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Brustkrebs ist bei Frauen nach wie vor die h�ufigste Krebs-
erkrankung. Dabei verhindern oftmals starke Nebenwirkun-
gen eine erfolgreiche Chemotherapie. Neue, spezifische
Transportsysteme, welche die Nebenwirkungen reduzieren,
sind ebenso essenziell f�r die Optimierung der Tumortherapie
wie Konzepte zur selektiven und fr�hzeitigen Diagnostik der
Tumore. Das zur Familie der pankreatischen Polypeptide
z�hlende Neuropeptid Y (NPY) ist ein C-terminal amidiertes
Peptidhormon aus 36 Aminos�ureresten.[1, 2] NPY bindet mit
nanomolaren Affinit�ten an verschiedene Y-Rezeptoren (Y1,
Y2 und Y5) und vermittelt �ber deren Aktivierung zahlreiche
physiologische Funktionen. Die Signaltransduktion der Y-
Rezeptoren, die zur Klasse A der Heptahelix-Rezeptoren
geh�ren, erfolgt �ber ein heterotrimeres G-Protein.[3,4]

Reubi et al. konnten die Expression der Y-Rezeptoren in
humanen Brustkrebszellen aufzeigen, wobei �ber 90 % der
untersuchten Brusttumore sowie 100% der Metastasen den
Y1-Rezeptor exprimierten.[5] Interessanterweise wurde dabei
ein Wechsel der Rezeptorsubtyp-Expression vom Y2-Rezep-
tor im gesunden Brustgewebe zum Y1-Rezeptor im neoplas-
tischen Gewebe beobachtet, der auf die zunehmende Ent-
differenzierung des Brustkrebsgewebes zur�ckgef�hrt
werden kann. Ausgehend von NPY und den Ergebnissen
fr�herer Struktur-Aktivit�ts-Studien f�r den Y1-Rezeptor[6]

entwickelten und charakterisierten wir zwei NPY-Analoga
zur Tumormarkierung, die sich in der Position des Chelators
f�r die 99mTc-Markierung unterscheiden. Die Peptide 1a und
2a enthalten den Na-Histidinyl-Acetyl(NaHis-ac)-Chelator[7]

am N-Terminus, wohingegen die Peptide 1b und 2b an der Ne-
Seitenkette von Lys4 modifiziert wurden. Na-Histidinyl-

Acetyl bildet als dreiz�hniger Ligand kinetisch stabile und
biologisch aktive Komplexe.[8, 9] Die Modifikationen erfolgten
nach einer effizienten Strategie (Schema 1), in deren erster

Stufe die Aktivierung von Bromessigs�ure mit DIC zum
Anhydrid erfolgte. Nach Zugabe von His(Trt)-OtBu sowie
der Bildung der NH-CH-Bindung unter HBr-Eliminierung
wurden die Peptide vom Harz abgespalten. In den In-vitro-
Studien wurde Rhenium als Ersatz f�r 99mTc verwendet
(Peptide 1c, 1d, 2 c, 2d). Nach der Komplexierung der
(NaHis-ac)-Peptide mittels (NEt4)2[Re(CO)3Br3] und pr�pa-
rativer HPLC konnte Re(CO)3-(NaHis-ac)-NPY in 55%
Ausbeute erhalten werden. Kompetitive Bindungsassays mit
[3H-Propionyl]-NPY und steigenden Konzentrationen an
Peptid wurden an Zellen ausgef�hrt, welche die Rezeptoren
Y1- (SK-N-MC (humanes Neuroblastom) und MCF-7 (hu-

Schema 1. Synthese der Rhenium-komplexierten NPY-Analoga (siehe
auch Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen). Reagentien und Be-
dingungen: a) Diisopropylcarbodiimid in Dichlormethan, 20 min.
b) NH2-Peptid am Harz, Diisopropylethylamin (DIPEA), 2 h, Waschen
mit Dimethylformamid (DMF). c) His(Trt)-OtBu in DMF, DIPEA, 24 h,
Waschen und Trocknen; d) Abspaltung mit 95% Trifluoressigs�ure/5%
Thioanisol/Thiokresol. e) 5% �berschuss an (NEt4)2[Re(CO)3Br3],
pH 4.3, 37 8C und N2, 2 h.
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manes Brustadenokarzinom)), Y2- (SMS-KAN (humanes
Neuroblastom)) und Y5- (HEC-1b-hY5 (humanes Endome-
triumkarzinom))[10] exprimieren. Die Peptide 1c und 1d
zeigten dabei am Y1- und Y2-Rezeptor �hnliche IC50-Werte
sowie eine geringf�gig reduzierte Affinit�t f�r den Y5-Re-
zeptor. Dagegen konnte eine selektive, nanomolare Y1-Re-
zeptor-Bindung f�r die Peptide 2c und 2d beobachtet werden
(Tabelle 1). Dabei hat die Re(CO)3-(NaHis-ac)-Modifikation
keinen signifikanten Einfluss auf die Bindungsaffinit�t der
Peptide.

Eine Y-Rezeptor-Internalisierung findet nach agonisti-
scher Stimulation statt[11] und kann die Markierungseffizien-
zen deutlich erh�hen. Signaltransduktionsassays wurden
daher nach der Cotransfektion des humanen Y1-Rezeptors
mit einem chim�ren Gaqi-Protein in COS7-Zellen (Gr�ne
Meerkatze, Nieren)[12,13] durchgef�hrt. Die EC50-Werte von
1c, 1d, 2c und 2d best�tigten die Ergebnisse des Bindungs-
assays und zeigten eine agonistische Aktivit�t der Peptide
(Abbildung 1b). Die Internalisierung von 1c, 1 d, 2c und 2d
wurde mikroskopisch eingehend untersucht. Nach der Sti-
mulation mit 1 mm Peptid in hY1-EYFP-HEK293-Zellen
konnte eine vollst�ndige Y1-Rezeptor-Internalisierung beob-
achtet werden. Die Verwendung coexprimierender hY1-
EYFP- und hY2-ECFP-HEK293-Zellen erm�glichte die Un-
tersuchung der Selektivit�t. Abbildung 1 a zeigt dabei, dass
die Peptide 1c und 1d zu einer Internalisierung beider Re-
zeptor-Subtypen f�hren, wohingegen die Peptide 2 c und 2d
eine selektive Y1-Rezeptor-Internalisierung aufweisen.

Die metabolische Stabilit�t von 1c, 1d, 2c und 2d wurde
durch die Bestimmung der Halbwertszeiten in humanem
Blutplasma ermittelt. Daf�r wurden die Peptide sowohl am
N-Terminus als auch an der Ne-Seitenkette des Lys4 mit
Carboxyfluorescein (CF) markiert.[14] Es konnten Halb-
wertszeiten zwischen 9.9 und 32 h ermittelt werden, die f�r
die Peptide 2 c und 2d etwas k�rzer sind als t1/2 = (24.7� 1.4) h
f�r NPY (Abbildung 1 c).[15, 16]

Die radiochemische Markierung der Y1-Rezeptor-selek-
tiven Peptide 2a und 2b wurde unter Verwendung eines kli-
nisch zugelassenen Protokolls mit 99mTcV durchgef�hrt.[17–19]

Der erhaltene Komplex wird im Folgenden als 99mTc(core)3+

bezeichnet. Die Wechselwirkung zwischen Plasmaproteinen
und Peptiden hat einen Einfluss auf das pharmakokinetische
Verhalten (Bioverteilung, Metabolismus, Exkretion und Do-
sisaktivit�t).[20] Daher bestimmten wir im humanen Blut die
Bindung der 99mTc(core)3+-markierten Peptide 2 a und 2b an
Plasmaproteine. Die Ergebnisse belegen zudem die Radio-
stabilit�t des Komplexes. Zu Beginn zeigte 2a eine geringere
Proteinbindung, die nach 3 h Inkubation jedoch die Bindung
von 2b �berschritt (Abbildung 2c).

Die Bioverteilung der 99mTc(core)3+-markierten Peptide
2a und 2b wurde in verschiedenen Organen gesunder Ka-
ninchen ermittelt. 2a zeigte dabei eine geringere Aufnahme
als 2 b, die Retentionszeit war aber deutlich h�her (Abbil-
dung 2a,b). Das Peptid 2a weist demzufolge eine optimale
renale Exkretion f�r die Aufnahme in den Tumor auf und
vermeidet die unspezifische Freisetzung aus den Organen.

Weder NPY noch NPY-Analoga wurden bisher in klini-
schen Studien zur Brustkrebsdiagnostik eingesetzt. Aufgrund
der pr�klinischen Ergebnisse wurde das Peptid 2a f�r die
Ganzk�rper-Szintimammographie an vier Brustkrebspatien-
tinnen in unterschiedlichen Krankheitsstadien eingesetzt
(Abbildung 3). Die 99mTc-MDP-Knochenszintigraphie diente
als Kontrolle; bei diesem Verfahren reichert sich radioche-
misch markiertes Methylendiphosphat (MDP) in den Osteo-
blasten an, sodass m�gliche Knochenmetastasen detektiert
werden k�nnen.[21,22] Des Weiteren erfolgte als Negativkon-
trolle die intraven�se Injektion des Peptids 2a in eine ge-
sunde Probandin, die bei der szintigraphischen Untersuchung

Tabelle 1: In-vitro-Bindungsdaten der NPY-Analoga.

IC50 [nm]
SK-N-MC MCF-7 SMS-KAN HEC-1b-hY5

1c Re(CO)3-(N
aHis-ac)-NPY 3.9�0.3 17.0�6.5 3.2�1.3 29.8�1.9

1d Lys4(Re(CO)3-(N
aHis-ac))-NPY 10.5�3.9 8.5�6.5 6.1�2.6 27.3�5.1

2c Re(CO)3-(N
aHis-ac)-[Phe7,Pro34]NPY 11.8�2.6 26.9�5.2 106.3�22.2 >1000

2d Lys4(Re(CO)3-(N
aHis-ac))-[Phe7,Pro34]NPY 1.3�0.1 5.2�1.0 97.5�11.9 208.4�8.0

Abbildung 1. Rhenium-markierte NPY-Analoga internalisieren in Y1-Re-
zeptor-exprimierende Zellen und zeigen einen langsamen proteolyti-
schen Abbau im humanen Blutplasma. a) HEK293-Zellen, stabil trans-
fiziert mit hY1R-EYFP-Rezeptoren (oben: Rezeptoren in Gelb), und
transient cotransfiziert mit hY2-ECFP-Rezeptoren (unten: Y1-Rezeptoren
in Rot, Y2-Rezeptoren in Gr�n) wurden 60 min mit 1 mm der Peptide
1c, 1d, 2c oder 2d inkubiert. Die Ergebnisse best�tigen die selektive
Internalisierung der Peptide 2c und 2d. b) EC50-Kurven und -Werte aus
einem 3H-Myo-Inosit-IP3-Signaltransduktionsassay unter Verwendung
transient coexprimierender hY1- und Gaqi-COS7-Zellen. c) Bestimmung
der Halbwertszeit der Peptide 1c, 1d, 2c und 2d in humanem Blut-
plasma als Maß f�r die metabolische Stabilit�t.
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keine Aufnahme des Peptids im Brustgewebe zeigte (Abbil-
dung 3a).

Das Szintigramm von Patientin 1 zeigt eine deutliche
Aufnahme in einen Tumor in der rechten Brust (Abbil-
dung 3b,c), wohingegen bei der Knochenszintigraphie eine
normale und symmetrische Verteilung von 99mTc-MDP be-
obachtet wurde (Abbildung 3d). Analoge Ergebnisse lieferte
die Untersuchung von Patientin 2, wobei Knochenmetastasen
aufgrund der radioaktiven Verteilung ausgeschlossen werden
konnten (Abbildung 3e–g). Eine deutliche Aufnahme in
einen Tumor in der linken Brust ließ sich bei Patientin 3 be-
obachten (Abbildung 3h,i). Das Szintigramm von Patientin 4
zeigte hingegen die Markierung nicht nur eines Tumors in der
rechten Brust, sondern auch der vom Tumor abstammenden
Metastasen (Abbildung 3k). Dies best�tigte das Knochen-

szintigramm durch eine erh�hte Akkumulation in der zum
Tumor ausgerichteten Knochenstruktur, was �berdies mit
dem Krankheitsbild der Patientin �bereinstimmte (Abbil-
dung 3 l). Somit konnten wir in unseren Studien eine deutli-
che Aufnahme des f�r den 99mTc(core)3+-markierten Y1-Re-
zeptor selektiven Peptids 2 a in Brustkrebspatientinnen
zeigen, w�hrend im normalen Gewebe und in den Organen
nur eine Hintergrundstrahlung verzeichnet wurde. Außerdem
war es m�glich, vom Tumor abstammende Metastasen in
anderen Organen zu detektieren. Das Fehlen von Radioak-
tivit�t im Gehirn spricht daf�r, dass das Peptid die Blut-Hirn-
Schranke nicht �berwinden kann. Dieser Faktor minimiert
m�gliche Nebenwirkungen bei einer Behandlung.

Die hier vorgestellten Ergebnisse umfassen die Entwick-
lung und Charakterisierung Y1-Rezeptor-selektiver Peptide.
Pr�klinische und erste klinische Studien verdeutlichen das
Potenzial der Brustkrebsdiagnostik anhand des Y1-Rezeptors
zur spezifischen Darstellung des Tumorgewebes. K�nftig
k�nnte diese selektive Anreicherung im Tumor genutzt
werden, um Nebenwirkungen in der Chemotherapie �ber den
gezielten Transport zytotoxischer Derivate zu minimieren.
Des Weiteren ist die Anwendung aufgrund der Y-Rezeptor-
Expression in anderen Tumoren (Neuroblastom, Glioblas-
tom, Ovarialadenokarzinom, gastrointestinaler Stromatumor,
Nephroblastom, Nierenzellkarzinom und Ph�ochromozy-
tom[5, 23, 24]) nicht ausschließlich auf Bruskrebs beschr�nkt.

Abbildung 2. Effektive renale Exkretion und schnelle Freisetzung aus
den Organen im Kaninchen sowie eine entsprechende Proteinbindung
der 99mTc(core)3+-markierten Peptide 2a und 2b. a,b) In-vivo-Aufnahme
(in Prozent) nach intraven�ser Injektion von 3–5 mCi der Peptide im
Kaninchen zu verschiedenen Zeiten (n.d.: nicht detektierbar). c) Pro-
teinbindung in Prozent nach der Inkubation von 2 mCi der Peptide in
humanem Blut nach verschiedenen Zeiten.

Abbildung 3. Studie zur Aufnahme des 99mTc(core)3+-markierten Pep-
tids 2a in Brustkrebspatientinnen mithilfe von Ganzk�rper-Szintimam-
mographie: a) keine spezifische Aufnahme des Peptids in der gesun-
den Probandin; b–d) Patientin 1; e–g) Patientin 2; h–j) Patientin 3;
k–l) Patient 4. b,e,h,k) Detektion der Radioaktivit�t im Tumor 60 min
nach intraven�ser Injektion. c,f,i) Laterale Ansicht der rechten und
linken Brust mit einer spezifischen Akkumulation im tumor�sen Brust-
gewebe. (* Aufnahme, # keine Aufnahme, ## Hintergrund, ** Aufnah-
me durch Metastasen). d,g,j,l) Knochenszintigramme zeigen 2.5 h
nach der intraven�sen Injektion eine geringe Aufnahme von 99mTc-MDP
in das zum Tumor gerichtete Knochengewebe (+ Aufnahme).
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N�here Details sind in den Hintergrundinformationen zu finden.

Die Tierstudien wie auch die klinischen Studien wurden am In-
stitute of Nuclear Medicine and Oncology (Lahore, Pakistan) ent-
sprechend den Richtlinien und Verordnungen des Landes (NMOL
53/07) durchgef�hrt. Die klinischen Studien erfolgten nach Aufkl�-
rung mit schriftlichem Einverst�ndnis der Patientinnen und der
Probandin.
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