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zu Protease-resistenten Peptidmimetika f�r das Tumor-Targeting**
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Der zielgerichtete Transport diagnostischer und therapeuti-
scher Wirkstoffe zu Tumoren und deren Metastasen ist in der
modernen Medizin eine vielversprechende Strategie in der
Behandlung von Krebserkrankungen.[1] Die Konjugation
zielgerichteter, molekularer Strukturelemente (Vektoren)
mit zytotoxischen Verbindungen oder mit Signalgebern f�r
die Bildgebung kann eine spezifische Anreicherung in Tu-
moren ermçglichen, deren Effizienz im Vergleich zu nicht-
konjugierten Formen steigern und somit unerw�nschte Ne-
benwirkungen vermindern oder die Qualit�t der Bildgebung
erheblich verbessern.[2] Idealerweise erf�llt ein Vektor eine
Reihe von Voraussetzungen. Er sollte einfach synthetisierbar
sein und �ber eine freie funktionelle Gruppe f�r die Konju-
gation an eine weitere Verbindung verf�gen. Der Vektor
muss weiterhin eine ausreichende Stabilit�t in biologischen
Medien, eine eindeutig definierte Struktur, sowie eine nano-
molare Affinit�t zu Oberfl�chenmerkmalen von Zellmem-
branen (z. B. Rezeptoren) besitzen, welche in Tumorgeweben
�berexprimiert werden, aber in gesundem Gewebe in deut-
lich geringerem Ausmaß auftreten.[3] Einige nat�rlich vor-
kommende und synthetisch zug�ngliche, kleine Molek�le
erf�llen diese Kriterien und werden bereits im klinischen
Alltag angewendet. Beispiele sind cyclische Peptide (Octre-
otid,[4] RGD[5]), die mit diagnostischen oder therapeutischen
Radionukliden markiert bereits in der Nuklearmedizin ein-
gesetzt werden. Trotz der erfolgreichen klinischen Anwen-
dung oben genannter Beispiele, ist die generelle �bertragung
dieser Strategien auf andere regulatorische Peptide nicht
immer mçglich. Obgleich Peptide mit hohem Erfolgspoten-
zial bekannt sind, ist gerade die Anwendung linearer Peptide
(z. B.: Bombesin, Neurotensin) aufgrund ihrer geringen Sta-

bilit�ten in vivo Einschr�nkungen unterworfen.[6] Um eine
Stabilisierung dieser Peptide bei gleichzeitigem Erhalt ihrer
urspr�nglichen biologischen Eigenschaften zu erreichen,
wurden in der Vergangenheit bemerkenswerte Anstrengun-
gen unternommen, jedoch mit unterschiedlichem Ausmaß an
Erfolg.[6a] Daher sind neuartige Ans�tze erforderlich, um die
metabolische Stabilit�t zielgerichteter Peptide zu erhçhen.

Es ist bekannt, dass 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole die
peptidische trans-Amidbindung aufgrund �hnlichen Raum-
bedarfs, geometrischer Planarit�t, Wasserstoffbr�ckenbin-
dungseigenschaften und Dipolmomenten nachahmen.[7]

Weiterhin wurde postuliert, dass ein Ersatz von Amidbin-
dungen durch isostere 1,2,3-Triazol-Einheiten zu Protease-
resistenten Peptidmimetika f�hren kçnnte.[7a,h,8] Uns ist
jedoch keine Studie bekannt, die den Einfluss einer solchen
strukturellen �nderung auf die metabolische Stabilit�t von
R�ckgrat-modifizierten Peptiden beschreibt. Mit dem Ziel
einen Tumor-gerichteten, peptidischen Vektor mit erhaltener
Affinit�t zum Rezeptor bei gleichzeitig erhçhter enzymati-
scher Stabilit�t zu entwickeln, wurden hier die Amidbindun-
gen eines linearen Peptids systematisch durch 1,4-disubstitu-
ierte 1,2,3-Triazole mittels der CuI-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC)[7a, 9] ersetzt und die Effekte der
Substitution untersucht. F�r den Machbarkeitsnachweis der
im Folgenden als „Triazol-Scan“ bezeichneten neuen Me-
thodik verwendeten wir die minimale Bindungssequenz des
Peptids Bombesin (BBN(7-14)). Dieses kurze Oktapeptid
(H-QWAVGHLM-NH2) ist ein hochaffiner Agonist des
„gastrin-releasing peptide receptor“ (GRPr); GRPr wird bei
einer Reihe klinisch relevanter Tumoren �berexprimiert,
beispielsweise Prostata- und Brustkrebs.[10] Nach Bindung am
GRPr und dessen Aktivierung wird BBN(7-14) durch Endo-
zytose internalisiert. Aufgrund seiner Eigenschaften wurde
BBN(7-14) bereits vielfach f�r Anwendungen im Wirkstoff-
transport und in der Radioonkologie untersucht.[11] BBN(7-
14) ist aber nicht nur ein geeignetes Demonstrationsobjekt
der neuartigen Stabilisierungstechnik, sondern auch ein che-
misch-biologisch herausforderndes Modellsystem, da alter-
native Strategien zur R�ckgratmodifikation (Cyclisierung,
Carbonylreduktion, N-Methylierung) bei der Herstellung von
Bombesinanaloga mit konservierter Affinit�t zum GRPr nur
begrenzt erfolgreich waren.[12]

Unser Fokus gilt dem BBN(7-14) als Tumor-gerichtetem
Vektor, um neuartige Radiopharmaka im Sinne des Thera-
nostik-Ansatzes unter Verwendung von radioaktiven Metal-
len zu entwickeln.[13] Zu diesem Zweck kann das Peptid N-
terminal �ber eine Spacer-Einheit mit einem geeigneten
Makrochelator f�r die Komplexierung von radioaktiven
Metallen versehen werden. Hier haben wir den universellen
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cyclischen Makrochelator 1,4,7,10-Tetraazacyclododekan-
1,4,7,10-tetraessigs�ure (DOTA) verwendet, der �ber einen
kurzen, hydrophilen Tetraethylenglykol-Spacer (PEG4) mit
dem Peptid BBN(7-14) verkn�pft wurde. Als radioaktives
Metall wurde das klinisch etablierte Lutetium-177 (177Lu)
ausgew�hlt, das neben der therapeutischen b�-Strahlung auch
eine f�r die Bildgebung geeignete g-Strahlung emittiert.[14]

Zus�tzlich wurde Methionin in Position 14 der Aminos�ure-
sequenz gegen Norleucin ausgetauscht, um die Entstehung
oxidativer Nebenprodukte w�hrend der radioaktiven Mar-
kierungsreaktion zu verhindern.[15] Die hier beschriebenen
Modifikationen sind bereits bekannt und wirken sich wenig
auf die charakteristischen Eigenschaften des Peptids BBN(7-
14) aus.[16]

Alle im Folgenden beschriebenen Peptidanaloga wurden
mittels Festphasensynthese unter Verwendung der CuAAC
hergestellt (Schema 1). Die a-Aminoalkine und a-Azido-
s�uren wurden nach bekannten Methoden synthetisiert. Die
chiralen Fmoc-gesch�tzten Aminoalkine erhielten wir durch
Reduktion der korrespondierenden Weinreb-Amide, gefolgt
von einer Seyferth-Gilbert-Homologierung der in situ gene-

rierten a-Aminoaldehyde unter Verwendung des Bestmann-
Ohira-Reagens.[17] Die Enantiomerenreinheit der Alkin-
Bausteine wurde von allen synthetisierten Derivaten be-
stimmt.[18] Die a-Azidos�uren wurden ausgehend von den
entsprechenden Aminos�uren durch Diazotransfer unter
Retention der Chiralit�t erhalten. Als Diazotransfer-Reagens
wurde Imidazol-1-sulfonylazid[19] verwendet, entweder in
Lçsung oder an der Festphase.[20] Die Einf�hrung der 1,2,3-
Triazol-Einheit in die Peptidsequenz als Surrogat f�r die
Amidbindung erfolgte durch CuAAC. Daf�r wurden unter
Verwendung von [Cu(CH3CN)4]PF6 die an der Festphase
gebundenen Azidos�uren mit den Aminoalkinen umge-
setzt.[21] Nach Aufbau der Aminos�uresequenz wurde N-ter-
minal eine PEG4-Einheit eingef�hrt und an den Makroche-
lator DOTA gekoppelt. Nach Abspaltung von der Festphase
und gleichzeitiger Entfernung der Schutzgruppen wurden die
Zielverbindungen mit HPLC gereinigt. Die radioaktiven
Markierungsreaktionen der Bombesin-Analoga wurden mit
177LuCl3 nach beschriebenen Reaktionsbedingungen durch-
gef�hrt und ergaben die korrespondierenden Verbindungen
1–10 in radiochemischen Ausbeuten und Reinheiten

> 95%.[16] Die allgemeine Synthese-
strategie ist exemplarisch f�r Verbin-
dung 5 in Schema 1 gezeigt.[18]

Die enzymatische Stabilit�t der
Radiotracer 1–10 wurde durch Inkuba-
tion in Blutserum (Tabelle 1) unter-
sucht. Mit Ausnahme der Verbindun-
gen 2 und 10 hatten alle R�ckgrat-mo-
difizierte Verbindungen eine signifikant
verbesserte Serum-Halbwertszeit (bis
zu 20-fach) im Vergleich zur Referenz-
verbindung 1. Allgemein wurde festge-
stellt, dass die Einf�hrung der 1,2,3-
Triazole in der C-terminalen Region
des Peptids den grçßten Einfluss auf die
Serumstabilit�t hat. In In-vitro-Experi-
menten an GRPr-�berexprimierenden
PC3-Zellen wurde der Einfluss der
strukturellen Grundger�stmodifikatio-
nen des zielgerichteten Vektors
[Nle14]BBN(7-14) bestimmt. Die Re-
zeptorbindungseigenschaften und die
Zellinternalisierungscharakteristika
der radioaktiv markierten Peptidmi-
metika 2–10 wurden im Vergleich zu
dem unmodifizierten Konjugat 1 unter-
sucht.[18] F�r die Verbindungen 3, 4 und
8–10 wurde ein vollst�ndiger Verlust
der spezifischen Bindung zum Rezeptor
und der Internalisierungseigenschaften
festgestellt. Dagegen hatten Verbin-
dungen 2, 5 und 7 vergleichbare Ei-
genschaften zur Referenzverbindung 1.
Verlangsamte Bindungs- und Internali-
sierungsraten wurde bei Verbindung 6
beobachtet, was auf eine verminderte
Affinit�t zum GRPr hindeutet. Die
Affinit�t (KD) zum GRPr wurde f�r die

Schema 1. Synthese der radioaktiv markierten Peptidmimetika dargestellt am Beispiel 5. Fmoc-
SPPS: 1) 20% Piperidin/DMF; 2) Fmoc-Aminos�ure oder a-Azidos�ure, HATU, iPr2NEt; DMF,
a) (9H-Fluoren-9-yl)methylprop-2-yn-1-ylcarbamat, [Cu(CH3CN)4]PF6, iPr2NEt, DMF; b) DOTA(tris-
tBu), HATU, iPr2NEt; DMF, c) Trifluoressigs�ure/H2O/PhOH/iPr3SiH; d) 177LuCl3, 95 8C, Ammo-
niumacetat-Puffer (pH 5.0). Fmoc-SPPS: Fmoc-basierte Festphasenpeptidsynthese, Fmoc: 9-Flu-
orenylmethoxycarbonyl, tBu: tert-Butyl, Trt: Trityl, DMF: N,N-Dimethylformamid, HATU: N-[(Di-
methylamino)-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]pyridin-1-yl-methylen]-N-methylmethanaminium-3-oxid.
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Verbindungen 1, 2 und 5–7 mittels Rezeptors�ttigungs-Bin-
dungsversuchen bestimmt. Alle auf Basis von Rezeptorbin-
dungs- und Internalisierungsexperimenten ausgew�hlten
Verbindungen zeigten exzellente Affinit�ten. Bei den Ver-
bindungen 2, 5 und 7 wurden KD-Werte im einstelligen na-
nomolaren Bereich ermittelt, welche alle vergleichbar zu
Referenzverbindung 1 und anderen beschriebenen Bombe-
sin-basierten Radiotracern sind.[15–16,22] Bemerkenswerter-
weise wurden durch den Triazol-Scan der Leitstruktur
[Nle14]BBN(7-14) vier neuartige Peptidmimetika mit kon-
servierter biologischer Aktivit�t identifiziert; dieses Ergebnis
zeigt das Potenzial dieser neuartigen Stabilisierungsmethode
gegen�ber alternativen Strategien.[12a]

Von den hier beschriebenen radioaktiv markierten Pep-
tidmimetika wurde Konjugat 5 als vielversprechendste Ver-
bindung f�r eine Evaluierung in vivo im Vergleich zur Leit-
struktur 1 (Tabelle 1) ausgew�hlt. Die Bioverteilungen
wurden in PC3-xenotransplantierten, athymischen Nackt-
m�usen 4 h nach Injektion der Radiotracer bestimmt.[18]

Allgemein wurde bei beiden Konjugaten 1 und 5 ein ver-
gleichbares Bioverteilungsmuster gefunden. Die Anreiche-
rung in gesunden Geweben (z.B.: Muskel) war f�r beide
Verbindungen vernachl�ssigbar. Geringe Aktivit�ten wurden
im Blut und der Leber festgestellt, die auf eine rasche Aus-
waschung aus dem Blutkreislauf und eine nicht-hepatobili�re
Eliminierung hindeuten. Eine unspezifische Aufnahme wurde
als Ergebnis renaler Eliminierung in den Nieren gefunden,
was bei radioaktiv markierten Peptiden h�ufig zu beobachten
ist. Eindrucksvoll ist die spezifische Akkumulation des Ra-
diotracers in GRPr-positiven Organen (z. B. Pankreas), die
f�r Verbindung 5 signifikant erhçht war, und dar�ber hinaus
wurde eine Verdopplung der Aufnahme im Tumorgewebe
beobachtet (Abbildung 1). Zum Beweis der GRPr-spezifi-
schen Aufnahme wurden Experimente durchgef�hrt, bei
denen GRPr durch Koinjektion des nativen Bombesins blo-
ckiert wurde; diese Experimente demonstrieren einen vollen
Erhalt der In-vivo-Spezifit�t des Triazol-modifizierten Pep-
tidkonjugats 5.[18] Somit wurde durch die Einf�hrung einer
einzelnen heterocyclischen 1,2,3-Triazol-Einheit zwischen
den Aminos�uren Gly11 und His12 des Peptids [Nle14]BBN(7-

14) die enzymatische Stabilit�t erhçht und gleichzeitig auch
eine verbesserte In-vivo-Aufnahme im Tumor erzielt.[23]

Zusammengefasst beschreiben wir den ersten Triazol-
Scan eines biologisch relevanten Peptids und dessen Einsatz
in der Identifikation neuartiger Peptidmimetika mit opti-
mierten Eigenschaften. Durch die Anwendung dieser neuen
Strategie auf das Bombesin-Fragment [Nle14]BBN(7-14)
wurden mehrere Peptid-basierte Radiotracer mit erhaltener
nanomolarer Affinit�t zum Rezeptor und einer bis zu f�nf-
fach erhçhten Serumstabilit�t identifiziert. Im Rahmen der
In-vivo-Evaluierung wurde gezeigt, dass das R�ckgrat-mo-
difizierte Peptidanalogon 5 eine erhçhte Stabilit�t und ein
verbessertes Tumor-Targeting-Potenzial besitzt. Weitere Op-
timierungen der aufgezeigten Leitstruktur und die �bertra-
gung des Triazol-Scans auf andere medizinisch relevante
Peptide werden derzeit von uns untersucht. Wir glauben, dass
diese neue Methode der Peptidstabilisierung breite Anwen-
dung im Gebiet des Tumor-Targetings mit kleinen Peptiden

Tabelle 1: Strukturen und biologische Eigenschaften der radioaktiv markierten Verbindungen 1–10.

Verbindung Struktur[a] Halbwertszeit
[h][b]

% Aufnahme
nach 4 h[c,e]

KD
[e,f ]

[nm]

1 (Referenz) [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Nle-NH2 5 27.7 2.0�0.6
2 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Nley[Tz]-H 6 29.1 3.0�0.5
3 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leuy[Tz]Nle-NH2 60 0.2 n.b.
4 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-Hisy[Tz]Leu-Nle-NH2 >100 k.R.[d] n.b.
5 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Ala-Val-Glyy[Tz]His-Leu-Nle-NH2 17 28.3 3.1�1.0
6 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Ala-Valy[Tz]Gly-His-Leu-Nle-NH2 25 8.4 48.6�11.5
7 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trp-Alay[Tz]Val-Gly-His-Leu-Nle-NH2 16 24.5 5.9�1.8
8 [177Lu]DOTA-PEG4-Gln-Trpy[Tz]Ala-Val-Gly-His-Leu-Nle-NH2 8 k.R.[d] n.b.
9 [177Lu]DOTA-PEG4-Glny[Tz]Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Nle-NH2 14 k.R.[d] n.b.
10 [177Lu]DOTA-PEG4y[Tz]Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Nle-NH2 5 0.5 n.b.

[a] y[Tz] indiziert den Austausch einer Amidbindung gegen ein 1,4-disubstituiertes 1,2,3-Triazol; [b] in Blutserum bei 37 8C inkubiert; [c] Anteil der
spezifisch am Rezeptor gebundenen und internalisierten Radioaktivit�t, ausgedr�ckt in % der verabreichten Dosis normalisiert auf 106 Zellen; [d] k.R.:
kein Resultat; es wurde keine spezifische Bindung oder Internalisierung bei einer Peptidkonzentration von 2.5 pmol/well festgestellt; [e] alle Werte
entsprechen Mittelwerten von mindestens zwei Experimenten, durchgef�hrt in Triplikaten; [f ] bestimmt durch Rezeptors�ttigungs-Bindungsassay;
n.b.: nicht bestimmt.

Abbildung 1. Bioverteilungsstudien der Verbindung 5 im Vergleich zur
Referenzverbindung 1 in PC3-xenotransplantierten athymischen Nackt-
m�usen (nur ausgew�hlte Organe und Gewebe dargestellt). Die
M�use wurden 4 h nach intravençser Injektion der Verbindung 5
(weisse Balken) bzw. Referenzverbindung 1 (schraffierte Balken) eutha-
nasiert. Die aufgenommene Radioaktivit�t der Organe ist dargestellt
als prozentualer Wert der injizierten Dosis pro Gramm an Gewebe (D,
Mittelwert�Standardabweichung; n = 3). Die Rezeptor-vermittelte,
spezifische Aufnahme in GRPr-positiven Organen (z. B.: Pankreas) und
Tumoren wurde durch Experimente durchgef�hrt, bei denen GRPr mit
einem �berschuss an nativem BBS(1-14) blockiert wurde.
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finden wird, insbesondere im Wirkstofftransport, der mole-
kularen Bildgebung und der Peptidrezeptor-vermittelten
Radiotherapie.

Eingegangen am 13. April 2013
Online verçffentlicht am 5. Juli 2013
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