-GA(tBu)3, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. PyBOP in DMF, 2 min 

Aktivierung, 30 min Kupplung; (e) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung. Mechanisch: 4.0 Äq. Aminosäure, 4.0 Äq. 

DIPEA, 3.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 2.5 h Kupplung; Ultraschall: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 

1.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 30 min Kupplung; (f) Abspaltung vom Harz und globale Entschützung der 

Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h. 

 

Der Syntheseverlauf und die Reaktionsbedingungen in dem Schema 1 wurden erarbeitet, 

indem, ausgehend von der Literatur[198] (Ausbeute Lit.: 33%), die Reaktion auf ihre Ausbeute 

optimiert wurde. Zur Beurteilung wurden das Harz, dessen Beladung, der Überschuss an 

Reagenzien und der Reaktionsweg variiert. Unter Nutzung verschiedener Harze konnten bei 

der klassischen Peptidsynthese auf einem mechanischen Schüttler moderate Ausbeuten von 

25 ± 9% – 45 ± 3% erzielt werden; die ultraschallgestützten Synthesen konnten unterdessen mit 

Ausbeuten von bis zu 78 ± 6% durchgeführt werden. Hierbei konnte der Reagenzienüberschuss 

von Aminosäure wie Kupplungsreagenz bei der ultraschallgestützten Methode von 4.0 bzw. 3.9 

Äquivalenten auf 2.0 bzw. 1.9 Äquivalente reduziert werden, wobei eine weitere Verringerung 

der Äquivalente mit einer stark verminderten Ausbeute einherging. Zusätzlich konnte die 

Reaktionszeit der einzelnen Kupplungen mindestens um den Faktor vier verkürzt werden. Bei 

Versuchen unter Verwendung des gleichen Harzes, jedoch einer höheren Harzbeladung wurden 
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niedrigere Ausbeuten erhalten. Somit erfolgte die ertragreichste Reaktion an einem Rink-Amid 

MBHA Harz mit niedriger Beladungsdichte (LL, low loading) und mit einem 

Reagenzüberschuss von zwei Äquivalenten pro Kupplungsschritt im Ultraschallbad. In der 

folgenden Tabelle sind die verschiedenen Optimierungsaspekte zusammengefasst: 

Tabelle 6: Vergleich der Reaktionsbedingungen für 15 bei mechanischen und ultraschallgestützten Kupplungen. Die 

Synthesen wurden mit n ≥ 3 durchgeführt. Die Angabe der Ausbeute erfolgt als Mittelwert ± Standardabweichung. 

Harz 
Beladung 

[mmol/g] 
Reaktionsweg 

Reagenzüberschuss pro 

Kupplungsschritt [Äq.] 

Ausbeute 

[%] 

NovaPEG Rink-

Amid Harz LL 
0.20 

Mechanisch 4 25 ± 9 

Ultraschall 2 33 ± 6 

Rink-Amid AM 

Harz LL 
0.33 

Mechanisch 4  25  ± 5 

Ultraschall 2 65 ± 4 

Rink-Amid MBHA 

Harz LL 
0.36 

Mechanisch 4 45 ± 3 

Ultraschall 2 78 ± 6   

Ultraschall 1.5 40 ± 5 

Ultraschall 1 28 ± 6  

Rink-Amid MBHA 

Harz 
0.65 Ultraschall 2 15 ± 2 

  

Die verknüpfende Einheit des Homotetramers, das NODA-GA-tetra-amino-dendron 16, wurde 

analog zu 15 hergestellt, wobei (Fmoc-NH-propyl)2Gly-OH × KHSO4 zweimal, statt nur einmal 

gekuppelt wurde (Schema 2). Die optimierten Reaktionsbedingungen (Rink-Amid MBHA Harz 

LL, Reagenzüberschuss von 2 Äquivalenten pro Kupplungsschritt, Ultraschallbad) der 

Synthese von 15 wurden übernommen, wodurch für 16 Ausbeuten von 72 ± 3% erreicht werden 

konnte. 

 

Schema 2: Ultraschallgestützte Synthese von 16. Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin in DMF (1/1, 

v/v), 2 + 5 min; (b) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. HBTU in 1.8 

mL DMF, 2 min Aktivierung, 15 min Kupplung; (c) Entfernung der Mtt-SG: 1% TFA in DCM (v/v), 3×15 min; (d) Aktivierung 

und Kupplung von (R)-NODA-GA(tBu)3: 2.0 Äq., 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. PyBOP in DMF, 2 min Aktivierung, 30 min 

Kupplung; (e) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung: 4.0 Äq. Aminosäure, 4.0 Äq. DIPEA, 3.9 Äq. HBTU in 1.8 mL 

DMF, 2 min Aktivierung, 30 min Kupplung; (f) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung: 6.0 Äq. Aminosäure, 6.0 Äq. 

DIPEA, 5.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 30 min Kupplung; (g) Abspaltung vom Harz und globale 

Entschützung der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h. 
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Die EGFR-bindende GE11-Einheit des Homodi-, Homotetra- und Heterodimers wurde als 

NHS-PEG5-GE11-ester 17 nach Fmoc-Standardprotokoll auf dem mechanischen Schüttler und 

ebenso im Ultraschallbad an einem Fmoc-Ile-Wang LL Harz mit Standard Nα-Fmoc 

Aminosäuren, bis-NHS-PEG5 und HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert (Schema 3). Die 

Kupplung des bis-NHS-PEG5 wurde ohne HBTU, aber mit DIPEA für eine Stunde mechanisch 

geschüttelt oder 15 Minuten ultraschallgestützt umgesetzt. Nach globaler Entschützung, 

Abspaltung vom Harz, Aufreinigung und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff mit 46 ± 12% (mechanisch) bzw. 26 ± 7% (Ultraschall) Ausbeute erhalten.  

 

 

Schema 3: Synthese von 17. Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) 

Aktivierung der Aminosäure und Kupplung: Mechanisch: 4.0 Äq. Aminosäure, 4.0 Äq. DIPEA, 3.9 Äq. HBTU in 1.8 mL 

DMF, 2 min Aktivierung, 60 min Kupplung auf einem Schüttler; Ultraschallgestützt: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 

Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 15 min Kupplung im Ultraschallbad; (c) Kupplung des PEG-Linkers. 

Mechanisch: 8.0 Äq. bis-NHS-PEG5, 4.0 Äq. DIPEA in 1.8 mL DMF, 60 min auf einem Schüttler; Ultraschallgestützt: 5.0 Äq. 

bis-NHS-PEG5, 4.0 Äq. DIPEA in 1.8 mL DMF, 15 min im Ultraschallbad; (d) Abspaltung vom Harz und globale Entschützung 

der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h. 

 

Hierbei wurden Rink Amid Harze mit niedriger Belegungsdichte genutzt, um möglichst 

intermolekulare Kupplungen zu vermeiden. Trotzdem kam es bei der Synthese mit Ultraschall 

zu einer erhöhten Menge an Querverknüpfung am Harz. Bei der Synthese von 17 mit 

mechanischem Schütteln wurde das Dimer 17a (Abbildung 24) zu 15 ± 5% erhalten, während 

bei der ultraschallgestützten Synthese bis zu 42 ± 7% Dimer 17a erhalten wurde.  
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Abbildung 24: Dimer 17a, das bei der Reaktion des GE11 mit bis-NHS-PEG5 an fester Phase als Nebenprodukt erhalten 

wurde.  

 

Durch den höheren Einsatz an bis-NHS-PEG5 konnte die Menge an Dimerbildung bei 

mechanischen Kupplungen reduziert werden, während ein höherer Reagenzüberschuss pro 

Kupplung bei ultraschallgestützten Kupplungen zwar eine Erhöhung der Ausbeute verursachte, 

das Dimer jedoch im selben Verhältnis zum Produkt gebildet wurde (Tabelle 7): 

 

Tabelle 7: Vergleich des Reagenzüberschusses für die Synthese von 17 bei mechanischen und ultraschallgestützten 

Kupplungen. Die Synthesen wurden mit n ≥ 3 durchgeführt. Die Angabe der Ausbeute erfolgt als Mittelwert ± 

Standardabweichung. 

Produkt Reaktionsweg 
Reagenzüberschuss pro 

Kupplungsschritt [Äq.] 

Ausbeute 

[%] 

Ausbeute Dimer 

[%] 

17 

Mechanisch 

Mechanisch 

4 22 ± 7 22 ± 5 

8 46 ± 12 15 ± 5 

Ultraschall 

Ultraschall 

2 14  ± 3 27 ± 4 

5 26  ± 7 42 ± 7 

 

Die Synthese des NHS-PEG5-scr[GE11]-ester 18, ein Analoga von 17 mit einer veränderten 

Aminosäuresequenz bei gleichbleibenden Aminosäuren (scr, scrambeled), erfolgte unter den 

gleichen Bedingungen im Ultraschallbad, wobei für 18 Ausbeuten von 13 ± 6% erreicht wurden 

(Schema 4). Gescrambelte Peptide sind insbesondere für in vivo-Evaluierungen wertvolle 

Vergleichssubstanzen, da sie die gleiche Pharmakokinetik wie die spezifisch bindenden 

Analoga aufweisen, aber selbst keine Target-Spezifität aufweisen. Sie eignen sich daher, um 

die unspezifische Anreicherung zu ermitteln und die Spezifität des eigentlichen Liganden 

nachzuweisen und wurden deswegen als Vergleichssubstanzen dargestellt. 
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Schema 4: Synthese von 18, dem gescambleten Analog zu 17. Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin 

in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. 

HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 15 min Kupplung im Ultraschallbad; (c) Kupplung des PEG-Linkers: 5.0 Äq. bis-

NHS-PEG5, 4.0 Äq. DIPEA in 1.8 mL DMF, 15 min im Ultraschallbad; (d) Abspaltung vom Harz und globale Entschützung 

der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h. 

 

Die Verknüpfung des NODA-GA-bis-amino-dendron 15 mit dem bis-NHS-PEG5-Linker führte 

jeweils, am Harz sowie in Lösung, nicht zur Bildung des gewünschten Produktes 15a 

(Schema 5), sondern zusätzlich zu der intramolekularen Verbrückung 15b, zu intermolekularen 

Verknüpfungen 15c (Schema 6). Auch die Verknüpfung des NODA-GA-tetra-amino-dendron 

16 mit dem bis-NHS-PEG5-Linker resultierte nur in den intramolekular- und 

intermolekularverbrückten Produkten. Somit musste die die GE11-Einheit funktionalisiert 

werden. 

 

Schema 5: Versuchte Verknüpfung des NODA-GA-bis-amino-dendron 15 mit dem bis-NHS-PEG5-Linker. 
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Schema 6: Intra- und intermolekulare Verknüpfung 15b und 15c am Beispiel des NODA-GA-bis-amino-dendron 15. 

 

Die Integrin αVβ3-bindende c(RGDfK)-Einheit 21 des Heterodimers wurde nach Fmoc-

Standardprotokoll auf dem mechanischen Schüttler und im Ultraschallbad an einem 

Asp(NovaSynTGA)-OAll Harz mit Standard Nα-Fmoc Aminosäuren und HBTU als 

Kupplungsreagenz synthetisiert (Schema 7). In Anlehnung an die Literatur[223], wurde nach der 

Kupplung der Aminosäuren Glycin, Arginin, Lysin und D-Phenylalanin an das Harz, die 

Allylschutzgruppe mit 0.25 Äq. Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (Pd(PPh3)4) und 

24 Äq. Phenylsilan in Dichlormethan (DCM) abgespalten. Die Cyclisierung wurde am Harz 

mit HBTU als Kupplungsreagenz und DIPEA als Base durchgeführt, wonach nach globaler 

Entschützung und gleichzeitiger Abspaltung vom Harz, Aufreinigung und Lyophilisation das 

Produkt 21 als farbloser Feststoff in Ausbeuten von 56 ± 7% (mechanisch) bzw. 64 ± 7% 

(Ultraschall) erhalten wurde.  
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Die Synthese von scr[c(RGDfK)] 22, das gescramblete Analoga von 21 mit der geänderten 

Aminosäuresequenz R-K-D-f-G, lieferte 22 ± 1% Produkt unter den gleichen Bedingungen und 

mit den gleichen Methoden im Ultraschallbad.  

 

 

Schema 7: Synthese von 21 und dem gescambleten Analoga 22. Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: 

Piperidin in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung. Mechanisch: 4.0 Äq. Aminosäure, 4.0 

Äq. DIPEA, 3.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 60 min Kupplung; Ultraschall: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. 

DIPEA, 1.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min, 15 min Kupplung; (c) Entfernung der Allyl-SG: 0.25 Äq. Pd(PPh3)4, 24 Äq. 

Phenylsilan in 5 mL DCM, 3 × 15 min; (d) Cyclisierung: 1.0 Äq. HBTU, 1.0 Äq. DIPEA in 3 mL DMF, 16 h; (e) Abspaltung 

vom Harz und globale Entschützung der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h. 

 

Um c(RGDfK) 21 mit dem NODA-GA-bis-amino-dendron 15 zu verknüpfen, bestand der 

nächste Schritt zuerst in der Funktionalisierung des c(RGDfK)s mit einem bis-NHS-PEG5-ester 

(Schema 8, oben). Ein vollständiger Umsatz der Edukte konnte nach 60 / 15 min (mechanisch 



 Ergebnisse und Diskussion  

   

 

   

45 

 

/ Ultraschall) mittels analytischer HPLC beobachtet werden. Wider Erwarten musste nicht stark 

verdünnt gearbeitet werden, um eine Dimerisierung zu vermeiden; der NHS-PEG5-c(RGDfK)-

ester 23 konnte mittels semipräparativer HPLC isoliert und nach der Lyophilisation als 

farbloser Feststoff in Ausbeuten von 38 ± 8% / 43 ± 8% (mechanisch / Ultraschall) erhalten 

werden. Die Verknüpfung von scr[c(RGDfK)] 22 mit dem bis-NHS-PEG5-ester erfolgte analog 

zu der ultraschallgestützten Verknüpfung von c(RGDfK) 21 mit bis-NHS-PEG5-ester, wodurch 

der NHS-PEG5-scr[c(RGDfK)]-ester 24 in Ausbeuten von 30 ± 4% isoliert wurde (Schema 8, 

unten).  

 

 

Schema 8: Synthese von 23 und dem gescambleten Analog 24. Reaktionsbedingungen: (a) Kupplung des PEG-Linkers. 

Mechanisch: 1.3 Äq. bis-NHS-PEG5, 3.5 Äq. DIPEA in 0.5 mL DMF, 60 min; Ultraschall: 1.3 Äq. bis-NHS-PEG5, 3.5 Äq. 

DIPEA in 0.5 mL DMF, 15 min. 

 

Bei dem Versuch das NODA-GA-bis-amino-dendron 15 zuerst mit NHS-PEG5-c(RGDfK) 23 

zu verknüpfen konnte kein Produkt erhalten werden. So wurde zunächst der NHS-PEG5-GE11-

ester 17 mit dem NODA-GA-bis-amino-dendron 15 in absolutem DMF verknüpft (Schema 9), 

wobei der NHS-PEG5-GE11-ester 17 im Unterschuss eingesetzt wurde, um eine zweifache 

Verknüpfung zu vermeiden (0.6 Äquivalente). Trotzdem kam es in sehr geringem Maß zur 

Bildung des Homodimers 3, bei mechanischer Kupplung zu 3 ± 1% und bei ultraschallgestützter 

Kupplung zu 4 ± 1%. Hierbei zeigten die Reaktionkontrollen mittels analytischer HPLC einen 
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vollständigen Umsatz nach 90 bzw. 30 min (mechanisch / Ultraschall), wonach DMF und 

DIPEA unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt mittels semipräparativer HPLC 

aufgereinigt und das Produkt 25 in Ausbeuten von 25 ± 7% / 39 ± 2% (mechanisch / Ultraschall) 

erhalten wurde. Das isolierte Intermediat 25 wurde in absolutem DMF und mit zwei 

Äquivalenten NHS-PEG5-c(RGDfK)-ester 23 auf dem Schüttler oder im Ultraschallbad 

umgesetzt (Schema 9). Die Reaktionkontrollen mittels analytischer HPLC zeigten nach 90 / 60 

min (mechanisch / Ultraschall) einen vollständigen Umsatz, das Heterodimer 3 wurde mit einer 

Ausbeute von 48 ± 2% / 64 ± 8% (mechanisch / Ultraschall) isoliert. 

 

Schema 9: Synthese von 3. Reaktionsbedingungen: (a) Kupplung zum Intermediat 25. Mechanisch: 0.6 Äq. NHS-PEG5-GE11-

ester 17, 4.0 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 90 min; Ultraschall: 0.6 Äq. NHS-PEG5-GE11-ester 17, 4.0 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 

30 min; (b) Kupplung zum HBPL 3. Mechanisch: 4.0 Äq. PEG5-c(RGDfK)-ester 21, 10.6 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 90 min; 

Ultraschall: 2.0 Äq. PEG5-c(RGDfK)-ester 21, 4.0 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 60 min. 

 

Nach dem selben Schema wurden die jeweilig gescrambleten Analoga hergestellt (Schema 10). 

Das Heterodimer mit der scr[c(RGDfK)]-Einheit 26 wurde aus dem Intermediat 25 mit zwei 

Äquivalenten an NHS-PEG5-scr[c(RGDfK)]-ester 24 in absolutem DMF innerhalb von 60 min 
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im Ultraschallbad mit einer Ausbeute von 48 ± 3% erhalten. Für das Heterodimer mit 

gescrambelter GE11-Einheit 28 musste als Erstes das Heterodimerintermediat 27 durch den 

Umsatz des NODA-GA-bis-amino-dendron 15 in absolutem DMF mit einem Unterschuss des 

NHS-PEG5-scr[GE11]-ester 18 innerhalb von 30 min im Ultraschallbad synthetisiert werden 

(Ausbeute: 32 ± 6%). Anschließend wurde das Heterodimerintermediat mit gescrambelter 

GE11-Einheit 27 in absolutem DMF mit einem Überschuss des NHS-PEG5-c(RGDfK)-ester 23 

innerhalb von 60 min im Ultraschallbad mit Ausbeuten von 86 ± 6% zum Heterodimer mit 

gestrambelter GE11-Einheit 28 umgesetzt. 

 

Schema 10: Ultraschallgestützte Synthese von 26 und 28. Reaktionsbedingungen: (a) 2.0 Äq. PEG5-scr[c(RGDfK)]-ester 24, 

4.0 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 60 min; (b) 0.6 Äq. NHS-PEG5-scr[GE11]-ester 18, 4.0 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 30 min; (c) 

2.0 Äq. PEG5-c(RGDfK)-ester 23, 4.0 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 60 min. 
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Die Synthese des Homodimers 1 wurde analog zur ultraschallgestützten Bildung des 

Intermediats 25 durchgeführt, wobei 2.6 statt 0.6 Äquivalente NHS-PEG5-GE11-ester 17 mit 

dem NODA-GA-bis-amino-dendron 15 umgesetzt wurden (Schema 11, oben). Dennoch kam 

es bei der ultraschallgestützten Kupplung in geringem Maß von 12 ± 1% zur Bildung des 

Intermediats 25. Die Reaktionskontrollen mittels analytischer HPLC zeigten einen 

vollständigen Umsatz nach 15 min, woraufhin DMF und DIPEA unter vermindertem Druck 

entfernt, das Rohprodukt mittels semipräparativer HPLC aufgereinigt und für das Produkt 1 

Ausbeuten von 23 ± 10% erreicht wurden. 

Für die Synthese des Homotetramers 2 wurden 4.6 Äquivalente NHS-PEG5-GE11-ester 17 mit 

dem NODA-GA-tetra-amino-dendron 16 umgesetzt (Schema 11, unten). Die 

Reaktionskontrollen mittels analytischer HPLC zeigten einen vollständigen Umsatz nach 60 

min, wonach DMF und DIPEA unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt mittels 

semipräparativer HPLC aufgereinigt und das Produkt 2 in Ausbeuten von 20 ± 5% erhalten 

wurde. 

 

Schema 11: Ultraschallgestützte Synthese von Homodi- und Homotetramer 1 und 2. Reaktionsbedingungen: (a) 2.6 Äq. NHS-

PEG5-GE11-ester 17, 14.6 Äq. DIPEA in 1 mL DMF, 15 min; (b) 4.6 Äq. NHS-PEG5-GE11-ester 17, 14.6 Äq. DIPEA in 1 

mL DMF, 60 min. 
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Die Synthesen von 1 – 3 konnten erfolgreich unter Verwendung von Ultraschall, für 3 

zusätzlich mit der Verwendung von mechanischem Schütteln durchgeführt werden. Dabei 

benötigten ultraschallgestützte Synthesen am Harz einen geringeren Reagenzüberschuss, 

gingen mit einer mindestens dreifach verringerten Reaktionsdauer und einer Verbesserung der 

Ausbeute einher. Es wurden bereits noch stärkere Verkürzungen der Reaktionszeit einzelner 

Kupplungen bei der SPPS – bis zu einem Faktor von 7 – bei gleichbleibender Ausbeute 

postuliert.[167]  

Der NHS-Ester 17 ist an dieser Stelle die einzige Ausnahme, da es beim Einsatz von Ultraschall 

zu einer erhöhten Menge an intermolekularer Querverknüpfung am Harz kam. Es kam zur 

Bildung von 42 ± 7% Dimer 17a bei nur 26 ± 7% Produkt 17, bei mechanischem Schütteln 

wurde hingegen 15 ± 5% Dimer 17a und 46 ± 12% Produkt 17 isoliert. Da bei der analogen 

Synthese von 21 in Lösung mittels ultraschallgestützter Synthese nur 7 ± 2% Dimer und 

43 ± 8% Produkt erhalten wurden, kann die vermehrte Bildung des Dimers bei 17 der, durch 

das Harz erzwungenen, räumlichen Nähe der Moleküle untereinander zugeschrieben werden. 

Generell wurde für den Verlauf der Synthesen von 3, 21 und 22 in Lösung eine Verminderung 

der Reaktionszeit zum vollständigen Umsatz der Edukte um den Faktor 1.5 mittels analytischer 

HPLC beobachtet und eine Verbesserung der Ausbeute erzielt. Es konnte nur der 

Reagenzüberschuss bei der Kupplung zum Heterodimer 3 verringert werden, während die 

Reaktionen in Lösung zu 23 und 25 mit weniger Reagenz mit einer starken Reduzierung der 

Ausbeute einhergingen. 

Sowohl die Kupplungen am Harz (15, 17 und 20), die Verknüpfung in Lösung (3, 21 und 22), 

als auch die Cyclisierungen (20) konnten im Ultraschallbad durchgeführt werden. Diese 

Ergebnisse reihen sich mit der Erkenntnis ein, dass Ultraschall auch bei der Abspaltung von 

Schutzgruppen und vom Harz die Reaktionszeit merklich verringern kann.[168] Somit begrenzt 

sich die Nutzung von Ultraschall nicht rein auf Peptidsynthese, sondern kann vielseitig zur 

Verbesserung der Reaktionszeit, der benötigten Menge an Reagenzien und der Ausbeute 

beitragen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 zusammengefasst: 

Tabelle 8: Vergleich der Reaktionsbedingungen und erhaltenen Produkte für die vollständige Synthese von 3 bei mechanischen 

und ultraschallgestützten Kupplungen und Cyclisierungen in Lösung oder am Harz. Die Synthesen wurden mit n ≥ 3 

durchgeführt. Die Angabe der Ausbeute erfolgt als Mittelwert ± Standardabweichung. 

Produkt Reaktionsweg 
Reagenzüberschuss pro 

Kupplungsschritt [Äq.] 

Summe der Reaktionszeit der 

Kupplungen [min] 

Ausbeute 

[%] 

15 Mechanisch 4 330 45 ± 3 

15 Ultraschall 2 90 78 ± 6 
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17 Mechanisch 4 (8 für bis-NHS-PEG5) 720   46 ± 12 

17 Ultraschall 2 (5 für bis-NHS-PEG5) 180 26 ± 7 

20 Mechanisch 4 240 (+ 960 min Cyclisierung) 56 ± 7 

20 Ultraschall 2 60 (+ 60 min Cyclisierung) 64 ± 7 

21 Mechanisch 1.3 60 38 ± 8 

21 Ultraschall 1.3 15 43 ± 8 

22 Mechanisch 0.6 90 25 ± 7 

22 Ultraschall 0.6 30 39 ± 2 

3 Mechanisch 4 90 48 ± 2 

3 Ultraschall 2 60 64 ± 8 

  

3.2 Synthese der monovalenten Liganden für die Bildgebung von EGFR-

überexprimierenden Läsionen 

3.2.1 Peptidsynthese von N-terminal funktionalisierten Peptiden 

 

Die Synthese der Liganden 4 – 7 erfolgte nach Fmoc-Standardprotokoll, wobei für 4 Fmoc-Ile-

Wang Harz LL, 5 und 6 Fmoc-Thr(tBu)-Wang Harz und 7 Fmoc-Asn(Trt)-2-Cl-Trt Harz 

benutzt wurde (Schema 12). Es wurden Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-NH-PEG5-

COOH und (R)-NODA-GA(tBu)3 mit HBTU als Kupplungsreagenz und DIPEA als Base 

jeweils innerhalb von 15 min im Ultraschallbad pro Kupplung eingesetzt. Für 5 – 7 wurde (R)-

NODA-GA(tBu)3 mit PyBOP statt HBTU als Kupplungsreagenz innerhalb von 30 min statt 15 

min gekuppelt. Die globale Entschützung und Abspaltung vom Harz erfolgte jeweils mit TFA, 

TIS und H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) für 3 h bei Raumtemperatur. Abschließend wurde das 

Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, das Produkt in 1:1 MeCN/H2O + 0.1% TFA 

(v/v) gelöst und mittels semipräparativer HPLC aufgereinigt. Nach der Lyophilisation wurden 

die Substanzen in Ausbeuten von 50 ± 7% (4), 74% (5), 59% (6) und 21% (7) isoliert. 
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Schema 12: Ultraschallgestützte Synthese von 4 als Beispiel eines der linearen monomeren Liganden 4 – 7. 

Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) Aktivierung der Aminosäure 

und Kupplung: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min Aktivierung, 15 min Kupplung im 

Ultraschallbad; (c) Abspaltung vom Harz und globale Entschützung der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 

mL, 3 h.  

 

3.2.2 Peptidsynthese von C-terminal funktionalisierten Peptiden 

 

Für die Synthese der C-terminal-funktionalisierten Peptide 8 – 10 und 14 wurden ein niedrig 

beladenes Rink-Amid MBHA Harz, Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und 

Fmoc-NH-PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz und DIPEA als Base eingesetzt 

(Schema 13). Die Kupplungen wurden jeweils innerhalb von 15 min im Ultraschallbad 

durchgeführt. Die Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte, nach der Kupplung des 

Fmoc-NH-PEG5-COOH an das α-Amin des Lysins, mit 1% TFA in DCM (v/v). (R)-NODA-

GA(tBu)3 wurde mit PyBOP statt HBTU als Kupplungsreagenz innerhalb von 30 min an das ε-

Amin gekuppelt. Die globale Entschützung und Abspaltung vom Harz erfolgte mit TFA, TIS 

und H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) für 3 h bei Raumtemperatur. Abschließend wurde das 

Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt in 1:1 MeCN/H2O + 0.1% 

TFA (v/v) gelöst, mittels semipräparativer HPLC aufgereinigt und anschließend lyophilisiert. 

Die Substanzen wurden in Ausbeuten von 50% (8), 49% (9), 32 ± 7% (10) und 54% (14) 

erhalten. 
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Schema 13: Ultraschallgestützte Synthese von 8 als Beispiel eines der linearen monomeren Liganden 8 – 10 und 14. 

Reaktionsbedingungen: (a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) Aktivierung der Aminosäure 

und Kupplung: 2.0 Äq. Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min, 15 min Kupplung im 

Ultraschallbad; (c) Entfernung der Mtt-SG: 1% TFA in DCM (v/v), 3×15 min; (d) Aktivierung und Kupplung von (R)-NODA-

GA(tBu)3: 2.0 Äq., 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. PyBOP in 1.8 mL DMF, 2 min, 30 min; (e) Abspaltung vom Harz und globale 

Entschützung der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h. 

 

3.2.3 Peptidsynthese von Liganden mit Cystein-Brücken 

 

Die Synthese der Substanzen 11 – 13 wurde nach Fmoc-Standardprotokoll am Rink-Amid-

MBHA Harz LL mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und Fmoc-NH-

PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz durchgeführt. (R)-NODA-GA(tBu)3 wurde mit 

PyBOP als Kupplungsreagenz innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. Die Synthesen 

erforderten schlussendlich die Knüpfung einer Disulfidbrücke der Thiolgruppen der Cysteine. 

Dazu wurde bei der Synthese des EGF32-43-PEG5-NODA-GA 13 zuerst eine Cyclisierung in 

Lösung versucht, wobei aber nur das lineare Produkt erhalten wurde. Aufgrund dessen wurden 

verschiedene Reagenzien zur Optimierung der Disulfidkupplung evaluiert. Hierfür musste 

Cystein mit unterschiedlichen Schutzgruppen, abhängig von der beabsichtigten 

Kupplungsmethode, genutzt werden – wobei nur Cyclisierungen am Harz getestet wurden 

(Schema 14).  
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Bei Pfad A wurden die Cysteine mit 4-Methoxyltrityl (Mmt) geschützt, welches sich durch 

wiederholte 1%ige TFA-Behandlung in DCM (v/v) entfernen ließ. Die Cyclisierung erfolgte 

mit  N-Chlorsuccinimid (NCS) in DMF, das die Thiolgruppen zur Disulfidbrücke oxidiert.[225] 

Nach der Abspaltung vom Harz und globaler Entschützung der Seitengruppen mit 

TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) innerhalb von 3 h konnte das EGF32-43-PEG5-NODA-GA 13 

in Ausbeuten von 8 ± 2% isoliert werden. In Pfad B konnte unter Verwendung der Acm-

Schutzgruppe der Cysteine (EGF33 und EGF42) und Cyclisierung für 30 min mit Iod in Methanol 

(MeOH) kein cyclisiertes Produkt nachgewiesen werden.[226] Bei Pfad C verlief die Entfernung 

der Acetaminomethyl (Acm)-Schutzgruppen der Cysteine (EGF33 und EGF42) mit 

Thallium(III)-Trifluoracetat simultan zur Oxidierung der Thiolgruppen zur Disulfidbrücke.[227] 

Die Abspaltung vom Harz und globale Entschützung der Seitengruppen erfolgte mit 

TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) innerhalb von 3 h. Hierdurch konnte die Ausbeute des 

EGF32-43-PEG5-NODA-GA 13 leicht auf 10 ± 1% erhöht werden, wobei weitere 

Optimierungsmöglichkeiten bestehen. So bietet die organische Chemie eine Vielzahl an 

Schutzgruppen für Cystein – Ad (1-Adamantyl), Bzl (Benzyl), DMB (3,4-Dimethylbenzyl), 

Dpm (Diphenylmethyl), Mob (4-Methoxybenzyl), 5-Npys (5-Nitro-2-pyridinsulfenyl), StBu 

(tert-Butylsulphenyl), STmp (2,4,6-Trimethoxyphenylthio), tBu (tert-Butyl), Thp 

(Tetrahydropyranyl) und Trt (Triphenylmethyl) etc.[228] – zur potentiellen Begünstigung einer 

Disulfidbrückenbildung. Weiter kann auch eine Variation des Harzes oder der Abspaltlösung 

bereits zu einer deutlichen Verbesserung der Ausbeute führen.[229]  Bei gescheiterten Versuchen 

wurde das lineare Produkt in Ausbeuten von bis zu 62% erhalten, weshalb der 

Cyclisierungsschritt und nicht die einzelnen Kupplungsschritte der Aminosäuren als Ursache 

der geringen Ausbeute identifiziert wurde. Damit würde ein anderes Kupplungsreagenz 

(PyBOP oder HATU) oder eine Erhöhung der Äquivalente der Aminosäuren nicht zu einer 

Verbesserung der Ausbeute führen.  
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Schema 14: Ultraschallgestützte Synthese von 13 als Beispiel eines der cyclischen Liganden 11 – 13. Reaktionsbedingungen: 

(a) Entfernung der Fmoc-SG: Piperidin in DMF (1/1, v/v), 2 + 5 min; (b) Aktivierung der Aminosäure und Kupplung: 2.0 Äq. 

Aminosäure, 2.0 Äq. DIPEA, 1.9 Äq. HBTU in 1.8 mL DMF, 2 min, 15 min Kupplung im Ultraschallbad; (c) Entfernung der 

Mtt-SG: 1% TFA in DCM (v/v), 3×15 min; (d) Aktivierung und Kupplung von (R)-NODA-GA(tBu)3: 2.0 Äq., 2.0 Äq. DIPEA, 

1.9 Äq. PyBOP in 1.8 mL DMF, 2 min, 30 min; (e) Mmt-SG-Entschützung: 5 mL 1% TFA in DCM (v/v), 5 × 5 min; (f) 

Cyclisierung mit N-Chlorsuccinimid (NCS): 1.05 Äq. NCS in 5 mL DMF, 15 min, RT; (g) Abspaltung vom Harz und globale 

Entschützung der Seitengruppen: TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v), 5-15 mL, 3 h (h) Entfernung der Acm-SG und Cyclisierung 

mit Iod: 5 mL 0.06 M Iod in MeOH, 30 min, RT. 3 × mit 1 M Ascorbinsäure waschen. (i) Entfernung der Acm-SG und 

Cyclisierung mit Thallium(III)-Trifluoracetat: 4.0 Äq. Thallium(III)-Trifluoracetat in 5 mL DMF, 45 min, RT.  
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3.3 Charakterisierung der Liganden 

3.3.1 Radiomarkierungseigenschaften 

 

Die synthetisierten Präkursoren 1 – 14 wurden nach erfolgreicher Herstellung radiomarkiert 

(Schema 15). Das für die Radiomarkierung verwendete [68Ga]Ga3+ wurde als [68Ga]GaCl3 

durch Elution eines 68Ge/68Ga-Generatorsystems mit 0.1 M Salzsäure (HCl) erhalten. 1 – 20 

nmol des jeweiligen Präkursors wurden jeweils zu 50 – 250 MBq [68Ga]GaCl3 hinzugegeben, 

es wurde der pH auf 3.5 – 4.0 eingestellt, die Lösung auf 45°C erwärmt und die Reaktionsdauer 

und die radiochemische Reinheit wurden anschließend mittels analytischer Radio-HPLC 

bestimmt.  

 

Schema 15: [68Ga]Ga3+-Radiomarkierung der NODA-GA-Konjugate 1 – 14 am Beispiel von 6. Reaktionsbedingungen: (a) 50 

– 250 MBq [68Ga]GaCl3 (0.5 mL – 1 mL) in NaOAc-Puffer (pH 4.6, 1.25 M, 100 – 250 µL), pH 3.5 – 4.0, 10 min schütteln, 

45°C, >97% radiochemische Reinheit. 

Die Reaktionsdauer wurde mittels analytischer Radio-HPLC überprüft. Hierzu wurde zu den 

Zeitpunkten 0, 2, 6, 8 und 10 min je eine Probe entnommen, die mittels einer analytischen 

Radio-HPLC auf freies [68Ga]Ga3+ (Retentionszeit: 0.6 min) untersucht wurde. In der 

Abbildung 25 ist der Verlauf der Radiomarkierung beispielhaft für [68Ga]Ga-4 dargestellt; für 

alle Verbindungen lag eine 68Ga-Inkorporation von > 97% nach 10 Minuten vor.  
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Abbildung 25: Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme von [68Ga]Ga-4 nach 0, 2, 6, 8 und 10 min Reaktionszeit. Freies 

[68Ga]Ga3+ mit einer Retentionszeit von 0.6 min, [68Ga]Ga-4 mit einer Retentionszeit von 2.4 min. 

 

 

Abbildung 26: (A) Analytische HPLC-Chromatogramme der Präkursoren 1 – 14 und (B) Analytische Radio-HPLC 

Chromatogramme von [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14 nach der erfolgreichen Radiomarkierung mit [68Ga]Ga3+. 
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Die analytischen Radio-HPLC-Chromatogramme (Abbildung 26 (B)) zeigten für [68Ga]Ga-1 – 

[68Ga]Ga-10, [68Ga]Ga-13 und [68Ga]Ga-14 eine hohe radiochemische Reinheit, während 

[68Ga]Ga-11 und [68Ga]Ga-12 ein heterogenes Markierungsprodukt lieferten. Durch eine 

Anpassung der Markierungsbedingungen konnte keine Verbesserung der radiochemischen 

Reinheit von [68Ga]Ga-11 und [68Ga]Ga-12 bewirkt werden. Die Interaktion mit dem 

Radiometall muss hierbei ausschlaggebend für die Bildung der heterogenen Produkte sein, da 

die analytischen Chromatogramme der Präkursoren 11 und 12 (Abbildung 26 (A)) eine hohe 

chemische Reinheit unter denselben Bedingungen aufwiesen (bis auf Peak-Tailing bei 12). Eine 

mögliche Erklärung kann der Aufbau der Substanz sein – so weist hEGF als radiomarkiertes 

[111In]In-DTPA-hEGF auch ein heterogenes Markierungsprodukt im HPLC-Chromatogramm 

auf. Es wurde von R. M. Reilly postuliert, dass das heterogene Markierungsprodukt aufgrund 

monomerer und dimerisierter [111In]In-DTPA-hEGF-Anteile entstehen kann.[230]  Allerdings 

wurden keine HPLC-Chromatogramme weiterer radiomarkierter hEGF-Derivate veröffentlicht 

und, ob bei [68Ga]Ga-11 und [68Ga]Ga-12 eine Dimerisierung o.Ä. stattgefunden hat, wurde 

weder verifiziert noch falsifiziert. 

Durch die Bildung mehrerer Radiomarkierungsprodukte wird eine weitere Überprüfung von 

[68Ga]Ga-11 und [68Ga]Ga-12 für die Eignung als PET-Radiotracer erschwert, dennoch wurden 

beide Substanzen, sofern möglich, in den folgenden Experimenten der Vollständigkeit halber 

auch berücksichtigt. 

Generell konnten alle Substanzen 1 – 14 mit [68Ga]Ga3+ erfolgreich markiert und in nicht-

optimierten molaren Aktivitäten von 25 – 111 GBq/µmol erhalten werden. Die erreichten 

molaren Aktivitäten und radiochemischen Reinheiten sind in der Tabelle 9 aufgelistet. 

Tabelle 9: Übersicht radiochemischer Reinheiten und nicht-optimierter molarer Aktivitäten von [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14, 

[68Ga]Ga-26 und [68Ga]Ga-28. 

Produkt 
Radiochemische 

Reinheit [%] 

Molare Aktivität 

[GBq/µmol] 

[68Ga]Ga-1 98 81 

[68Ga]Ga-2 97 111 

[68Ga]Ga-3 99 104 

[68Ga]Ga-4 98 88 

[68Ga]Ga-5 99 41 

[68Ga]Ga-6 100 25 

[68Ga]Ga-7 100 28 

[68Ga]Ga-8 100 48 

[68Ga]Ga-9 100 42 

[68Ga]Ga-10 100 69 

[68Ga]Ga-11 n.A. 54 

[68Ga]Ga-12 n.A. 32 
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[68Ga]Ga-13 99 36 

[68Ga]Ga-14 100 30 

[68Ga]Ga-26 100 66 

[68Ga]Ga-28 100 28 

 

Die synthetisierten Präkursoren 1 – 4 wurden zusätzlich mit [64Cu]Cu2+ markiert, um die 

erwartete Variabilität des Chelator NODA-GA zu bestätigten (Schema 16). Hierzu wurden 0.5 

– 5 nmol des Präkursors zu 5 – 10 MBq [64Cu]CuCl2 hinzugegeben, der pH auf 4.8 – 5.0 

eingestellt und innerhalb von 10 min bei 25°C markiert. Die Reaktionsdauer und die 

radiochemische Reinheit wurden wieder mittels analytischer Radio-HPLC bestimmt. Generell 

konnten 1 – 4 erfolgreich mit [64Cu]Cu2+ markiert und in nicht-optimierten molaren Aktivitäten 

von 7 GBq/µmol erhalten werden. Die erreichten molaren Aktivitäten und radiochemischen 

Reinheiten sind in der Tabelle 10 aufgelistet. 

 

 

Schema 16: [64Cu]Cu2+-Radiomarkierung der NODA-GA-Konjugate 1 – 4 am Beispiel von 4. Reaktionsbedingungen: (a) 

5 – 10 MBq [64Cu]CuCl2 (5 µL – 20 µL) in NaOAc-Puffer (pH 5.0, 0.25 M, 125 – 150 µL), pH 4.8 – 5.0, 10 min schütteln, 

25°C, >96% radiochemische Reinheit. 

 

Tabelle 10: Übersicht radiochemischer Reinheit und nicht-optimierter molarer Aktivitäten von [64Cu]Cu-1 – [64Cu]Cu-4. 

Produkt 
Radiochemische 

Reinheit [%] 

Molare Aktivität 

[GBq/µmol] 

[64Cu]Cu-1 99 7 

[64Cu]Cu-2 96 7 

[64Cu]Cu-3 99 7 

[64Cu]Cu-4 100 7 
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3.3.2 Stabilität in humanem Serum 

 

Radiopharmaka müssen unter physiologischen Bedingungen möglichst stabil sein, sodass ihre 

spezifische Bindung an die Zielstruktur erfolgen kann, bevor es zum Abbau der Bindestruktur 

oder zum Verlust des Radionuklids durch Transchelatierung oder Freisetzung kommt. Bei 

Peptiden, die intravenös appliziert werden, erfolgt der Abbau meist durch Serumpeptidasen, 

wobei auch eine Zersetzung des Radiotracers durch die Strahlung des Radionuklids (Radiolyse) 

erfolgen kann.[231-234]  

Um die Freisetzung des Radionuklids, eine Transchelatierung durch Serumproteine (z. B. 

Transferrin) und die Menge an Zersetzung durch Radiolyse/Peptidase zu beurteilen, wurde die 

Stabilität der Substanzen in humanem Serum bestimmt. Hierfür wurden die radiomarkierten 

Verbindungen [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14 bei 37°C in humanem Serum inkubiert. Zu definierten 

Zeitpunkten – 0, 15, 30, 45, 60, 75 und 90 min – wurde immer eine Probe entnommen, die 

Serumproteine gefällt und der Überstand mittels analytischer Radio-HPLC im Hinblick auf die 

Intaktheit des Radiotracers, dessen radiolyse- und peptidase-bedingte Zersetzung und die 

Freisetzung von [68Ga]Ga3+ untersucht. Die Abbildung 27 zeigt besipielhaft die Radio-HPLC-

Chromatogramme der Serumstabilitätsuntersuchungen von [68Ga]Ga-4. 

 

 

Abbildung 27: Beurteilung der Menge an radiolyse/peptidase-bedingter Zersetzung: (A) Analytische Radio-HPLC-

Chromatogramme des Radiomarkierungsproduktes [68Ga]Ga-4 nach 0, 15, 30, 45, 60, 75 und 90 min Inkubationszeit in 

humanem Serum; (B) [68Ga]Ga-4 nach 90 min Inkubationszeit in humanem Serum mit freiem 
68Ga/Radiolyseprodukt/Peptidaseprodukt (Blau) und intaktem Radiotracer (Rot). 

 

Da freigesetztes [68Ga]Ga3+ durch seine chemische Ähnlichkeit zu Fe3+ auch 

transferringebunden mit den Serumproteinen gefällt werden kann, wurde zusätzlich die 
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Aktivität des Niederschlags und des Überstandes bei jeder Probenentnahme bestimmt. Hierbei 

konnte über die Zeitspanne von 90 min bei keiner markierten Substanz eine prozentuale 

Zunahme der Aktivität im Niederschlag, verglichen mit dem Überstand festgestellt werden. Des 

Weiteren konnte bei keiner Substanz eine Freisetzung des Radionuklids im Überstand 

beobachtet werden. Somit zeigt NODA-GA in allen Substanzen eine hohe kinetische Inertheit 

in humanem Serum gegen eine mögliche Transchelatierung oder Freisetzung des gebundenen 

Radiometalls. Ein Abbau der Bindungseinheit oder der Verlust des Radionuklids würde zu einer 

höheren Hintergrundaktivität führen, verbunden mit einer geringeren Anreicherung in der 

Zielstruktur/im Tumor. 

In der Abbildung 28 und der Tabelle 11 sind die Stabilitäten der Radiotracer bzw. der Anteil an 

intaktem Radiotracer nach 90 min und die errechneten Halbwertszeiten zusammengefasst: 
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Serumstabilität von [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14 im humanen Serum über 90 min. 

 

Tabelle 11: Tabellarische Darstellung der Serumstabilität von [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14 im humanem Serum nach 90 min und 

die daraus errechnete Halbwertszeit. 

Produkt 

Intakter 

Radiotracer nach 

90 min [%] 

Errechnete 

Halbwertszeit [min] 

[68Ga]Ga-1 48.7 ± 2.4 83.5 ± 3.7 

[68Ga]Ga-2 28.8 ± 6.4 62.4 ± 7.1 

[68Ga]Ga-3 80.5 ± 0.7 237.4 ± 0.9 

[68Ga]Ga-4 83.0 ± 0.8  295.7 ± 2.7 

[68Ga]Ga-5 98.1 ± 1.2 2089.2 ± 52.3 
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[68Ga]Ga-6 98.5 ± 3.2 8077.7 ± 307.2 

[68Ga]Ga-7 97.0 ± 2.4 2427.2 ± 38.7 

[68Ga]Ga-8 98.5 ± 0.6 n.A.a 

[68Ga]Ga-9 91.8 ± 3.3 1064.1 ± 43.0 

[68Ga]Ga-10 38.2 ± 1.7 66.4 ± 3.0 

[68Ga]Ga-11 n.A. n.A. 

[68Ga]Ga-12 n.A. n.A. 

[68Ga]Ga-13 83.9 ± 1.2 702.2 ± 42.2 

[68Ga]Ga-14 84.9 ± 0.9 562.0 ± 6.9 
a: Die Halbwertszeit konnte nicht berechnet werden, da kein Abbau durch Serumpeptidasen o. Ä. beobachtet werden konnte. 

 

Generell wiesen die Substanzen [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14 eine unterschiedliche Stabilität 

gegenüber Radiolyse/Peptidasenangriffen etc. auf. Während [68Ga]Ga-2 und [68Ga]Ga-10 mit 

einer Halbwertszeit von 62.4 ± 7.1 bzw. 66.4 ± 3.0 min eine vergleichsweise schlechte Stabilität 

aufwiesen, wurden für [68Ga]Ga-5 – [68Ga]Ga-9 Halbwertszeiten >1 000 min berechnet. Da 

eine Erhöhung der Valenz von Monomer zu Multimeren mit einer verbesserten Stabilität 

einhergeht[170-171], verhalten sich die gemessenen Serumstabilitäten von [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-

4 zueinander nicht wie erwartet. So wiesen Homodimer 1, Homotetramer 2 als auch das 

Heterodimer 3 eine geringere Serumstabilität als das Monomer 4 auf, wobei die Stabilität mit 

zunehmender Anzahl GE11-Einheiten abnahm. Folglich könnte die Verringerung der 

Serumstabilität möglicherweise daran liegen, dass das Homodi- und das Homotetramer mehr 

potentielle Angriffsstellen für Peptidasen liefern, wobei keine sterische Abschirmung durch die 

Liganden erfolgt. 

Insgesamt zeigten [68Ga]Ga-1, [68Ga]Ga-3 – [68Ga]Ga-9, [68Ga]Ga-13 und [68Ga]Ga-14 eine 

ausreichende Serumstabilität für die potentielle Anwendung als 68Ga-markierte Radiopharmaka 

in der PET/CT. 

 

3.3.3 Lipophilie 

 

Die Lipophilie von Substanzen beeinflusst u. a. die Bioverfügbarkeit und die Bioverteilung 

innerhalb des Metabolismus, so werden etwa lipophile Pharmaka hauptsächlich über die 

Metabolisierung in der Leber, hydrophile Substanzen vorwiegend renal ausgeschieden.[235-239] 

Aufgrund ihrer hohen Hydrophilie werden beispielsweise die zugelassenen [68Ga]Ga-

Radiopharmaka, [68Ga]Ga-DOTA-TATE, [68Ga]Ga-DOTA-TOC und [68Ga]Ga-PSMA-11 

renal ausgeschieden.[240-242]  Das Hydrophilie/Lipophilie-Profil der Radioliganden erlaubt somit 
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erste Rückschlüsse auf den potentiellen Aufnahme- und Ausscheidungsweg und sollte daher 

auch für die hier entwickelten Verbindungen untersucht werden. 

Zur Bestimmung der Lipophilie wurde das jeweilige radiomarkierte Peptid zu einem Gemisch 

aus 1-Octanol und Phosphat-Puffer hinzugegeben (1:1, v/v), die Lösung geschüttelt und 

anschließend wurden die Phasen durch Zentrifugation getrennt. Die Radioaktivität der 

jeweiligen organischen und wässrigen Phasen wurden im Gammazähler gemessen. Der 

logD(7.4)-Wert wurde mit folgender Formel errechnet: 

log𝐷(7.4) =  log [
cpm1−Octanol

cpmPhosphat−Puffer7.4

]    (1)  

cpm1−Octanol = Aktivitätsmenge der 1-Octanol-Phase in counts per minute [cpm] 

cpmPhosphat−Puffer7.4
 = Aktivitätsmenge der Phosphat-Puffer-Phase in counts per minute [cpm] 

 

Tabelle 12: Gefundene logD(7.4)-Werte der radiomarkieren Substanzen [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-14 

Verbindung logD(7.4) 

[68Ga]Ga-1 -2.52 ± 0.03 

[68Ga]Ga-2 -2.17 ± 0.21 

[68Ga]Ga-3 -3.79 ± 0.04 

[68Ga]Ga-4 -3.44 ± 0.08 

[68Ga]Ga-5 -3.51 ± 0.22 

[68Ga]Ga-6 -3.92 ± 0.09 

[68Ga]Ga-7 -4.01 ± 0.13 

[68Ga]Ga-8 -3.91 ± 0.06 

[68Ga]Ga-9 -3.86 ± 0.11 

[68Ga]Ga-10 -3.03 ± 0.20 

[68Ga]Ga-11 -3.16 ± 0.11 

[68Ga]Ga-12 -2.93 ± 0.08 

[68Ga]Ga-13 -3.92 ± 0.09 

[68Ga]Ga-14 -3.98 ± 0.06 

 

Die Substanzen wiesen logD(7.4)-Werte im Bereich von -4.01 ± 0.13 bis -2.17 ± 0.21 auf und 

sind somit für die intravenöse Applikation in in vivo-Anwendung in der PET/CT geeignet. Für 

[68Ga]Ga-1, [68Ga]Ga-2 und [68Ga]Ga-4 nahm die Lipophilie mit zunehmender Anzahl 

GE11-Einheiten zu, wobei [68Ga]Ga-1, [68Ga]Ga-2 und [68Ga]Ga-4 mit logD(7.4)-Werten 

von -3.79 ± 0.04 bis -2.17 ± 0.21 dennoch eher hydrophil sind. Aufgrund der hohen Hydrophilie 

wird primär eine renale Ausscheidung und folglich eine geringe Aufnahme des Radiotracers in 

die Leber erwartet. Die geringe Leberaufnahme würde die Bildgebung von Leberkarzinomen 

ermöglichen, bei welchen in 68% der Fälle eine EGFR-Überexpression vorliegt.[34-36] 
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3.3.4 Internalisierungsrate 

 

Um die EGFR-spezifische Aufnahme der synthetisierten Liganden zu bestimmen, wurden 

in vitro-Internalisierungsassays durchgeführt. Hierzu wurde die EGFR-überexprimierende 

humane Plattenepithelkarzinomzelllinie A431, eine aus der Literatur bekannte Modellzelllinie 

zur Beurteilung von EGFR-Inhibitoren, verwendet.[219-220] Zur Quantifizierung der EGFR-

vermittelten Aufnahme wurden ca. 1∙106 A431-Zellen mit 50 pmol [68Ga]Ga-4 – [68Ga]Ga-14 

bei 37°C für 1 h in der Abwesenheit und Anwesenheit eines 100-fachen Überschusses an hEGF 

inkubiert. Oberflächengebundenes und internalisiertes Peptid wurden im Gammazähler 

bestimmt, wobei drei unabhängige Bestimmungen für jede Substanz durchgeführt wurden. Für 

die synthetisierten Radioliganden [68Ga]Ga-4 – [68Ga]Ga-14 wurde eine Internalisierung von 

0.04% ± 0.01% bis 0.14% ± 0.03% gefunden. Hierbei konnte keine signifikante Reduzierung 

der Aufnahme durch die Blockierung mit hEGF gemessen werden. Zur Validierung des Assays 

wurde zusätzlich der kommerziell verfügbare Iod-radiomarkierte endogene Ligand, [125I]I-

hEGF, unter identischen Bedingungen getestet, wobei die gemessene Internalisierung von 

24.5% ± 0.9% des [125I]I-hEGF nach einer Stunde bei 37°C auf 1.4% ± 0.3% durch die 

Blockierung mit hEGF reduziert werden konnte. Insgesamt wurden 33.6% ± 0.6% des 

gesamten [125I]I-hEGF membrangebunden und internalisiert, während sich die 

membrangebundene und internalisierte Menge [125I]I-hEGF durch die Blockierung mit hEGF 

auf 1.9% ± 0.2% reduzieren ließ. Dies bestätigt das Ergebnis, dass keiner der Radioliganden 

[68Ga]Ga-4 – [68Ga]Ga-14 eine EGFR-vermittelte Aufnahme in A431-Zellen oder eine Bindung 

an die Membran aufweist.  
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Internalisierungsrate und der Menge an membrangebunden und internalisierten 

radiomarkierten Substanzen [68Ga]Ga-4 – [68Ga]Ga-14 und [125I]I-hEGF. 

 

Tabelle 13: Internalisierungsrate und Rate an membrangebunden und internalisierten radiomarkierten Substanzen [68Ga]Ga-4 

– [68Ga]Ga-14 und [125I]I-hEGF. 

 Internalisiert Membrangebunden und internalisiert 

Produkt Ungeblockt [%] Geblockt [%] Ungeblockt [%] Geblockt [%] 

[68Ga]Ga-4 0.04 ± 0.01 0.05 ± 0.02 0.08 ± 0.00 0.10 ± 0.02 

[68Ga]Ga-5 0.08 ± 0.02 0.09 ± 0.03 0.22 ± 0.05 0.21 ± 0.04 

[68Ga]Ga-6 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.00 0.08 ± 0.00 0.09 ± 0.01 

[68Ga]Ga-7 0.08 ± 0.05 0.11 ± 0.05 0.09 ± 0.00 0.12 ± 0.02 

[68Ga]Ga-8 0.14 ± 0.03 0.15 ± 0.03 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.08 

[68Ga]Ga-9 0.08 ± 0.01 0.07 ± 0.00 0.10 ± 0.01 0.11 ± 0.02 

[68Ga]Ga-10 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.13 ± 0.02 

[68Ga]Ga-11 0.05 ± 0.00 0.06 ± 0.01 0.16 ± 0.01 0.15 ± 0.01 

[68Ga]Ga-12 0.08 ± 0.01 0.07 ± 0.00 0.15 ± 0.02 0.15 ± 0.02 

[68Ga]Ga-13 0.12 ± 0.01 0.12 ± 0.03 0.24 ± 0.2 0.23 ± 0.05 

[68Ga]Ga-14 0.11 ± 0.03 0.09 ± 0.02 0.17 ± 0.04 0.15 ± 0.02 

[125I]I-hEGF 24.50 ± 0.85 1.38 ± 0.28 33.58 ± 0.57 1.85 ± 0.24 

 

Dieses Ergebnis war insofern nicht erwartbar, weil zu jeder der Substanzen mindestens in einer 

Veröffentlichung eine Interaktion des jeweiligen Liganden mit dem EGFR postuliert wurde.[52-

86] Jedoch trifft ein Großteil der Studien nur eine qualitative Aussage zur EGFR-mediierten 

Aufnahme und die Bindung der Liganden an den EGFR wurde nicht quantifiziert. Auch für die 

Teilsequenzen des hEGF, [68Ga]Ga-11 – [68Ga]Ga-13, konnte keine Internalisierung oder 

Bindung an die Membran der A431-Zellen gezeigt werden. Entspechend kann anhand der 

Ergebnisse der Zellaufnahme-Assays keiner der untersuchten Substanzen eine Eignung als 

Radiopharmakon zum EGFR-spezifischen Bildgebund mittels PET zugesprochen werden.  

 



 Ergebnisse und Diskussion  

   

 

   

65 

 

3.3.5 Bindungsaffinität 

 

Um die Ergebnisse der Internalisierungsstudien zu bestätigen und zusätzlich die mittlere 

inhibitorische Konzentration (IC50) der jeweiligen Substanz zu bestimmen, wurden in 

kompetitiven Verdrängungsstudien an A431-Zellen die EGFR-Affinitäten der Präkursoren 1 – 

14 gegen [125I]I-hEGF, für das Heterodimer 3 und die jeweiligen teilgescrambleten Analoga 26 

und 28 zusätzlich die Bindungsaffinitäten an den Integrin-αVβ3-Rezeptor auf U87MG-Zellen 

gegen [125I]I-Echistatin[243-244] bestimmt. Als Referenzen dienten hEGF für die A431-Zellen 

und c(RGDfK) für die U87MG-Zellen. 

 

Die kompetitiven Verdrängungsstudien wurden jeweils in dreifacher Ausführung durchgeführt. 

Dazu wurden die Zellen, entweder A431 oder U87MG, mit einer steigenden Konzentration von 

1∙10-8 M bis 1∙10-3 M für 1 – 14, 26 und 28 mit [125I]I-hEGF (A431) oder [125I]I-Echistatin 

(U87MG) für 1 h bei 37°C inkubiert. Die Referenz hEGF wurde in Konzentrationen von 

5∙10-10 M bis 1∙10-6 M an die A431-Zellen und c(RGDfK) in Konzentrationen von 1∙10-8 M bis 

5∙10-5 M an den U87MG-Zellen getestet. Die an den Zellen gebundene Aktivität wurde im 

Gammazähler gemessen und daraus wurde der IC50-Wert der jeweiligen Substanz mittels 

nonlinearer Regressionsanalyse berechnet. 
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Abbildung 30: Grafische Darstellung von den Ergebnissen der kompetitiven Verdrängungsstudien an U87MG-Zellen: 3, 26, 

28 und Referenzligand c(RGDfK). 

 

Dem Heterodimer 3 konnte ein IC50-Wert von 1483 ± 293 nM und dem Heterodimer mit der 

gescrambleten GE11-Einheit 28 ein IC50-Wert von 806 ± 30 nM nachgewiesen werden. Für das 

Heterodimer mit der gescrambleten c(RGDfK)-Einheit 26 konnte hingegen keine Affinität 

gegenüber den U87MG-Zellen beobachtet werden. Dies bestätigt den erwarteten starken 

Affinitätsverlust durch die Veränderung der c(RGDfK)-Einheit, welche bei U87MG-Zellen den 

Großteil der Gesamtbindungsstärke ausmachen sollte. In der Literatur wurde bereits gezeigt, 

dass U87MG-Zellen auch den EGFR in geringerem Maß exprimieren.[222] Somit entsprechen 

die Bindungsstärken insofern nicht den Erwartungen, als dass eine Bindung des zweiten 

Liganden die Gesamtaffinität des Radiotracers erhöhen müsste. So müsste 3, durch die 

zusätzliche Bindung der GE11-Einheit an die Zelle, eine bessere Avidität an die Zellen als 28 

aufweisen, selbst wenn der EGFR auf U87MG-Zellen nicht überexprimiert vorliegt. Durch die 

Veränderung der GE11-Einheit sollte also eine Abnahme der Avidität des Heterodimers 

verursacht werden. Gefunden wurde jedoch ein niedriger IC50-Wert von 806 ± 30 nM für das 

Heterodimer mit der gescrambleten GE11-Einheit 28, verglichen mit dem IC50-Wert des 

Heterodimer 3 von 1483 ± 293 nM. 
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Um zu bestätigen, dass der Bindungsassay grundsätzlich zur Beurteilung der Bindungsaffinität 

geeignet ist, wurden die Referenzliganden hEGF gegen [125I]I-hEGF, als auch c(RGDfK) gegen 

[125I]I-Echistatin an U87MG-Zellen getestet. c(RGDfK) wies einen IC50-Wert von 872 ± 198 

nM auf, was um den Faktor 2 höher ist, als in der Literatur angegeben.[210-211]  Hierbei ist der 

IC50-Wert des c(RGDfK) geringer als der des Heterodimers 28, was durch positive 

Eigenschaften des Linkers oder des Chelators entstanden sein kann. hEGF wies einen IC50-

Wert von 1.0 ± 0.3 nM auf, wodurch auch gezeigt wurde, dass der EGFR auf U87MG-Zellen 

exprimiert wird, wobei [125I]I-hEGF maximal zu ca. 80% an die Zellen gebunden vorlag. 

 

 

Abbildung 31: Grafische Darstellung von den Ergebnissen der kompetitiven Verdrängungsstudie von hEGF gegen 

[125I]I-hEGF an U87MG-Zellen. 

 

Insgesamt lässt sich aus den Bindungsassays schließen, dass das Heterodimer 3 über die 

c(RGDfK)-Einheit spezifisch an U87MG-Zellen bindet.  

Da postuliert wurde, dass GE11 möglicherweise erst in multivalenter Form (als Nanopartikel, 

Polymer, Liposom etc.[71,245-248]) eine ausreichend hohe Affinität an EGFR-überexprimierende 

Zellen aufweist, wurde mit dem GE11-Monomer 4, dem Homodimer 1, dem Homotetramer 2 

und dem Heterodimer 3 die Bindungsaffinität der GE11-Einheit in multivalenter Form an den 

EGFR auf A431-Zellen evaluiert.  
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Abbildung 32: Grafische Darstellung von den Ergebnissen der kompetitiven Verdrängungsstudien von 1 – 4, 26, 28 und 

endogenem Referenzligand hEGF gegen [125I]I-hEGF an A431-Zellen.  

 

Für das GE11-Monomer 4 konnte keine Affinität gegenüber A431-Zellen gemessen werden. 

Auch konnte keine messbare Zunahme der Affinität durch eine bzw. drei weitere GE11-

Einheiten bei dem Homodimer 1 bzw. Homotetramer 2 herbeigeführt werden. Da das 

Heterodimer 3 bereits keine Affinität gegenüber A431-Zellen aufwies, konnte durch die 

Veränderung der GE11-Einheit 28 auch kein Affinitätsverlust gemessen werden. Eine 

Veränderung der c(RGDfK)-Einheit 26 sorgte ebenfalls für keine Abnahme der Affinität. Das 

Maß an Integrin-αVβ3-Rezeptorexpression auf A431-Zellen scheint somit, wie bereits in der 

Literatur beschrieben, gering zu sein[249], sodass keine signifikante Bindung der c(RGDfK)-

Einheit des Heterodimers 3 an die Zellen zustande kommt. 

Zur Validierung der Ergebnisse an den A431-Zellen wurden die Verdrängungsexperimente 

wiederum mit dem endogenen EGFR-Liganden hEGF wiederholt und es wurde mit einem IC50-

Wert von 15.2 ± 3.3 nM eine sehr hohe Affinität des hEGF gegenüber dem EGFR nachgewiesen 

(Lit.: 5.1 – 13.0 nM[71,250-251]). Somit beweist die Referenz, dass tatsächlich keine 

Bindungsaffinität der GE11-Einheit gegenüber den A431-Zellen vorherrscht. Dies entspricht 
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Hypothesen aus der Literatur, in welcher der GE11-Einheit eine EGFR-bindende Eigenschaft 

und eine Verdrängung durch [125I]I-hEGF abgesprochen werden.[77,252]  

Diese Annahme erklärt auch die vorherigen Ergebnisse der Bindungskurven des 

Heterodimers 3 an U87MG-Zellen. Da die GE11-Einheit keine messbare Affinität gegenüber 

dem EGFR vorweist, konnten auch keine Verbesserung der Gesamtaffinität des 

Heterodimers 3, verglichen mit dem Referenzliganden, dem c(RGDfK), und keine bessere 

Avidität als das Heterodimer mit gescrambleter GE11-Einheit 28 festgestellt werden, da – wenn 

überhaupt – keine zeitgleiche Bindung der beiden Liganden von 3 stattfand. 

Um mögliche Einflüsse des N-terminalen verknüpften Linkers und Chelators auf die 

Bindungsaffinität auszuschließen, wurde der Ligand GE11 auch ohne Funktionalisierung MIT 

peg-Linker und Chelator gegen [125I]I-hEGF auf A431-Zellen getestet. Hierbei konnte dem 

reinen GE11 auch keine Bindungsaffinität nachgewiesen werden. 

 

 

Abbildung 33: Ergebnisse der kompetitiven Verdrängungsstudien von unfunktionalisiertem GE11 gegen [125I]I-hEGF an 

A431-Zellen. 

 

Die restlichen Liganden 5 – 14 wurden auch bei Konzentration von 1∙10-8 M bis 1∙10-3 M an 

A431-Zellen getestet, wobei auch diese Versuche mit hEGF als Referenz durchgeführt wurden.  
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Abbildung 34: Grafische Darstellung von den Ergebnissen der kompetitiven Verdrängungsstudien an A431-Zellen: 5 – 14 und 

Referenzligand hEGF. 

 

Keiner der Liganden zeigte eine EGFR-spezifische Bindung oder eine Affinität gegenüber 

A431-Zellen bis zu einer Konzentration von 1 mM. Diese Ergebnisse bestätigen die 

Erkenntnisse aus den Internalisierungsassays. Wie zuvor erwähnt wurden diese Ergebnisse 

dennoch nicht erwartet, weil für die Substanzen GE11, D4, P1, P2, QRH, CPP, EGBP und 

Pep11 jeweils mindestens in einer Veröffentlichung eine Interaktion mit dem EGFR postuliert 

wurde. So wurde zum  Beispiel dem GE11 eine Dissoziationskonstante (KD) von 22 nM an den 

EGFR in SMMC-7721-Zellen zugewiesen.[74] Die meisten Studien trafen jedoch nur eine 

qualitative Aussage, die Aufnahme der Liganden wurde nur partiell geblockt und die 

Bindungsstärken der Liganden an den EGFR wurden nicht quantifiziert. Dies lässt bereits eine 
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limitierte Eignung und die Unfähigkeit der Liganden den EGFR spezifisch zu adressieren 

erahnen. 

Des Weiteren konnten auch die Ergebnisse des Internalisierungsassays für die Teilsequenzen 

des hEGF, [68Ga]Ga-11 – [68Ga]Ga-13, bestätigt und keine Affinität gegenüber A431-Zellen 

gezeigt werden. Anhand der Bindungsaffinitäten kann dementsprechend keiner der 

untersuchten Substanzen eine Eignung als Basis für die Entwicklung EGFR-spezifischer PET-

Radiopharmaka zugesprochen werden.  

Mit dieser Arbeit konnte eine Vielzahl von literaturbekannten Liganden an den EGFR für 

zukünftige Untersuchungen nach EGFR-spezifischen Liganden für den Einsatzt in der PET/CT 

erfolgreich ausgeschlossen werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die 

Funktionalisierung über einen PEG5-Linker und ein bis-amino-Dendron die Bindung der 

einzelnen Bindeeinheiten an den jeweiligen Ziel-Rezeptor erlaubt. Dies veranschaulichte die 

Bindung der c(RGDfK)-Einheit des Heterodimers 3 an U87MG-Zellen.  
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

 

4.1 Multivalente Peptide 

 

Im Rahmen dieser Dissertation sollte untersucht werden, ob durch Multivalenz eine 

Verbesserung der Bindungsaffinität des vielpublizierten GE11-Liganden an Tumorzellen 

erreicht werden kann. Dazu wurden Kombinationen des Peptids GE11 und c(RGDfK) mit dem 

Linker PEG5 über ein bis- bzw. tetra-amino-Dendron und dem Chelator NODA-GA 

funktionalisiert und als GE11-Homodimer 1, GE11-Homotetramer 2 und GE11-c(RGDfK)-

Heterodimer 3 erfolgreich synthetisiert. In in vitro-Untersuchungen konnten die 

Radiomarkierungsbedingung, Stabilität in humanem Serum, Lipophilie und Bindungsaffinität 

zum EGFR an A431-Zellen und für das Heterodimer 3 zusätzlich zu m Integrin αvβ3 an 

U87MG-Zellen bestimmt und mit dem GE11-Monomer 4 verglichen werden. 

Chen et al. führten bereits Versuche an einem Heterodimer aus c(RGDfK) und GE11 durch, 

welche über einen Cystein-Linker an NOTA gebunden waren. In in vivo-Untersuchungen an 

NCI-H292 tumortragenden Xenograft-Mäusen konnte zwar eine rezeptormediierte Aufnahme 

über beide Rezeptoren gezeigt werden, wobei allerdings das 68Ga-markierte Heterodimer mit 

einer geringen Akkumulation im Tumor für den Einsatzt in der Bildgebung ungenügende 

Ergebnisse lieferte.[75]  

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten für den synthetisierten GE11-c(RGDfK)-

heterodimeren Liganden 3 für die Bildgebung unzureichende Ergebnisse hinsichtlich Rezeptor-

Spezifität und Bindung erreicht werden. Es konnte keine Beurteilung der zu erwartenden 

Eigenschaften der Multivalenz erfolgen, da die GE11-Einheit keine Bindungsaffinität 

gegenüber dem EGFR aufwies und sich die entwickelten radiomarkierten Verbindungen somit 

nicht zur Untersuchung in in vivo-Studien mittels PET/CT-Bildgebung eigneten. Weder das 

Heterodimer 3 noch die Multimere der GE11-Einheit 1 und 2 verursachten eine messbare 

Zunahme der Affinität durch eine bzw. drei weitere GE11-Einheiten, verglichen mit dem 

Monomer 4. Die Ergebnisse der Synthese und Charakterisierung der multivalenten Liganden 

sind in den Tabellen 14 und 15 zusammengefasst: 

 



 Zusammenfassung und Ausblick  

   

 

   

73 

 

Tabelle 14: Zusammenfassung: Synthese und Charakterisierung der Liganden [68Ga]Ga-1 – [68Ga]Ga-4. 

 Synthese Radiomarkierung Serumstabilität Lipophilie 

Produkt 
max. Ausbeute 

Präkursor [%] 

Rad. Reinheit 

[%] 

Mol. Aktivität 

[GBq/µmol] 

Intakter Radiotracer 

nach 90 min in 

humanem Serum [%] 

logD(7.4) 

[68Ga]Ga-1 33 98 81 48.7 ± 2.4  -2.52 ± 0.03 

[68Ga]Ga-2 25 97 111 28.8 ± 6.4 -2.17 ± 0.21 

[68Ga]Ga-3 72 99 104 80.5 ± 0.7 -3.79 ± 0.04 

[68Ga]Ga-4 57 98 88 83.0 ± 0.8  -3.44 ± 0.08 

 

Tabelle 15: Zusammenfassung: In vitro-Charakterisierung der Liganden 1 – 4, 21, 26, 28 und hEGF. 

 Bindungsassay 

Produkt 
IC50 [nM]  

U87MG 

IC50 [nM]  

A431 

1 n.A. n.A. 

2 n.A. n.A. 

3 1483 ± 293 n.A. 

4 n.A. n.A. 

26 n.A. n.A. 

28 806 ± 30 n.A. 

c(RGDfK) 872 ± 198 n.A. 

hEGF 1.0 ± 0.3 15 ± 3.3 

 

Lediglich die Lipophilie und die postulierte bessere Stabilität von Multimeren in humanem 

Serum konnten daher beurteilt werden. Die Lipophilie nahm mit zunehmender Anzahl an 

GE11-Einheiten zu, wobei alle Substanzen mit logD(7.4)-Werten von -3.79 ± 0.04 

bis -2.17 ± 0.21 hydrophil sind und sich somit für die nicht-invasive Bildgebung mittels 

PET/CT eignen würden. Für die Stabilität konnte genau das Gegenteil dessen was postuliert 

wurde, beobachtet werden. Das Homodimer 1 als auch das Homotetramer 2 wiesen eine 

geringere Serumstabilität als das Monomer 4 auf. Da die Serumstabilität mit zunehmender 

Anzahl an GE11-Einheiten abnahm, könnte dies möglicherweise daran liegen, dass das 

Homodi- und Homotetramer mehr potentielle Angriffsstellen für Peptidasen liefern. Bei 

multivalenten Liganden geht der Verlust einer einzelnen Einheit üblicherweise nicht mit dem 

Verlust der gesamten Bindungsstärke einher, da die bestehenden weiterhin intakten Einheiten 

noch die Möglichkeit haben eine Bindung einzugehen. Dies konnte insofern gezeigt werden, 

als dass das Heterodimer 3, trotz einer inaktiven zweiten Einheit, mit der c(RGDfK)-Einheit 

binden konnte. 

Folglich eignete sich keines der untersuchten multivalenten Peptide für in vivo-PET/CT-

Bildgebung EGFR-positiver Tumoren. 
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4.1.1 Synthese von Peptidverbindungen auf Ultraschallbasis 

 

Ein Unterziel der vorliegenden Arbeit war die Beurteilung, ob die Verwendung von 

Ultraschallbädern grundsätzlich zur Optimierung von Synthesen Anwendung finden können. 

Es wurde ein handelsübliches Ultraschallbad benutzt. Die Synthese des Heterodimers 3 und all 

seiner Bestandteile wurde sowohl im Ultraschallbad als auch mit mechanischem Schütteln 

durchgeführt. Die Ergebnisse der Synthesen sind in Tabelle der 16 zusammengefasst: 

Tabelle 16: Zusammenfassung von den Ergebnissen der Synthesen des Heterodimers 3 und seiner Bausteine 15, 17, 20, 21 

und 22. 

Produkt Reaktionsweg 
Reagenzüberschuss pro 

Kupplungsschritt [Äq.] 

Summe der Reaktionszeit der 

Kupplungen [min] 

Ausbeute 

[%] 

15 Mechanisch 4 330 45 ± 3 

15 Ultraschall 2 90 78 ± 6 

17 Mechanisch 4 (8 für bis-NHS-PEG5) 720   46 ± 12 

17 Ultraschall 2 (5 für bis-NHS-PEG5) 180 26 ± 7 

20 Mechanisch 4 240 (+ 960 min Cyclisierung) 56 ± 7 

20 Ultraschall 2 60 (+ 60 min Cyclisierung) 64 ± 7 

21 Mechanisch 1.3 60 38 ± 8 

21 Ultraschall 1.3 15 43 ± 8 

22 Mechanisch 0.6 90 25 ± 7 

22 Ultraschall 0.6 30 39 ± 2 

3 Mechanisch 4 90 48 ± 2 

3 Ultraschall 2 60 64 ± 8 

 

Alle Verbindungen konnten mit mechanischem Schütteln und mit Verwendung von Ultraschall 

erfolgreich synthetisiert werden. Die ultraschallgestützten Synthesen benötigten am Harz 

immer einen geringeren Reagenzüberschuss und gingen trotzdem mit einer Verbesserung der 

Ausbeute einher. Der NHS-Ester 17 bildet dabei eine Ausnahme, da es bei der Verwendung 

von Ultraschall zu einer erhöhten Menge an intermolekularer Querverknüpfung am Harz kam. 

So verlief die Kupplung mit mechanischen Schütteln mit einer Ausbeute von 46 ± 12% Produkt 

und 15 ± 5% Dimer, während bei der ultraschallgestützten Synthese zu 26 ± 7% Produkt bei 

bis zu 42 ± 7% Dimer isoliert wurden. Bei der analogen Synthese von 21 in Lösung wurden 

beim mechanischen Schütteln Ausbeuten von 38 ± 8% Produkt und 13 ± 4% Dimer erreicht; 

bei der ultraschallgestützten Synthese wurden 43 ± 8% Produkt bei nur 7 ± 2% Dimer erhalten. 

Da es bei der Synthese am Harz in vermehrtem Maß zur Dimeriserung kam, kann die 

erzwungene räumliche Nähe, die durch das Harz geschaffen wird, als begünstigender Faktor 

zur Dimeriserung gesehen werden. 
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Zusätzlich konnte bei der Synthese mit Ultraschall durchweg eine verringerte Reaktionsdauer 

festgestellt werden. Der Verlauf der Kupplungen von 3, 21 und 22 wurde mittels analytischer 

HPLC überwacht, um den Zeitpunkt des vollständigen Umsatzes der Edukte zu bestimmen, 

wobei mindestens eine Verminderung der Reaktionszeit um den Faktor 1.5 gemessen werden 

konnte. Bei der Synthese am Harz konnten die Reaktionszeiten um mindestens einen Faktor 3 

reduziert werden, mit gleicher oder sogar besserer Ausbeute. Hierbei wurden bereits noch 

stärkere Verkürzungen von der Reaktionszeit einzelner Kupplungen bei SPPS – bis zu einem 

Faktor von 7 – bei gleichbleibender Ausbeute postuliert.[167] 

Sowohl die Kupplungen am Harz (15, 17 und 20), die Verknüpfung in Lösung (3, 21 und 22), 

als auch die Cyclisierungen (20) konnten im Ultraschallbad durchgeführt werden. Diese 

Ergebnisse reihen sich mit der Erkenntnis ein, dass Ultraschall auch bei der Abspaltung von 

Schutzgruppen und der Abspaltung vom Harz die Reaktionszeit deutlich verringern kann.[168] 

Somit begrenzt sich die Verwendung von Ultraschall nicht rein auf die Kupplungen von 

Aminosäuren oder gar Peptidsynthese, sondern kann vielseitig zur Verbesserung von 

Reaktionszeit, benötigter Menge an Reagenzien und der Ausbeute beitragen. 

 

4.2 Liganden für die Bildgebung von EGFR-überexprimierenden Läsionen 

 

Die Eignung einiger der prominentesten literaturbekannten EGFR-spezifischen und von drei 

neuen Peptiden als potentielle PET-Radiopharmaka zur EGFR-spezifischen PET/CT-

Bildgebung konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit aufschlussgebend bewertet werden. Die 

acht literaturbekannten Peptide GE11, D4, P1, P2, CPP, QRH, EGBP und Pep11 und drei 

Teilstrukturen des hEGF, EGF5-21, EGF13-32, EGF32-43, als neue Peptide wurden erfolgreich 

synthetisiert und mit dem Linker PEG5 und dem Chelator NODA-GA funktionalisiert. Die 

Radiomarkierung der so erhaltenen Präkusoren konnte etabliert werden und in in vitro-

Untersuchungen konnten die Stabilität in humanem Serum, Lipophilie, Bindungs- und 

Internalisierungsrate in A431-Zellen und Bindungsaffinitäten gegenüber derselben Zelllinie der 

jeweiligen Substanzen bestimmt werden. Für A431-Zellen konnte für keine der 

literaturbekannten Substanzen eine Tumorzellaufnahme oder Affinität in Bindungsstudien an 

den EGFR festgestellt werden. Während die verkürzten Liganden des hEGF, EGF5-21, EGF13-

32, EGF32-43, eine bessere Serumstabilität als der endogene Ligand – für hEGF wurde eine HWZ 



 Zusammenfassung und Ausblick  

   

 

   

76 

 

von 17 min in humanem Serum dokumentiert[253] – aufwiesen, verloren auch sie die Fähigkeit 

mit hoher Affinität an den EGFR zu binden. 

Tabelle 17: Zusammenfassung von den Ergebnissen der Synthese, 68Ga-Radiomarkierung und Charakterisierung der Liganden 

[68Ga]Ga-4 – [68Ga]Ga-14. 

 Synthese Radiomarkierung Serumstabilität Lipohilie 

Produkt 
max. Ausbeute 

Präkursor [%] 

Rad. Reinheit 

[%] 

Mol. Aktivität 

[GBq/µmol] 

Produkt nach 90 min in 

humanem Serum [%] 
logD(7.4) 

[68Ga]Ga-4 57 98 88 83.0 ± 0.8  -3.44 ± 0.08 

[68Ga]Ga-5 74 99 41 98.1 ± 1.2 -3.51 ± 0.22 

[68Ga]Ga-6 59 100 25 98.5 ± 3.2 -3.92 ± 0.09 

[68Ga]Ga-7 21 100 28 97.0 ± 2.4 -4.01 ± 0.13 

[68Ga]Ga-8 50 100 48 98.5 ± 0.6 -3.91 ± 0.06 

[68Ga]Ga-9 49 100 42 91.8 ± 3.3 -3.86 ± 0.11 

[68Ga]Ga-10 39 100 69 38.2 ± 1.7 -3.03 ± 0.20 

[68Ga]Ga-11 22 99 54 n.A. -3.16 ± 0.11 

[68Ga]Ga-12 5 93 32 n.A. -2.93 ± 0.08 

[68Ga]Ga-13 11 99 36 83.9 ± 1.2 -3.92 ± 0.09 

[68Ga]Ga-14 54 100 30 84.9 ± 0.9 -3.98 ± 0.06 

 

Tabelle 18: Zusammenfassung von den Ergebnissen der in vitro-Charakterisierung der Liganden [68Ga]Ga-4 – [68Ga]Ga-14. 

 
Zellbindungsassay 

(internalisiert + membrangebunden) 

Bindungsassay mit 

dem Präkursor 

Produkt Ungeblockt [%] Geblockt [%] IC50 [nM] A431 

[68Ga]Ga-4 0.08 ± 0.00 0.10 ± 0.02 n.A. 

[68Ga]Ga-5 0.22 ± 0.05 0.21 ± 0.04 n.A. 

[68Ga]Ga-6 0.08 ± 0.00 0.09 ± 0.01 n.A. 

[68Ga]Ga-7 0.09 ± 0.00 0.12 ± 0.02 n.A. 

[68Ga]Ga-8 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.08 n.A. 

[68Ga]Ga-9 0.10 ± 0.01 0.11 ± 0.02 n.A. 

[68Ga]Ga-10 0.11 ± 0.01 0.13 ± 0.02 n.A. 

[68Ga]Ga-11 0.16 ± 0.01 0.15 ± 0.01 n.A. 

[68Ga]Ga-12 0.15 ± 0.02 0.15 ± 0.02 n.A. 

[68Ga]Ga-13 0.24 ± 0.2 0.23 ± 0.05 n.A. 

[68Ga]Ga-14 0.17 ± 0.04 0.15 ± 0.02 n.A. 

[125I]I-hEGF 33.58 ± 0.57 1.85 ± 0.24 15 ± 3.3 
 

Mit dieser Arbeit kann der Großteil an literaturbekannten Liganden für den EGFR von der 

Entwicklung als Basis EGFR-spezifischer Radiopharmaka für die Darstellung EGFR-positiver 

Tumoren mittels PET/CT ausgeschlossen werden.  

Zur Weiterführung der Forschung nach einem peptidischen EGFR-spezifischen Radiotracer 

müssten unbekanntere oder neue Liganden für den EGFR gefunden werden. Hierzu würden die 

erläuterten Methoden zur Bestimmung neuer Peptide Verwendung finden. Es bleibt jedoch 

auch die Überlegung, ob sich der EGFR als Target für peptidische Liganden eignet oder eher 

small molecules oder Antikörper als potentielle Liganden zu untersuchen wären. So kann der 
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endogene Ligand mit seinen 53 Aminosäuren möglicherweise nicht in einer gekürzten Variante 

genutzt werden. In Studien wurde bereits durch den Austausch einer einzelnen Aminosäure 

(Arg41 → Ala) eine Verringerung des IC50-Wertes von 13.0 nM auf 26.2 µM festgestellt.[250] 

Weiter war auch für mögliche Teilsequenzen des B-Loop eine Verdrängung mit [125I]I-hEGF 

nicht durchführbar, da die gekürzten Varianten an anderen Bindungsstellen als der endogene 

Ligand gebunden haben.[254] In Internalisierungsassays mit den Teilsequenzen von hEGF 

konnten in dieser Arbeit allerdings keine Bindung (Membranbindung oder Internalisierung) an 

A431-Zellen nachgewiesen werden, was andere Bindungsstellen als die des hEGF an den 

EGFR mit einschließt.  

Eine letzte Möglichkeit wäre eine umfangreichere Testung der selektierten Liganden. So 

könnten die restlichen Peptide, die die Domänen I und III adressieren noch unfunktionalisiert 

gegen [125I]I-hEGF getestet werden, um eine mögliche Beeinflussung durch Linker und 

Chelator auszuschließen. Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur mit 

unfunktionalisiertem GE11 durchgeführt, welches jedoch auch keine Internalisierung oder 

Bindungsaffinitäten an A431-Zellen aufwies. Letzlich könnten Human-Organ-Chips genutzt 

werden, um die Bioverteilung der Radiotracer abschätzen zu können. Die Chips versuchen 

menschliche Organe abzubilden und sollten idealerweise zur Beurteilung der Pharmakokinetik 

geeignetere Ergebnisse als Zellen liefern können. Die Chips befinden sich nur aktuell noch in 

der Entwicklung und können bisher nur in sehr seltenen Fällen in der Forschung eingesetzt 

werden. Tierversuche können sie noch nicht ersetzen.[255]  
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5 Experimentalteil 

 

5.1 Verwendete Geräte 

 

HPLC: Die analytische HPLC-, die semipräparative HPLC- und die Radio-HPLC-Analysen 

wurden mit einem Dionex UltiMate 3000 System (Thermo Scientific) mit der Software 

Chromeleon (Version 6.80 bzw. 7.1.3) durchgeführt. Für analytische HPLC-Läufe wurde eine 

Chromolith Performance (RP-18e, 100-4.6 mm, Merck, Deutschland) Säule, für 

semipräparative HPLC-Läufe eine Chromolith SemiPrep (RP-18e, 100-10 mm, Merck, 

Deutschland) Säule und für Radio-HPLC-Läufe eine Chromolith Performance (RP-18e, 100-

4.6 mm, Merck, Deutschland) Säule zusätzlich mit einem GABI* Radioaktivitätsdetektor 

(Elysia-raytest) eingesetzt. Zum Schutz der Säulen wurde jeweils eine Chromolith Vorsäule 

(RP-18e, 10-4.6 mm, Merck, Deutschland) verwendet. Es wurden Wasser (H2O) + 0.1% 

Trifluoressigsäure (TFA) und Acetonitril (MeCN) + 0.1% TFA als Lösemittelsystem bei einer 

Flussrate von 4 mL/min benutzt, wobei jeweilige Gradienten und Retentionszeiten, als Rt in 

[min], bei der zugehörigen Synthese angegeben wurden.  

MALDI-TOF: Die Spektren der Matrix-unterstützten Laser-Desorption/Ionisation wurden mit 

einem Bruker Daltonics Microflex Spektrometer, im linearen Acquisitionsmodus, mit positiver 

Ionenquelle und mit 200 Laserimpulsen pro Probenpunkt aufgenommen. Als Matrix wurde 

α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (α-CS) in H2O/MeCN (75/25, v/v, 10 mg/mL) oder 2,5-

Dihydroxybenzoesäure (DHB) in H2O/MeCN (50/50, v/v, 20 mg/mL) verwendet. Die Matrix- 

und Probenlösung wurden zur Probenvorbereitung vermischt (1/1, v/v), auf die Probenplatte 

(MSP 96 target polished steel BC) aufgetropft und das Lösungsmittel verdampft (eng. dried-

droplet method). Die Spektren wurden mit der Software flexControl Version 3.3 (Build 108) 

aufgenommen und mit flexAnalysis Version 3.3 (Build 80) ausgewertet. 

HR-ESI-MS: Die Elektrospray-Ionisation-Messungen wurden an einem Thermo Finnigan 

LTQ FT Ultra Fourier Transform Ionen Cyclotron Resonanz Massenspektrometer 

durchgeführt. Die Auflösung wurde auf 100.000 bei m/z 400 eingestellt. Gemessen wurden 

probenabhängig Massenbereiche von 50 bis 2000 u. Die Spraykapillarenspannung am IonMax 

ESI-Kopf betrug 4 kV, die Heizerkapillaren-temperatur 250 °C, der Stickstoff Sheathgasfluss 

20 und der Sweepgasfluss 5 Einheiten. Die Fließinjektionsanalyse (FIA/ESI) wurde mit einer 
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Surveyor MS Pumpe bei einer Flussrate von 100 µL/min mit Wasser/Acetonitril (20/80, v/v 

oder 80/20, v/v)) als Laufmittel durchgeführt. 1-10 µL Probenlösung wurden jeweils unter 

Verwendung eines Inlinefilters injiziert. Die ESI-Messungen wurden von Herrn Dr. Werner 

Spahl (Department Chemie, Ludwig-Maximilians-Universität München) durchgeführt. 

Gefriertrockner: Substanzen wurden mittels einer Alpha 2-4 LDplus (Christ Martin) oder 

einer LyoQuest (Telstar) Gefriertrockneranlage bei -80°C und 0.25 mbar lyophilisiert. 

Gammazähler: Zur Messung von Gammastrahlung in counts per minute [cpm] wurde ein 2480 

Wizard2-Gammazähler (PerkinElmer) verwendet. 

Ultraschallbad: Die ultraschallunterstützen Synthesen wurden in einem Sonorex Super RK 

225 H Ultraschallbad (Bandelin) bei Raumtemperatur durchgeführt. 

Zentrifuge: Eppis (1.5 – 2 mL) wurden in einer MiniSpin (Eppendorf) bei einer 

Zentrifugendrehzahl von 13 400 rpm (12 100 ×g), Falcons (15 – 50 mL) in einer 5804R, Rotor 

A-4-44 (Eppendorf), bei einer Zentrifugendrehzahl von 5 000 rpm (4 400 ×g) zentrifugiert.  

CO2-Inkubator: Zur Kultivierung von Zellkulturen wurde ein Brutschrank HERAcell 150i 

(Thermo Scientific) oder HERAcell VIOS 160i (Thermo Scientific) genutzt. 

pH-Meter: pH-Messungen wurden mit einem SevenMulti S47 (Mettler Toledo) durchgeführt, 

welches mit Pufferlösungen pH 4.00, 7.00 und 10.00 von Certipur (Merck, Deutschland) 

kalibriert wurde. 

Schüttler: Zur Inkubation von Substanzen in humanem Serum bei 37°C und auch zur 

Radiomarkierung bei 45°C mit zusätzlichem Schütteln wurde ein Thermomixer comfort 

(Eppendorf) eingesetzt. Für mechanisch durchgeführte Peptidkupplungen wurde die 

harzgefüllte Spritze auf einem S20 (CAT) Schüttler fixiert. 

Sterilbank: Die Arbeit an Zellkulturen erfolgte in einer Fischer Scientific Safe 2020 Sterilbank, 

eine Sicherheitswerkbank der Klasse 2. 
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Waagen: Substanzen wurden mittels einer Mikrowaage CPA 26 P (Sartorius) und einer 

Analysenwaage CPA 224 S (Sartorius) eingewogen. 

68Ge/68Ga-Generator: [68Ga]GaCl3 wurde durch die Elution eines GalliaPharm 68Ge/68Ga-

Generator Systems (Eckert & Ziegler) mit 0.1 M Salzsäure (HCl) erhalten. 

Aktivimeter: Die Aktivität und Volumenaktivität der radioaktiven Isotopen wurden mit einem 

ISOMED 2010 von NUVIATech Instruments GmbH bestimmt. 

Mikroskop: Das Überwachen der Zellkulturen und Zählen der Zellen, mittels Zählkammer, 

erfolgte an einem Primo Vert Inversem Lichtmikroskop (Carl Zeiss AG). 

Wasserbad: Zellmedium, Bindungsmedium, PBS, FCS etc. wurden in einem Wisd WiseBath 

Wasserbad (WITEG Labortechnik) erwärmt. 

 

5.2 Verwendete Chemikalien, Lösemittel und Materialien zur chemischen 

Synthese, Radiomarkierung und in vitro-Charakterisierung 

 

Chemische Synthese: Alle Lösungsmittel und Reagenzien wurden in p. a. Qualität erworben 

und, solange nicht anders angegeben, ohne weitere Aufreinigung für die Synthesen benutzt. 

Fmoc- und seitenkettengeschütze Aminosäuren, alle Harze (Fmoc-Thr(tBu)-Wang Harz 

(Beladung 0.30 – 0.65 mmol/g), Fmoc-Ile-Wang Harz LL (Beladung 0.31 – 0.40 mmol/g), Rink 

Amid Harz (Beladung 0.40 – 0.80 mmol/g), Rink Amid MBHA Harz LL (Beladung 0.36 

mmol/g), Fmoc-Asp(NovaSynTGA)-OAll (Beladung 0.18 – 0.21 mmol/g), H-Asp(tBu)-2-

chlorotrityl Harz (Beladung 0.73 mmol/g) und 2-Chlorotritylchlorid Harz (Beladung 1.10 

mmol/g)) sowie Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphoniumhexafluorophosphat 

(PyBOP) wurden von NovaBiochem (Darmstadt, Deutschland) erworben. Bis(2,5-

dioxopyrrolidin-1-yl) 4,7,10,13,16,19-hexaoxadocosanedioat (bis-NHS-PEG5-ester) wurde 

von Broadpharm (San Diego, USA), Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (Pd(PPh3)4) von 

TCI (Eschborn, Deutschland), 15-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)amino-4,7,10,13-tetraoxa-

pentadecansäure (PEG3, Fmoc-NH-PEG3-COOH), 21-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)amino-

4,7,10,13,16,19-hexaoxaheneicosansäure (Fmoc-NH-PEG5-COOH) und 2-(Bis(3-(((9H-
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fluoren-9-yl)methoxy)-carbonylamino)-propyl)-amino)essigsäure Kaliumhemisulfat ((Fmoc-

NH-propyl)2Gly-OH × KHSO4) von Iris Biotech (Marktredwitz, Deutschland) gekauft. Der 

Chelator 4-(4,7-Bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-1,4,7-triazacyclononan-1-yl)-5-(tert-butoxy)-

5-oxo-pentansäure (R-NODA-GA(tBu)3) stammte von CheMatech (Dijon, Frankreich). 

Dichloromethan (DCM), Diethylether, Dimethylformamid (DMF), Piperidin, 2-(1H-

benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU), Thallium(III)-

trifluoroacetat, Triisopropylsilan (TIS), Trifluoressigsäure (TFA), N,N-Diisopropylethylamin 

(DIPEA) und L-Ascorbinsäure wurden von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

erworben. Acetonitril (HPLC-Qualität) und Wasser (HPLC-Qualität) wurden von Häberle 

Labortechnik (Lonsee-Ettlenschieß, Deutschland) oder Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

beschafft. Mittels einer Reinstwasseranlage Aquinity2 von membraPure wurde zudem Wasser 

mit HPLC-Qualität erzeugt. 

Radiomarkierung: Das benötigte Natriumacetat wurde von Carl Roth (Karlsruhe, 

Deutschland) und Wasser (Tracepur-Qualität), Salzsäure (30%, Suprapur-Qualität) sowie auch 

Natriumhydroxid (30%, Suprapur-Qualität) wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) 

erworben. 

Zellen: Die Zelllinie A431 wurde vom Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland), die Zelllinie U87MG von 

ATCC (American Type Culture Collection, Wesel, Deutschland) gekauft. Gibco Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM), Gibco Eagle's Minimal Essential Medium (EMEM), Gibco 

Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL) als auch Gibco Trypsin-EDTA 0.25% mit Phenolrot 

wurden von ThermoFisher (Kandel, Deutschland) erworben. Es wurden fötales Rinderserum 

(FCS) von Bio&Sell (Nürnberg, Deutschland), Ethanol 98.8% sowie Zählkammern C-Chip 

Neubauer improved von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und schließlich Trypanblau-

Lösung 0.4% und Dulbecco‘s Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) von Sigma Aldrich 

(Taufkirchen, Deutschland) erstanden. 

5.2.1 In vitro-Charakterisierung 

Serumstabilitätstest: Humanes Serum (vereinigtes Blutserum von koaguliertem Vollblut der 

Blutgruppe AB von männlichen Spendern) wurde von Sigma Aldrich (Taufkirchen, 

Deutschland) erworben. 
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Lipophilie: 1-Octanol, Dinatriumhydrogenphosphat und Natriumdihydrogenphosphat 

stammten von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland). 

Internalisierungsassay: Für die Durchführung der Internalisierungsassays in Cellstar 24-Well 

Zellkultur Multiwellplatten von Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland) wurden 

zusätzlich Glycin von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Natriumchlorid und Bovines 

Serum Albumin Fraktion V (BSA) von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) sowie 

rekombinantes hEGF von Peprotech (Hamburg, Deutschland) erhalten. 

Kompetitive Bindungsstudien: Die Durchführung der kompetitiven Bindungsstudien in den 

Millipore MultiScreenHTS-BV, 1.2 µm 96-well Filterplatten (Merck, Darmstadt) benötigte Opti-

MEM I (GlutaMAX I) von ThermoFisher (Kandel, Deutschland), Tris(hydroxymethyl)-

aminomethanhydrochlorid von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Magnesiumchlorid 

und Mangan(II)chlorid von VWR (Bruchsal, Deutschland) und Calciumchlorid von Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland). [125I]I-hEGF und [125I]I-Echistatin mit molaren Aktivitäten von 81.4 

TBq/mmol wurden in Auftragssynthese von PerkinElmer (Rodgau, Deutschland) hergestellt. 

 

5.3 Chemische Synthese der EGFR-spezifischen Liganden 

 

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidsynthese (A1) 

Die Synthese der Peptide wurde an fester Phase nach Fmoc-Standardprotokoll durchgeführt.[164] 

Hierzu wurden 5 – 25 mL Spritzen (HSW) mit zwei Lagen 35 µm porösem HDPE-Filter 

(Polyethylen, hohe Dichte) (Reichelt Chemietechnik) versehen und das jeweile Harz zwischen 

Filter und Stempel gefüllt. Das Harz wurde für 45 min in DCM gequollen und vor der Synthese 

auf DMF umgespült. Zur Kupplung der einzelnen Aminosäuren wurden zwei verschiedene 

Methoden verwendet: entweder verlief die Kupplung gestützt durch mechanisches Schütteln, 

oder durch Ultraschall. Die Kupplung der Aminosäuren durch mechanisches Schütteln wurde 

für 60 min auf einem S20 Schüttler (CAT), bei Raumtemperatur, mit 4 Äq. der jeweiligen 

Aminosäure und 3.9 Äq. HBTU als Kupplungsreagenz mit 4 Äq. DIPEA als Base zur 

Aktivierung (2 min) durchgeführt. Die ultraschallgestützte Kupplung der Aminosäuren erfolgte 

für 15 min in einem Sonorex Super RK 225 H Ultraschallbad (Bandelin) bei Raumtemperatur, 

2 Äq. der jeweiligen Aminosäure und 1.9 Äq. HBTU als Kupplungsreagenz mit 2 Äq. DIPEA 

als Base zur Aktivierung (2 min). Die Fmoc-Schutzgruppe der Amine wurde mit 50% Piperidin 
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in DMF (v/v) für 2 und 5 min entfernt. Diese Kupplungs- bzw. Entschützungsschritte wurden, 

bis zur Komplettierung des Peptids wiederholt. Das Peptid wurde mit TFA, TIS und H2O 

(95/2.5/2.5, v/v/v) innerhalb von 3 h bei Raumtemperatur global entschützt und vom Harz 

abgespalten. Die Lösungsmittel wurden unter vermindertem Druck entfernt, das Produkt in 1:1 

MeCN/H2O + 0.1% TFA (v/v) gelöst, mittels semipräparativer HPLC aufgereinigt und 

anschließend lyophilisiert. Die chemische Reinheit des Produkts wurde stets mittels 

analytischer HPLC (0-100% MeCN + 0.1% TFA in 5 min) bestimmt. 

 

5.3.1 Synthese des GE11-Mono-, Homodi- und Homotetramers 

5.3.1.1 Synthese des GE11-Monomers 

 

NODA-GA-PEG5-GE11 4 

 

NODA-GA-PEG5-GE11 4 (NODA-GA-PEG5-Tyr-His-Trp-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Pro-Gln-Asn-

Val-Ile) wurde nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Fmoc-

Ile-Wang LL Harz (100-200 mesh, Beladung 0.31 – 0.40 mmol/g, 15.5 µmol) mit Standard Nα-

Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-NH-PEG5-COOH, (R)-NODA-GA(tBu)3 und HBTU als 

Kupplungsreagenz synthetisiert. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, 

Aufreinigung (Rt = 5.42 min, 20–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde 

das Produkt als farbloser Feststoff hergestellt. 

Ausbeute: 50 ± 7% (17.2 ± 2.4 mg), chemische Reinheit: 92.1% (Rt = 2.06 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2233.76 (2234.07).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+2H]2+ (ber.): 1117.5400 (1117.5403), [M-2H]2- (ber.): 1115.5249 

(1115.5257), [M-4H+3K]2- (ber.): 1172.5213 (1172.4618). 

 



   

   

 

   

84 

 

5.3.1.2 Synthese der verzweigten Grundgerüste 

 

NODA-GA-bis-amino-dendron 15 

 

Die Synthese des NODA-GA-bis-amino-dendron 15 ((Nε-NODA-GA-Nα-PEG3-Gly-bis(3-

aminopropyl))lysin) wurde auf dem mechanischen Schüttler und im Ultraschallbad an einem 

Rink Amid Harz (Beladung 0.4 – 0.8 mmol/g, 26.6 µmol) nach der allgemeinen 

Arbeitsvorschrift A1 mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und Fmoc-

PEG3-OH durchgeführt. Die Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte mit TFA in DCM 

(1/99, v/v) für 3×15 min, woraufhin das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) 

gewaschen wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 53.2 µmol, 28.9 mg) wurde mit PyBOP (1.9 

Äq., 50.5 µmol, 26.3 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 53.2 µmol, 9 µL) als 

Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 2.5 h / 30 min (mechanisch / Ultraschall) an das ε-

Amin gekuppelt. (Fmoc-NH-propyl)2Gly-OH × KHSO4 (4 Äq., 106.4 µmol, 81.9 mg / 2 Äq., 

53.2 µmol, 41.0 mg (mechanisch / Ultraschall)) wurde nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 

A1, aber mit verlängerter Reaktionszeit von 2.5 h / 30 min (mechanisch / Ultraschall), an das 

Amin des PEG3-Linkers gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, 

Aufreinigung (Rt = 4.27 min, 0–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde 

das Produkt als farbloses Öl isoliert. 

Ausbeute: 45 ± 3% (11.0 ± 0.7 mg) / 78 ± 6% (19.1 ± 1.5 mg) (mechanisch / Ultraschall), 

chemische Reinheit: 100% (Rt = 1.20 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 921.52 (921.56).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+2H]2+ (ber.): 461.2843 (461.2844), [M+H]+ (ber.): 921.5616 

(921.5616), [M-H]- (ber.): 919.5464 (919.5469). 
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NODA-GA-tetra-amino-dendron 16 

 

Die Synthese des NODA-GA-tetra-amino-dendrons 16 ((Nε-NODA-GA-Nα-PEG3-Gly- bis(3-

(2-(bis(3-aminopropyl)amino)acetamidopropyl)))lysin) wurde an einem Rink Amid Harz 

(Beladung 0.4 – 0.8 mmol/g, 26.6 µmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im 

Ultraschallbad mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und Fmoc-PEG3-OH 

durchgeführt. Die Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte mit TFA in DCM (1/99, v/v) 

für 3×15 min, wonach das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen 

wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 53.2 µmol, 28.9 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 50.5 

µmol, 26.3 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 53.2 µmol, 9 µL) als Base zur 

Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. (Fmoc-NH-propyl)2Gly-

OH × KHSO4 wurde zweimal (4 Äq., 106.4 µmol, 81.9 mg) (6 Äq., 159.6 µmol, 122.9 mg) mit 

HBTU (3.9 Äq., 103.7 µmol, 39.3 mg) (5.9 Äq., 157.0 µmol, 59.5 mg) und DIPEA (4 Äq., 

106.4 µmol, 18.2 µL) (6 Äq., 159.6 µmol, 27.3 µL) mit verlängerter Reaktionszeit von jeweils 

30 min gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 3.76 

min, 0–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloses 

Öl erhalten. 

Ausbeute: 72 ± 3% (17.6 ± 0.7 mg), chemische Reinheit: 94.0% (Rt = 1.12 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1263.22 (1263.84).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1263.8382 (1263.8359). 
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5.3.1.3 Synthese der GE11-Einheit 

 

NHS-PEG5-GE11-ester 17 

 

Der NHS-PEG5-GE11-ester 17 (NHS-PEG5-Tyr-His-Trp-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Pro-Gln-Asn-Val-

Ile) wurde nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 sowohl auf dem mechanischen Schüttler 

als auch im Ultraschallbad an einem Fmoc-Ile-Wang LL Harz (100-200 mesh, Beladung 0.31 

– 0.40 mmol/g, 32 µmol) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, bis-NHS-PEG5 und HBTU als 

Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Kupplung des bis-NHS-PEG5 (8 Äq., 0.26 mmol, 147 mg 

/ 5 Äq., 0.16 mmol, 92 mg (mechanisch / Ultraschall)) erfolgte ohne HBTU, aber mit DIPEA 

(4 Äq., 0,13 mmol, 21.9 µL) für 1 h mechanisch geschüttelt bzw. 15 min ultraschallgestützt. 

Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 2.74 min, 20-50% 

MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser Feststoff 

erhalten. 

Ausbeute: 46 ± 12% (29.2 ± 7.6 mg) / 26 ± 7% (16.5 ± 4.4 mg) (mechanisch / Ultraschall), 

chemische Reinheit: 99.1% (Rt = 1.97 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2001.91 (2001.92).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+2H]2+ (ber.): 1001.9622 (1001.9612). 
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5.3.1.4 Verknüpfung der Linker-modifizierten Peptide zu den Zielstrukturen 

 

Homodimer 1 

 

Das Homodimer 1 wurde durch die ultraschallgestützte Kupplung des NODA-GA-bis-amino-

dendrons 15 (2.4 µmol, 2.2 mg) bei Raumtemperatur in abs. DMF (1 mL) mit dem NHS-PEG5-

GE11-ester 17 (2.6 Äq., 6.2 µmol, 12.5 mg) und DIPEA (14.6 Äq., 34.8 µmol, 6 µL) als Base 

erhalten. Ein vollständiger Umsatz der Edukte konnte nach 15 min mittels analytischer HPLC 

beobachtet werden. Das Produkt wurde mittels semipräparativer HPLC (Rt = 6.77 min, 20–40% 

MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert und letzlich als farbloser Feststoff lyophilisiert. 

Ausbeute: 23 ± 10% (2.6 ± 1.1 mg), chemische Reinheit: 95.7% (Rt = 2.25 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 4701.08 (4695.32).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+4H]4+ (ber.): 1174.5888 (1174.5862), [M+3H]3+ (ber.): 1565.7858 

(1565.7792). 
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Homotetramer 2 

 

Das Homotetramer 2 wurde durch die ultraschallgestützte Kupplung des NODA-GA-tetra-

amino-dendrons 15 (2.4 µmol, 3.0 mg) bei Raumtemperatur in abs. DMF (1 mL) mit dem NHS-

PEG5-GE11-ester 17 (4.6 Äq., 11.0 µmol, 22.0 mg) und DIPEA (14.6 Äq., 34.8 µmol, 6 µL) 

als Base erhalten. Ein vollständiger Umsatz der Edukte konnte nach 60 min mittels analytischer 

HPLC beobachtet werden. Das Produkt wurde mittels semipräparativer HPLC (Rt = 6.90 min, 

0–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert und anschließend als farbloser Feststoff 

lyophilisiert. 

Ausbeute: 20 ± 5% (4.1 ± 1.1 mg), chemische Reinheit: 97.6% (Rt = 2.27 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+2Na]+ (ber.): 8852.25 (8856.33).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+7H]7+ (ber.): 1259.6317 (1259.6290), [M+6H]6+ (ber.): 1469.4027 

(1469.3992), [M+5H]5+ (ber.): 1763.0802 (1763.0776). 
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5.3.2 Synthese des Heterodimers und strukturell gescrambleter Analoga 

5.3.2.1 Synthese der Peptid-Einheiten 

 

NHS-PEG5-scr[GE11]-ester 18 

 

Der NHS-PEG5-scr[GE11]-ester 18 (NHS-PEG5-Gly-Asn-Ile-Pro-Tyr-Thr-Tyr-His-Tyr-Gln-

Trp-Val) wurde nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Fmoc-

Val-Wang LL Harz (100-200 mesh, Beladung 0.33 mmol/g, 33 µmol) mit Standard Nα-Fmoc-

Aminosäuren, bis-NHS-PEG5 und HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Kupplung 

des bis-NHS-PEG5 (2 Äq., 0.07 mmol, 38 mg) erfolgte in 15 min ohne HBTU, aber mit DIPEA 

(2 Äq., 0,07 mmol, 11.3 µL). Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung 

(Rt = 2.78 min, 20–50% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt 

als farbloser Feststoff isoliert. 

Ausbeute: 13 ± 6% (8.7 ± 3.9 mg), chemische Reinheit: 93.3% (Rt = 1.99 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2002.30 (2001.92).  

HR-ESI-MS (m/z): [M-NHS+2H]2+ (ber.): 952.9525 (952.9513), [M-NHS+H]+ (ber.): 

1905.9031 (1905.8987). 

 

c(RGDfK) 21 
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Das zyklische Peptid c(RGDfK) 21 (c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)) wurde in Anlehnung an Del 

Gatto et al.[223] nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 auf dem mechanischen Schüttler wie 

im Ultraschallbad an einem Fmoc-Asp(NovaSynTGA)-OAll Harz (Beladung 0.18 – 0.21 

mmol/g, 18 µmol) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren und HBTU als Kupplungsreagenz 

synthetisiert. Die Entschützung der OAll-Schutzgruppe erfolgte mit Pd(PPh3)4 (0.25 Äq., 4.5 

µmol, 5.2 mg) und Phenylsilan (24 Äq., 0.45 mmol, 53.2 µL) in DCM für 3×15 min, wobei das 

Pd(PPh3)4 als Feststoff in die Spritze gefüllt und das Phenylsilan in DCM gelöst und aufgezogen 

wurde. Die Zyklisierung am Harz mit HBTU (1 Äq., 18 µmol, 6.8 mg) wurde für 16 h / 1 h 

(mechanisch / Ultraschall) durchgeführt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, 

Aufreinigung (Rt = 4.77 min, 0–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde 

das Produkt als farbloser Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 56 ± 7% (6.1 ± 0.8 mg) / 64 ± 7% (6.9 ± 0.8 mg) (mechanisch / Ultraschall), 

chemische Reinheit: 80.9% (Rt = 1.01 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 604.10 (604.32).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 604.3199 (604.3202). 

 

scr[c(RGDfK)] 22 

 

Das gescramblete zyklische Peptid scr[c(RGDfK)] 22 (c(Arg-Lys-Asp-D-Phe-Gly)) wurde in 

Anlehnung an Del Gatto et al.[223] nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad 

an einem Fmoc-Asp(NovaSynTGA)-OAll Harz (Beladung 0.18 – 0.21 mmol/g, 18 µmol) mit 

Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren und HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Die 

Entschützung der OAll-Schutzgruppe erfolgte mit Pd(PPh3)4 (0.25 Äq., 4.5 µmol, 5.2 mg) und 

Phenylsilan (24 Äq., 0.45 mmol, 53.2 µL) in DCM für 3×15 min, wobei das Pd(PPh3)4 als 

Feststoff in die Spritze gefüllt, das Phenylsilan in DCM gelöst und aufgezogen wurde. Die 
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Zyklisierung am Harz mit HBTU (1 Äq., 18 µmol, 6.8 mg) wurde für 1 h im Ultraschallbad 

durchgeführt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 2.68 

min, 0–30% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 22 ± 1% (2.4 ± 0.1 mg), chemische Reinheit: 94.5% (Rt = 0.99 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 604.04 (604.32).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 604.3199 (604.3202). 

 

5.3.2.2 Verknüpfung der Peptid-Einheiten mit Linkerstrukturen 

 

NHS-PEG5-c(RGDfK)-ester 23 

 

Das c(RGDfK) 21 (5.0 mg, 8.3 µmol) wurde in abs. DMF (500 µL) auf dem Schüttler, oder im 

Ultraschallbad fixiert und bis-NHS-PEG5 (1.3 Äq., 10.4 µmol, 6.0 mg) und DIPEA (3.5 Äq., 

29.0 µmol, 5 µL) hinzugegeben. Ein vollständiger Umsatz der Edukte konnte nach 60 / 15 min 

(mechanisch / Ultraschall) mittels analytischer HPLC beobachtet werden. Das Produkt wurde 

mittels semipräparativer HPLC (Rt = 3.40 min, 15–25% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert 

und anschließend als farbloser Feststoff lyophilisiert.  

Ausbeute: 38 ± 8% (4.2 ± 0.9 mg) / 43 ± 8% (4.8 ± 0.9 mg) (mechanisch / Ultraschall), 

chemische Reinheit: 87.8% (Rt = 1.75 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1065.38 (1065.51).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1065.5105 (1065.5099). 
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NHS-PEG5-scr[c(RGDfK)]-ester 24 

 

Das scr[c(RGDfK)] 22 (8.3 µmol, 5.0 mg) wurde in abs. DMF (500 µL) im Ultraschallbad 

fixiert und bis-NHS-PEG5 (1.3 Äq., 10.4 µmol, 6.0 mg) und DIPEA (3.5 Äq., 29.0 µmol, 5 µL) 

hinzugegeben. Ein vollständiger Umsatz der Edukte konnte nach 15 min mittels analytischer 

HPLC beobachtet werden. Das Produkt wurde mittels semipräparativer HPLC (Rt = 3.06 min, 

15–25% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert und anschließend als farbloser Feststoff 

lyophilisiert. 

Ausbeute: 30 ± 4% (2.5 ± 0.3 mg), chemische Reinheit: 73.3% (Rt = 1.75 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1065.38 (1065.51).  

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1065.5105 (1065.5099). 

 

5.3.2.3 Verknüpfung der Linker-modifizierten Peptide zu den Zielstrukturen 

 

NODA-GA-mono-amino-PEG5-GE11-dendron 25 

 

Das NODA-GA-bis-amino-dendron 15 (8.7 µmol, 4.1 mg) wurde in abs. DMF (1 mL) gelöst 

und auf dem Schüttler oder im Ultraschallbad fixiert. DIPEA (4.0 Äq., 35.1 µmol, 6 µL) und 

NHS-PEG5-GE11-ester 17 (0.6 Äq., 5.0 µmol, 10.0 mg) wurden hinzugegeben. Die 

Reaktionkontrollen mittels analytischer HPLC zeigten einen vollständigen Umsatz nach 90 / 
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30 min (mechanisch / Ultraschall). DMF und DIPEA wurden unter vermindertem Druck 

entfernt, das Rohprodukt in 1:1 MeCN/H2O + 0.1% TFA (v/v) gelöst, mittels semipräparativer 

HPLC (Rt = 2.94 min, 20–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) aufgereinigt und abschließend 

das Produkt als farbloser Feststoff lyophilisiert. 

Aubeute: 25 ± 7% (6.1 ± 1.7 mg) / 39 ± 2% (9.5 ± 0.5 mg) (mechanisch / Ultraschall), chemische 

Reinheit: 90.9% (Rt = 1.94 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+2H]2+ (ber.): 1404.30 (1404.72), [M+H]+ (ber.): 2809.04 

(2807.44). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 702.8671 (702.8660), [M+3H]3+ (ber.): 936.8207 

(936.8190), [M+2H]2+ (ber.): 1404.7301 (1404.7248).  

 

NODA-GA-PEG5-GE11-PEG5-c(RGDfK) 3 

 

Das HBPL-Intermediat 25 (1.5 µmol, 4.1 mg) wurde in abs. DMF (1 mL) gelöst und auf dem 

Schüttler oder im Ultraschallbad fixiert. DIPEA (10.6 Äq., 15.9 µmol, 2.6 µL) und NHS-PEG5-

c(RGDfK)-ester 23 (2.0 Äq., 2.9 µmol, 3.1 mg) wurden hinzugegeben. Die Reaktionkontrollen 

mittels analytischer HPLC zeigten einen vollständigen Umsatz nach 90 / 60 min (mechanisch / 

Ultraschall). Das Produkt wurde mittels semipräparativer HPLC (Rt = 6.16 min, 10–50% 

MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert und zum Schluss als farbloser Feststoff lyophilisiert. 

Ausbeute: 48 ± 2% (2.7 ± 0.1 mg) / 64 ± 8% (3.6 ± 0.5 mg) (mechanisch / Ultraschall), 

chemische Reinheit: 92.1% (Rt = 2.15 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 3759.43 (3757.92), [M+Na]+ (ber.): 3781.38 

(3779.90), [M+K]+ (ber.): 3797.66 (3795.87), [M+Na+K]+ (ber.): 3819.90 (3818.86).  
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HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 940.2364 (940.2350), [M+3H]3+ (ber.): 1253.3128 

(1253.3109), [M-3H]3- (ber.): 1251.6307 (1251.6307). 

 

NODA-GA-PEG5-GE11-PEG5-scr[c(RGDfK)] 26 

 

Das HBPL-Intermediat 25 (1.5 µmol, 4.1 mg) wurde in abs. DMF (1 mL) gelöst und im 

Ultraschallbad fixiert. DIPEA (10.6 Äq., 15.9 µmol, 2.6 µL) und NHS-PEG5-ges[c(RGDfK)]-

ester 24 (2.0 Äq., 2.9 µmol, 3.1 mg) wurden hinzugegeben. Die Reaktionkontrollen mittels 

analytischer HPLC zeigten nach 60 min einen vollständigen Umsatz. Das Produkt wurde mittels 

semipräparativer HPLC (Rt = 6.19 min, 10–50% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert und 

letzlich als farbloser Feststoff lyophilisiert. 

Ausbeute: 48 ± 3% (2.7 ± 0.2 mg), chemische Reinheit: 96.8% (Rt = 2.16 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 3760.83 (3757.92). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 940.2373 (940.2350), [M+3H]3+ (ber.): 1253.3161 

(1253.3109). 

 

NODA-GA-mono-amino-PEG5-scr[GE11] dendron 27 
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Das NODA-GA-bis-amino-dendron 15 (8.7 µmol, 4.1 mg) wurde in abs. DMF (1 mL) gelöst 

und im Ultraschallbad fixiert. DIPEA (4.0 Äq., 35.1 µmol, 6 µL) und NHS-PEG5-scr[GE11]-

ester 18 (0.6 Äq., 5.0 µmol, 10.0 mg) wurden hinzugegeben. Die Reaktionkontrollen mittels 

analytischer HPLC zeigten einen vollständigen Umsatz nach 30 min. Das Produkt wurde mittels 

semipräparativer HPLC (Rt = 2.94 min, 20–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert und 

abschließend als farbloser Feststoff lyophilisiert. 

Aubeute: 32 ± 6% (4.5 ± 0.8 mg), chemische Reinheit: 90.5% (Rt = 1.94 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+2H]2+ (ber.): 1403.96 (1404.72), [M+H]+ (ber.): 2807.60 

(2807.44). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 702.8667 (702.8660), [M+3H]3+ (ber.): 936.8201 

(936.8190). 

 

NODA-GA-PEG5-scr[GE11]-PEG5-c(RGDfK) 28 

 

Das HBPL-Intermediat 27 (1.5 µmol, 4.1 mg) wurde in abs. DMF (1 mL) gelöst und im 

Ultraschallbad fixiert. Nach Zugabe von DIPEA (10.6 Äq., 15.9 µmol, 2.6 µL) und NHS-PEG5-

c(RGDfK)-ester 23 (2.0 Äq., 2.9 µmol, 3.1 mg) wurde in Reaktionkontrollen mittels 

analytischer HPLC ein vollständiger Umsatz nach 60 min beobachtet. Das Produkt wurde 

mittels semipräparativer HPLC (Rt = 6.19 min, 10–50% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) isoliert 

und schließlich als farbloser Feststoff lyophilisiert. 

Ausbeute: 86 ± 6% (4.7 ± 0.3 mg), chemische Reinheit: 98.0% (Rt = 2.16 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 3759.43 (3757.92). 
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HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 940.2374 (940.2350), [M+3H]3+ (ber.): 1253.3166 

(1253.3109). 

 

5.3.3 Synthese der Monomere basierend auf literaturbekannten EGFR-spezifischen 

Peptiden 

 

NODA-GA-PEG5-D4 5 

 

NODA-GA-PEG5-D4 5 (NODA-GA-PEG5-Leu-Ala-Arg-Leu-Leu-Thr) wurde nach der 

Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Fmoc-Thr(tBu)-Wang Harz 

(Beladung 0.65 mmol/g, 32.5 µmol, 50 mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren und Fmoc-

NH-PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 

65 µmol, 35.3 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 61.8 µmol, 32 mg) als Kupplungsreagenz und 

mit DIPEA (2 Äq., 65 µmol, 11 µL) als Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min 

gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 5.84 min, 

10–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff isoliert. 

Ausbeute: 74% (33.2 mg), chemische Reinheit: 98.1% (Rt = 2.09 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1378.51 (1378.80). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+2H]2+ (ber.): 689.9068 (689.9056), [M+H]+ (ber.): 1378.8104 

(1378.8040) [M-H]- (ber.): 1376.7881 (1376.7893). 
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NODA-GA-PEG5-P1 6 

 

NODA-GA-PEG5-P1 6 (NODA-GA-PEG5-Ser-Tyr-Pro-Ile-Pro-Asp-Thr) wurde nach der 

Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Fmoc-Thr(tBu)-Wang Harz 

(Beladung 0.3 mmol/g, 30.3 µmol, 101 mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren und Fmoc-

NH-PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 

60.5 µmol, 32.9 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 57.5 µmol, 30 mg) als Kupplungsreagenz und 

mit DIPEA (2 Äq., 72 µmol, 12 µL) als Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min 

gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 4.37 min, 

10–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 59% (26.4 mg), chemische Reinheit: 97.8% (Rt = 1.80 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1484.41 (1484.73).  

HR-ESI-MS (m/z) [M+H]+ (ber.): 1484.7262 (1484.7255), [M-H]- (ber.): 1482.7088 

(1482.7108), [M-2H]2- (ber.): 740.8505 (740.8518), [M-3H]3- (ber.): 493.5652 (493.5654). 

 

NODA-GA-PEG5-P2 7 

 

NODA-GA-PEG5-P2 7 (NODA-GA-PEG5-His-Thr-Ser-Asp-Gln-Thr-Asn) wurde nach der 

Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Fmoc-Asn(Trt)-2-Cl-Trt Harz 

(Beladung 1.1 mmol/g, 44 µmol, 40 mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren und Fmoc-NH-
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PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 88 

µmol, 47.8 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 83.6 µmol, 44 mg) als Kupplungsreagenz und mit 

DIPEA (2 Äq., 88 µmol, 15 µL) als Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min 

gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 2.87 min, 

10–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 21% (14.1 mg), chemische Reinheit: 100% (Rt = 1.43 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1494.10 (1494.68). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+2H]2+ (ber.): 747.8441 (747.8440), [M+H]+ (ber.): 1494.6817 

(1494.6806), [M-H]- (ber.): 1492.6620 (1492.6660), [M-2H]2- (ber.): 745.8290 (745.8294). 

 

QRH-PEG5-NODA-GA 8 

 

QRH-PEG5-NODA-GA 8 (Gln-Arg-His-Lys-Pro-Arg-Glu-PEG5-Lys-Nε-NODA-GA) wurde 

nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Rink-Amid-MBHA 

Harz LL (Beladung 0.36 mmol/g, 27 µmol, 75 mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-

Lys(Mtt)-OH und Fmoc-NH-PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Die 

Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte, nach der Kupplung des Fmoc-NH-PEG5-

COOH an das α-Amin des Lysins, mit TFA in DCM (1/99, v/v) für 3×15 min, wonach das Harz 

mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 

54 µmol, 29.4 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 51.3 µmol, 27 mg) als Kupplungsreagenz und 

mit DIPEA (2 Äq., 54 µmol, 9 µL) als Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min an 

das ε-Amin gekuppelt. Anschließend wurden die restlichen Aminosäuren weiter nach A1 

gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 3.03 min, 
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10–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff isoliert. 

Ausbeute: 50% (23.8 mg), chemische Reinheit: 100% (Rt = 1.35 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 1769.95 (1769.99). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+3H]3+ (ber.): 590.6674 (590.6671), [M+2H]2+ (ber.): 885.4981 

(885.4971), [M-H]- (ber.): 1767.9665 (1767.9722). 

 

CPP-PEG5-NODA-GA 9 

 

 

CPP-PEG5-NODA-GA 9 (Asn-Arg-Pro-Asp-Ser-Ala-Gln-Phe-Trp-Leu-His-His-PEG5-Lys-

Nε-NODA-GA) wurde nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem 

Rink-Amid-MBHA Harz LL (Beladung 0.36 mmol/g, 36 µmol, 100 mg) mit Standard Nα-

Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und Fmoc-NH-PEG5-COOH mit HBTU als 

Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte, nach 

der Kupplung des Fmoc-NH-PEG5-COOH an das α-Amin des Lysins, mit TFA in DCM (1/99, 

v/v) für 3×15 min, wonach das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen 

wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 72 µmol, 39.1 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 68.4 µmol, 

36 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 72 µmol, 12 µL) als Base zur Aktivierung 

(2 min) innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. Daraufhin wurden die restlichen 

Aminosäuren weiter nach A1 gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, 

Aufreinigung (Rt = 4.55 min, 10–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde 

das Produkt als farbloser Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 49% (40.7 mg), chemische Reinheit: 100% (Rt = 1.82 min). 
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MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2327.20 (2328.18). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 582.8006 (582.8008), [M+3H]3+ (ber.): 776.7317 

(776.7319), [M+2H]2+ (ber.): 1164.5946 (1164.5943). 

 

EGBP-PEG5-NODA-GA 10 

 

EGBP-PEG5-NODA-GA 10 (Phe-Pro-Met-Phe-Asn-His-Trp-Glu-Gln-Trp-Pro-Pro-PEG5-

Lys-Nε-NODA-GA) wurde nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an 

einem Rink-Amid-MBHA Harz LL (Beladung 0.36 mmol/g, 36 µmol, 100 mg) mit Standard 

Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und Fmoc-NH-PEG5-COOH mit HBTU als 

Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte, nach 

der Kupplung des Fmoc-NH-PEG5-COOH an das α-Amin des Lysins, mit TFA in DCM (1/99, 

v/v) für 3×15 min, wonach das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen 

wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 72 µmol, 39.1 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 68.4 µmol, 

36 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 72 µmol, 12 µL) als Base zur Aktivierung 

(2 min) innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. Im Anschluss wurden die restlichen 

Aminosäuren weiter nach A1 gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, 

Aufreinigung (Rt = 5.78 min, 10–60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde 

das Produkt als farbloser Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 32 ± 7% (28.2 ± 6.4 mg), chemische Reinheit: 96.1% (Rt = 2.80 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2435.47 (2436.78).  
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HR-ESI-MS (m/z) [M+3H]3+ (ber.): 812.7310 (812.7307), [M+2H]2+ (ber.): 1218.5933 

(1218.5924), [M+H]+ (ber.): (2436.1774), [M-2H]2- (ber.): 1216.5715 (1216.5778). 

 

Pep11-PEG5-NODA-GA 14 

 

Pep11-PEG5-NODA-GA 14 (Trp-Ser-Gly-Glu-Asn-Gly-Pro-Gly-Phe-Tyr-Asp-Tyr-Glu-Ala-

PEG5-Lys-Nε-NODA-GA) wurde nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im 

Ultraschallbad an einem Rink-Amid-MBHA Harz LL (Beladung 0.36 mmol/g, 36 µmol, 100 

mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH und Fmoc-NH-PEG5-COOH 

mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins 

erfolgte, nach der Kupplung des Fmoc-NH-PEG5-COOH an das α-Amin des Lysins, mit TFA 

in DCM (1/99, v/v) für 3×15 min, wonach das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, 

v/v) gewaschen wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 72 µmol, 39.1 mg) wurde mit PyBOP (1.9 

Äq., 68.4 µmol, 36 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 72 µmol, 12 µL) als 

Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. Im nächsten 

Schritt wurden die restlichen Aminosäuren weiter nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 

gekuppelt. Nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 5.99 min, 

10–40% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation wurde das Produkt als farbloser 

Feststoff isoliert. 

Ausbeute: 54% (47 mg), chemische Reinheit: 91.0% (Rt = 1.84 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2412.34 (2412.10). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+2H]2+ (ber.): 1206.5559 (1206.5516), [M-2H]2- (ber.): 1204.5350 

(1204.5370), [M-3H]3- (ber.): 802.6877 (802.6889). 
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EGF5-21-PEG5-NODA-GA 11 

 

 

EGF5-21-PEG5-NODA-GA 11 (Glu-Cys-Pro-Leu-Ser-His-Asp-Gly-Tyr-Cys-Leu-His-Asp-

Gly-Val-Cys-Met-PEG5-Lys-Nε-NODA-GA) wurde nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift 

A1 im Ultraschallbad an einem Rink-Amid-MBHA Harz LL (Beladung 0.36 mmol/g, 27 µmol, 

75 mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-Cys(Mmt)-OH und 

Fmoc-NH-PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Mtt-Entschützung 

des ε-Amins des Lysins erfolgte, nach der Kupplung des Fmoc-NH-PEG5-COOH an das α-

Amin des Lysins, mit TFA in DCM (1/99, v/v) für 3×15 min, wonach das Harz mit DCM und 

dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 54 µmol, 29.4 

mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 51.3 µmol, 27 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 

Äq., 54 µmol, 9 µL) als Base zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min an das ε-Amin 

gekuppelt. Anschließend wurden die restlichen Aminosäuren weiter nach der Allgemeinen 

Arbeitsvorschrift A1 gekuppelt. Die Entfernung der Mmt-Schutzgruppe der Cysteine (EGF6 

und EGF20) erfolgte mit TFA in DCM (2/98, v/v) für 3×15 min, woraufhin das Harz mit DCM 

und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen wurde. Danach wurden die freien Thiolgruppen 

mit N-Chlorosuccinimid (NCS) (1.05 Äq., 28.4 µmol, 4 mg) innerhalb von 15 min bei 

Raumtemperatur zur Disulfidbrücke oxidiert. Das Harz wurde mit DMF und DCM gewaschen 

und nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 4.54 min, 0–100% 

MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation das Produkt als farbloser Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 22% (15.7 mg), chemische Reinheit: 90.9% (Rt = 1.99 min). 
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MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2697.48 (2697.17). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+3H]3+ (ber.): 899.7312 (899.7297), [M+2H]2+ (ber.): 1349.0952 

(1349.0909), [M-2H]2- (ber.): 1347.0750 (1347.0763). 

 

EGF13-32-PEG5-NODA-GA 12 

 

 

EGF13-32-PEG5-NODA-GA 12 (Tyr-Cys-Leu-His-Aps-Gly-Val-Cys-Met-Tyr-Ile-Glu-Ala-

Leu-Asp-Lys-Tyr-Ala-Cys-Asn-PEG5-Lys-Nε-NODA-GA) wurde nach der Allgemeinen 

Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an einem Rink-Amid-MBHA Harz LL (Beladung 0.36 

mmol/g, 27 µmol, 75 mg) mit Standard Nα-Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-

Cys(Mmt)-OH und Fmoc-NH-PEG5-COOH mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. 

Die Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins erfolgte, nach der Kupplung des Fmoc-NH-

PEG5-COOH an das α-Amin des Lysins, mit TFA in DCM (1/99, v/v) für 3×15 min, woraufhin 

das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen wurde. (R)-NODA-

GA(tBu)3 (2 Äq., 54 µmol, 29.4 mg) wurde mit PyBOP (1.9 Äq., 51.3 µmol, 27 mg) als 

Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 54 µmol, 9 µL) als Base zur Aktivierung (2 min) 

innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. Schließlich wurden die restlichen Aminosäuren 

weiter nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 gekuppelt. Die Entfernung der Mmt-

Schutzgruppe der Cysteine (EGF14 und EGF31) erfolgte mit TFA in DCM (2/98, v/v) für 3×15 

min, wonach das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, v/v) gewaschen wurde. Die 
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freien Thiolgruppen wurden mit N-Chlorosuccinimid (NCS) (1.05 Äq., 28.4 µmol, 4 mg) 

innerhalb von 15 min bei Raumtemperatur zur Disulfidbrücke oxidiert. Das Harz wurde mit 

DMF und DCM gewaschen und nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, 

Aufreinigung (Rt = 5.49 min, 10-60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation das 

Produkt als farbloser Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 3 ± 2% (2.7 ± 1.9 mg), chemische Reinheit: 65.1% (Rt = 2.11 min). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 3127.48 (3126.46). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+4H]4+ (ber.): 782.3710 (782.3692), [M+3H]3+ (ber.): 1042.8266 

(1042.8232). 

 

EGF32-43-PEG5-NODA-GA 13 

 

         

EGF32-43-PEG5-NODA-GA 13 (Asn-Cys-Val-Val-Gly-Tyr-Ile-Gly-Glu-Arg-Cys-Gln-PEG5-

Lys-Nε-NODA-GA) wurde nach der Allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 im Ultraschallbad an 

einem Rink-Amid-MBHA Harz LL (Beladung 0.36 mmol/g, 27 µmol, 75 mg) mit Standard Nα-

Fmoc-Aminosäuren, Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-Cys(Acm)-OH und Fmoc-NH-PEG5-COOH 

mit HBTU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Mtt-Entschützung des ε-Amins des Lysins 

erfolgte, nach der Kupplung des Fmoc-NH-PEG5-COOH an das α-Amin des Lysins, mit TFA 

in DCM (1/99, v/v) für 3×15 min, wonach das Harz mit DCM und dann DIPEA in DCM (1/9, 

v/v) gewaschen wurde. (R)-NODA-GA(tBu)3 (2 Äq., 54 µmol, 29.4 mg) wurde mit PyBOP (1.9 

Äq., 51.3 µmol, 27 mg) als Kupplungsreagenz und mit DIPEA (2 Äq., 54 µmol, 9 µL) als Base 

zur Aktivierung (2 min) innerhalb von 30 min an das ε-Amin gekuppelt. Daraufhin wurden die 
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restlichen Aminosäuren weiter nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift A1 gekuppelt. Die 

Entfernung der Acm-Schutzgruppe der Cysteine (EGF33 und EGF42) erfolgte mit Thallium(III)-

Trifluoracetat (4 Äq., 108 µmol, 58.7 mg), welches simultan die Thiolgruppen innerhalb von 

45 min bei Raumtemperatur zur Disulfidbrücke oxidiert. Das Harz wurde mit DMF und DCM 

gewaschen und nach globaler Entschützung, Abspaltung vom Harz, Aufreinigung (Rt = 4.47 

min, 10-60% MeCN + 0.1% TFA in 8 min) und Lyophilisation das Produkt als farbloser 

Feststoff isoliert. 

Ausbeute: 10 ± 1% (5.9 ± 0.6 mg), chemische Reinheit: 96.7% (Rt = 1.78). 

MALDI-TOF-MS (m/z): [M+H]+ (ber.): 2158.12 (2158.05). 

HR-ESI-MS (m/z) [M+2H]2+ (ber.): 1080.0339 (1080.0313), [M+2H]2- (ber.): 1078.0131 

(1078.0167). 

 

5.4 Radiomarkierung der NODA-GA-Konjugate 

 

5.4.1 Radiomarkierung mit [68Ga]Ga3+ 

Für die Radiomarkierung genutztes [68Ga]Ga3+ wurde als [68Ga]GaCl3 durch Elution eines 

GalliaPharm 68Ge/68Ga-Generator Systems mit 0.1 M HCl erhalten. Hierbei wurde der Vorlauf 

(1.8 mL), der möglichen 68Ge-Durchbruch beinhalten könnte, verworfen. Der in Wasser 

(Tracepur-Qualität) (1 – 20 nmol, 1 – 20 µL, 1∙10-3 mol/L) gelöste Präkursor wurde zu ~50 – 

250 MBq [68Ga]GaCl3 (0.5 mL – 1 mL) hinzugegeben und der pH wurde mit einem 

Natriumacetat-Puffer (pH 4.6, 1.25 M, 100 – 250 µL) auf 3.5 – 4.0 eingestellt. Nach einer 

Reaktionszeit von 10 min bei 45°C im Thermoschüttler wurde die radiochemische Reinheit 

mittels analytischer Radio-HPLC bestimmt. Um die molare Aktivität zu optimieren, wurde die 

hinzugegebene Substanzmenge bei gleichbleibender Aktivität stufenweise über mehrere 

Markierungsversuche reduziert, bis freies 68Ga3+ mit der analytischen Radio-HPLC 

nachgewiesen werden konnte. 
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5.4.2 Radiomarkierung mit [64Cu]Cu2+ 

Für die Radiomarkierung verwendetes [64Cu]Cu2+ wurde als [64Cu]CuCl2 von der 

Universitätsklinik Tübingen in 0.1 M HCl erhalten. Der Präkursor, der in Wasser (Tracepur-

Qualität) (0.5 –5 nmol, 0.5 – 5 µL, 1∙10-3 mol/L) gelöst wurde, wurde zu ~5-10 MBq 

[64Cu]CuCl2 (5 – 20 µL) hinzugegeben und der pH wurde mit einem Natriumacetat-Puffer 

(pH 5.0, 0.25 M, 125 – 150 µL) auf 4.8 – 5.0 eingestellt. Nach einer Reaktionszeit von 10 min 

bei 25°C im Thermoschüttler wurde die radiochemische Reinheit mittels analytischer Radio-

HPLC bestimmt. 

 

5.5 Arbeiten mit Zellen und verwendete Zelllinien 

 

5.5.1 Allgemeine Methoden bei Zellarbeiten 

Zellkultivierung: Die Arbeiten an Zellkulturen wurden in einer Sicherheitswerkbank der 

Klasse 2 durchgeführt. Materialien wurden steril verpackt gekauft bzw. vor der Verwendung in 

der Sterilbank desinfiziert oder sterilisiert. Die Sterilbank wurde während Ruhezeiten mit UV-

Licht bestrahlt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 

bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 ± 3%[256]. Das Wachstum der Zellen wurde mit 

einem Primo Vert Inversem Lichtmikroskop überprüft und das Medium in einem Intervall von 

3-4 Tagen gewechselt. Zellen wurden in 150 cm2 Zellflaschen kultiviert. 

Passagieren: Die Vereinzelung und Umsetzung der Zellen wurde bei einer Konfluenz von 

> 80% durchgeführt. Dazu wurde das Medium verworfen, die Zellen wurden mit PBS (20 mL) 

gewaschen und mit Trypsin/EDTA mit Phenolrot (5 mL, 0.05%, v/v) für 5 min bei 37°C und 

5% CO2-Atmosphäre vereinzelt und vom Boden der Kulturflasche gelöst. Die Zelllösung wurde 

auf drei neue Zellkulturflaschen verteilt und das Trypsin wurde durch die Zugabe von frischem 

Zellmedium, das mit FCS (10%, v/v) und Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL, 1%, v/v) 

angereichert wurde, inaktiviert. 

Zellvitalität und Zellzahl: Die Bestimmung der Zellmenge benötigt für die Bindungsstudien 

und Internalisierungsstudien erfolgte mit C-Chip Neubauer-Zählkammern. Hierfür wurde in 

Anschluss an die Inaktivierung von Trypsin der Zellsuspension eine Probe (10 µL) entnommen, 

welche mit einer Tryphanblaulösung (10 µL, 0.4%, v/v) versetzt wurde. Der Diazofarbstoff 
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Trypanblau wird nur von beschädigten und toten Zellen aufgenommen, was das Zählen 

vereinfacht und eine Beurteilung der Vitalität der Zellen ermöglicht. Zur Bestimmung der 

Menge an Zellen wurden vier Großquadrate ausgezählt und mit der Formel 2 errechnet: 

Anzahl Zellen = 104 ∙
n1+n2+n3+n4

4
∙ VF ∙ V    (2) 

nX = Anzahl gezählter Zellen im Großquadrat X (X = 1 bis 4) unterteilt in je 16 Quadrate a 

0.25 mm Seitenlänge 

V = Volumen des verwendeten Mediums in [mL] 

VF = Verdünnungsfaktor (e. g. bei der Verwendung von 10 µL Zellsuspension und 10 µL 

Tryphanblaulösung: VF = 2) 

Die Vitalität aller eingesetzten Zellen lag bei > 95%. 

Lagerung der Zellen: Gekaufte Zellen wurden tiefgefroren geliefert (Medium/FBS/DMSO, 

7/2/1, v/v/v) und die durch Subkultivierungen erhaltenen Zellen wurden in FCS/DMSO 

(3∙106 – 5∙106 Zellen, 1 mL, 9/1, v/v) Aliquots in einem Mr. Frosty Gefrierbehälter tiefgefroren 

bei -80°C gelagert. Zur Verwendung der tiefgefrorenen Zellen wurden diese aufgetaut und in 

Zellkulturmedium (19 mL) vorgelegt. Um DMSO zu entfernen, wurde die Zellensuspension 

bei 300 ×g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in einem frischen 

Zellkulturmedium/FCS/Penicillin-Streptomycin (89/10/1, v/v/v) resuspendiert. Die Zelllösung 

wurde anschließend auf drei neue Zellkulturflaschen verteilt. 

5.5.2 Zelllinie A431 

Die humanen Epithelkarzinomzellen A431 wurden in DMEM kultiviert, welches mit 10% (v/v) 

FCS und 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL) angereichert wurde. 

5.5.3 Zelllinie U87MG 

Die humanen Glioblastomzellen U87MG wurden in EMEM kultiviert, welches mit 10% (v/v) 

FCS und 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL) angereichert wurde. 
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5.6 In vitro-Untersuchungen 

 

5.6.1 Stabilitätsstudien in humanem Serum 

Radiomarkiertes Peptid (125 µL, 10 – 30 MBq, pH 7.4) wurde zu humanem Serum (500 µL) 

hinzugegeben und bei 37°C für 90 min inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten (t = 0, 15, 30, 45, 

60, 75 und 90 min) wurde ein Aliquot (75 µL) der Lösung eiskaltem Ethanol (75 µL) beigefügt 

und für 1 min auf Eis gekühlt. Daran anschließend wurde das Präzipitat durch Zentrifugation 

bei 13 400 rpm (12 100 ×g) für 90 s von dem Überstand getrennt. Der entnommene Überstand 

wurde mittels analytischer Radio-HPLC untersucht, nachdem zuvor jeweils die Aktivität des 

Präzipitats und Überstands bestimmt wurde. Die Peaks der Radio-HPLC wurden integriert, um 

die Zersetzung der Substanz zum jeweiligen Zeitpunkt zu bestimmen, woraus sich die HWZ 

der Substanz in humanem Serum errechnen ließ. Es wurden drei unabhängige Bestimmungen 

je getesteter Substanz durchgeführt. 

 

5.6.2 Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient-Bestimmung bei pH 7.4 (logD(7.4)) 

Radiomarkiertes Peptid (5 µL, 0.5 – 2 MBq) wurde in ein Gemisch aus 1-Octanol (800 µL) und 

Phosphat-Puffer (0.05 M, pH 7.4, 795 µL) gegeben. Die Lösung wurde für 5 min geschüttelt 

und anschließend wurden die Phasen durch Zentrifugation bei 13 400 rpm (12 100 ×g) für 2 

min getrennt. Drei Aliquot (125 µL) der organischen und wässrigen Phase wurden entnommen 

und im Gammazähler die Radioaktivität der jeweiligen Phasen gemessen. Es wurden drei 

unabhängige Bestimmungen von jeder Verbindung mit je drei Aliquots sowie drei Messungen 

pro Aliquot durchgeführt. Der logD(7.4) wurde mit der folgenden Formel 1 errechnet: 

log𝐷(7.4) =  log [
cpm1−Octanol

cpmPhosphat−Puffer7.4

]    (1)  

cpm1−Octanol = Aktivitätsmenge der 1-Octanol-Phase in counts per minute [cpm] 

cpmPhosphat−Puffer7.4
 = Aktivitätsmenge der Phosphat-Puffer-Phase in counts per minute [cpm] 
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5.6.3 Internalisierungsassays an A431-Zellen 

A431-Zellen (1∙106 pro Well) wurden in eine 24-Well Zellkultur Multiwellplatte (Cellstar) 

passagiert und für 2 Tage bei 37°C in einer CO2-haltigen Atmosphäre (5%, v/v) mit einer 

Luftfeuchtigkeit von ≥ 95% inkubiert. Als Internalisierungsmedium wurde DMEM/FCS (99/1, 

v/v) verwendet. Zu Beginn des Assays wurden die Wells zweimal mit eiskaltem 

Internalisierungsmedium gewaschen und anschließend auf 1.35 mL pro Well befüllt. Zu der 

Hälfte der Wells wurde PBS/BSA (150 µL, 99.5/0.5, v/w) hinzugegeben, während der anderen 

Hälfte ein 100-facher molarer Überschuss an hEGF oder unmarkiertem Peptid (5 nM) in 

PBS/BSA (150 µL, 99.5/0.5, v/w) beigegeben wurde. Nachdem für 10 min bei 37°C inkubiert 

wurde, wurde jedem Well radiomarkiertes Peptid (0.05 nM) in Internalisierungsmedium (8 µL) 

hinzugegeben, wonach die Platte für 60 min bei 37°C inkubiert wurde. Um die Menge an freiem 

Peptid im Internalisierungsmedium bestimmen zu können, wurden die Zellen vom Medium 

getrennt, zweimal mit eiskaltem Internalisierungsmedium gewaschen, und das jeweils 

gesammelte Internalisierungsmedium wurde im Gammazähler gemessen. Zur Bestimmung der 

oberflächengebundenen Peptide wurde jeder Well zweimal für 5 min mit eiskaltem Glycin-

Puffer (pH 2.8, 0.05 M, 1 mL) inkubiert; der Überstand wurde gesammelt und im Gammazähler 

gemessen. Internalisiertes Peptid konnte bestimmt werden, indem die Zellen mit 

Natriumhydroxid-Lösung (2 M, 1 mL) lysiert wurden und die Lösungen gesammelt wurde, um 

im Gammazähler gemessen zu werden. Die Radioaktivität jeder Fraktion (3x freies Peptid 

ungeblockt; 3x freies Peptid geblockt; 3x membrangebundenes Peptid ungeblockt; 3x 

membrangebundenes Peptid geblockt; 3x internalisiertes Peptid ungeblockt; 3x internalisiertes 

Peptid geblockt) wurde ermittelt, wobei drei unabhängige Bestimmungen je getesteter Substanz 

absolviert wurden. 

 

5.6.4 Bindungsassays an A431- und U87MG-Zellen 

Kompetitive Verdrängungsstudien wurden in dreifacher Ausführung zur Bestimmung der 

Affinität der Liganden zu den jeweils zugehörigen Rezeptoren durchgeführt. Millipore 

MultiScreenHTS-BV, 1.2 µm 96-Well Filterplatten wurden 1 h mit PBS/BSA (200 µL, 99/1, 

v/w) vor dem Assay konditioniert. Für A431-Zellen wurde als Bindungsmedium Opti-MEM I, 

für U87MG-Zellen EMEM, ergänzt mit 20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 

1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2 und 0.1% (v/w) BSA, verwendet. Pro Well wurden entweder 1∙105 
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A431-Zellen oder 1∙105 U87MG-Zellen in Bindungsmedium (50 µL), nach Zugabe von 

steigenden Konzentrationen des Kompetitors (25 µL), mit [125I]I-hEGF (A431) (25 µL, 0.25 - 

0.5 kBq) oder [125I]I-Echistatin (U87MG) (25 µL, 0.25 - 0.5 kBq) für 1 h bei 37°C inkubiert. 

Über 11 Wells wurden Konzentrationen von 1∙10-8 M bis 1∙10-3 M des Kompetitors (1 – 14), 

5∙10-10 M bis 1∙10-6 M für hEGF oder 1∙10-8 M bis 5∙10-5 M für c(RGDfK) verwendet. Hierbei 

wurde ein Well ohne Kompetitor belassen, um eine vollständige Bindung des Radioliganden 

zu ermöglichen. Abschließend wurden die Filter mit PBS (1×200 μL, 2×100 μL) gewaschen 

um ungebundenes [125I]I-EGF / [125I]I-Echistatin zu entfernen, ausgestanzt und in einem 

Gammazähler gemessen. Die Berechnung der IC50-Werte mittels nonlinearer 

Regressionsanalyse und die graphische Darstellung dieser erfolgte mit GraphPad Prism (v5.04). 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 Abkürzungsverzeichnis 

Äq. Moläquivalente 

abs. absolutiert 

Amol molare Aktivität 

AS Aminosäure 

A431 epidermoides Karzinom Zelllinie 

BBN Bombesin 

ber. berechnet 

BRCA Brustkrebs (breast cancer) 

BSA bovines Serumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

CaCl2 Calciumchlorid 

CADD computerunterstütztes Arzneimittel Design (Computer-Aided Drug Design) 

CH2Cl2 Dichlormethan 

cpm counts per minute 

c(RGDfK) cyclisiertes (Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-Peptid 

CT Computer-Tomographie (computed tomography) 

DCM Dichlormethan 

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin 

DMF N,N-Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonucleinsäure (deoxyribonucleic acid) 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

e. g. zum Beispiel 

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 

EGFR epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor) 

EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium 

ESI Elektronensprayionisation (electrospray ionization) 

Et2O Diethylether 

EtOH Ethanol 
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FCS fötales Kalbserum 

FDA Food and Drug Administration 

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl 

g Gramm 

GBq Gigabecquerel 

h Stunde 

HBPL heterobivalenter Peptidligand 

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorphosphat 

HCl Salzsäure 

HDI Index der menschlichen Entwicklung (Human Development Index) 

hEGF humaner Epidermaler Wachstumsfaktor (human epidermal growth factor) 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

H2O Wasser 

HPLC hochleistungsflüssigkeitschromatographie (high-performance liquid 

chromatography) 

HRMS Hochaufgelöste Massenspektrometrie (high resolution mass spectrometry) 

HWZ Halbwertszeit 

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration (half maximal inhibitory 

concentration) 

ID/g injizierte Dosis pro Gramm 

kBq Kilobecquerel 

K2CO3 Kaliumcarbonat 

KOH Kaliumhydroxid 

kV Kilovolt 

Lit. Literatur 

logD Verteilungskoeffizient 

M Molar 

MALDI Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation (matrix-assisted laser 

desorption/ionization) 

MBq Megabecquerel 

MeCN Acetonitril 

MeOH Methanol 

mg Milligramm 
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MgCl2 Magnesiumchlorid 

min Minute 

mL Milliliter 

mm Millimeter 

mM Millimolar 

MM Malignes Melanom 

mmol Millimol 

MnCl2 Mangan(II)chlorid 

MOE Molecular Operating Environment 

MRT Magnetresonanz-Tomographie 

MS Massenspektrometrie 

Mmt Methoxytrityl 

Mtt Methyltrityl 

m/z Masse-zu-Ladung-Verhältnis 

n Stoffmenge 

NaCl Natriumchlorid 

NaOAc Natriumacetat 

NaOH Natriumhydroxid 

NaH2PO4 Natriumhydrogenphosphat 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

Na2SO3 Natriumsulfit 

Na2SO4 Natriumsulfat 

n. b. nicht bestimmt 

NEt3 Triethylamin 

NHS N-Hydroxysuccinimid 

n. I. nach Injektion 

nM Nanomolar 

NMR Kernresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance spectroscopy) 

NODA-GA 1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsäure-4,7-diessigsäure 

n, p Neutron, Proton 

p. a. pro analysi oder analysenrein 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

Pd(PPh3)4 Tetrakis(triphenylphospin)palladium(0) 
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PEG Polyethylenglycol 

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin 

PET Positronen-Emissions-Tomographie 

PhSiH3 Phenylsilan 

PPh3 Triphenylphosphin 

ppm parts per million 

PRRT Peptid-Radiorezeptor-Therapie 

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino-phosphonim-hexafluorphosphat 

RCA radiochemische Ausbeute 

RCR radiochemische Reinheit 

RGD Arg-Gly-Asp-Peptid 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

RP reverse phase 

rpm revolutions per minute 

Rt Retentionszeit 

RT Raumtemperatur 

s Sekunde 

scr scrambled 

SG Schutzgruppe 

SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (single-photon emission 

computerised tomography 

SPPS Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis) 

t1/2 Halbwertszeit 

TFA Trifluoressigsäure 

THF Tetrahydrofuran 

TIS Triisopropylsilan 

u atomare Masseneinheit 

u. a. unter anderem 

UV Ultraviolett 

V Volumen 

VF Verdünnungsfaktor 

Vol.-% Volumenprozent 

v/v Volumenanteil 
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z. B. zum Beispiel 

µg Mikrogramm 

µL Mikroliter 

µmol Mikromol 

×g times gravity 
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