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1 Einleitung 

Integrine gehören neben Cadherinen, Immunglobulinen und Selektinen zur großen 

Gruppe der Zelladhäsionsmoleküle (Aplin et al. 1998; S.197). Sie stellen eine Familie 

membranständiger Glykoproteine dar, welche sowohl für Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-

Kontakte von großer Bedeutung sind. Integrine besitzen eine heterodimere Struktur, 

bestehend aus einer nicht kovalent verbundenen α- und β-Untereinheit, die neben 

einer großen extrazellulären Domäne einen kurzen transmembranen sowie einen 

zytoplasmatischen Anteil aufweist (siehe Abb. 1). Es sind mindestens 18 α-, sowie 8 β-

Untereinheiten bekannt, die durch Kombination über 24 verschiedene Integrine bilden 

(Hynes 1987; S.549, Albelda et al. 1990a; S.2868, Ruoslahti 1991; S.1, Hynes 1992; 

S.11, Gille et al. 1996; S.93, Kim et al. 1997; S.123, Ivaska et al. 2000; S.17). 

Die αβ-Paarung legt die Spezifität für die Liganden fest, welche unter anderem 

Moleküle der extrazellulären Matrix (EZM) wie Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin, 

Laminin, Kollagen, Tenascin, Thrombospondin, von Willebrand Faktor (vWF) und 

Osteopontin sind. Die Erkennung erfolgt häufig durch das Tripeptid Arginin-Glycin-

Aspartat (RGD) (Pierschbacher et al. 1984; S.5985, Ruoslahti et al. 1987; S.491, 

Ruoslahti 1996; S.697). Darüber hinaus stellen manche Integrine auch Zell-Zell-

Kontakte her, indem sie an Zellmembran-Proteine binden, zum Beispiel an zur 

Immunglobulinklasse gehörendes ICAM-1 und ICAM-2 (Springer 1990; S.425).  

Der zytoplasmatische Anteil stellt über intrazelluläre Proteine wie Talin (Rees et al. 

1990; S.685), Vinculin (Gilmore et al. 1995, S.197, Johnson et al. 1995, S.261) und α-

Aktin (Otey et al. 1990, S.721) eine Verbindung zwischen Rezeptor und 

Aktinfilamenten des Zytoskeletts her. Dies ermöglicht sowohl eine feste Bindung an die 

Matrix als auch eine transzelluläre Signalübertragung (Damsky et al. 1992, S.772, 

Lester et al. 1992, S.31, Schwartz et al. 1995, S.549, Akiyama 1996, S.181, Aplin et al. 

1998, S.197, Hynes 2002, S.673). Die Bindung an EZM-Moleküle löst verschiedene 

intrazelluläre Signaltransduktionswege mittels „second messenger“ Molekülen aus. 

Hierzu zählt unter anderem die Aktivierung von zytoplasmatischen Tyrosinkinasen 

(zum Beispiel „focal adhesion kinase“ [FAK]) sowie von Serin-/Threoninkinasen. 

Darüber hinaus sind die Aktivierung von Ionenströme wie zum Beispiel von Ca2+ und 

Na+/H+ und die Synthese von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Howe et al. 1998; 

S.220) zu nennen. Die Signalübertragung kann Veränderungen im Zellzyklus sowie 
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Migration, Adhäsion und Invasion der Zellen bewirken. Neben diesem „outside-in 

signaling“ besteht ebenso die Möglichkeit der entgegengesetzten Richtung, des 

„inside-out signaling“, was zur Veränderung der Rezeptoraffinität führt (Hynes 1992, 

S.11, Chen et al. 1994, S.18307, Schwartz et al. 1995, S.549, Kim et al. 1997; S.123). 

 

Abb. 1 

Schematische Darstellung des αvβ3 Rezeptors (modifiziert nach Haubner) 

 

Die Bedeutung der Integrine spiegelt sich in der großer Vielfalt ihrer Exprimierung auf 

verschiedensten Zelltypen wider, wobei manche für den Zelltyp spezifisch sind, wie 

zum Beispiel das Glykoprotein gp IIb/IIIa, das ausschließlich auf Megakaryozyten und 

Thrombozyten zu finden ist (Ginsberg et al. 1988, S.1). Andere dagegen sind weniger 

zellspezifisch und erfüllen auch einander ähnliche Aufgaben. 
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Grob zusammengefasst ist die Familie der Integrine von großer Bedeutung für 

Thrombozytenaggregation, immunologische Prozesse, embryonale Entwicklung und 

Wundheilung (Kumar 1998, S.1365). Aber auch im Rahmen der Angiogenese, die von 

der Adhäsions- und Invasionsfähigkeit der vaskulären Zellen abhängig ist, spielen sie 

eine wichtige Rolle (Brooks 1996, S.683). Von Bedeutung sind sie darüber hinaus in 

der Pathogenese von Krankheiten wie Thrombozytenaggregationsstörungen, wie zum 

Beispiel die Glanzmann Thrombasthenie (Ginsberg et al. 1988, S.1), chronischen 

Entzündungen, degenerativen Augenerkrankungen sowie vor allem von Tumoren und 

deren Metastasierung. 

In diesem Zusammenhang ist insbesondere das Integrin αvβ3, auch als 

Vitronektinrezeptor bezeichnet, zu nennen. Es ist in vielen pathologischen Prozessen 

wie unkontrollierter Angiogenese (zum Beispiel Retinopathien (Friedlander et al. 1996, 

S.9764) Rheumatoide Arthritis (Storgard et al. 1999, S.47) und maligne Tumoren), 

Osteoporose (Engleman et al. 1997, S.2284), Tumorwachstum (Brooks et al. 1994b, 

S.1157, Brooks et al. 1995, S.1815) und Tumormetastasierung (Albelda et al. 1990b, 

S.6757, Felding-Habermann et al. 1992, S.5070, Felding-Habermann et al. 2002, 

S.427) vermehrt beteiligt. 

Das Integrin αvβ3 mit einer Größe von 160 (α-Kette)/ 85 (β-Kette) kDa zeigt viele der 

typischen strukturellen und funktionellen Eigenschaften der Integrinfamilie. Beim 

Erwachsenen konnte dieser Rezeptor nur auf Osteoklasten, aktivierten Leukozyten, 

Makrophagen sowie in geringem Maß auf Thrombozyten, ruhenden Endothelzellen, 

auf glatten Muskelzellen des Uterus und der Gefäße sowie in Niere und Plazenta 

nachgewiesen werden (Horton 1997, S.722, Eliceiri et al. 1999, S.1227). Aktivierte 

Endothelzellen, wie sie in der Angiogenese zum Beispiel bei Entzündungen, 

Wundheilungen und Tumoren vorkommen, weisen dagegen eine hohe Expression des 

αvβ3 Integrins auf (Brooks et al. 1994a, S.569), was unter anderem auf stimulierende 

Cytokine wie „tumor necrosis factor α“ (TNFα) und „basic fibroblast growth factor“ 

(bFGF) zurückzuführen ist (Friedlander et al. 1995, S.1500). Auch auf Tumorzellen, 

insbesondere bei invasiven Formen, lässt sich der αvβ3 Rezeptor vermehrt 

nachweisen. Beispiele dafür sind Tumoren der Mamma, der Lunge, der Blase, der 

Prostata sowie Osteosarkome, Neuroblastome, Glioblastome (Gladson et al. 1991, 

S.1924) und Melanome (Albelda et al. 1990b, S.6757, Gehlsen et al. 1992, S.111). So 

konnte zum Beispiel an einem Melanommodell eine Korrelation zwischen Invasivität 
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und αvβ3 Expression gezeigt werden (Albelda et al. 1990b, S.6761, Felding-

Habermann et al. 1992, S.2018). 

Als Ligand für Zell-Matrix-Kontakte wurde als erstes das Protein Vitronektin entdeckt, 

worauf auch der Name Vitronektinrezeptor für αvβ3 zurückzuführen ist. Darüber hinaus 

zählen Fibronektin, Osteopontin, Sialoprotein, vWF, Fibrinogen, Thrombospondin und 

Laminin zu den Liganden. Die Bindung des αvβ3 Integrins erfolgt an die Peptidsequenz 

Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) in diesen Proteinen (Cheresh et al. 1987a, S.1434). 

Eine Bindung von zum Beispiel Vitronektin führt zur Ausbildung von „focal contacts“ 

über eine Umlagerung der Aktinfilamente. Der Rezeptor vermittelt so die Adhäsion an 

die Matrix und befähigt die Zellen, im Gewebe zu migrieren. Auch auf im Blut 

zirkulierenden Zellen begünstigt das Integrin αvβ3 die Adhäsion an das Endothel sowie 

die transendotheliale Migration der Zellen, was für den Metastasierungsprozess bei 

Tumoren wichtig ist (Felding-Habermann et al. 1996, S.5895, Voura et al. 2001, 

S.2699). Ebenso begünstigt das αvβ3 Integrin auf der Oberfläche von Tumorzellen die 

Ansiedlung im Knochen sowie die Osteolyse. Darüber hinaus ist dieses Integrin auf 

der Oberfläche von Osteoklasten zu finden. Es bewirkt über die Bindung von 

Osteopontin deren Aktivierung, was zu einer vermehrten Knochenresorption und 

Osteolyse führt (Miyauchi et al. 1991, S.20369, McHugh et al. 2000, S.433, Chellaiah 

et al. 2003, S.197). 

Die Migration von Tumorzellen in das umliegende Gewebe wird außerdem durch 

Matrixmetalloproteasen (MMP) erleichtert. Man hat gezeigt, dass der αvβ3 Rezeptor 

aktiviertes MMP-2 sowie MMP-9 unter anderem auf der Zelloberfläche von Endothel-, 

Tumor- oder auch Plasmazellen direkt bindet und in dieser Kombination die 

Zellinvasion in die umgebende Matrix begünstigt wird (Brooks et al. 1996, S.683, 

Seftor et al. 1999, S.359, Hofmann et al. 2000, S.625, Ria et al. 2002, S.836). Darüber 

hinaus binden αvβ3-positive Zellen diese Protease nicht nur, sie steigern auch deren 

Sekretion. MMP-2 proteolysiert zum Beispiel natives Kollagen, dessen RGD-Motiv erst 

nach diesem Schritt von αvβ3 erkannt wird. Diese Assoziation von Integrinexpression 

und Proteolysefähigkeit ist besonders für die Tumorinvasion sowie für die Ausbildung 

neuer Gefäße von großer Bedeutung (Stetler-Stevenson 2001, S.383). 
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Eine weitere wichtige Eigenschaft ist, dass agonistische Bindung an den αvβ3 Rezeptor 

die Zelle vor Apoptose bewahrt, was sowohl bei Melanom- als auch Endothelzellen 

gezeigt wurde (Montgomery et al. 1994, S.8858, Varner et al. 1995, S.367, Petitclerc 

et al. 1999, S.2724). Die Rezeptorbindung führt zur Suppression der p53 Aktivität und 

blockiert die durch p53 induzierbare p21WAF1/CIP1 Expression. Dies bewirkt eine 

Zunahme der bcl-2/bax ratio. Als Folge davon nimmt die Zellüberlebensrate zu, was 

wiederum zu einem unkontrollierten Wachstum der Tumorzellen beiträgt (Stromblad et 

al. 1996, S.429). 

Zusammenfassend zeigt sich, dass das Integrin αvβ3 besonders im Bereich 

Tumorwachstum, Invasivität und Metastasierungspotential sowie im 

Angiogeneseprozess eine kritische Rolle spielt. Da der Rezeptor auf normalem 

Gewebe und ruhenden Endothelzellen nur schwach exprimiert wird, stellt er ein 

geeignetes Ziel für neue Therapien in diesem Bereicht dar. Sowohl Anti-Integrin 

Antikörper, wie zum Beispiel der monoklonale Antikörper (mAb) LM609, als auch 

synthetische RGD-Peptide werden als Antagonisten eingesetzt. Diese binden je nach 

Konfiguration mit hoher Affinität an den Rezeptor. Sie blockieren Zelladhäsion, 

Migration, Wachstum, Differenzierung und führen zur Apoptose (Aumailley et al. 1991, 

S.50, Pfaff et al. 1994, S.20233, Ruoslahti 1996, S.697). Das Wachstum neuer 

Blutgefäße wird inhibiert und so die Gefäßversorgung des Tumors eingeschränkt. In 

verschiedenen Tumormodellen konnte gezeigt werden, dass dies zu einer 

Wachstumsinhibierung oder Tumorregression führt (Brooks et al. 1994b, S.1157, 

Brooks et al. 1995, S.1815, Hammes et al. 1996, S.529). Zusätzlich zu ihrer Wirkung 

auf die tumorinduzierte Angiogenese können αvβ3 Antagonisten auch direkt das 

Wachstum und die Metastasierungsfähigkeit von αvβ3-positiven Tumorzellen 

antagonisieren. 

Trotz seiner wichtigen Rolle im Rahmen der Angiogenese und 

Tumorzellmetastasierung ist das αvβ3 Integrin nur eines einer Vielzahl von zellulären 

Rezeptor- und Adhäsionsmolekülen, die bei unterschiedlichen Tumoren in 

verschiedenem Ausmaß exprimiert werden. Es ist somit nicht zu erwarten, dass eine 

Therapie mit αvβ3 Antagonisten bei allen Tumorerkrankungen gleichermaßen effizient 

ist. Um αvβ3 Antagonisten gezielt einsetzen zu können, ist es deshalb wesentlich, den 

Rezeptorstatus der Tumorzellen beziehungsweise der Endothelzellen vor Therapie zu 

bestimmen. Zu diesem Zweck wurden in den letzten Jahren radioaktiv markierte, 
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zyklische Peptide mit einer RGD-Sequenz entwickelt (Sipkins et al. 1998, S.623, 

Haubner et al. 1999, S.1061, Boerman et al. 2000, S.195). Durch die radioaktive 

Markierung mit Positronenstrahlern kann die Aufnahme dieser Peptide mittels 

Positronen Emissions Tomographie (PET) nicht-invasiv nachgewiesen werden. Die 

PET ist für diese Anwendung besonders geeignet, da sie im Vergleich zu anderen 

klinischen Bildgebungstechniken die höchste Sensivität aufweist und Konzentrationen 

von radioaktiven Tracern im picomolaren Bereich bestimmen kann (Weber et al. 2001, 

S.179). Zusätzlich zum Nachweis der Expression des αvβ3 Integrins kann die PET mit 

radioaktiv markierten RGD-Peptiden auch dazu eingesetzt werden, die Blockade des 

αvβ3 Integrins durch therapeutisch eingesetzte αvβ3 Antagonisten zu bestimmen und so 

die Therapie mit αvβ3 Antagonisten zu überwachen. Diese potentielle Anwendung von 

radioaktiv markierten RGD-Peptiden wurde in der vorliegenden experimentellen Arbeit 

an Zellkulturen und murinen Tumormodellen untersucht. 
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1.1 Fragestellung 

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, inwieweit Untersuchungen mit radioaktiv 

markierten RGD-Peptiden dazu eingesetzt werden können, um die Expression des 

αvβ3 Integrins auf Tumor- und Endothelzellen nicht-invasiv nachzuweisen und die 

Blockade des Integrins mit αvβ3 spezifischen Antagonisten quantitativ zu erfassen. 

Hierzu wurden die αvβ3-spezifischen Liganden [125I]Gluco-RGD und [18F]Galacto-RGD 

verwendet. Diese zeichnen sich durch eine hoch-affine Bindung an diesen Rezeptor 

aus und zeigen nur sehr geringe Affinität zu anderen RGD-bindenden Integrinen 

(Haubner et al. 1999, S.1065, Haubner et al. 2001b, S.1784). Mit Hilfe dieser Tracer 

wurde die Blockade des αvβ3 Integrins durch die peptidomimetischen Antagonisten 

S247 und P-004 in Zellkulturen und tumortragenden Mäusen untersucht. Für in-vitro 

wie auch in-vivo Versuche wurden die αvβ3-exprimierenden Melanomzellen M21, als 

Kontrolle die rezeptornegativen Zellen M21-L, genutzt. Zum Nachweis der 

Rezeptorblockade in tumorinduzierten Gefäßen dienten für in-vivo Experimente αvβ3-

negative Tumorzellen der Linie A431, Zellen eines menschlichen 

Plattenepithelkarzinoms. 

Es wurde zum einen die Bindung des Tracers an αvβ3 auf der Zelloberfläche sowie 

dessen Aufnahme in das Zellinnere gemessen. Darüber hinaus sollten Daten zur 

Blockade der Aufnahme der beiden radioaktiven Liganden durch S247 und P-004 

gewonnen werden. 

In einem nächsten Schritt wurde an tumortragenden Mäusen untersucht, ob sich mit 

Hilfe von PET-Untersuchungen mit [18F]Galacto-RGD die Blockade des αvβ3 Integrins 

mit S247 und P-004 nicht-invasiv nachweisen lässt. Zur Validierung der mittels PET 

nicht-invasiv bestimmten Traceraufnahme im Tumorgewebe wurden 

Biodistributionsuntersuchungen durchgeführt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien 

Calciumchlorid-2-hydrat krist. CaCl2 x 2H2O Merck, 9018499, Darmstadt 

Diethylether Merck, 100926.100, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure EDTA Sigma, C.C.Pro Z 17-M, 

 Deisenhofen 

Farbstoff Konzentrat Protein Assay Bio-Rad, 500-0006, München 

Fötales Kälberserum FKS Seromed, S 0115, Berlin 

Gentamycin 10 mg/ml Seromed, A 2712, Berlin 

Glutamin  Seromed, K 0282, Berlin 

Ketavet 100 mg/ml (Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid) Pharmacia & Upiohn, Erlangen 

Magnesiumchlorid-hexahydrat MgCl2 x 6 H2O Merck, 58833.0250, Erlangen 

Manganese Chloride Tetrahydrate MnCl2 x 4 H2O Sigma, M-3634, Deisenhofen 

NaCl-Lösung 0,9% Merck, 106404, Erlangen 

Natriumacetat Merck, 106265, Erlangen 

Natriumlauge NaOH Hausapotheke Rechts der Isar 

Penicillin/Streptomycin, 10000 U/10000 µg/ml Seromed, A2212, Berlin 

Phoshatpuffer PBS Sigma, 1000-3, Deisenhofen 

Proteinstandard BSA 2 mg/ml Uptima Interchim, UP 36859A, 

 Frankreich 

Rinderserumalbumin BSA Sigma, P-8010, Deisenhofen 

Rompun (2% Xylazinhydrochlorid) Bayer Vital, Leverkusen 

RPMI 1640 Medium Seromed, FG 1215, Berlin 

Salzsäure HCl 1M Merck, 109057, Darmstadt 

Tris base Sigma, T-1503, Deisenhofen 
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2.2 Lösungen 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Zelllinie M21 und M21-L 

RPMI-Medium 

RPMI 1640 

FKS     10% 

Glutamin      1% 

Gentamycin 10 mg/ml    1% 

 

EDTA-Lösung 

EDTA     0,1 M 

In PBS 

 

2.2.1.2 Zelllinie A431 

RPMI-Medium 

RPMI 1640 

FKS     10% 

Streptomycin      1% 

Penicillin      1% 

 

EDTA-/Trypsinlösung 

EDTA 0,02% 

Trypsin 0,05% 

In PBS  
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2.2.2 In-vitro Versuche 

Inkubationsmedium 

RPMI 1640 

1% BSA 

 

Bindepuffer 

0,1% BSA 

1 mM CaCl2 

1 mM MgCl2 

0,01 mM MnCl2 

150 mM NaCl 

50 mM Tris 

Aqua dest., pH 7,4 

2.2.3 Proteinmengenbestimmung 

Wasser-/PBS-Gemisch 

9 Teile PBS + 1 Teil H2O 

 

Proteinstandard 

9 Teile PBS + 1 Teil BSA 2 mg/ml 
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2.2.4 Anästhesie 

Ketavet/Rompun Narkotikum  50 ml 

physiolog. NaCl-Lösung, 0,9% 41 ml 

Ketavet (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid)  5 ml 

Rompun (2% Xylazinhydrochlorid)  4 ml 

 

2.3 Geräte 

Analysenwaage Sartorius, Typ LA 230S-OCE Sartorius, Göttingen  

Gamma-Counter, TYP 1480 Wizard TM 3 Wallac, Finnland 

Spectrophotometer, Typ Uvikon 931 Kontron Instruments, Italien 

Zellzählgerät, Typ Casy®1 Schärfe System, Reutlingen 

 

2.4 Radioaktiv markierte Tracer 

Als Liganden des αvβ3 Rezeptors wurde sowohl mit 125Iod markiertes Gluco-RGD 

sowie mit 18Fluor markiertes Galacto-RGD verwendet (siehe Abb. 2). Für beide 

Substanzen wurde bereits eine rezeptorspezifische Bindung an den αvβ3 Rezeptor 

sowohl in-vitro wie auch in-vivo mittels PET nachgewiesen. Sie sind sowohl in ihrer 

Rezeptoraffinität sowie in ihrer Selektivität vergleichbar. Für in-vitro Studien erwies sich 
125Iod markiertes Gluco-RGD aufgrund seiner langen Halbwertszeit von 60,2 d als 
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günstiger, da dadurch die Werte stabiler und besser reproduzierbar wurden. Mit 18Fluor 

markiertes Galacto-RGD (t1/2=109,7 Minuten) wurde zur in-vivo Diagnostik der αvβ3 

Expression und zum Monitoring der Rezeptorblockade mittels PET eingesetzt 

(Haubner et al. 2001a, S.326, Haubner et al. 2001b, S.1781). 

 

Abb. 2 

Schematische Darstellung von [18F]Galacto-RGD (nach Haubner et al. 2001b, S.1784) 

 

2.5 Blockaden 

Als αvβ3 Liganden wurden Substanzen der Firma Pharmacia Corporation, St. Louis, mit 

der Bezeichnung P-004 und S247 eingesetzt. Es handelt sich dabei um RGD-

peptidomimetische Antagonisten des αvβ3 Rezeptors (siehe Abb. 3). 

 

Abb. 3 

Struktur der Substanz S247 (nach Shannon et al. 2004, S.132) 
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Die Substanz S247 mit einem Molargewicht von 638 g/mol wurde für in-vitro Versuche 

in PBS aufgelöst, wobei eine Ausgangskonzentration von 1 mM hergestellt und diese 

je nach Bedarf mit PBS weiter verdünnt wurde.  

Bei der Substanz P-004 mit dem Gewicht von 388,99 g/mol diente eine Lösung in H2O 

in der Konzentration von 10 mM als Ausgangssubstrat. Die Verdünnung auf die jeweils 

benötigte Konzentration erfolgte mit PBS.  

Für die Tierexperimente wurden die beiden αvβ3 Liganden in physiologischer 

Kochsalzlösung aufgelöst. 

 

2.6 Zellkultur 

2.6.1 Zelllinie M21 und M21-L 

Die humane Melanomzelllinie M21 wurde im Labor von Dr. D. Morton aus einer 

Lymphknotenmetastase isoliert. Aus dieser Linie wurde unter Dr. D.A. Cheresh eine 

Subpopulation selektioniert, genannt M21-L (low), welche keine Expression des αv 

Proteins aufweist (Cheresh et al. 1987b, S.17703). 

Die Zelllinien M21 und M21-L wurden in Zellkulturflaschen bei 37°C, 5% CO2 und 

100% Luftfeuchtigkeit gezüchtet. Das Kulturmedium setzte sich aus dem Fertigmedium 

RPMI 1640 unter Zusatz von 10% fötalem Kälberserum (FKS), 1% Glutamin sowie 1% 

Gentamycin 10 mg/ml zusammen. Die Passage der Zellen erfolgte dreimal pro Woche. 

Zum Ablösen der Zellen erwies sich eine 0,1 M EDTA-Lösung als günstig. Die so 

erhaltene Zellsuspension wurde zentrifugiert, das Zellpellet mit Kulturmedium 

resuspensiert und im Verhältnis von 1:10 auf neue Flaschen verteilt. 

2.6.2 Zelllinie A431  

Es handelt sich hierbei um eine Linie, die von D.J. Giard et al. (1973, S.1417) isoliert 

wurde. Sie stammt aus einem Karzinom der Vulva einer 85-jährigen Frau. Die Zellen 

zeigen keine nachweisbare Expression des αvβ3 Integrins. 



 19 

Vergleichbar zu den Linien M21 und M21-L wurden diese Zellen in Zellkulturflaschen 

bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Kulturmedium diente RPMI 

1640 unter Zusatz von 10% FKS, 1% Streptomycin und 1% Penicillin. Abgelöst wurden 

die Zellen mit einer Trypsin-/EDTA-Lösung. Die Verteilung auf neue Kulturflaschen 

erfolgte in einem Verhältnis von 1:8.  

 

2.7 In-vitro Untersuchung der Radioliganden-Bindung und 

Internalisierung durch den Rezeptor αvβ3 

2.7.1 Versuchsprotokoll 

Es wurden die αvβ3-positiven Zellen der Linie M21 sowie als Kontrolle die αvβ3-

negativen Zellen M21-L verwendet. Nach Bildung eines Monolayers wurden die Zellen 

mittels EDTA-Lösung von den Kulturflaschen abgelöst. Nach Zentrifugieren und 

Resuspension der Zellpellets mit circa 1-2 ml Nährmedium erfolgte die Bestimmung 

der Zellzahl mit Hilfe eines automatischen Zellzählgerätes. Es bewährte sich, die 

Zellzahl auf 1 x 107-3 x 107 Zellen pro ml einzustellen. 

Es wurden je 1000 µl Inkubationsmedium in Eppendorfgefäße pipettiert, je Probe circa 

3 x 105 Zellen eingesetzt und circa 1 Stunde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Im 

Anschluss daran folgte die Zugabe des radioaktiv markierten Tracers. Bei den in-vitro 

Versuchen erfolgte fast ausschließlich die Verwendung von iodiertem Gluco-RGD. Das 

mit 18Fluor markierte Galacto-RGD wurde aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit nur bei 

einzelnen Versuchen als Vergleich eingesetzt. Die zugegebene Aktivität wurde mittels 

Messung im Gamma-Counter so eingestellt, dass jede Probe circa 500 000 cpm 

(counts per minute) in einem Volumen von 10 µl enthielt. Bei 18Fluor wurde 

entsprechend der Halbwertszeit eine Aktivität von circa 4 000 000 cpm bevorzugt. Es 

folgte eine Inkubation der Zellen bei 37°C für 120 Minuten. 

Nach dieser Inkubationszeit folgte das Abzentrifugieren der Proben. Der Überstand 

wurde für jede Probe separat in Gamma-Probenröhrchen überführt. Im Anschluss 

folgte ein zweimaliger Waschschritt mit je 1 ml Bindepuffer pro Probe. Es wurde jeweils 

zentrifugiert und der Überstand in die vorherigen Probenröhrchen pipettiert. 
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Im nächsten Schritt wurde versucht, die Bindungen auf der Zelloberfläche zu lösen. 

Dazu war eine Inkubation der Zellen mit je 1 ml Natriumacetat (0,02 M/pH 4-5) für 10 

Minuten bei 37°C erforderlich. Die Proben wurden wiederum bei 3500 U 4 Minuten 

zentrifugiert und der Überstand in neue Gamma-Probenröhrchen überführt. Es folgte 

ein weiterer Waschschritt mit Natriumacetat. 

Um die Internalisierung des Tracers zu bestimmen, wurden die Zellpellets in je 1 ml 

NaOH (1M) unter starkem Aufrütteln aufgelöst. Für die später folgende 

Proteinmengenbestimmung war es notwendig, je 50 µl der Suspension zu verwenden. 

Die restliche Zellsuspension wurde für die Messung wiederum in frische 

Probenröhrchen überführt. Durch zweimaliges Spülen mit PBS wurde versucht, 

Rückstände in den Eppendorfgefäßen möglichst gering zu halten. 

Die Messung der Proben erfolgte in einem Gamma-Counter der Firma Wallac. Die 

Aktivität wurde in registrierten Zerfallsereignissen pro Minute (cpm) angegeben. 

2.7.2 Bestimmung der Internalisierung unter 4°C 

Der Versuch verlief wie unter 2.7.1 beschrieben. Nach Zugabe des radioaktiven 

Tracers wurden die Zellen 120 Minuten auf Eis gekühlt. Die weiteren Schritte wurden 

ebenfalls unter dieser Bedingung durchgeführt. 

2.7.2.1 Blockierung des αvβ3 Rezeptors durch die Substanzen S247 und 

P-004 

2.7.2.2 Dosisabhängigkeit der Blockade 

Die Proben wurden wie unter 2.7.1 beschrieben vorbereitet. Der Zellansatz erfolgte 

jedoch in nur 950 µl Inkubationsmedium. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten 

wurden zunächst S247 und P-004 in den jeweiligen vorbereiteten Konzentrationen in 

einem Volumen von 50 µl hinzugefügt und 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann erst 

erfolgte die Zugabe des radioaktiv markierten Tracers. Der weitere Vorgang verlief laut 

Beschreibung unter 2.7.1. 
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2.7.2.3 Bestimmung der Dauer der Rezeptorblockade 

Nach Zugabe der Substanz S247 in einer Konzentration von 1 µM pro vorbereitete 

Probe (siehe 2.7.1) wurden die entsprechenden Ansätze nach den Zeitpunkten 10 

Minuten beziehungsweise 24 Stunden zentrifugiert, der Überstand entfernt und mit 

PBS gespült. Zur Kontrolle dienten eine Probenreihe, die nicht nach 10 Minuten 

gewaschen wurde, sowie eine Reihe, welche zwar nach 10 Minuten gespült, dann 

jedoch weitere 24 Stunden inkubiert wurde. Bei Proben, die für 24 Stunden 

vorgesehen waren, bewährte sich als Ansatz Kulturmedium, wodurch der Zellverlust 

sich geringer hielt. Die weiteren Schritte folgten wie unter 2.7.1 beschrieben. 

2.7.3 Proteinmengenbestimmung 

Die Bestimmung der Proteinmengen der einzelnen Proben mit Hilfe der Photometrie 

war notwendig, um die aufgenommene Aktivität nicht nur auf die Zellzahl sondern auch 

auf den jeweiligen Proteingehalt zu beziehen, da dieser zwischen den Zelllinien 

variierte. Dazu wurde eine Standardkurve aufgestellt (siehe Tab. 1), aus welcher eine 

lineare Gleichung gewonnen werden konnte. 

Tab. 1 

Protokoll für die Proteinstandardkurve 

 

 
Referenz 0,002 mg 0,004 mg 0,007 mg 0,01 mg 

PBS 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml 

Standard 1:10 BSA 0 ml 0,01 ml 0,02 ml 0,035 ml 0,05 ml 

1 T. H2O + 9 T. PBS  0,1 ml 0,09 ml 0,08 ml 0,065 ml 0,05 ml 

Farbstoffkonzentrat

Protein Assay 
0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 
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Die einzelnen Proben wurden nach gleichem Protokoll aufbereitet, wobei anstatt des 

Proteinstandards die Zellsuspension eingesetzt und mit dem PBS/H20-Gemisch auf 

0,1 ml ergänzt wurde. In einem Photometer wurde bei einer Wellenlänge von λ=595 

nm über einen Zeitraum von 10 Sekunden jede Probe zweimal gemessen und der 

Mittelwert daraus gebildet. Aus der ermittelten Extinktion wurde mit Hilfe der 

Standardkurve die Proteinmenge in 1 ml Zellsuspension berechnet. 

2.7.4 Datenauswertung 

Die im Gamma-Counter gemessene Aktivität (cpm) des Natriumacetatüberstands 

wurde ebenso wie die Aktivität der in NaOH aufgelösten Zellen auf die insgesamt dem 

Probenröhrchen zugegebene Aktivität bezogen und in Prozent angegeben. Dies 

wiederum wurde in ein Verhältnis zur Proteinmenge gesetzt und mit %/mg bezeichnet. 

Auf diese Weise wurde die Bindung auf der Zelloberfläche (Aktivität des 

Natriumacetatüberstands) sowie die Internalisierung in die Zelle (Aktivität des in NaOH 

aufgelösten Zellpellets) ermittelt. Aus den Probengruppen wurden der Mittelwert sowie 

die Standardabweichung errechnet. 
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2.8 Tierexperimente 

2.8.1 Versuchstiere und Haltung 

Für das in-vivo Tumormodell haben sich 6 Wochen alte, weibliche Swiss nu/nu Mäuse 

aus spezifisch pathogen freier Zucht (Charles River, Sulzfeld) bewährt. Es lag die 

Genehmigung für Tierversuche von der Regierung von Oberbayern 211-2531-14/1997 

und 2000 vor. Gehalten wurden die Tiere in Käfigen zu je vier bis sechs Mäusen in 

einem Tierstall mit speziellem Lichtprogramm bei 26°C und 50-60% Luftfeuchtigkeit. 

Die Nahrung bestand aus Mäusestandardfutter Altromin 1314 und Leitungswasser ad 

libitum. 

2.8.2 Anästhesie und Abtötung 

Zur subkutanen Injektion von Tumorzellen wurden die Mäuse unter eine kurze 

Äthernarkose gesetzt. Dazu eignete sich ein geschlossenes Glasgefäß mit Äther 

getränkten Tüchern. Die Kurznarkose wurde ebenso für die intravenöse Injektion der 

Blockaden als auch der radioaktiven Substanzen eingesetzt. Um die Tiere für die PET 

zu narkotisieren, erfolgte eine intraperitoneale Injektion von je 250 µl der 

Ketavet/Rompun-Lösung. Für die Biodistribution wurden die Mäuse mit CO2 und 

anschließender Eröffnung des Thorax mit Durchtrennung des Aortenbogens getötet. 

2.8.3 Tumormodell 

Die zu injizierenden Tumorzellen wurden mit serumfreien RPMI-Medium in Suspension 

gebracht. Die Nacktmäuse erhielten unter Äthernarkose in die rechte Flanke eine 

subkutane Injektion von 4 x 106 (M21) beziehungsweise 2 x 106 (A431) Zellen in einem 

Volumen von 0,1 ml. Innerhalb von circa drei bis vier Wochen bildeten sich gut 

palpable Tumoren, die für die weiteren Untersuchungen eingesetzt wurden. 
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2.8.4 In-vivo Darstellung des αvβ3 Integrins 

2.8.4.1 Versuchsablauf 

Es wurde sowohl eine Gruppe von Tieren, die einen Tumor der Zelllinie M21 

ausgebildet hatten, als auch eine Gruppe mit dem Tumormodell der Linie A431 

verwendet. Die Untersuchungen fanden jeweils an zwei aufeinander folgenden Tagen 

statt. Am ersten Tag erhielten alle Tiere ausschließlich eine Injektion des radioaktiv 

markierten Tracers. Dessen Anreicherung in den Tumoren wurde 90 Minuten p. i. in 

einem Kleintier-PET dargestellt. Jeweils ein Teil der beiden Gruppen wurde noch am 

gleichen Tag als Kontrollgruppe getötet. Die Tumoren sowie verschiedene andere 

Gewebeproben wurden entnommen und die darin angereicherte Aktivität mit Hilfe 

eines Gamma-Counters bestimmt (siehe 2.8.4.5). Nach 24 Stunden folgte bei den 

verbleibenden Tieren die Injektion von S247 beziehungsweise P-004 sowie nach einer 

Latenz von 10 Minuten die Injektion der Aktivität, vergleichbar zum Vortag. Nach 

Abschluss der PET-Untersuchung wurden die Tiere ebenfalls getötet und die 

verbleibende Aktivitätskonzentration im Tumor und anderen Geweben gemessen. 

Sowohl das Melanommodell als auch das Tumormodell A431 wurde mit der Substanz 

S247 in einer Konzentration von 50 mg/kg behandelt. Zusätzlich erfolgte bei Tieren mit 

Tumoren der Linie M21 die Injektion der Blockade S247 in den Konzentrationen 5 

mg/kg, 0,5 mg/kg und 0,05 mg/kg sowie die Injektion der Substanz P-004 in der 

Konzentration von 50 mg/kg. 

2.8.4.2 Injektion des radioaktiv markierten Tracers 

Den Mäusen wurden 4,5-11,1 MBq (circa 120-300 µCi) des mit 18Fluor markierten 

Galacto-RGD in einem Volumen von circa 100 µl in die laterale Schwanzvene injiziert. 

Dazu wurde das Tier unter eine kurze Äthernarkose gesetzt und die Vene mittels 

Wärme und Reibung erweitert.  
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2.8.4.3 Injektion der αvβ3 Integrin Antagonisten 

Die Injektion der Substanzen S247 und P-004, aufgelöst in physiologischer 

Kochsalzlösung, erfolgte ebenfalls in die laterale Schwanzvene. Die jeweils benötigte 

Konzentration wurde auf ein Volumen von 100 µl NaCl eingestellt, wobei das Gewicht 

einer Maus mit 20 g berechnet wurde. 

2.8.4.4 In-vivo Aufnahmen der Tracerverteilung im Kleintier-Positronen-

Emissions-Tomographen: LSO-APD PET (MADPET) 

Um die 18F-Tracerverteilung in-vivo darzustellen, wurden PET-Aufnahmen angefertigt. 

Da die herkömmlich verwendeten PET-Geräte mit einer begrenzten Ortsauflösung von 

4-6 mm für Kleintiere wie Mäuse nicht geeignet sind, wurde ein speziell gefertigter 

Kleintier-PET-Scanner mit verbessertem Auflösungsvermögen und guter 

Nachweisempfindlichkeit verwendet. Dieser Prototyp namens Munich Avalanche 

Photo Diode PET (MADPET) mit einer Auflösung von 2,4 mm wurde von der 

Arbeitsgruppe Ziegler et al. (2001, S.136) konstruiert. Er basiert auf LSO-ADP 

Modulen (LSO=“lutetium oxyorthosilicate scintillation“, APD=“avalanche photodiodes“). 

90 Minuten nach Injektion von [18F]Galacto-RGD wurden die Tiere mit 

Rompun/Ketavet-Lösung narkotisiert und im PET-Scanner so positioniert, dass die 

transaxiale Schnittebene durch den Tumor in der Flanke verlief. Diese Messposition 

wurde am Tier markiert, um am folgenden Tag vergleichbare Bedingungen zu 

schaffen. Die Radioaktivitätsverteilung wurde sowohl bildlich als auch als Zählraten pro 

Pixel dargestellt. 

Um den Tumoruptake für [18F]Galacto-RGD zu bestimmen, wurde die Tumorregion mit 

der maximalen Aufnahme mit einer etwa 5 mm großen „region of interest“ (ROI) sowie 

als Vergleich ein Referenzbereich auf der gegenüberliegenden Thoraxregion markiert. 

Die Aktivitätsaufnahme im Tumor wurde relativ zur Aktivitätskonzentration in der 

Referenzregion ausgedrückt (Tumor/Hintergrund Verhältnis). 
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2.8.4.5 Durchführung und Auswertung der Biodistributionsuntersuchung 

Die Biodistribution erfolgte bei den dafür vorgesehenen Tieren circa 30 Minuten nach 

der Tumordarstellung im PET, somit circa 120 Minuten nach Injektion der radioaktiven 

Substanzen. Die Tiere wurden mittels C02 getötet, der Thorax eröffnet und der 

Aortenbogen durchtrennt. Das Blut wurde möglichst zügig mit Hilfe einer Spritze für die 

Messung gewonnen. Als nächstes folgte die Präparation des subkutan liegenden 

Tumors und eines Teils der ventralen Oberschenkelmuskulatur. Für Blut, Muskel und 

Tumor wurde in speziell vorgewogenen Probengefäßen auf einer Analysenwaage 

(Einteilung=0,0001 g; Messfehler=0,0002) das Gewicht bestimmt. 

Die Zählrate des in die Gewebe aufgenommenen 18Fluor wurde in einem Gamma-

Counter gemessen und in counts per minute (cpm) angegeben. Zur Auswertung war 

ein Standard notwendig. Hierfür wurde die gleiche Menge der radioaktiven Substanz, 

die man den Mäusen injiziert hatte, in einen Erlmeyerkolben überführt und mit H20 

exakt auf 100 ml aufgefüllt. Je 1 ml wurde in fünf Probengefäße überführt und 

ebenfalls gemessen. Die in den Organen gemessene Aktivität wurde auf den 

Mittelwert des Standards bezogen. Die Daten aus Gewichts- (in Gramm) und 

Impulsratenbestimmung (cpm) wurden für jedes Organ ermittelt, auf cpm/g 

umgerechnet und auf den 1% igen Standard der injizierten Aktivität bezogen. Die in 

den Organen enthaltene Aktivität wurde in Prozent der injizierten Aktivität pro Gramm 

Gewebe (%ID/g) ausgedrückt. Die Werte der mit der Blockade vorbehandelten Mäuse 

wurden außerdem auf die Kontrollgruppe ohne Blockade bezogen und in Prozent 

angegeben. 

 

2.9 Statistische Auswertung 

Alle quantitativen Werte wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die 

Veränderung der Aktivitätsaufnahme von Gluco- und Galacto-RGD unter 

Vorbehandlung mit S247 und P-004 wurde bei gepaartem Vergleich mittels Wilcoxon 

Test sowie bei ungepaartem Vergleich mit Hilfe des Mann-Whitney Tests auf 

statistische Signifikanz getestet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 In-vitro Untersuchungen zur Bindung und Internalisierung von 

radioaktiven Tracern durch den Rezeptor αvβ3 und dessen Blockade 

durch antagonistische Substanzen bei Zellen der Linie M21 und M21-L 

3.1.1 Proteinmengenbestimmung 

Je Versuch wurde eine Standardkurve (n=11) mittels eines definierten 

Proteinstandards erstellt, auf welche die einzelnen Proben bezogen wurden. Als Trend 

zeigte sich eine Gerade mit einer Gleichung von y=(0,0654 ± 0,0086)x (siehe Abb. 4). 

Mittels der jeweiligen Gleichung wurde aus den gemessenen Extinktionen die 

Proteinmenge der je 3 x 105 eingesetzten Zellen errechnet. Es ergab sich ein 

Mittelwert von 170 ± 6 µg (n=219). 
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Abb. 4 

Für standardisierte Proteinmengen (2, 4, 7, 10 µg) wurde die Extinktion gemessen und als 
Standardkurve dargestellt. Je Versuch (n=11) wurde eine ausgleichende Trendlinie 
berechnet und aus diesen linearen Gleichungen der Mittelwert ± Standardabweichung der 
Steigung ermittelt. Gleichung: y=(0,0654 ± 0,0086)x. 
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3.1.2 Bindung und Internalisierung des radioaktiven Tracers unter 37°C 

und 4°C im Vergleich 

Zellen der Linie M21 wurden 120 Minuten bei 37°C und 4°C mit dem Tracer 

[125I]Gluco-RGD inkubiert. Zur Negativkontrolle erfolgte dies auch bei Zellen der Linie 

M21-L (nur bei 37°C). Unter 37°C lag die Internalisierung der eingesetzten Aktivität 

zwischen 1,05 und 5,89 %Aktivität/mg. Der Mittelwert (n=40) betrug 2,17 ± 1,63 

%Aktivität/mg. Es zeigte sich, dass die Aufnahme unter den verschiedenen 

Versuchsansätzen schwankte, während sich innerhalb eines Experiments eine deutlich 

geringere Variabilität nachweisen ließ. So betrug innerhalb der einzelnen Versuche die 

Standardabweichung durchschnittlich 29,97%. Die αvβ3-negativen Zellen M21-L (n=9) 

zeigten im Vergleich zu M21 eine um circa 77% geringere Internalisierung der Aktivität 

von 22,75 ± 10,47 (3,70) %. Der Unterschied war signifikant. 

Die Oberflächenbindung unter 37°C lag bei Zellen der Linie M21 bei 2,41 ± 2,20 

%Aktivität/mg, innerhalb eines Experiments betrug die Standardabweichung 

durchschnittlich 42,94%. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der 

Oberflächenbindung zwischen M21 und M21-L Zellen gezeigt werden. Somit erwiesen 

sich Messungen der Bindung von Gluco-RGD an die Zellmembran unter den 

verwendeten Versuchsbedingungen als schlecht reproduzierbar und scheinen zum 

großen Teil Rezeptor unspezifisch zu sein. Aus diesen beiden Gründen wurde für die 

folgenden Auswertungen nur die internalisierte Radioaktivitätsmenge berücksichtigt, 

die sich mit wesentlich besserer Reproduzierbarkeit bestimmen ließ. 

Unter 4°C verringerte sich die Traceraufnahme der Zellen M21 signifikant auf 18,04 ± 

4,52% (im Vergleich zu 37°C) (siehe Abb. 5a). Die Internalisierung wurde bei Zellen 

der Linie M21 in einem Versuch beispielhaft auch für [18F]Galacto-RGD ermittelt. Dies 

geschah sowohl unter 37°C als auch unter 4°C. Die Anreicherung betrug unter 37°C 

0,38 ± 0,10 %Aktivität/mg. Bei 4°C verringerte sich die Aufnahme um 72% auf 0,11 ± 

0,02 %Aktivität/mg. Die Signifikanz lag bei p=0,05 (siehe Abb. 5b). 
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Abb. 5a 

Vergleich der Internalisierung von [125I]Gluco-RGD in Zellen der Linie M21 und M21-L nach 
120 Minuten Inkubation in Suspension unter 37°C und 4°C. 

Die Werte wurden jeweils auf M21 37°C als 100% bezogen und als Mittelwert ± SEM 
angegeben. 
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Abb. 5b 

Vergleich der Internalisierung von [18F]Galacto-RGD in Zellen der Linie M21 nach 120 
Minuten Inkubation in Suspension unter 37°C und 4°C. 

Angabe als Mittelwert ± SEM. 
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3.1.3 Internalisierung des radioaktiv markierten Tracers unter 

Vorbehandlung mit den Substanzen S247 und P-004 

3.1.3.1 Dosisabhängigkeit der αvβ3 Rezeptorblockade mit S247 und P-

004 

Vor Zugabe des radioaktiv markierten Tracers, in den meisten Experimenten 

[125I]Gluco-RGD, erfolgte eine 10 minütige Inkubation der Zellen M21 bei 37°C mit der 

Substanz S247 beziehungsweise P-004 in unterschiedlichen Konzentrationen. Zum 

Vergleich dienten Zellen M21 unter 37°C, die nur den jeweiligen Tracer erhielten. Die 

Aufnahme der mit den Substanzen vorbehandelten Zellproben wurde zu den 

unblockierten Zellansätzen ins Verhältnis gesetzt und in Prozent angegeben. Es zeigte 

sich sowohl unter der Substanz S247 als auch unter P-004 eine dosisabhängig 

verminderte Aufnahme von [125I]Gluco-RGD (siehe Abb. 6a/b). Bei einer Konzentration 

von 50 µM lag die verbliebene Anreicherung der Aktivität unter S247 bei 13,14 ± 6,45 

(2,15)% beziehungsweise bei 15,39 ± 7,69 (3,25)% unter P-004. Im Vergleich dazu 

betrug die Aufnahme bei Zellen der Linie M21-L 22,75 ± 10,47 (3,70)%. Unter einer 

Dosisreduktion der Blockadesubstanzen konnte ein Anstieg der Traceraufnahme 

nachgewiesen werden. Unter 0,05 µM S247 lag die Anreicherung bei 48,69 ± 17,67 

(3,53)%, unter 0,05 µM P-004 bei 59,87 ± 28,98 (8,37)%. Auch bei einer Konzentration 

von nur 0,005 µM ließ sich noch eine signifikante Blockade von knapp 30% unter S247 

sowie unter P-004 zeigen. Der Uptake betrug 71,04 ± 29,57 (6,78)% (S247) 

beziehungsweise 72,04 ± 16,24 (5,14)% (P-004). Da sich auch unter hohen 

Blockadekonzentrationen der Substanzen eine Restaufnahme von circa 15% 

nachweisen ließ und die als Negativkontrolle eingesetzte Linie M21-L ebenso eine 

Aktivität von circa 20% aufzeigte, wurde daraus vermutet, dass dieser Anteil der 

Radioaktivität rezeptorunspezifisch internalisiert wird. Aus diesem Grund wurde in der 

Auswertung der 15% Wert als Nullpunkt definiert und aus der daraus folgenden 

Darstellung der IC50 Wert graphisch ermittelt. Im Bezug auf die Substanz S247 betrug 

dieser circa 10 nM, für P-004 lag er mit circa 30 nM etwas höher. 
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Abb. 6a 

Aufnahme der Aktivität nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit 
[125I]Gluco-RGD nach Vorbehandlung mit der Substanz S247 
(50/5/1/0,5/0,1/0,05/0,005/0,001 µM). Jeder Datenpunkt wurde durchschnittlich in vier 
Experimenten á drei bis fünf Proben bestimmt. Die Aufnahme unter Blockade wurde auf die 
unblockierte Kontrolle bezogen und in Prozent dargestellt. 

Angabe als Mittelwert ± SEM. 
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Abb. 6b 

Aufnahme der Aktivität nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit 
[125I]Gluco-RGD nach Vorbehandlung mit der Substanz P-004 (50/5//0,5/0,05/0,005 µM). 
Jeder Datenpunkt wurde durchschnittlich in drei Experimenten á drei bis fünf Proben 
bestimmt. Die Aufnahme unter Blockade wurde auf die unblockierte Kontrolle bezogen und in 
Prozent dargestellt.  

Angabe als Mittelwert ± SEM. 
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Neben dem Tracer [125I]Gluco-RGD wurde exemplarisch ebenso [18F]Galacto-RGD in 

einzelnen Versuchen eingesetzt. Es bestätigte sich die dosisabhängige Blockade der 

Traceraufnahme durch die Substanzen S247 und P-004 (siehe Abb. 7). 

Unter der Dosis von 5 µM zeigte sich eine eindeutige Rezeptorblockade mit einer 

verbliebenen Internalisierung von 6,78 ± 3,91 (2,26)% unter S247 beziehungsweise 

von 10,12 ± 5,42 (3,13)% unter P-004. Bei niedrigeren Konzentrationen der 

Antagonisten stieg die Traceraufnahme an. Sie lag jedoch auch bei einer Dosierung 

von 0,05 µM bei nur 47,62 ± 12,07 (6,97)% (S247) beziehungsweise bei 66,64 ± 6,84 

(3,95)% (P-004). Dieser Unterschied war statistisch signifikant. 
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Abb. 7 

Aufnahme der Aktivität nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit 
[18F]Galacto-RGD nach Vorbehandlung mit den Substanzen S247 und P-004 (0,05/0,1/0,5/5 
µM). Ein Datenpunkt wurde in einem Experiment á drei Proben bestimmt. Die Aufnahme 
unter Blockade wurde auf die unblockierte Kontrolle bezogen und in Prozent dargestellt. 

Angabe als Mittelwert ± SEM. 
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3.1.3.2 Dauer der Bindung der Substanz S247 an den Rezeptor 

Um die Dauer der Rezeptorblockade durch S247 zu bestimmen, wurden die Zellen 

M21 vor Zugabe des Tracers [125I]Gluco-RGD einem Spülvorgang unterzogen. Es 

wurden Zellen sowohl über einen Zeitraum von 10 Minuten als auch über 24 Stunden 

mit 1 µM S247 inkubiert und anschließend mit PBS gewaschen, um nicht stabile 

Bindungen zu lösen. Zum Vergleich dienten unblockierte Proben sowie Zellen, die 10 

Minuten mit 1 µM S247 inkubiert, aber nicht gewaschen wurden. 

Es zeigte sich, dass all jene Zellproben, die gewaschen wurden, keine Blockade des 

Rezeptors mehr aufwiesen (siehe Abb. 8). Im Gegensatz zu Proben, die nicht gespült 

wurden und mit einer Aktivitätsaufnahme von 30,02 ± 16,27 (7,28)% signifikant 

blockiert waren, lag die Internalisierung bei 127,01 ± 13,78 (6,16)% (24 Stunden 

Inkubationszeit) im Vergleich zu nicht blockierten Zellen. Es ließ sich keine signifikante 

Abhängigkeit von der vorausgegangenen Inkubationszeit mit der Substanz S247 

nachweisen. 
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Abb. 8 

Aufnahme der Aktivität nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit 
[125I]Gluco-RGD nach Vorbehandlung mit der Substanz S247 (1 µM). Darstellung der 
Bindungsfestigkeit der Substanz nach 10 Minuten beziehungsweise 24 Stunden Inkubation 
mit anschließender PBS-Spülung. Jeder Datenpunkt wurde in einem Experiment á fünf 
Proben bestimmt. Die Aufnahme unter Blockade wurde auf die unblockierte Kontrolle 
bezogen und in Prozent dargestellt. 

Angabe als Mittelwert ± SEM. 
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3.2 Tierexperimente 

3.2.1 Tumormodell 

Für die in-vivo Untersuchungen wurden die Tumormodelle M21 sowie zur 

Untersuchung des Rezeptorstatus auf tumorinduzierten Gefäßen die Zellen der Linie 

A431 verwendet. Nach zwei bis drei Wochen zeigten sich an der Injektionsstelle 

deutlich subkutan liegende Tumoren. Zum Versuchszeitpunkt schwankte die 

Tumormasse bei den Tieren zwischen 0,2 g und 1,3 g. Ein Teil der größeren Tumoren 

wies Nekrosen auf. 

3.2.2 Biodistribution von [18F]Galacto-RGD nach intravenöser Injektion 

Bei beiden Modellen wurde die Tracerverteilung mittels Biodistribution nach 120 

Minuten ohne Rezeptorblockade sowie nach Vorbehandlung mit 50 mg/kg der 

Substanz S247 ermittelt. Ein Teil der Mäuse mit Melanom 21 erhielt statt S247 die 

Substanz P-004 in gleicher Dosierung. Die Injektion von S247 und P-004 erfolgte 10 

Minuten vor der des Tracers. Die Biodistributionsdaten wurden in Tabelle 2 dargestellt. 

Nach 120 Minuten zeigte sich in beiden Tumormodellen eine geringe Konzentration 

der Aktivität in Blut und Muskel, was auf eine rasche renale Ausscheidung des Tracers 

sowie auf eine nur geringe Expression des Rezeptors zurückzuführen ist. Die 

Konzentration betrug beim Melanom M21 im Blut 0,09 %ID/g, im Muskel 0,21 %ID/g. 

Unter Vorbehandlung mit S247 nahm die Aktivität im Muskel um 76% auf 0,05 %ID/g 

ab, im Blut veränderte sie sich mit 0,10 %ID/g unwesentlich. Unter der Substanz P-004 

verringerte sich ebenso die gemessene Aktivität im Muskel um 86% auf 0,03 %ID/g, im 

Blut um 45% auf 0,05 %ID/g. 

Bei Tieren mit A431 verhielt es sich ähnlich. Unter Blockade nahm die Konzentration 

im Blut von 0,10 %ID/g auf 0,02 %ID/g ab, im Muskel um 83% von 0,34 %ID/g auf 0,02 

%ID/g. In beiden Modellen ließ sich mit 2,38 %ID/g (Melanom M21) und 1,94 %ID/g 

(A431) eine hohe Aktivitätsanreicherung im Tumor nachweisen, was zu einem hohen 

Tumor/Blut Quotient von 26,44 (M21) beziehungsweise 19,4 (A431) führte. 
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Sowohl unter 50 mg/kg S247 als auch unter P-004 verringerte sich die 

Traceraufnahme im Tumor M21 signifikant jeweils um 95% auf 0,12 %ID/g mit einem 

Tumor/Blut Quotient von 1,2 (S247) beziehungsweise 2,4 (P-004). Die Anreicherung 

der Aktivität im Tumor A431 nahm unter der Blockade mit S247 ebenso signifikant um 

90% auf 0,20 %ID/g ab. Die Rezeptorblockade durch die Substanzen ließ sich somit in 

beiden Tumormodellen nachweisen. 

Tab. 2 

Anreicherung der Aktivität von [18F]Galacto-RGD nach 120 Minuten in Nacktmäusen mit 
Melanom M21 und A431; Vorbehandlung mit 50 mg/kg der Substanz S247 (M21, A431) 
sowie der Substanz P-004 (M21). 

Angabe als Mittelwert ± Standardabweichung in %ID/g. 

 

 M21 A431 

S247/P-004 
0 mg/kg 

(n=3) 
50 mg/kg 
S247(n=4) 

50 mg/kg 
P-004 (n=4) 

0 mg/kg 
(n=4) 

50 mg/kg 
S247 (n=4) 

Blut 0,09 ± 0,02 0,10 ± 0,10 0,05 ± 0,01 0,10 ± 0,06 0,02 ± 0,01 

Muskel 0,21 ± 0,06 0,05 ± 0,03 0,03 ± 0,02 0,34 ± 0,17 0,02 ± 0,01 

Tumor 2,38 ± 0,26 0,12 ± 0,07 0,12 ± 0,02 1,94 ± 0,35 0,20 ± 0,05 

Tumor/Blut 26,4 1,2 2,4 19,4 10 

 

Nachdem in diesen ersten Experimenten gezeigt werden konnte, dass S247 und P-

004 in hoher Dosierung die Tumoraufnahme von Galacto-RGD nahezu vollständig 

blockieren können, wurde in einem nächsten Experiment die Dosisabhängigkeit der 

Rezeptorblockade untersucht. Für diese Untersuchungen wurde Mäusen mit M21 

Tumoren vor der Injektion von [18F]Galacto-RGD die Substanz S247 in der Dosierung 

von 0,05 mg/kg, 0,5 mg/kg und 5 mg/kg intravenös injiziert. Die Biodistributionsdaten 

120 Minuten nach Tracerverabreichung wurden in Tabelle 3 zusammengefasst. 
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Tab. 3 

Anreicherung der Aktivität von [18F]Galacto-RGD nach 120 Minuten in Nacktmäusen mit 
Melanom M21 ohne Blockade sowie nach Vorbehandlung mit der Substanz S247 (0,05 
mg/kg, 0,5 mg/kg, 5 mg/kg). 

Angabe in Mittelwert ± Standardabweichung in %ID/g. 

 

S247 
0 mg/kg 

(n=2) 

0,05 mg/kg 

(n=3) 

0,5 mg/kg 

(n=3) 

5 mg/kg 

(n=3) 

Blut 0,08 ± 0,01 0,055 ± 0,003 0,026 ± 0,002 0,04 ± 0,01 

Muskel 0,11 ± 0,01 0,09 ± 0,03 0,05 ± 0,05 0,03 ± 0,02 

Tumor M21 1,25 ± 0,04 0,75 ± 0,29 0,25 ± 0,06 0,16 ± 0,09 

Tumor/Blut 15,6 12,5 8,3 4,0 

 

Es zeigte sich wiederum eine geringe Konzentration der Aktivität in Blut und Muskel, 

welche unter Blockade von 0,08 %ID/g auf Werte von 0,055 %ID/g bis 0,026 %ID/g 

abnahm. Dies war jedoch nicht klar dosisabhängig. 

Im Tumor reduzierte sich die Aufnahme der Aktivität von 1,25 %ID/g (0 mg/kg) auf 

0,75 %ID/g (0,05 mg/kg), 0,25 %ID/g (0,5 mg/kg) sowie auf 0,16 %ID/g (5 mg/kg). In 

diese Reihe fügte sich auch das Ergebnis unter der Dosierung von 50 mg/kg mit 0,12 

%ID/g sehr gut ein. Die Abnahme der Aktivitätsanreicherung war unter 0,5 mg/kg und 

5 mg/kg signifikant. Insgesamt konnte eine Dosisabhängigkeit deutlich gezeigt werden 

(siehe Abb. 9). Der Tumor/Blut Quotient verringerte sich dosisabhängig von 15,6 auf 

Werte von 4,00-8,33. 



 37 

100,00

59,64

19,94
12,59

5,19

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

0 0,05 0,5 5 50

Konzentration von S247 [mg/kg]

A
u

fn
a
h

m
e
 [

%
]

 

Abb. 9 

Anreicherung der Aktivität von [18F]Galacto-RGD in Tumoren der Linie M21 nach 120 
Minuten in Abhängigkeit der Dosierung der Substanz S247 in den Konzentrationen 0,05 
mg/kg, 0,5 mg/kg, 5 mg/kg und 50 mg/kg. Die Werte wurden auf unblockierte Tumoren M21 
bezogen (=100%). 

 

3.2.3 In-vivo Darstellung der Anreicherung von [18F]Galacto-RGD mittels 

Kleintier-PET 

Es wurden von den Mäusen mit Melanom M21 und dem Karzinom A431 in einem 

Kleintier-PET transaxiale Bilder durch den Tumor angefertigt. Dies erfolgte 90 Minuten 

nach Injektion des Tracers. Sowohl M21 als auch A431 zeigten eine deutliche 

Anreicherung der Aktivität in der rechten Flanke (siehe Abb. 10 und 11). Es bestätigte 

sich ein hoher Tumor/Hintergrund Quotient, wie er auch aus den Daten der 

Biodistribution hervorging. Er betrug beim Melanom M21 (n=23) 3,20 ± 0,44, bei der 

Linie A431 (n=7) 3,56 ± 0,62. 

Darüber hinaus wurden von einem großen Teil der Tiere am darauf folgenden Tag 

nochmals Bilder angefertigt. Sie erhielten zum Vergleich 10 Minuten vor Injektion des 

Tracers die Blockadesubstanz S247 beziehungsweise P-004 in unterschiedlichen 

Konzentrationen. Tieren mit dem Karzinom A431 wurden 50 mg/kg S247 injiziert, 

Mäuse mit Melanom M21 wurden mit S247 in den Konzentrationen 50 mg/kg, 5 mg/kg, 

0,5 mg/kg, 0,05 mg/kg sowie mit 50 mg/kg P-004 vorbehandelt. In Tabelle 4 wurde der 
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Tumor/Hintergrund Quotient unter Blockade dargestellt und mit der unblockierten 

Aufnahme verglichen. 

Tab. 4 

Anreicherung von [18F]Galacto-RGD in Tieren mit Melanom M21 und A431, dargestellt im 
Kleintier-PET 90 Minuten p. i. sowohl ohne Blockade als auch nach Vorbehandlung mit der 
Substanz S247 beziehungsweise P-004. 

Angabe als Tumor/Hintergrund Quotient, Mittelwert ± Standardabweichung. 

 

M21  

S247 Ohne Blockade Nach Blockade Signifikanz 

50 mg/kg (n=4) 3,22 ± 0,43 0,93 ± 0,23 p<0,05 

5 mg/kg (n=3) 3,19 ± 0,21 1,13 ± 0,51 p=0,05 

0,5 mg/kg (n=3) 3,49 ± 0,56 0,86 ± 0,14 p=0,05 

0,05 mg/kg (n=3) 2,64 ± 0,19 1,83 ± 0,28 p=0,05 

P-004    

50 mg/kg (n=4) 3,52 ± 0,65 1,28 ± 0,27 p=0,05 

A431  

S247 Ohne Blockade Nach Blockade Signifikanz 

50 mg/kg (n=3) 4,12 ± 0,50 1,85 ± 0,26 p<0,05 

 

Die Substanz S247 führte bei Melanom M21 beziehungsweise bei A431 in der 

Konzentration 50 mg/kg zu einer signifikanten Abnahme des Tumor/Hintergrund 

Quotienten um 71% von 3,22 auf 0,93 beziehungsweise um 55% von 4,12 auf 1,85. 

Ebenso verringerte sich dieser in Tieren mit Melanom M21 um 65% von 3,19 auf 1,13 

(5 mg/kg) beziehungsweise um 74% von 3,49 auf 0,89 (0,5 mg/kg). Auch in der 

niedrigen Dosierung von 0,05 mg/kg konnte noch eine Blockade von circa 30% im PET 

festgestellt werden. 

Unter der Substanz P-004 (50 mg/kg) zeigte sich ebenfalls eine Abnahme des 

Tumor/Hintergrund Quotienten um 64% von 3,52 auf 1,28, die statistisch grenzwertig 

signifikant war. 
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In den Abbildungen 10a/b wurde eine Auswahl von Bildern der Mäuse unter 

Vorbehandlung der Substanzen P-004 und S247 in unterschiedlichen Konzentrationen 

dargestellt. Die Traceranreicherung in der Tumorregion ist klar abhängig von der 

Dosierung der Blockadesubstanz. 

 

M21

Melanom M21 – Vorbehandlung mit S247
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Abb. 10 a/b 

Transaxiale Bilder einer Maus, welche den Tumor Melanom M21 an der rechten Flanke 
ausbildete, mittels eines Kleintier-PETs. Darstellung der Anreicherung in αvβ3-positivem 
Tumorgewebe 90 Minuten nach Tracerinjektion. Vorbehandlung mit den 
Blockadesubstanzen S247 (0, 0,05, 0,5, 5, 50 mg/kg) (a) und P-004 (50 mg/kg) (b). 

 

 

0 mg/kg (S247) 50 mg/kg (S247)

Epidermoidzellkarzinom A431 - Vorbehandlung mit S247

 

 

Abb. 11 

Transaxiale Bilder einer Maus, welche den Tumor A431 an der rechten Flanke ausbildete, 
mittels eines Kleintier-PETs. Darstellung der Anreicherung in Tumorgefäßen 90 Minuten 
nach Tracerinjektion. Vorbehandlung mit der Substanz S247 (50 mg/kg) 
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4 Diskussion 

Diese Arbeit zeigt, dass es mit Hilfe radioaktiv markierter RGD-Peptide möglich ist, den 

αvβ3 Rezeptorstatus von Geweben nicht-invasiv darzustellen. Durch in-vitro 

Untersuchungen zum Uptake von αvβ3-positiven Zellen M21 konnte eine 

rezeptorvermittelte Internalisierung der Tracer [125I]Gluco- beziehungsweise 

[18F]Galacto-RGD nachgewiesen werden. Die zelluläre Aufnahme beider RGD-Peptide 

ließ sich durch die peptidomimetischen αvβ3 Liganden S247 und P-004 dosisabhängig 

blockieren. In den darauf aufbauenden in-vivo Studien zur Bildgebung mittels 

[18F]Galacto-RGD und PET zeigte sich diese Methodik als geeignet, die Blockade des 

αvβ3 Integrins durch therapeutische Dosen von S247 und P-004 quantitativ zu 

erfassen. Aufgrund der Bedeutung, welche dem αvβ3 Rezeptor in der Neoangiogenese 

und Tumorausbreitung zukommt, ergeben sich neue, viel versprechende 

Möglichkeiten im klinischen Einsatz dieser Methode zur Therapieplanung und 

Therapiekontrolle: Vor einer Therapie mit αvβ3 Liganden kann die Expression des αvβ3 

Integrins durch PET-Untersuchungen mit [18F]Galacto-RGD nicht-invasiv dargestellt 

werden und so Patienten für dieses Therapieverfahren ausgewählt werden. Nach 

Einleitung der Therapie kann dann die Blockade des αvβ3 Integrins überprüft und 

gegebenenfalls die Dosis der αvβ3 Antagonisten erhöht werden. 

4.1 In-vitro Versuche 

Die Grundlage dieser Arbeit beruht auf der Nachweismöglichkeit des αvβ3 Rezeptors 

in-vitro mittels Markierung durch radioaktive, RGD-haltige Tracer. Für die Versuche 

wurden αvβ3-positive Zellen der Linie Melanom M21 sowie αv-negative Zellen M21-L 

als Kontrolle verwendet. Die positive Rezeptorexpression der Linie M21 spiegelte sich 

vergleichbar zu bekannten Untersuchungsergebnissen in einer hohen intrazellulären 

Aufnahme von 125Iod markiertem Gluco-RGD von durchschnittlich 2,17 %Aktivität/mg 

wider. Die Linie M21-L, welcher durch die ungenügende Ausbildung der αv Kette die 

essentielle Bindungsstelle für RGD fehlt (Cheresh, D. et al. 1987a, S.1434), wies 

dagegen eine um circa 77% geringere Internalisierung des Tracers auf. Vergleichbare 

Ergebnisse zeigten sich in den Untersuchungen zu den peptidomimetischen αvβ3 

Rezeptorantagonisten S247 und P-004. Schon eine Dosierung von 5 µMol führte zu 

einer signifikanten Blockade des Uptakes bis zu 80% (Gluco-RGD) beziehungsweise 
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90% (Galacto-RGD). Jedoch konnte auch unter einer Dosissteigerung keine 

wesentliche Zunahme der Blockade beobachtet werden. Eine gewisse Restaufnahme 

war nicht zu unterbinden. 

Aufgrund dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass etwa 20% beziehungsweise 10% 

der intrazellulären Aufnahme von Gluco- beziehungsweise Galacto-RGD durch einen 

unspezifischen Transportmechanismus erfolgen. Der hoch-affine, mit S247 und P-004 

bereits in nanomolarer Konzentration inhibierbare Transport, ist dagegen mit hoher 

Wahrscheinlichkeit αvβ3-vermittelt. Die Internalisierung des αvβ3 Integrins nach 

Bindung von Liganden wurde in mehreren aktuellen Studien beschrieben 

(Balasubramanian 2004, S.42214, Roberts et al. 2004, S.1505). 

Da die Aufnahme von Galacto- und Gluco-RGD durch M21-L Zellen in etwa der durch 

S247 und P-004 nicht blockierbaren Radioaktivitätsaufnahme von M21 Zellen 

entspricht, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich dabei um einen 

rezeptorunabhängigen Transportprozess handelt. Eine andere Erklärungsmöglichkeit 

wäre eine Restexpression des αvβ3 Integrins durch M21-L Zellen. So wurde von Allman 

et al. (2000, S.410) beschrieben, dass in seiner verwendeten Zelllinie M21-L eine 

Restausprägung des Rezeptors von circa 25% im Vergleich zu M21 bestand. Jedoch 

ließ sich diese Möglichkeit bei den hier verwendeten Zellen M21-L immunhistologisch 

sowie durch Western Blots ausschließen (Haubner et al. 2005, S.247). Es wäre 

ebenso möglich, dass sich die radioaktiv markierten Tracer bei Temperatur- oder pH- 

Schwankungen destabilisieren und freies 125Iod sowie 18Fluor durch Ionenkanäle in 

das Zellinnere diffundiert. Dagegen spricht jedoch die Tatsache, dass bei in-vivo 

Studien keine vermehrte Aktivität in der Schilddrüse oder im Knochen gemessen 

werden konnte, wozu freies 18Fluor oder 125Iod führen würde (Haubner et al. 2001a, 

S.331, Haubner et al. 2001b, S.1784). Darüber hinaus ist die Überlegung mit 

einzubeziehen, dass Tumorzellen einen erhöhten Glukosestoffwechsel aufweisen, was 

zu einer vermehrten intrazellulären Aufnahme von gykolysierten RGD-Peptiden wie 

Gluco- beziehungsweise Galacto-RGD über Glukosetransporter führen kann. Wie von 

Vabuliene (2004) jedoch demonstriert wurde, zeigten sich bei M21 Zellen keine 

Unterschiede in der Internalisierung von Gluco-RGD und einem cRGDyV-Peptid, 

welches kein Zuckermolekül enthält. 
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Dass es sich bei der Aufnahme von Gluco- und Galacto-RGD um einen aktiven 

energieabhängigen Prozess handelt, konnte durch die starke Temperaturabhängigkeit 

der Traceraufnahme nachgewiesen werden. Hierzu wurde die Internalisierung des 

Tracers unter 37°C sowie unter 4°C gemessen. Sowohl unter Verwendung von 

[125I]Gluco-RGD als auch von [18F]Galacto-RGD ließ sich ein um 82% 

beziehungsweise 72% signifikant verminderter intrazellulärer Uptake bei einer 

Temperatur von 4°C nachweisen. Ähnliche Beobachtungen im Bezug auf die 

Temperaturabhängigkeit der Aufnahmefähigkeit durch die Linie M21 wurden auch von 

Castel et al. (2001, S.1615) gemacht. In dieser Arbeit, in welcher die Endozytose von 

cRGD-Peptiden und eines av Antikörpers 17E6 durch M21 beziehungsweise M21-L 

Zellen untersucht wurde, kam man jedoch zu der Schlussfolgerung, dass der 

Antikörper αvβ3-rezeptorspezifsch, die cRGD-Peptide dagegen rezeptorunabhängig 

aufgenommen werden. So wiesen die Zellen der Linie M21-L verglichen zu M21 unter 

37°C eine ebenfalls hohe Internalisierung des verwendeten [3H]cRGD auf. Im 

Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit wurden jedoch um mehr als 1 Million 

höhere Konzentrationen des cRGD-Peptids von circa 10 µM/ml eingesetzt, was dazu 

führte, dass der Rezeptor bereits gesättigt war und damit der unspezifische Uptake 

deutlich überwog. In den hier verwendeten niedrigen Konzentrationen dagegen ist die 

Internalisierung αvβ3-abhängig, wie sich an der differierenden Aufnahme von M21 und 

M21-L zeigt. Der rezeptorunspezifische Uptake spielt in diesem Fall nur eine geringe 

Rolle. 

Interessanterweise fand sich kein signifikanter Unterschied in der Bindung von 

[125I]Gluco-RGD und [18F]Galacto-RGD auf der Oberfläche von M21 verglichen zu 

M21-L. Die Ursache hierfür liegt vor allem in der stark eingeschränkten 

Reproduzierbarkeit der Untersuchungen. Aus der Überlegung heraus, dass die αvβ3 

Rezeptorbindung von bivalenten Kationen wie Ca2+, Mg2+ oder auch Mn2+ abhängig ist 

(Smith et al. 1988, S.18726, Smith et al. 1994, S.960, Plow 2000, S.21785, Legler et 

al. 2001, S.1545), wurde ein speziell angereicherter Bindepuffer zur Spülung der 

Zellen verwendet, worunter stabilere Werte als unter PBS erzielt wurden. Auch Lanza 

et al. (1997, S.230) sowie Schraa et al. (2002, S.469) konnten unter dem Einsatz von 

bivalenten Kationen eine höhere Zelloberflächenbindung von RGD-Peptiden 

nachweisen. Der spezielle Puffer könnte auch eine Erklärung dafür sein, dass in den 

hier vorliegenden Ergebnissen die Oberflächenbindung im Durchschnitt circa 10% 

höher als die Internalisierung lag, während van Hagen et al. (2000, S.186) in ihrer 
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Arbeit eine dreifach höhere intrazelluläre Aufnahme verglichen zur 

Oberflächenbindung angeben. In dieser Arbeitsgruppe wurde jedoch PBS zum Spülen 

verwendet. 

Das Problem der Streuung der Ergebnisse konnte jedoch auch durch den speziellen 

Puffer nicht ausreichend beeinflusst werden. Aus diesem Grund wurde in folgenden 

Experimenten zur Blockierbarkeit von αvβ3 die Oberflächenbindung zwar gemessen, 

jedoch nur der intrazelluläre Uptake für die Auswertungen herangezogen. 

Der IC50 Wert für die Blockade der Aufnahme von Gluco-RGD lag für S247 bei 10 nM, 

für P-004 mit circa 30 nM etwas höher. Im Vergleich dazu geben Reinmuth et al. 

(2003, S.2079) einen IC50 von 0,4 nM für S247 an. Dieses Ergebnis wurde an αvβ3-

positiven HEK293 Zellen in-vitro ermittelt. Auch Shannon et al. (2004, S.135) 

bestätigen in ihren Studien einen durchschnittlichen IC50 von 0,4 nM, ebenfalls an der 

Linie 293. 

Diese gewisse Diskrepanz hat mehrere mögliche Ursachen. Zum einen muss 

berücksichtigt werden, dass unterschiedliche Zelllinien verwendet wurden. Zum 

anderen wurde in den erwähnten Studien ein Solid-phase Assay eingesetzt. 

Außerdem schließen die Untersuchungen zur Rezeptorantagonisierung durch S247 

sowohl die Bindung auf der Zelloberfläche als auch die Aufnahme in die Zellen mit ein. 

In der hier vorliegenden Arbeit jedoch wurde ausschließlich die Blockade der 

Internalisierung für den IC50.Wert herangezogen. Erwähnenswert ist auch, dass 

Shannon et al. (2004, S.129) Mn2+ schon dem Inkubationsmedium zusetzten, was die 

primäre Bindungskraft des Rezeptors steigert. In den hier vorliegenden Experimenten 

dagegen wurde Mn2+ nur beim Spülen verwendet, um die Bindung sekundär zu 

erhöhen. Es liegen somit deutliche Unterschiede im Versuchsaufbau vor, die einen 

Vergleich erschweren. 

Wie sich in den Experimenten zur Stabilität der Bindung von S247 an den αvβ3 

Rezeptor zeigte, ließ sich die Substanz schnell mittels PBS auswaschen, was sich in 

einer fehlenden Blockade widerspiegelte. Dies wurde auch nicht durch eine 

Verlängerung der Inkubationszeit mit S247 auf 24 Stunden verbessert. Somit ergeben 

sich keine Hinweise dafür, dass S247 kovalent an das αvβ3 Integrin bindet oder die 

Expression oder Stabilität des Integrins beeinflusst. Übertragen auf in-vivo Versuche 
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ist aufgrund dieser Tatsache ein möglichst stabiler Serumspiegel der Substanzen 

notwendig, um die Ligandenbindung des αvβ3 Integrins zu inhibieren. 

4.2 In-vivo Versuche 

Ziel der Experimente war es zu untersuchen, inwieweit die in-vitro gemachten 

Beobachtungen durch in-vivo Untersuchungen bestätigt werden können und sich damit 

auch eine Möglichkeit für den klinischen Einsatz ergibt. In den PET-Studien konnte bei 

Tieren, die Tumoren der Linie M21 ausbildeten, eine deutlich sichtbare Anreicherung 

des i. v. injizierten [18F]Galacto-RGD in der Tumorregion nachgewiesen werden. Der 

Tumor/Hintergrund Quotient betrug durchschnittlich zwischen 2,64 und 3,52. Bei 

Tieren, in welchen Tumore der Linie A431 implantiert wurden, zeigte sich ebenfalls ein 

hoher mittlerer Quotient von 4,12. Vergleichbare Werte wurden auch von Haubner et 

al. ermittelt (2001b, S.1782). In dessen Studien zur Linie M21 lag der 

Tumor/Hintergrund Quotient bei 5,7. Als Kontrolle wurden in dieser Arbeit Tiere mit 

M21-L verwendet, wobei hier der Quotient 1,2 betrug. 

Im Vergleich zu den ebenfalls rezeptornegativen Zellen der Linie A431 stellt sich also 

die Frage, weshalb diese Tumore trotz allem ein Vielfaches an Aktivität anreichern. 

Schon von Felding-Haberman et al. (1992, S.2019) wurde ein deutlich langsameres 

Wachstum von M21-L Zellen im Vergleich zu M21 in-vivo beschrieben. Während die 

subkutane Injektion von 105 Zellen der Linie M21 in drei von fünf Mäusen zu einem 

raschen Tumorwachstum führte, konnte dies für M21-L auch nach einer Zeit von sechs 

Wochen nicht beobachtet werden. Erst nach einer Injektion der fünffachen Zellmenge 

kam es in zwei von fünf Tieren zu einem langsamen Tumorwachstum. Im 

Zusammenhang mit dem reduzierten Wachstum ist auch eine verminderte 

Angiogenese zu erwarten, woraus folgt, dass sich Endothelzellen nur in geringem 

Ausmaß in aktiviertem Zustand befinden. So konnte in immunhistologischen Studien 

sowie mittels Western Blot keine β3 Kette in Tumorgefäßen der Linie M21-L 

nachgewiesen werden, was diese Vermutung bestätigt (Haubner et al. 2005, S.248). 

Zellen der Linie A431 dagegen haben ein hohes Angiogenesepotential und zeigen ein 

rasches Wachstum. So konnte in der vorliegenden Arbeit nach einer subkutanen 

Injektion von 2 x 106 Zellen A431 nach vier Wochen ein Tumor von durchschnittlich 0,4 

g gemessen werden. Im Zusammenhang mit der Angiogenese zeigten Haubner et al. 
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(2005, S.248) in ihrer Arbeit eine deutliche Ausprägung von αvβ3 Integrin auf aktivierten 

Endothelzellen im Tumorbereich von A431, worauf die Traceranreicherung 

zurückzuführen ist. 

Mittels radioaktiv markiertem RGD lassen sich somit nicht nur αvβ3-rezeptorpositive 

Tumoren darstellen, vielmehr kann auch die Expression des αvβ3 Integrins auf 

aktivierten Endothelzellen nachgewiesen werden. Nach Vorbehandlung mit den αvβ3-

spezifischen Antagonisten S247 und P-004 konnte in der Bildgebung eine signifikant 

verminderte Aufnahme des Tracers im Tumorbereich mittels PET nachgewiesen 

werden. Die Blockade der Traceraufnahme war dosisabhängig und der 

Tumor/Hintergrund Quotient konnte unter entsprechend hoher Dosierung bis auf Werte 

um eins reduziert werden, was bedeutet, dass keine spezifische Anreicherung mehr 

stattfand. Hierzu vergleichbare Ergebnisse wurden auch unter der Substanz cyclo(-

Arg-Gly-Asp-DPhe-Val-) gemacht, obwohl sie auf einer zu S247 und P-004 

unterschiedlichen Struktur basiert (Haubner et al. 2005, S.248). 

Diese Tatsachen sind in vielerlei Hinsicht viel versprechend. Sie zeigen, dass die 

peptidomimetischen Rezeptorantagonisten S247 und P-004 sich in der Tumorregion 

beziehungsweise in Bereichen der Neoangiogenese anreichern und die Bindung der 

RGD-Sequenz an αvβ3 unterbinden. Die Substanz [18F]Galacto-RGD ist darüber 

hinaus nicht nur geeignet, den Rezeptorstatus nicht-invasiv mittels PET darzustellen, 

sondern auch den Grad der Blockade zu bestimmen. Außerdem scheint dies nicht von 

der Struktur der αvβ3-antagonistischen Substanz beeinflusst zu werden. Daraus 

erschließen sich neue Möglichkeiten für den klinischen Einsatz, besonders was eine 

mögliche Therapie, deren Planung und die Überwachung betreffen. 

Die Werte, die sich aus der Biodistribution ergaben, korrelierten sehr gut mit den 

Ergebnissen der PET-Studien. So betrug die durchschnittliche Aufnahme bis zu 2,66 

%ID/g (M21) sowie 1,19 %ID/g (A431), woraus sich ein Tumor/Blut Quotient bis zu 

26,44 (M21) und 19,4 (A431) ergab. In der Biodistribution fiel auf, dass die 

Traceranreicherung im Muskelgewebe in der Aktivitätsanreicherung durch die 

Substanzen S247 und P-004 reduziert wurde, wenngleich die absolute 

Tracerkonzentration bereits bei unbehandelten Tumoren sehr niedrig war. Ähnliche 

Beobachtungen wurden auch von Haubner et al. (2001b, S.1782) unter antagonistisch 

wirksamem cyclo(-Arg-Gly-Asp-DPhe-Val) gemacht. Eine mögliche Erklärung dafür 

könnte sein, dass der verwendete Tracer mit geringer Affinität neben αvβ3 auch an 
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andere Rezeptoren wie die Integrine αvβ5 oder αIIbβ3 bindet. Im Vergleich beträgt der 

IC50 für [18F]Galacto-RGD 5 nM (αvβ3), 1000 nM (αvβ5) beziehungsweise 6000 nM 

(αIIbβ3) (Haubner et al. 2001b, S.1782). Diese Integrine werden in unterschiedlicher 

Ausprägung unter anderem auf Thrombozyten, glatten Muskelzellen und ruhenden 

Endothelzellen gefunden. Da von der Substanz S247 bekannt ist, dass sie ebenfalls 

αvβ5 (IC50 1,50 nM) und αIIbβ3 (IC50 380 nM) blockiert, würde dies besonders unter 

hoher Dosierung eine verminderte Traceraufnahme erklären (Shannon et al. 2004, 

S.135). Eine andere Erklärungsmöglichkeit ist, dass die Ausscheidung von Galacto-

RGD durch die Vorbehandlung mit S247 oder P-004 beschleunigt wurde. Grund dafür 

könnte eine Beeinflussung der renalen Exkretion durch die S247 und P-004 sein. Es 

muss berücksichtigt werden, dass allein durch das injizierte Volumen von 

Kochsalzlösung möglicherweise die renale Ausscheidung beeinflusst wurde. Da das 

gesamte Blutvolumen der Maus nur etwa 2 ml beträgt, stellt die Injektion von etwa 100 

µl NaCl-Lösung durchaus eine signifikante Volumenbelastung dar, die zu einer 

erhöhten glomerulären Filtration und zu veränderten Resorptionsprozessen im 

Tubulussystem der Niere führen kann. 

Aufgrund der Möglichkeiten, die sich durch radioaktiv markierte αvβ3 

Rezeptorantagonisten erschließen, wird derzeit an weiteren Substanzen gearbeitet 

(Boerman et al. 2000, S.195). Das zum Beispiel von Sivolapenko et al. (1998, S.1383) 

vorgestellte 99mTc-markierte lineare Dekapeptid mit zwei RGD-Bindungsstellen scheint 

in seiner Rezeptoraffinität fraglich. Darüber hinaus ist es auch für die Bildgebung eher 

schlecht geeignet, da eine hohe Hintergrundaktivität gemessen wurde. Dagegen 

wurde für ein 111In- beziehungsweise 125Iod-markiertes diethyleletriamepentaacetic 

acid (DTPA)-RGD-Analogon eine sowohl in-vitro wie auch in-vivo αvβ3-spezifische 

Bindung beschrieben. Weiter scheinen diese Substanzen auch für eine Markierung mit 

Beta-Strahlern wie 90Y and 177Lu geeignet, was die therapeutischen Möglichkeiten 

erweitert (van Hagen et al. 2000, S.186). Auch für 99mTc-, 186Re- sowie 90Y-markierte 

Peptide, die auf einer cyclo-RGD-Struktur basieren, wurde eine hohe αvβ3 Affinität 

nachgewiesen (Haubner et al. 2003, S.189, Haubner et al. 2004, S.26). Ebenfalls auf 

einer cyclo-RGD-Struktur basierend ist die Substanz [18F]FB-PEG-RGD, für welche 

eine spezifische Tumoranreicherung mit einem hohen Tumor/Hintergrund Quotient im 

MicroPET gezeigt wurde. Durch die Koppelung mit Polyethylenglycol konnte eine 

deutliche Verbesserung der in-vivo Kinetik erzielt werden (Chen et. al 2004, S.1081). 
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Darüber hinaus wurde von Chen et al. (2005, S.271) neben des 18Fluor markierten 

Tracers ein mit 64Cu markiertes, PEGyliertes, dimerisches RGD-Peptid, die Substanz 
64Cu-DOTA-PEG-E[c(RGDyK)]2, vorgestellt. In Untersuchungen am 

Bronchialkarzinom wurde eine sehr gute Eignung als PET-Tracer zur Darstellung 

integrinpositiver Tumoren nachgewiesen. 

Wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist es möglich, αvβ3-positives 

Gewebe mittels der PET nicht-invasiv darzustellen. Weiter wurde verdeutlicht, 

inwieweit man die Bindungsfähigkeit spezieller αvβ3 Antagonisten mit Hilfe dieser 

nuklearmedizinischen Methoden messen kann. Diese Beobachtungen sind 

insbesondere interessant, wenn man sie im Zusammenhang mit Studien zur 

biologischen Wirksamkeit betrachtet. 

So wurde für S247 gezeigt, dass sie die Inzidenz von Metastasen signifikant senken 

kann. Tiere, welchen Kolonkarzinomzellen in die Milz injiziert wurden, wiesen unter 

einer kontinuierlichen Therapie mit S247 eine geringere Anzahl von Lebermetastasen 

auf als die nicht therapierte Kontrollgruppe. Darüber hinaus wurde eine deutliche 

Rarefizierung von Gefäßen in den Metastasen beobachtet. Der Primärtumor dagegen 

wurde im Wachstum nicht signifikant beeinflusst (Reinmuth et al. 2003, S.2079). 

Ähnliches wird auch von Harms et al. (2004, S.119) beschrieben. Unter einer Therapie 

mit S247 bildeten αvβ3-positive Mammakarzinomzellen der Linie MDA-MB 435 weniger 

Knochenmetastasen aus als in der Kontrollgruppe. Interessanterweise war dieser 

Unterschied nur signifikant, wenn mit der Therapie vor Inokulation der Tumorzellen 

begonnen wurde. Die Wirksamkeit der Substanz liegt folglich vor allem in den ersten 

Phasen des Metastasierungsprozesses, sprich in der frühen Ansiedlung von Zellen 

sowie deren Überlebensmöglichkeit. Spätere Schritte wie Kolonisation und 

Proliferation werden laut dieser Studie nur wenig beeinflusst. 

Auch Shannon et al. (2004, S.129) stimmten in ihren Beobachtungen damit überein. 

Die alleinige Gabe der Substanz S247 am Tag der Tumorzellinjektion (435/HAL) führte 

noch nach einem Zeitraum von drei Wochen zu einer signifikanten Reduktion von 

Metastasen. Dies wird ebenfalls dadurch begründet, dass die Ansiedlung von im Blut 

zirkulierenden Tumorzellen in Zielorganen inhibiert wird. In dieser Arbeit wird jedoch 

auch eine Wirkung auf späte Wachstumsphasen der Metastasen beschrieben, was 

insbesondere auf die Beeinträchtigung der Endothelzellfunktion zurückzuführen ist. 
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In keiner dieser Studien zur Substanz S247 konnte jedoch eine Wirkung auf den 

Primärtumor gezeigt werden, wie man es nach den in-vitro Versuchen erwartet hätte. 

Eine Ursache dafür liegt in der Heterogenität des Tumorgewebes in-vivo. So wird unter 

anderem eine größere Vielfalt an Wachstumsfaktoren auf den Zellen exprimiert, die 

von αvβ3-spezifischen Substanzen nur wenig beeinflusst werden. 

Schon von mehreren Arbeitsgruppen wurde beschrieben, dass Linien von 

Tumorzellen, welche das Integrin αvβ3 auf der Zelloberfläche ausbilden, deutlich 

aggressiver sind als αvβ3-negative Kontrollgruppen. Die Ausprägung des αvβ3 

Rezeptors kann als ein Indikator für den Malignitätsgrad gesehen werden. Diese 

Tumore zeigen nicht nur häufig ein beschleunigtes Wachstum, sondern fallen vor 

allem durch frühzeitige Ausbildung von Metastasen auf (Albelda et al. 1990b, S.6757, 

Gladson et al. 1991, S.1924, Felding-Habermann et al. 1992, S.2018, Gehlsen et al. 

1992, S.111, Gasparini et al. 1998, S.2625, Felding-Habermann et al. 2001, S.1853). 

Besonders das Skelettsystem steht häufig an erster Stelle, wodurch sich die 

Überlebensrate deutlich verschlechtert. Eine Ursache dafür liegt in der zusätzlichen 

αvβ3-abängigen Stimulation der Osteoklastenfunktion. 

Dies legt die Vermutung nahe, dass αvβ3 Antagonisten besonders effektiv auch auf die 

osteolytische Metastasierung wirken. So zeigten Carron et al. (1998, S.1930) sowie 

Engelman et al. (1997, S.2284) für die peptidomimetischen Substanzen SC68448 und 

SC56631 unter deren Anwendung eine Verminderung der Knochenresorption sowie 

eine Reduktion der tumorassoziierten Hypercalcämie. Darüber hinaus wurde auch eine 

verminderte Neovaskularisation beschrieben. Für S247 konnte in-vivo keine 

signifikante Abnahme der Osteolyse gesichert werden, wobei in-vitro eine Störung der 

Osteoklastenfunktion beobachtet wurde (Harms et al. 2004, S.123). 

Erste klinische Studien zum Einsatz von αvβ3 Antagonisten wurden für die Substanz 

Cilengitide (EMD 121974) initiiert. Für diese Substanz, die auf der zyklischen Struktur 

von RGD basiert, wurde in Tierversuchen unter einer Kombination mit 

Radioimmuntherapie eine vermehrte Apoptose des Tumors gezeigt (Burke et al. 2002, 

S.4263). In Patientenstudien konnte nun ein positiver Effekt auf die Tumortherapie im 

Rahmen der Behandlung von Glioblastomen, kleinzelligen Bronchialkarzinomen 

(Monotherapie) sowie von Pankreaskarzinomen (Kombination mit Gemcitabin) 

beobachet werden (Colevas et al. 2004, S.1781, Raguse et al. 2004, S.228). 
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Zusammenfassend zeigt sich, dass das αvβ3 Integrin aufgrund seiner Rolle in 

Metastasierungs- sowie Angiogeneseprozessen ein sehr viel versprechender 

Angriffspunkt für neue Therapien darstellt. Die Bildgebung mittels radioaktiver Tracer 

wie [18F]Galacto-RGD und der Postitronen-Emissions-Tomographie kann dazu einen 

großen Beitrag leisten. Dass sich mit dieser Methode nicht nur Tumore 

beziehungsweise tumorinduzierte Neoangiogenese sondern auch chronische 

Entzündungen nachweisen lassen, wurde eindrücklich von Pichler et al. (2005, S.184) 

gezeigt. Abhängig von der Dauer der Entzündung konnte aufgrund der zunehmenden 

Gefäßneubildung eine vermehrte Anreicherung der Tracer nachgewiesen werden. 

Hierdurch ergeben sich neue Möglichkeiten in der Unterscheidung von chronischen 

und akuten Entzündungsprozessen. 

Bedeutend jedoch sind vor allem die Möglichkeiten, die sich mit der Substanz 

[18F]Galacto-RGD in der Therapieplanung und Überwachung der unterschiedlichen 

pathologischen Prozesse erschließen. Der Rezeptorstatus sowie dessen Blockade 

kann auf diese Weise auf molekularer Ebene dargestellt werden, wie auch in dieser 

Arbeit gezeigt wurde. Hierdurch kann die Beurteilung der Wirksamkeit von αvβ3 

Antagonisten verbessert werden. In einer ersten klinischen Studie am Patienten von 

Haubner et al. (2005, S.244) zeigten sich hierzu viel versprechende Ergebnisse. 

Untersucht wurden Patienten, welche zu einem Teil an metastasiertem Melanom oder 

Osteosarkom beziehungsweise auch an Knochenmetastasen (Nierenzellkarzinom) 

oder chronischer Synovitis erkrankt waren. Mittels [18F]Galacto-RGD und der PET 

konnte eine Aktivitätsanreicherung im Tumorgewebe dargestellt werden, wie sich 

durch die etablierte Methode mittels [18F]FDG bestätigen ließ. Gleichzeitig zeigte sich, 

dass im Gegensatz zu [18F]FDG mit Hilfe von [18F]Galacto-RGD eine Aussage über 

das Angiogenesepotential des Gewebes gemacht werden kann. Dies kann für die 

Planung einer Therapie von großer Bedeutung sein. Dass mit dieser Methode auch ein 

quantitativer Nachweis einer Blockade möglich wird, ist ein zusätzlicher Vorteil für die 

Überwachung und Beurteilung des Therapieerfolgs, insbesondere im Hinblick auf das 

breite Einsatzgebiet von αvβ3 Antagonisten, welches chronische Entzündungen, 

pathologische Neoangiogenese wie Retinopathien sowie maligne Tumoren und deren 

Metastasen einschließt. 
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5 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und inwieweit es möglich ist, den αvβ3 

Rezeptorstatus von Zellen beziehungsweise Geweben auf molekularer Ebene in-vitro 

wie auch in-vivo mittels αvβ3-spezifischer, radioaktiver Tracer darzustellen. Dazu 

wurden die glykosylierten Peptide [125I]Gluco-RGD und [18F]Galacto-RGD als Marker 

eingesetzt. Unter Anwendung dieser Untersuchungsmethode wurde darüber hinaus 

die Blockade des αvβ3 Integrins durch zwei peptidomimetische Antagonisten, S247 

und P-004, quantitativ erfasst. 

Für die Experimente wurden αvβ3-positive Melanomzellen M21, zur Negativkontrolle 

die Zelllinie M21-L gewählt. Die rezeptornegative Linie A431, ein 

Plattenepithelkarzinom, diente zur Induktion von Neoangiogenese in-vivo, wodurch 

aktivierte Endothelzellen auf ihre Rezeptorexprimierung geprüft werden konnten. 

In den in-vitro Versuchen, die in Zellsuspension durchgeführt wurden, zeigte sich eine 

signifikante, αvβ3-spezifische Internalisierung der Tracer, was sich in einer 

durchschnittlichen intrazellulären Aktivitätsanreicherung von 2,17 %Aktivität/mg für 

[125I]Gluco-RGD und 0,38 %Aktivität/mg für Galacto-RGD widerspiegelte. Unter einer 

Absenkung der Temperatur von 37°C auf 4°C wurde die Aufnahme um circa 80% 

reduziert. Dies belegt, dass es sich bei der Internalisierung um einen aktiven Prozess 

und keinen Diffusionsvorgang handelt. Sowohl S247 als auch P-004 reduzierte 

signifikant die intrazelluläre Aufnahme von Gluco- und Galacto-RGD. Die Blockade der 

Traceraufnahme war dosisabhängig und rasch reversibel. In den in-vivo Studien 

wurden tumortragende Mäuse mittels Kleintier-PET und [18F]Galacto-RGD untersucht. 

Es zeigte sich eine signifikante Signalanreicherung in den Tumorgebieten mit einem 

hohen Tumor/Hintergrund Quotient von durchschnittlich 3,22 ± 0,43 (M21) 

beziehungsweise 4,12 ± 0,50 (A431). Durch die Antagonisten S247 sowie P-004 

konnte diese Anreicherung nahezu vollständig unterbunden werden. Diese mittels PET 

nicht-invasiv gemachten Beobachtungen konnten durch invasive Messungen der 

Aktivitätskonzentration im Tumorgewebe mittels eines Gamma-Counters bestätigt 

werden. 
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Durch die nicht-invasive Darstellung des αvβ3 Integrins unter Anwendung von 

radioaktiv markierten Tracern und der PET erschließen sich neue Möglichkeiten in der 

Behandlung von Tumoren und der pathologisch gesteigerten Angiogenese bei 

anderen Erkrankungen. Vor einer Therapie mit αvβ3 Liganden kann die Expression des 

αvβ3 Integrins durch PET-Untersuchungen mit [18F]Galacto-RGD nicht-invasiv 

dargestellt werden. Auf diese Weise ist es möglich, geeignete Patienten für dieses 

Therapieverfahren auszuwählen. Nach Einleitung der Therapie kann dann die 

Blockade des αvβ3 Integrins überprüft und gegebenenfalls die Dosis der αvβ3 

Antagonisten angepasst werden. 
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7 Abkürzungen 

APD avalanche photodiodes 

bFGF  basic fibroblast growth factor 

BSA bovines Serumalbumin 

cpm counts per minute 

EDTA Ethylendiamintetraazetat 

EZM extrazelluläre Matrix 

FAK fokale Adhäsionskinase 

FKS fetales Kälberserum 

i. p. intraperitoneal  

i. v. intravenös 

LSO lutetium oxyorthosilicate scintillation  

MADPET Munich Avalanche Photo Diode PET  

n Anzahl der Proben bzw. Versuchstiere 

PBS phosphate buffered saline 

PET Postitronen Emmisions Tomographie 

p. i. post injektionem 

ROI region of interest 

RGD Arginin-Glycin-Aspartat 

TNFα  tumor necrosis factor α 

t1/2 Halbwertszeit 

vWF von Willebrand Faktor 

%ID/mg Prozent der injizierten Dosis pro mg 
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