iRGD-vermittelte Effizienzsteigerung des
therapeutischen Einsatzes von [!7’Lu-DOTAY, Tyr*]Octreotid bei
somatostatinrezeptorpositivem, malignem Gewebe
mit neuroendokrinen Eigenschaften
unter besonderer Betrachtung der Nierenfunktion

1in einem Mausmodell

von Veronika Juliane Heigl



Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Tierdrztlichen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen

1IRGD-vermittelte Effizienzsteigerung des
therapeutischen Einsatzes von ['7’Lu-DOTA? Tyr*]Octreotid bei
somatostatinrezeptorpositivem, malignem Gewebe
mit neuroendokrinen Eigenschaften
unter besonderer Betrachtung der Nierenfunktion

1in einem Mausmodell

von Veronika Juliane Heigl

aus Rosenheim

Miinchen 2017



Aus dem Zentrum fiir Klinische Tiermedizin der Tierarztlichen Fakultit
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Lehrstuhl fiir Innere Medizin der kleinen Haustiere und Heimtiere

Arbeit angefertigt unter der Leitung von:

Univ.-Prof. Dr. Johannes Hirschberger

Angefertigt in der Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Klinikum GroBhadern

Mentorin: Dr. med. vet. Janette M. Carlsen



Gedruckt mit Genehmigung der Tierirztlichen Fakultit
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, PhD
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Johannes Hirschberger
Korreferent/en: Priv.-Doz. Dr. Andreas Parzefall

Tag der Promotion: 29. Juli 2017



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis v
INHALTSVERZEICHNIS

I. EINLEITUNG ..cuuciniiiinninnicsenssecssissncssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssans 1
IL LITERATURUBERSICHT ....coueuniunsinssinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 3
1. NeuroendoKrine NeoPIasien .......cecicreeccssencsssencssnscssssncssasssssasesssasssssasasssns 3
1.1 Gemeinsamkeiten neuroendokriner Neoplasien..........c.cceccveeeeuveererveennreennne. 3
1.2 Einteilung neuroendokriner Neoplasien..........cccceccveerieeenieeenieeeiieeeieeeene 5
1.3 Neuroendokrine Neoplasien des gastrointestinalen Systems....................... 8
1.4 Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas ...........ccccoevveeiiiiiniieiniieenieeenne. 9
1.4.1 Anatomie und Funktion des Pankreas bei Mensch und Tier........................ 9
1.4.2 Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas beim Menschen....................... 10
1.4.3 Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas bei Tieren..........ccccoeeeuveernnnnns 12
1.5 Neuroendokrine Neoplasien des bronchopulmonalen Systems ................. 14
1.6 Diagnostik und Therapie ..........ccceevveeriieeniieeniieesieeeeee e 15
1.7 Tumormodelle mit neuroendokrinen Eigenschaften............cccceeeveennnnns 16
2. Diagnostik und Therapie in der Nuklearmedizin ......c...ccceeeeeccnrcccaneces 17
2.1 Strahlungsarten und Wirkung auf Materie..........ccceevveeriieeniiieniieenieeene, 17
2.1.1 Grundlagen und Zerfallsarten.............cceevvveeiiiiiniieeniieeeieeeteeeeeeeieees 17
2.1.2 Wechselwirkung mit Materie und biologische Strahlenwirkung............... 18
2.2 Somatostatin und dessen Analoga..........ccceeervieerieeerieeenieeeiee e 19
2.3 Messverfahren der Nuklearmedizin ..........cocceevveeiiiiniiiniinicenieniccieeneee 22
2.3.1 Detektion und Weiterverarbeitung von y-Strahlen............c.cooceeviiiennens 22
232 PMTc-MAGs:-Nierenfunktionsszinit@raphie............c.oevevevevevevevereveveverenennnn. 23
2.3.2.1 Funktionelle Einheiten der Niere .........ccccoveeniiiiiiniiiiiinieceeieeeenee 23
2.3.2.2  Prinzip der ®™Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie ..............cco.ov....... 23
233 PET-Messung mit rezeptorspezifischen %Ga-Tracern...........cc.cccoevene..... 25
2.4 Endoradiotherapie neuroendokriner Neoplasien...........ccccceeevveeeiveernnenns 26
2.4.1 Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie ..........cccceecveeerieeecieeniieeeiieeeieeens 26
2.4.2 Toxizitdt und limitierende FaKtoren..........cocceevveeiiieniinnienieeiienicceeneeee 28
3. Tumorbiologie und der Einsatz von iRGD...... ...............cccceoiiins 30
3.1 Tumorentstehung und Tumorwachstum ...... ...ccccccoeviiieeriiieenieecieeeieees 30
3.2 Tumorstroma, Angiogenese und Metastasierung........cccoccceevveeerveeriuneenns 31
3.3 Integrine, Neuropillin-1 und iRGD...... .....cccooiiiiiiiiiiees 33



Inhaltsverzeichnis VI

4.

I1I.

2.1
2.2

5.1
5.2

6.1
6.2
6.3

7.1
7.2
7.3
7.3.1
7.3.2
7.4

8.1
8.2
8.3

9.1
9.2

9.3
9.3.1

ATDEitSNYPOtNESE «..ucceeveieirneicisnrinssnricssancsssnncsssnncsssnnessssssssssssssssssssssssssasases 37
MATERIAL UND METHODEN ........ccuieeisvinnuissensessanssassansssssssssassssses 39
Chemikalien und Medikamente.........cccccceeeeecscrnccsssnccsssnssssanessnsesssasesnns 39
LOSUNZEN ..cuuvrreieissrnnrecssssaseecssssnsecsssssssessssssssssssssssasssssassassssssssssssssssssssssassass 40
InjektionSIOSUNZEN ....couviiiiiiiiiiie e 40
ZRlIKUItUIMEIEN ..ottt e e e e et e e raeeeaee e 40
Gerite Und Materialien ..........ccoveeecseicssanccsssncsssanessnsssssssssssssssnsasssassssnes 41
Programime ........ccoeicceeicssnncssnccssanesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssassses 43
TRGD uceiiiiiiinninininnninninsnnississsnsssissssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssosasese 43
1IRGD zur KoOINJEKtION ....ccocuvieiiiiiiiiieeiieeeteeeteeeeeeee e 43
iRGD zur Kopplung mit ®BGa..........ccocooviiiiiiciceecceeeeee e 43
Radionuklide und Herstellung der Radiopharmaka ..........cceeeeeeeurecnnns 44
["7"Lu-DOTA, TYr? JOCIEOtid. ......cecvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
8Ga-DOTA-TRGD ...ttt 44
IIMMTCMAGS ..ottt ettt 45
Zelllinien und ZelIKUItur ........ccoveeecveccssnnccssnncssssncssnsssssssssssssssnsssssssessnns 45
ARA42J: Azaserin-induziertes Pankreasadenokarzinom der Ratte.............. 45
NCI-H69: humanes kleinzelliges Lungenkarzinom ............ccocceevvveenunens 45
Kultivierung der Zellen ..........cceeeviiieiiieeiiieeciee e 45
AR oottt ettt 45
INCI-HOO ...ttt et sttt e e s ens 47
Vorbereitung der Zellen fiir die subkutane Inokulation............ccccccceeneeee. 48
TiermOdell......uuiiceveiiccrerccssnncssnncssnncssanesssanesssssessssssssssssssssssssssssnsesssnssssnes 49
Versuchstiere und Haltung ..........cccceeeriieiiiieeniieeieeeeeeeeee e 49
Anisthesie und Euthanasie..........ccccueeviieiiiiiiniiiiniieeieeeeeeeeeeeeee e 50
Anlegen eines Katheters zur intravendsen Applikation ............ccecceeevueenns 51
TIEreXPErimeNLte .....cccveerereresssercssnecssanesssasesssssesssssssssssssssssssssssssnssssssssssnns 52
Erzeugung solider, subkutaner TUMOTEN ..........cccccveeriieerieenrieeeiieeeieeenns 52

uPET-Messungen mit ¥Ga-DOTA-iRGD zur Darstellung der

OVB3-INEEEIINE ..ottt et ettt et e 52
Aktivitatsanreicherung in Nieren und Tumoren............cccccveevvveeeieeennnenns 53

Biodistribution und Dosimetrie an NCI-H69-tumortragenden Méuse....... 53



Inhaltsverzeichnis VII

9.3.2
9.33

9.4

94.1
94.2
9423
943.1

9432
944
945
9.4.6

9.5

9.5.1

9.5.1.1
9.5.1.2
9.5.13
95.1.4
9.5.15
9.5.1.6
9.5.2

9521
9.5.2.2
9523
9524
9525
9.5.2.6
953

9.53.1
9.5.3.2
9.5.33

Biodistribution und Dosimetrie an AR42J-tumortragenden Miusen......... 55

StatistiSche BEWETTUNG .......ccoouiiiiiiiiiiiieiieeeceee e 55

Therapieversuche mit '7’Lu-DOTATOC an AR42]J-tumortragenden

Maiusen - allgemeines VOorgehen..........ceiccceicsseicssnecsssnscsssnesssasssssaseses 56
Uberwachung des TUmMOTrVOIUMENS..............ccovoveveveveveeereeerereeeseseserenesenennn. 57
Uberwachung des KOrpergewiChtes..............cooveveveveevreeueeerereeeeeseeennennn. 58
99mTc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie...............cooeveveveveeeeeereeencnnnnn. 58

Berechnung und Beurteilung der korrigierten Aufnahmerate und der

tubulédren EXKIetionSIate .........cooueeiiieiiiiiiiiiienieceeeeeeeeee e 61
Erstellung und Beurteilung der Renogramm-Kurven ..........cccccoeeeveennnenns 64
Finale Blutentnahme ...........ccccoooiiiiiiiiiiiiicceeecceee e 65
ADBDIUCHKITEEIIEN ...t 65
Statistische Auswertung hinsichtlich des Uberlebens..............cccccoevvenee... 66

Therapieversuche mit "’Lu-DOTATOC an AR42]J-tumortragenden

Miusen - Therapieversuche im Einzelnen..........cccccoveeccncnccscanccssancosnns 67
Therapieversuch I mit einem Therapiezyklus ..........ccccceevvvieniiiiniieenieenns 67
7TLu-DOTATOC und iRGD-ReZIME..........cocvvereeeererieeeeeieeeserreeinans 67
Uberwachung des TUmMOTrVOIUMENS..............ccovevevevevevererereeeresesesesesenesenennn. 67
Uberwachung des KOrpergewiChtes.............coovvveveveeveueueverereeeeeeeenenennnn. 67
99mTc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie...............cooeveveveveeeeereeencennn. 67
Finale Blutentnahme .............cccooiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 67
UDEIIEDEN ...t 67
Therapieversuch II mit zwei Therapiezyklen...........cccccoeviiiniiiiiiieennienns 68
T"Lu-DOTATOC und iRGD-ReIME..........ceoevererereeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 63
Uberwachung des TUmMOTrVOIUMENS..............ccovevevevevevererereeeresesesesesesesenennn. 68
Uberwachung des KOrpergewichtes.............ccoveveveveveveveveverereeeeeeererenerenennnn, 68
99mTc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie ..............cooeveveveveeeeereeevnennn. 68
Finale Blutentnahme ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiccceeccceee e 68
UDEIIEDEN ...ttt 68

Therapieversuch III mit zwei Therapiezyklen und modifiziertem

TIRGD-REZIME......cooiiiiiiiiiiiiie it 69
7"Lu-DOTATOC und iRGD-REZIME..........ceoeverereeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 69
Uberwachung des TUmMOTrVOIUMENS..............ccoveveveveveveeeeereeeeesesesesesesesenennn. 70

Uberwachung des KOrpergewichtes.............ovovevevevevevevevevereeeeeeeeesenenerenennn, 70



Inhaltsverzeichnis VIII

9.5.3.4
9.5.35
9.5.3.6
9.5.3.7
9.5.3.8

IV.

1.
1.1
1.2

2.

3.1
3.1.1
3.1.2
3.2
3.2.1
322

4.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.14
4.14.1
4.1.4.2
4.14.3
4.1.5
4.1.6
4.2
4.2.1
4.2.2

99MTc-MAGs:-Nierenfunktionsszintigraphi€..............c.oveveveveveveveveverenerenennnn. 70
Finale BIUtentnahme ............ccooueiiiiiiniiiiiiieeiceeeeee e 70
Anfertigen von Blutausstrichen.............ccoecveeviiiiniiiiiiieienccceeeeeeee 71
UDETIEDEN ...ttt 71
Préparation der Nieren fiir die histologische Untersuchung ...................... 71
ERGEBNISSE ....uuoiiiinninnininsaissnnssissnissssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssses 73
Manifestation und Erscheinungsbild der subkutanen Tumoren......... 73
ZellNie ARA2 ..o 73
Zelllinie NCI-HOO ......oooiiiiiiiiiieeeeee et 74

uPET-Messungen mit ®Ga-DOTA-iRGD zur Darstellung der

OVP3-INTEGIINE ..cuuerirrerirsrercsssancssnrcssrnnesssenssssnssssssssssssesssssssssssssssasssssassssnns 75
Aktivititsanreicherung in Nieren und Tumoren........cc.cececseeccsarecsaseces 76
Biodistribution und Dosimetrie an NCI-H69-tumortragenden Miusen.....76
BiOdiStrTDULION. .....eeeiiiiiiciiciicce e 76
DIOSTIMEIIIE ...ttt ettt ettt e 79
Biodistribution und Dosimetrie an AR42J-tumortragenden Miusen......... 80
BiodiStrTDULION. .....eeeiiiiiiciiciicee et 80
DOSIMELIIE ...ttt ees 82

Therapieversuche mit 7’Lu-DOTATOC an Miiusen mit

AR42J-FlankentumoOren ........cueeceeeneecseecsnnsssncssnesssncssnsssnsssssssseessssssanes 83
Therapieversuch I mit einem Therapiezyklus ..........cccceevvieeniieiniiennieenns 83
Effektiv erhaltenes '""Lu-DOTATOC ..........cocoiuererriieerereieeeeeeeeseeane, 83
Tumorvolumen und absolute Volumenidnderung............cccceeevveeeeveennnens 83
KOTPEIZEWICHE ....coiiiieiieeeiie ettt et e sbee e aee e 85
99mTc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie ..............cooeveveveveeeeeererevcnnnnn. 86
Korrelation der FUR, FURkqr und kgx mit der verabreichten Aktivitét ...... 86
Korrigierte Aufnahmerate und tubulidre Exkretionsrate...............cceeeueennns 86
Renogramm-KUrven.........coooiiiiiiiiiiiiiie e 88
BIUtPAramELer......ccouviiiiiiiiiiie ettt 90
Auswertung der Uberlebensdaten ................ccovveveveeeceeeueverereeeeeeeeeeennn. 91
Therapieversuch II mit zwei Therapiezyklen............cccceevveeevieeiiieeninnennns 93
Effektiv erhaltenes ""Lu-DOTATOC ..........cocoveemereeeieeeeeeeeeee e, 93

Tumorvolumen und absolute Volumenidnderung..........ccccccevvveeriieennnenns 93



Inhaltsverzeichnis IX

423
424
4.2.4.1
4.2.4.2
4.2.5
4.2.6
4.3

4.3.1
4.3.2
433
434
43.4.1
4.3.4.2
4.3.5
4.3.6
4.3.7
4.3.8

VI

VIIL

VIII.

IX.

XI.

XII.

KOTPEIZEWICHE ....coiiiieiiieeiie ettt et aee e 95
99mTc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie ...............cooeveveveveeeeereeevcennnn. 96
Korrigierte Aufnahmerate und tubulidre Exkretionsrate..........c.cccecueeunenee. 96
Renogramm-KuUrven.........coooiiiiiiiiiiieeeee e 97
BIULPAramEter........veeeiiiiiiieeeiiiee ettt e 99
Auswertung der Uberlebensdaten ...............coooveeueveveveereeeeereeeseeennans 100

Therapieversuch III mit zwei Therapiezyklen und modifiziertem

TIRGD-REZIME. .....ooiiiiiiiiiiiiie et 102
Effektiv erhaltenes !""Lu-DOTATOC ..........ccccoovmmuereeeeereeeeeeerreenenans 102
Tumorvolumen und absolute Volumeninderung............cccccecueevueeneennnen. 102
KOTPergeWIChL ....coiiiiiiiiiiiii e 104
99mTc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie...............o.ovevvveveveeevevrenennnns 105
Korrigierte Aufnahmerate und tubulidre Exkretionsrate..............c.c....... 105
Renogramm-KUrVeN.........cccuveiiiiiiiiieiiieciee e 106
BIUtPArameter...........eoiiiiiiiiiiiiee e 108
BIUtausStriChe ....c..eeiiiiiiieeiiciceecceeee e 109
Auswertung der Uberlebensdaten ...............cccoeveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 110
Histologische Beurteilung der Nieren.........coccveeveieeeiieencieeeieeeieeeeeen 111
DISKUSSION ..ccuuiiuinceissnnsnissanssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 115
ZUSAMMENFASSUNG ..ccovuiivrisncsnecsensncssissssssncsssssassssssssssssssssssssssssane 150
SUMMARY cucuiiiiinicsnicsnnssecssnssssssnsssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 153
LITERATURVERZEICHNIS ......coviivininnnicrensnnssrssnnsnsssssssssssssssssssns 156
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ......ccovivviininsnnsnnsaissensnsssnssssssnssssssasses 175
TABELLENVERZEICHNIS ......ccouiinininnninseinnnsnicsensncssessssssecssecssssane 178
ANHANG cuccuriinicnisnicssissnissncssecsssssscssnsssissssssessssssssssessssssssssassssssssssasssssss 181

DANKSAGUNG cuccueiiriiiesnensnennnssecssncsaessesssessasssssssessssssasssessssssssssssssssss 185



Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

177
TLu-DOTATOC
TLu-DOTATATE
99m

9Mo

176yh

90y

°C

%ID

%ID/g

ug
um
pmol
AC
AJCC
Ala

AR42]

Arg
Asn
ATCC

BED

8Flour

8Gallium

Mndium

7L utetium

['""Lu-DOTA, Tyr*]Octreotid
['""Lu-DOTA, Tyr*]Octreotat
PTechnetium (metastabil)
“Molybdin

176y tterbium

DY ttrium

Grad Celsius

Prozent der injizierten Aktivitit
Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe
Mikro

Mikrogramm

Mikrometer

Mikromol

atypisches Karzinoid

American Joint Committee on Cancer

Alanin

Zelllinie des Azaserin-induzierten Pankreasadenokarzinom

der Ratten

Arginin

Asparagin

American Type Culture Collection

biologisch effektiven Dosis



Abkiirzungsverzeichnis

XI

Bq
bzw.
ca.
CendR
cm
CO;
cpm
cps

CT

DOTA

ECACC
ECL

ED
EDTA
ENETS
EPR-Effekt
FACS
FELASA
FKS
FUR
FURkor

G

G

GEP

Gly

Becquerel
beziehungsweise
Circa

C-end rule

Zentimeter
Kohlenstoffdioxid
counts per minute
counts per second
Computertomographie
Cystein

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-Tetraessigsidure
(Chelator)

European Collection of Authenticated Cell Cultures
enterochromaffin-like

extended disease

Ethylendiamintetreessigsidure

European Neuroendocrine Tumor Society

enhanced permeability and retention effect
fluorescens-activated cell sorting

Federation of Laboratory Animal Science Associations
fetales Kélberserum

fractional uptake rate (Aufnahmerate)

korrigierte fractional uptake rate (korrigierte Aufnahmerate)

Gauge bei Kaniilengrofle
Giga bei Blutwerten
gastroenteropankreatisch

Glycin



Abkiirzungsverzeichnis

XII

GV-SOLAS
Gy

h

HEPA
HEPES
HIF-1a
HPF
IASLC

inkl.

L. p.

iRGD

IvC

keV

KEx

kg
Ki-67-Index
1

LCNEC

LD
LET
Lys
MAG3

MANEC

MBq

Gesellschaft fiir Versuchstierkunde

Gray (Energiedosis; pro Masse absorbierte Energie)
Stunde

high efficiency particulate air
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
hypoxia-inducible transcription factor 1

high power fields

International Association for the Study of Lung Cancer

inklusive

intraperitoneal

iRGD-Peptid cyclo(CRGDKPDC)-CONH2
intravenos

Individually Ventilated Cages
Kilo-Elektronenvolt

tubuldre Exkretionsrate

Kilogramm

Proliferationsindex

Liter

large-cell neuroendocrine carcinoma (grof3zelliges
neuroendokrines Lungenkarzinom)

limited disease

linearer Energietransfer
Lysin
Mercaptoacetyltriglycin

mixed adenoneuroendocrine carcinoma (gemischtes
adenoneuroendokrines Karzinom)

Megabecquerel



Abkiirzungsverzeichnis

MeV
MIA PaCa-2
min
MINTT
ml

mm
mmol
MRI
mRNA
MRT
MW

n

Nal
NaCl

NCI-H69

NEC
NEN
NET
nm
NOC
NRP
NRP-1

NRP-2

NSE

panNEC

Mega-Elektronenvolt

Zelllinie des humanen Pankreasadenokarzinoms

Minute

minimum transit time
Milliliter

Millimeter

Millimol

magnetic resonance imaging
messenger RNA
Magnetresonanztomographie
Mittelwert

Anzahl der Tiere
Natriumiodid

Natriumchlorid

Zelllinie eines humanen kleinzelligen neuroendokrinen

Lungenkarzinoms
neuroendokrines Karzinom
neuroendokrine Neoplasie
neuroendokriner Tumor
Nanometer
[1Na’]Octreotid

Neuropilin

Neuropilin-1

Neuropilin-2

nicht signifikant
neuronenspezifische Enolase

pankreatisches neuroendokrines Karzinom



Abkiirzungsverzeichnis

XIv

panNET
PBS
PDGF
PET
Phe

p.i.

Pro
PRRT
p-Wert
RGD
ROI
rpm
RPMI-Medium

S

SCID

SCLC

SD

S

SEER Program
S.E.M.

Ser

sog.

SPARC
SPECT

sstr

pankreatischer neuroendokriner Tumor

phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
plateled-derived growth factor
Positronen-Emissions-Tomographie

Phenylalanin

post injectionem

Prolin

Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie
probability-value (Signifikanzwert)
Arginin-Glycin-Asparagin

region of interest

revolutions per minute
Roswell-Park-Memorial-Institut-Zellkulturmedium
Schwefel

subkutan

severe combined immunodeficiency (schwerer
kombinierter Inmundefekt)

small cell lung cancer (kleinzelliges Lungenkarzinom)
standard deviation (Standardabweichung)

Sekunde

“Surveillance, Epidemiology, and End Results”’-Programm
standard error of mean (Standardfehler)

Serin

sogenannt

secreted protein, acid and rich in cysteine
Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie

Somatostatinrezeptor



Abkiirzungsverzeichnis

XV

TATE
TC
TGF-a
Thr
Thr-ol

TNM

TOC
Trp
TTP
TVT
Tyr

UICC

VALG
VEGF
VIP
VOI

VS.

WHO
z. B.

ZES

[Tyr*]Octreotat

typisches Karzinoid
transforming growth factor o
Threonin

Threoninol

primary tumor, regional lymph nodes, distant metastasis
(Klassifikationssystem von Neoplasien)

[Tyr®]Octreotid

Tryptophan

time to peak

Tierdrztliche Vereinigung fiir Tierschutz
Tyrosin

Union internationale contre le cancer
vor allem

Veterans Administration Lung Cancer Study Group
Vascular Endothelial Growth Factor
vasoaktives intestinales Peptid

volume of interest

Versus
World Health Organization
zum Beispiel

Zollinger-Ellison-Syndrom



I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Neuroendokrine Neoplasien stellen eine sehr heterogene Gruppe von
neoplastischen Erkrankungen dar. Sie variieren nicht nur sehr in Lokalisation und
hinsichtlich ihrer Symptomatik, sondern reichen auch von gut differenzierten,
wenig malignen neuroendokrinen Tumoren (NET) bis hin zu schlecht
differenzierten, hochgradig malignen neuroendokrinen Karzinomen (NEC)

(Bocker et al., 2012a).

Mit etwa 5 Neuerkrankungen je 100.000 Menschen pro Jahr gehoren die
neuroendokrinen Neoplasien (NEN) zu den selteneren Tumoren, bei denen jedoch
ein kontinuierlicher Anstieg in der Héufigkeit ihres Auftretens in den letzten
Jahrzehnten verzeichnet wurde (Yao et al., 2008). Abhéngig von der Lokalisation
des Primdrtumors bestehen grofle Variationen in der Inzidenz (Yao et al., 2008).
Die Uberlebensraten der Patienten sind neben der Dignitit der Neoplasie auch
stark von der Lokalisation abhédngig. Wihrend beispielsweise Patienten mit
typischen Karzinoiden (TC) der Lunge eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 92—
100 % aufweisen, reduziert sich diese bei Patienten mit kleinzelligen
Lungenkarzinomen auf 5 % (Travis, 2010). Bei ilealen NET wird eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 90 % verzeichnet, die auf 63 % fiir die Uberlebenschancen
nach 10 Jahren sinkt (Pape et al., 2008). Patienten mit Insulinomen kdnnen sogar
durch eine Operation geheilt werden (Jensen, 2012). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
von nicht funktionellen pankreatischen NET wird dagegen auf nur 65 % beziffert,
die auf 45 % hinsichtlich der 10-Jahres-Uberlebensrate sinkt (Kloppel, 2011). Die
Chance fiir Patienten mit duodenalen Gastrinomen zu iiberleben, betrdgt nach 10
Jahren 59 %, wohingegen Patienten mit pankreatischen Gastrinomen eine
Uberlebenschance von nur noch 9 % haben (Kloppel, 2011). An diesem Beispiel

wird die Bedeutung der Tumorlokalisation fiir die Prognose mehr als deutlich.

Auch bei Haustieren werden NEN selten diagnostiziert. Insulinome sind bei
Hunden, Katzen und Frettchen beschrieben, Gastrinome bei Hunden und Katzen.
Patienten mit Insulinomen haben mit einer mittleren Uberlebenszeit von 18
Monaten bei Hunden und 16 Monaten bei Frettchen eine bessere Prognose, als
solche mit Gastrinomen mit durchschnittlich 4,8 Monaten Uberlebenszeit (Ehrhart

et al., 1996; Polton et al., 2007; Nelson & Couto, 2010a).
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An diesen Zahlen ist ersichtlich, dass es fiir diverse Auspriagungen der
neuroendokrinen Neoplasien keine kurativen Behandlungsoptionen gibt. Auf
Zytostatika sprechen Mitteldarmkarzinoide, zu denen auch die am meisten
verbreiteten ilealen NET zédhlen, im Gegensatz zu pankreatischen NET, nur in

unbefriedigendem Malle an (Oberg, 2001; O’Toole et al., 2004).

Neuroendokrine Neoplasien stellen aufgrund ihrer Vielfalt in Hinblick auf
Erscheinungsbild und Auspriagung sowie ihr Metastasierungsvermogen eine
diagnostische und therapeutische Herausforderung in der Human- und in der

Tiermedizin dar.

Das Charakteristikum der NEN Somatostatinrezeptoren, v. a. die Unterklasse
sstr2, zu iiberexprimieren, wird sich sowohl fiir die Diagnostik als auch in der
Therapie zu Nutze gemacht (Poeppel et al., 2011; Rinke & Arnold, 2014).
Octreotid, ein Somatotstatinanalogon, wird zur symptomatischen Behandlung von
NET eingesetzt (Rinke & Arnold, 2014). Eine zusitzliche Schidigung der
Tumorzellen konnte durch den Einsatz radioaktiv beladener Somatostatinanaloga
wie ["Lu-DOTA’ Tyr’]Octreotid oder [!"Lu-DOTA® Tyr*]Octreotat bewirkt
werden (Esser et al., 2006). Diese spezifisch wirkende Therapie stellt eine
hoffnungsvolle Behandlungsalternative fiir inoperable und metastasierte NET dar
(Kwekkeboom et al., 2010). Als Hauptausscheidungsorgan der radioaktiven
Somatostatinanaloga  fungieren die Nieren, wodurch sie besonders
strahlenexponiert sind. So stellen neben der Knochenmarkstoxizitit die

Nephrotoxizitit die dosislimitierenden Faktoren dar (Forrer et al., 2007).

iRGD ist ein Peptid, das iiber das Zusammenwirken von avfB3-Integrinen mit
Neuropilin-1-Rezeptoren einen internalisierenden Effekt an den Tumorzellen
bewirkt (Sugahara et al., 2009; Teesalu et al., 2009). In priklinischen Studien
konnte durch dessen Koadministration eine signifikante Mehranreicherung
diverser Zytostatika im Tumorgewebe und eine Steigerung des therapeutischen

Effekts erreicht werden (Sugahara et al., 2010; Akashi et al., 2014).

Im Rahmen dieser Dissertation sollte erforscht werden, ob mit dem iRGD eine
vergleichbare Effizienzsteigerung hinsichtlich der therapeutischen Wirkung erzielt

werden kann, wenn es dem [!"’Lu-DOTA? Tyr*]Octreotid koadministiert wird.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Neuroendokrine Neoplasien

1.1 Gemeinsamkeiten neuroendokriner Neoplasien

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) haben ihren Ursprung in Zellen des
disseminierten neuroendokrinen Systems. Solche Zellen finden sich in Lunge,
Magen, Darm, Pankreas, Urogenitalsystem und Haut (Kloppel, 2011; Bocker et
al.,, 2012a). Sie werden als neuroendokrin bezeichnet, da sie zum einen
Peptidhormone sowie biogene Amine produzieren und sezernieren und zum
anderen eine verwandtschaftliche Beziehung zu neuralen Zellen besteht (Allolio
& Schulte, 2010; Kloppel, 2011). Unter den neuroendokrinen Markern besitzen
Chromogranin A und Synaptophysin die grofite Relevanz fiir die Diagnose
neuroendokriner Neoplasien (Wiedenmann et al., 1986; Lloyd, 2003; Jensen,
2012). Werden die beiden neuroendokrinen Marker immunhistochemisch
nachgewiesen, gilt die Diagnose einer NEN als gesichert (Allolio & Schulte,
2010). Chromogranin A wird zudem auch als im Blut zirkulierender Biomarker
genutzt (Jensen, 2012). Die als zytosolischer Marker herangezogene
neuronenspezifische Enolase (NSE) gilt als sensitiv, jedoch nicht als sehr
spezifisch, und findet sich am haufigsten bei weniger differenzierten NEN (Lloyd,

2003; Jensen, 2012).

Es wird davon ausgegangen, dass die Zellen des disseminierten neuroendokrinen
Systems ihren Ursprung in ortsstindigen Stammzellen haben (Kloppel, 2011;
Bocker et al.,, 2012a). Daher verhalten sich die NEN in ihrer klinischen
Symptomatik recht heterogen. Je nach Ausgangszelle produzieren die
neoplastischen Zellen diverse Peptidhormone und biogene Amine, die in
membranbegrenzten Granula gespeichert werden und anhand derer die
unterschiedlichen Zellen auch immunhistochemisch identifiziert und typisiert
werden konnen (Bocker et al., 2012a). Werden die Amine oder Peptidhormone
unkontrolliert freigesetzt, zeigen sich charakteristische klinische Syndrome. In
solchen Fillen wird von funktionell aktiven Tumoren gesprochen (Allolio &
Schulte, 2010; Jensen, 2012). Die Sekretion kann auf parakrinem Weg iiber das
Interstitium zu eng benachbarten Zellen erfolgen oder hdmatogen zu weiter

entfernten Zielzellen auf endokrinem Weg (Bocker et al., 2012a). Allerdings ist
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die groBere Zahl der NEN (50-70%) funktionell inaktiv und stellt einen
Zufallsbefund dar (Allolio & Schulte, 2010).

Ein fiir die Diagnostik und Therapie sehr bedeutsame Gemeinsamkeit der NEN ist
die Eigenschaft, dass sie in der Regel eine hohe Dichte an Somatostatinrezeptoren
aufweisen (Reubi et al., 2000). Finf transmembrandse Rezeptorsubtypen (sstrl
bis sstr5) sind bekannt, wobei bei Subtyp sstr2 die gesplitteten Varianten sstr2A
und sstr2B existieren (Patel & Srikant, 1997). Das Vorkommen von
Somatostatinrezeptoren wird bei 80—100 % der neuroendokrinen Tumoren des
gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NET) beschrieben (Reubi, 2007).
Beim kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) existieren Zahlen zwischen 50 und
75 % beziiglich des Somatostatinrezeptorvorkommens fiir etablierte Zelllinien und
Tumorbiopsien von Patienten (Bogden et al., 1990; Reubi et al., 1990; Macaulay
et al., 1991). In einer anderen Studie konnten mittels '''In-[DTPA-Phe!]-
Octreotid-Szintigraphien sogar bei 100 % der untersuchten Patienten mit SCLC
Somatostatinrezeptoren nachgewiesen werden (Krenning et al., 1993). Beachtet
werden muss immer, welcher Rezeptor der sstr-Subtypen tatsdchlich von den
Zellen des jeweiligen Tumors exprimiert wird und in welcher Dichte und
Verteilung er dort vorkommt (Reubi et al., 2001). Allgemein kann behauptet
werden, dass der sstr2 der am hédufigsten auf neuroendokrinen Tumoren
exprimierte Subtyp ist (Hofland & Lamberts, 2001; Reubi et al., 2001; Reubi &
Waser, 2003). Danach folgen etwa gleichermallen sstrl und sstr5, dann in
absteigender Reihenfolge sstr3 und sstr4 (Reubi & Waser, 2003; Reubi, 2007).
Weiter muss beachtet werden, dass die alleinige Anwesenheit der mRNA fiir die
diversen Rezeptoren nicht gleichbedeutend mit der Expression des eigentlichen
Rezeptors auf der Zelloberfliche ist (Fisher et al., 1998; Reubi et al., 2001;
Kulaksiz et al., 2002). Es konnte autoradiographisch nachgewiesen werden, dass
NEN des Diinndarms, funktionelle NEN der Pankreas sowie Bronchialkarzinoide
und kleinzellige Lungenkarzinome (SCLC) auf der Oberfliache tatsédchlich
vornehmlich sstr2 exprimieren sowie daneben auch die Rezeptorsubtypen sstrl
und sstr5 aufwiesen (Reubi et al., 2001; Reubi & Waser, 2003). Anhand
immunhistochemischer Untersuchungen von Gastrinomen (Pankreas und
Duodenum), Insulinomen, Diinndarmtumoren mit Karzinoidsyndrom und einigen
Lebermetastasen konnte eine prozentuale Verteilung der verschiedenen

Rezeptortypen ermittelt werden (siehe Tabelle 1) (Kulaksiz et al., 2002).
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Tabelle 1: Prozentuale Verteilung der Somatostatinrezeptor-Subtypen
sstr: Somatostatinrezeptor; Tabelle nach Kulaksiz et al., 2002

Vorkommen der Rezeptorsubtypen in %
Tumore
sstrl sstr2A sstr3 sstrs
Gastrinom 30 100 79 76
Insulinom 31 58 78 78
Karzinoid 37 86 71 83
1.2 Einteilung neuroendokriner Neoplasien

Unter allen malignen Neoplasien haben die NEN einen Anteil von 2 % (Bocker et
al., 2012a). Darunter zeigen die GEP-NET mit ca. 64 % das hiufigste Auftreten.
An zweiter Stelle mit rund 28 % stehen die neuroendokrinen Tumoren des
Bronchialsystems (Modlin et al.,, 2003). Neben ihren unterschiedlichen
Sekretionsprodukten variieren sie in Lokalisation, Grofe, Infiltrationstiefe,
Differenzierungsgrad und vor allem auch in ihrer Tendenz zu metastasieren
(Kloppel, 2011; Bocker et al., 2012a). NEN sind in den meisten Fillen zwar
langsam wachsende, gut differenzierte Tumoren (bezeichnet als NET), jedoch
existieren auch sehr aggressiv wachsende Ausprigungen, die dann zu den schlecht
differenzierten neuroendokrinen Karzinomen (bezeichnet als NEC) gehoren

(Kloppel, 2011; Bocker et al., 2012a).

Die Klassifikation der NEN durch die WHO (World Health Organization), das
Grading und das Staging iiber die TNM-Klassifikation (primary tumor, regional
lymph nodes, distant metastasis) sind ausschlaggebend fiir das therapeutische
Vorgehen und fiir prognostische Vorhersagen (Horn et al., 2012; Jensen, 2012;
Rinke & Arnold, 2014). Es existieren TNM-Klassifikationen verschiedener
Organisationen. Fiir die GEP-NET haben sowohl die European Neuroendocrine
Tumor Society (ENETS) als auch die Union internationale contre le cancer
(UICC) und das American Joint Committee on Cancer (AJCC) eine TNM-
Klassifikation erarbeitet (Rindi et al., 2006; Rindi et al., 2007; Rindi et al., 2012).
Fiir die Einteilung der Stadien pulmonaler NET steht ebenfalls ein TNM-System
der UICC/AJCC zur Verfiigung und wird fiir das TC und AC angeraten (Travis,
2010; Kleindienst et al., 2016). Eine Stadieneinteilung beim SCLC kann zudem
iiber die TNM-Klassifikation fiir nichtkleinzellige Lungenkarzinome der IASLC
(International Association for the Study of Lung Cancer) oder iiber die Einteilung
der VALG (Veterans Administration Lung Cancer Study Group), bei der eine
,Limited Disease* (LD), eine ,,Extended Disease* (ED) und eine ,,Very limited

Disease* unterschieden werden, erfolgen. (Horn et al., 2012).
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Die aktuelle WHO-Klassifikation fiir NEN des gastroenteropankreatischen
Systems aus dem Jahr 2010 zieht die histopathologischen Merkmale fiir eine
Untergliederung heran (Kloppel et al., 2004; Kloppel, 2011; Jensen, 2012). Diese
Einteilung, in der sich der Begriff ,,neuroendokrine Neoplasien“ zu einem
Uberbegriff fiir alle Neoplasien, deren Ursprung neuroendokrine Zellen sind,
etabliert hat, erfolgte auf der Annahme, dass alle GEP-NEN grundsitzlich
maligne sind, sich aber in der Tendenz, Metastasen zu bilden, unterscheiden. Die
Zuordnung zu den NEN beruht seit dem offiziell auf der Eigenschaft, dass sich fiir
die tumorbildenden Zellen die -charakteristischen neuroendokrinen Marker
nachweisen lassen (Kloppel, 2011). NEN unterteilen sich in gut differenzierte
neuroendokrine Tumoren (NET) und schlecht differenzierte neuroendokrine
Karzinome (NEC). Eine weitere Einstufung in ein Grading-System erfolgt auf

Basis ihres Proliferationsindexes (Kloppel, 2011) (siehe Abbildung 1).

Neuroendokrine
Neoplasien des

GEP-Systems

1 |
Gut Schlecht Gemischte adeno-

differenzierte differenzierte neuroendokrine
neuroendokrine neuroendokrine Karzinome

Tumoren (NET) Karzinome (NEC) (MANEC)

| |
Gl G2 G3 G3

Mitoseindex < 2 Mitoseindex 2-20 Mitoseindex > 20 Mitoseindex > 20
Ki67-Index < 2% Ki67-Index 3-20% Ki67-Index > 20% Ki67-Index > 20%

Grofzelliges Kleinzelliges
neuroendokrines neuroendokrines
Karzinom Karzinom

Abbildung 1: Veranschaulichung der WHO-Klassifizierung der
gastroenteropankreatischen = neuroendokrinen  Neoplasien und des
angewendeten Grading-Systems

Basis hierfiir stellt der Differenzierungsgrad, Proliferationsindex (Ki-67-Index in
%) und die Mitoserate (Anzahl der Mitosen pro 10 High Power Fields (HPF)).
Sind G3-Tumoren gut differenziert, werden sie als NET bezeichnet, andernfalls
als NEC. Graphische Aufarbeitung von Informationen aus Kloppel, 2011; Jensen,
2012; Rinke & Arnold, 2014
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Gemil der aktualisierten WHO-Klassifizierung fiir Tumoren der Lunge von 2015,
wurden das typische Karzinoid, das atypische Karzinoid und die beiden
neuroendokrinen Lungenkarzinome, darunter das kleinzellige (SCLC) und das
groBzellige (LCNEC), in der Kategorie ,neuroendokrine Tumoren*
zusammengefasst (Travis et al., 2015). Als neuroendokrine Marker zdhlen hier
Chromogranin A, Synaptophysin und das neurale Zelladhdsionsmolekiil CD56
(Travis et al., 2015). Bei dieser Kategorisierung sind der Differenzierungsgrad,
die Mitoserate und die Ausbildung von Nekrosen wichtige Kriterien (siehe
Abbildung 2) (Kleindienst, et al., 2016). Das Vorgehen bei der Bestimmung der
Mitoserate wurde bei der neuen WHO-Klassifizierung genauer definiert, da dies
ein essentielles Verfahren darstellt, um die Karzinoidtumoren untereinander sowie
diese von den Karzinomen zu differenzieren. Die Mitoseraten sollten in Bereichen
der hochsten Zellaktivitit und in einer Fliche von 2 mm? ausgezihlt werden
(Travis et al. 2015). Der Proliferationsindex Ki-67 ist ebenfalls ein wichtiges
immunhistochemisches Differenzierungswerkzeug fiir die Abgrenzung zwischen

Karzinoidtumoren und den Karzinomen (Pelosi et al., 2014) (siche Abbildung 2).

Neuroendokrine

Tumoren der

Lunge

Hoher Geringer

Differenzierungsgrad Differenzierungsgrad

1 1 |
Mitoserate 0-1 Mitoserate 2-10 Mitoserate > 10 Mitoserate > 10

Nekrosen Nekrosen
Ki67-Index 40-80% Ki67-Index 50-100%
Hochgradig maligne Hochgradig maligne

Nekrosen selten

Ki67-Index < 20%

Keine Nekrosen
Ki67-Index < 5%

geringgradig maligne Intermedidr maligne

Typisches Atypisches GroBzelliges Kleinzelliges

Karzinoid (TC) Karzinoid (AC) neuroendokrines neuroendokrines

Karzinom Karzinom (SCLC)
(LCNEC)

Abbildung 2: Einteilung neuroendokriner Lungentumoren

Graphische Darstellung nach Informationen von Travis, 2010; Caplin et al., 2015;
Travis et al. 2015 und Kleindienst et al., 2016
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1.3 Neuroendokrine Neoplasien des gastrointestinalen Systems

Es werden drei Typen von gut differenzierten NET des Magens und eine schlecht
differenzierte Auspriagung in Form eines NEC beschrieben (Rindi et al., 1999).
Typ I und Typ II der gastralen NET entwickeln sich aus entarteten
hyperplastischen ECL-Zellen (Gastric Enterochromaffin-like Cells), deren
Verinderung eine linger bestehende Hypergastrindmie zu Grunde liegt (Kloppel
et al., 2004; Plockinger et al., 2004). Der dritte, sporadisch entstehende Typ, stellt
sich meist als solitirer aus ECL-Zellen bestehender Tumor dar, der bei
Diagnosestellung hiufig schon metastasiert hat (Kloppel et al., 2004). Als vierter
Typ seien noch die seltenen und schlecht differenzierten kleinzelligen NEC
genannt, die sich als groBe ulzerierende Knoten darstellen und sich bei der
Diagnosestellung hédufig bereits in einem fortgeschrittenen Stadium mit

ausgepragter Metastasierung befinden (Kloppel, 2011).

Im Duodenum und oberen Jejunum kommen u. a. sowohl nichtfunktionelle NET
ohne spezifische Syndrome vor, wie etwa Somatostatinome, gastrin-, serotonin-
oder calcitoninproduzierende NET und schlecht differenzierte NEC, als auch
Gastrinome mit der Symptomatik eines Zollinger-Ellison-Syndroms (ZES;
peptische  Ulkuskrankheit, =~ Abdominalschmerzen,  wissrige  Diarrhden,
gastrodsophageale Refluxkrankheit) (Kloppel et al., 2004; Allolio & Schulte,
2010; Kloppel, 2011).

NET des Ileums sind zumeist gut differenzierte Tumoren, die bei
Diagnosestellung jedoch héufig bereits in die Lymphknoten und in die Leber
metastasiert haben (Kloppel, 2011). Dem sog. Karzinoidsyndrom, das bei
bestehenden Lebermetastasen auftritt, liegt die Sekretion von Serotonin und
anderen Mediatoren zu Grunde. Diese kann bei lidngerem Bestehen eine
Endokardfibrose des rechten Herzens verursachen (Kloppel, 2011; Bocker et al.,

2012a).

Die zumeist gut differenzierten neuroendokrinen Tumoren des Appendix werden
meist als Zufallsbefund im Rahmen einer akuten Appendizitis diagnostiziert, da
eine hormonbedingte Symptomatik selten ist (Kloppel et al., 2004; Kloppel, et al.,
2007). Im Rektum sind héufiger gut differenzierte NET lokalisiert, wohingegen
schlecht differenzierte NEC ofter im Kolon auftreten (Kloppel et al., 2007).
Tabelle 2 gibt eine Ubersicht zum prozentualen Auftreten der gastrointestinalen

NET an den verschieden Lokalisationen des gastroenteropankreatischen Systems.
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Tabelle 2: Prozentuales Vorkommen von gastrointestinalen neuroendokrinen
Tumoren innerhalb der neuroendokrinen Tumoren des Verdauungstraktes

Angaben des SEER-Programms (SEER: Surveillance, Epidemiology, and End
Results) aus Datenbanken des Nationalen Cancer Institutes, USA; Tabelle nach
Modlin et al., 2003

Lokalisation 1973-1999 1992-1999
Magen 7,16 % 8,66 %
Diinndarm 44,38 % 41,78 %
Duodenum 4,36 % 5,67 %
Jejunum 2,82 % 2,20 %
Tleum 23,20 % 19,76 %
Appendix 7,42 % 3,59 %
Colon 13,41 % 11,28 %
Rektum 21,17 % 27,45 %
14 Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas
14.1 Anatomie und Funktionen des Pankreas bei Mensch und Tier

Beziiglich der Nomenklatur fiir das Pankreas gibt es in der Humanmedizin und in
der Tiermedizin Unterschiede. So unterteilt man das Pankreas beim Menschen in
den Pankreaskopf (Caput mit Processus uncinatus), Pankreaskorper (Corpus) und
den Pankreasschwanz (Cauda). Bei den Haussdgetieren hingegen wird das
Pankreas in einen Korper (Corpus pancreatis) und von diesem ausgehend in zwei
Schenkel oder Lappen (Lobus pancreatis sinister und Lobus pancreatis dexter)

unterteilt (Nickel et al., 2004).

Das Pankreas vereint sowohl beim Menschen als auch beim Tier einen exokrinen
und einen endokrinen Teil (Nickel et al., 2004). Das exokrine Pankreas macht den
weitaus groBeren Anteil dieses Organs aus. Er ist fiir die Sekretion von
Verdauungsenzymen verantwortlich. Es werden Peptidasen, Nucleasen, Amylase
und Lipasen sezerniert (Voigt, 1996, Scharrer & Wolffram, 2005). Der endokrine
Teil des Pankreas wird durch die Langerhans-Inseln repréasentiert. Sie machen nur
etwa 1-2 % des Pankreasgewebes aus und setzen sich aus vier unterschiedlichen
Zelltypen zusammen, die unterschiedliche Peptidhormone produzieren (siehe

Tabelle 3) (Voigt, 1996; Salomon et al., 2004; Mostl, 2005).
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Tabelle 3: Ubersicht der funktionellen endokrinen Zellen des Pankreas

Informationen zusammengestellt aus Klinke & Silbernagel, 1996; Salomon et al.,
2004; Mostl, 2005; Bocker et al., 2012a

Zelltyp Haufigkeit in % Sekretionsprodukt | Funktion
A-Zellen (a-Zellen) | Mensch: 20 Glukagon Anregung von:
Tier: 10-20 Glykogenolyse,
Glukoneogenese,
Lipolyse
B-Zellen (B-Zellen) | Mensch: 60-70 Insulin Senkung des
Tier: 60-80 Blutzuckerspiegels
D-Zellen (8-Zellen) Mensch: 10-15 Somatostatin vielfaltig hemmendes
Tier: 5-10 Peptidhormon
PP-Zellen Mensch: keine Angabe pankreatisches hemmt Sekretion von
Tier: 3—-10 Polypeptid Pankreassekreten
14.2 Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas beim Menschen

Die pankreatischen NEN werden synonym auch als endokrine Pankreastumoren
oder Inselzelltumoren bezeichnet (Jensen, 2012). Innerhalb der NEN des
gastroenteropankreatischen Systems haben die pankreatischen NEN (panNEN)
etwa einen Anteil von 1 % (Modlin et al., 2003). Sie sind zumeist solitir
auftretende, gut abgegrenzte und gut differenzierte pankreatische NET (panNET),
die in funktionelle und nichtfunktionelle panNET unterteilt werden (Kloppel,
2011). Die nichtfunktionellen NET belegen hierbei einen Anteil von 60 %
(Kloppel, 2011). Die Bezeichnung ,nichtfunktionell“ bezieht sich auf die
Abwesenheit von spezifischen Syndromen, da die sezernierten Peptidhormone,
wie z.B. das pankreatische Polypeptid, keine spezielle Symptomatik hervorrufen
(Bocker et al., 2012a). Bei diesen Tumoren entstehen vielmehr die Symptome
aufgrund ihrer Grofe und Ausbreitung sowie einer gegebenenfalls erfolgten
Metastasierung (Kloppel et al., 2007). Die panNET umfassen Tumoren, die
ausschlieBlich im Pankreas lokalisiert sind, wie Insulinom, Glukagonom oder die
nichtfunktionellen = Pankreastumoren, sowie Tumoren, die auch an
extrapankreatischen Lokalisationen vorkommen konnen, wie Gastrinom, VIPom
(VIP: vasoaktives intestinales Peptid) und Somatostatinom (Jensen, 2012). Die
Héufigkeit des Vorkommens funktioneller panNET zeigt Tabelle 4. Mit
Ausnahme des Insulinoms liegt bei allen im Folgenden beschrieben panNEN eine
potentiell hohe Malignitit vor, da eine groe Wahrscheinlichkeit fiir eine bereits
erfolgte Metastasierung in Lymphknoten und Leber zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung besteht (Kloppel et al., 2007; Jensen, 2012).
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Tabelle 4: Prozentuales Vorkommen der funktionellen neuroendokrinen
Tumoren im Pankreas

VIP: vasoaktives intestinales Peptid; Tabelle nach O’Toole et al., 2006

Insulinom 17 %
Glukagonom 15 %
Gastrinom 1%
VIPom 2%
Somatostatinom 1%

Insulinome stellen solitdr auftretende und gut abgegrenzte Tumoren dar und
kommen ausschlielich im bzw. dem Pankreas angelagert vor (Kloppel et al.,
2007). Nur etwa 5—15 % von ihnen sind maligne. Sie entstehen aus den B-Zellen,
welche schlieBlich autonom und unkontrolliert Insulin produzieren. Auf die
dadurch entstehende Hypoglykdmie sind auch die héufigsten klinischen
Symptome zuriickzufiihren. Weitere Symptome werden durch eine exzessive
Katecholaminausschiittung im Rahmen einer adrenergen Gegenregulation

verursacht (Jensen, 2012).

Gastrinome treten zwar im Pankreas auf, allerdings sind sie hidufiger im
Duodenum lokalisiert (Jensen, 2012). Bei einem Gastrinom erfolgt eine
autonome, gesteigerte Gastrinsekretion der Parietalzellen, was zu einer
Magensdurehypersekretion mit Zollinger-Ellison-Syndrom fiihrt (Allolio &
Schulte, 2010; Jensen, 2012).

Zu den sehr seltenen pankreatischen NEN zidhlen das VIPom, das Glukagonom
und das Somatostatinom. Die beiden ersteren sezernieren in groBem Male das
jeweilig namensgebende und Symptomatik bedingende vasoaktive intestinale
Peptid (VIP) bzw. Glukagon (Jensen, 2012). Dagegen agieren Somatostatinome
zumeist als nichtfunktionelle NET (Garbrecht et al., 2008).
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143 Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas bei Tieren

Insulinome treten bei Hunden und Frettchen selten auf, bei der Katzen sind sogar
nur fiinf Fille bekannt (Hawks et al., 1992; Green & Bright, 2008). Die beiden
neuroendokrinen Marker Chromogranin A und die neuronenspezifische Enolase
wurden bei Insulinomen der Katze nachgewiesen (Hawks et al., 1992; Jackson et
al., 2009). Bei caninen Insulinomen ist bekannt, dass diese

Somatostatinrezeptoren aufweisen (Robben et al., 1997).

Insulinome beim Hund und auch bei der Katze werden, anders als beim
Menschen, als maligne Neoplasien eingestuft, da sie stark zur Metastasierung
neigen (Green & Bright, 2008). Bei den meisten Hunden sind zum
Diagnosezeitpunkt bereits Metastasen in den regionalen Lymphknoten, in der
Leber oder im peripankreatischen Mesenterium zu verzeichnen (Nelson & Couto,
2010a). Bei Frettchen scheinen die Insulinome weniger zu metastasieren,
allerdings rezidivieren sie augenscheinlich eher an der gleichen Stelle (Ehrhart et

al., 1996).

Bei den genannten Tierarten handelt es sich beim Insulinom um eine funktionelle
Neoplasie der B-Zellen, die autonom vermehrt Insulin produzieren, was eine
Hypoglykdmie zur Folge hat (Nelson & Couto, 2010a). Die Symptomatik
entsteht, wie auch beim humanen Insulinom, durch die Hypoglykdmie und eine
erhohte Katecholaminausschiittung. Bei Hunden und Katzen duBlert sich dies v. a.
in Anfillen, Schwiche, Lethargie, Kollaps, Ataxie, Muskelfaszikulationen und
Verhaltensdnderungen (Green & Bright, 2008; Nelson & Couto, 2010a). Beim
Frettchen wird zusétzlich Ptyalismus aufgefiihrt (Ehrhart et al., 1996).

Zur Diagnosestellung dienen die sonographische Untersuchung oder auch die
Laparotomie sowie eine anschlieende histologische bzw. immunhistologische
Untersuchung des entnommen Gewebes (Boretti, 2008; Nelson & Couto, 2010a).
In einer Studie von Robben und Kollegen (2005) stellte sich die
Computertomographie (CT) fiir das Auffinden der Primértumore gegeniiber der
sonographischen  Untersuchung oder der  Einzelphotonen-Emissions-
Computertomographie (SPECT) {iiberlegen dar. Jedoch gab es hinsichtlich des
Auftretens von Metastasen bei der CT viele falsch positive Ergebnisse (Robben et

al., 2005).
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Die chirurgische Entfernung des Tumors ist das therapeutische Mittel der Wahl.
Daneben konnen ein Fiitterungsregime, das héufigeres Fiittern spezieller
Diitfuttermittel beinhaltet, sowie ein Reihe an Medikamenten, wie Prednisolon,
Diazoxid, Octreotid und Streptozotocin, das gezielt die B-Zellen des Pankreas
zerstort, eingesetzt werden (Polton et al., 2007; Nelson & Couto, 2010a). Bei
Katzen scheint genanntes Fiitterungsregime und die medikamentdse Behandlung

weniger erfolgreich zu sein als bei Hunden (Green & Bright, 2008).

Gastrinome kommen bei Hunden und Katzen gleichermalen sehr selten vor
(Fossum, 2009). Es handelt sich hierbei um duBerst maligne Gastrin sezernierende
Tumoren, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung meist bereits in das
lymphatische System gestreut haben. Zudem treten Metastasen in Leber, Milz und
im Mesenterium auf (Fossum, 2009; Nelson & Couto, 2010a). Bei betroffenen
Tieren stehen die Hauptsymptome wie Vomitus, Anorexie, Lethargie,
Gewichtsverlust, Diarrho, aber auch Himatemesis und Melédna in Zusammenhang
mit dem Zollinger-Ellison-Syndrom (Shaw, 1988; Fossum, 2009). Abdominale
Schmerzen hingegen gehoren nicht zu den regelmidBig vorkommenden
Symptomen (Fossum, 2009). Die endoskopische Untersuchung ist das
diagnostische Mittel der Wahl. Zumeist sind eine Osophagitis und Ulzerationen,
bevorzugt im Kardiabereich des Magens und Duodenums, sowie eine verdickte
Magenschleimhaut erkennbar (Fossum, 2009; Nelson & Couto, 2010a; Gal et al.,
2011). Eine belastbare Diagnose kann mittels histologischer bzw.
immunzytochemischer Untersuchung gestellt werden (Nelson & Couto, 2010a;
Gal et al., 2011). Als Therapie empfiehlt sich eine chirurgische Entfernung des
neoplastischen Gewebes sowie ein operatives Herangehen bei bereits bestehenden
Ulzerationen. Des Weiteren muss die Hypersekretion der Magensdure

medikament6s unterbunden werden (Fossum, 2009; Nelson & Couto, 2010a).
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1.5 Neuroendokrine Neoplasien des bronchopulmonalen Systems

Das typische Karzinoid (TC) und das atypische Karzinoid (AC) kommen sowohl
im peripheren als auch im zentralen Lungengewebe vor, wobei sich
respiratorische Symptome zumeist nur bei zentralem Auftreten zeigen. Periphere
Karzinoide stellen im Allgemeinen bei Symptomlosigkeit einen Zufallsbefund dar
(Caplin et al., 2015). Das TC und das AC machen zusammen nur einem Anteil
von 1 bis 2 % an allen invasiven malignen Lungenveridnderungen aus, wobei das
AC mit 0,1-0,2 % das deutlich seltenere Karzinoid ist (Travis, 2010). Das mit
einem Vorkommen von 2,1 bis 3,5% ebenfalls seltene groBzellige
neuroendokrine Lungenkarzinom tritt primér in peripheren Bereichen der Lunge
auf (Oshiro et al., 2004; Fasano et al., 2015). Das SCLC kommt mit 15-20 % am
hiufigsten vor (Travis, 2010). Seinen Namen verdankt es seinen
charakteristischen Zellen mit kleinem hyperchromatischem Zellkern und
schmalem Zytoplasma (Bocker et al., 2012b; Horn et al., 2012). Der Primértumor
des SCLC erscheint zumeist als zentrale Raumforderung mit Wachstum ins
endobronchiale System (Horn et al., 2012). Das SCLC ist bei Diagnosestellung
bereits als fortgeschritten anzusehen, da eine frilhe Metastasierung
charakteristisch ist (Hasskarl et al., 2010). Symptome wie Husten, Dyspnoe,
Héamoptysen (blutiger Auswurf), poststenotische Pneumonien und das Vena-cava-
superior-Syndrom sind auf die zentrale oder die endobronchiale Ausbreitung des
Primirtumors zuriickzufithren (Horn et al., 2012). Bei Sitz des Tumors an der
Lungenspitze mit lokaler Ausbreitung und Infiltration der Thoraxwand kann es
zum sog. Pancoast-Syndrom kommen, das mit der Destruktion der 1. und 2. Rippe
und des 1. Brustwirbels sowie der Schiddigung von zervikalen Nervenwurzeln und
dem Horner-Syndrom einhergeht (Hasskarl et al., 2010; Horn et al., 2012). Beim
SCLC treten paraneoplastische Syndrome, bedingt durch die Produktion von
Peptidhormonen, verglichen mit den anderen NET der Lunge, am hiufigsten auf

(Kleindienst et al., 2016).
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1.6 Diagnostik und Therapie

Das diagnostische Vorgehen umfasst eine ausfithrliche Anamnese, die
Bestimmung von Laborwerten, Tumormarkern sowie bildgebende Verfahren und
pathohistologischen Untersuchungen von Bioptaten zur Sicherung des Befundes
(Allolio & Schulte, 2010; Horn et al., 2012; Rinke & Arnold, 2014). Bei
funktionellen NET werden, je nach vorliegendem Syndrom, charakteristische
Parameter bestimmt (Jensen, 2012). Die Bildgebung zur Lokalisierung und
Ausbreitung der Tumore findet iiber sonographische und endoskopische
Untersuchungen sowie kontrastmittelverstéarkte Computer- und
Magnetresonanztomographie statt (Rinke & Arnold, 2014; Kleindienst et al.,
2016). Bei Lungentumoren wird letztgenanntes Verfahren auch zur Abkldrung
von Gehirnmetastasen angewendet (Caplin et al., 2015). Nuklearmedizinische
PET/CT-Untersuchungen  (PET:  Positronen-Emissions-Tomographie)  mit
%Gallium-DOTATOC oder ®Gallium-DOTATATE oder auch Somatostatin-
Rezeptor-Szintigraphien beruhen auf der Anwesenheit von

Somatostatinrezeptoren auf der Tumoroberfldche (Poeppel et al., 2011).

Die Therapiemoglichkeiten von GEP-NEN reichen von einer chirurgischen
Intervention iiber den Einsatz von synthetischen Somatostatinderivaten und
Interferon-o. zur symptomatischen und antiproliferativen Therapie, bis hin zur
Behandlung mit Zytostatika (Rinke & Arnold, 2014). Zudem besteht die
Moglichkeit der nuklearmedizinischen Behandlung von metastasierten
inoperablen NEN mit an Somatostatinanaloga gekoppelten Radionukliden, meist
in der Kombination *°Yttrium-DOTATOC oder '"’Lutetium-DOTATATE.
(Allolio & Schulte, 2010; Rinke & Arnold, 2014).

Bei SCLC wird mit einer Kombination aus Chemo- und Strahlentherapie
behandelt. Zudem empfiehlt sich beim SCLC eine prophylaktische
Schidelbestrahlung (Hasskarl et al., 2010; Horn et al., 2012). Rezidivierende
SCLC weisen hiufig eine verringerte Sensibilitit oder gar Resistenz gegeniiber
eingesetzten Zytostatika auf (Bocker et al., 2012b; Horn et al., 2012). Anders als
beim TC und AC kann aufgrund bereits ausgedehnter Metastasierung bei
Diagnosestellung der GrofBteil der LCNEC nicht chirurgisch behandelt werden
und auch beim SCLC empfiehlt sich ein operatives Herangehen nur in duflerst

seltenen Fillen (Caplin et al., 2015; Kleindienst et al., 2016).
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1.7 Tumormodelle mit neuroendokrinen Eigenschaften

In der priklinischen onkologischen Forschung finden verschiedene
Tumorzelllinien in orthotopen oder subkutanen Miuse- oder Rattenmodellen ihren
Einsatz. Die gut etablierte amphikrine Zelllinie AR42J hat ihren Ursprung als
Azaserin-induziertes Pankreasadenokarzinom der Ratte (Longnecker & Curphey,
1975). Sie vereint sowohl exokrine als auch neuroendokrine Eigenschaften
(Rosewicz et al., 1992). So konnen bei ihr, neben anderen neuroendokrinen
Charakteristika, die essentiellen neuroendokrinen Marker Synaptophysin und
Chromogranin A festgestellt werden (Rosewicz et al., 1992; Hofsli et al., 2002).
Als sog. permanente Zelllinie ldsst sie sich unbegrenzt kultivieren, ohne dabei ihre
Eigenschaften zu verlieren (Rosewicz et al., 1992; Schmitz, 2011). Zu diesen
Eigenschaften zdhlen auch die zuverldssig, in hoher Konzentration exprimierten
und funktionellen Somatostatinrezeptoren sstr2 und auch die Expression von sstr5
(Viguerie et al., 1988; Taylor et al., 1994; Hofsli et al., 2002). Diese Zelllinie wird
verbreitet in préklinischen Studien zur Erforschung von Moglichkeiten fiir
Diagnostik und Therapie mit Somatostatinanaloga verwendet (Miederer et al.,

2008; Stelter et al., 2008; Graf et al., 2014).

Als ein Vertreter des kleinzelligen Lungenkarzinoms mit neuroendokrinen
Eigenschaften wurde u. a. die NCI-H69 als permanent kultivierbare Zelllinie
etabliert (Gazdar et al., 1980). So kann bei der kommerziell erhiltlichen NCI-
H69-Zelllinie auch  weiterhin der wichtige neuroendokrine  Marker
Chromogranin A nachgewiesen werden (Gazdar et al., 1988). AuBlerdem erweist
sie sich als eine Zelllinie mit einer hohen Dichte funktioneller
Somatostatinrezeptoren (sstr2) (Taylor et al., 1988; Taylor et al., 1994). Daher
findet diese Zelllinie ebenfalls hdaufig Anwendung in der priklinische Forschung
(Onn et al., 2003; Schmitt et al., 2003; Erlandsson et al., 2011; Lewin et al.,
2015).
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2. Diagnostik und Therapie in der Nuklearmedizin

Die Nuklearmedizin bietet sowohl Moglichkeiten fiir die bildgebende Diagnostik
als auch fiir die Therapie von Tumorerkrankungen. Hierfiir werden sog.
Radiopharmaka, die als Radiotracer fungieren, eingesetzt (Schicha & Schober,
2013a). Beim Tracerprinzip ist entscheidend, dass durch den Austausch eines
stabilen Atoms mit einem entsprechenden radioaktiven Isotop keine Anderung im
biochemischen Verhalten der Verbindung eintritt (Bartenstein et al., 2011).
Radiopharmaka (Radiotracer) bestehen zum einen aus einem Molekiil, das die
spezifische Bindung an vorliegende Strukturen, wie z. B. Rezeptoren, oder eine
Metabolisierung des Tracers ermoglicht. Der zweit Bestandteil stellt ein an die
chemische Substanz gebundenes radioaktives Isotop dar, das fiir die Anwendung
in der Diagnostik eine messbare y- oder B*-Strahlung aussendet (Bartenstein et al.,
2011; Schicha & Schober, 2013a). Fiir den therapeutischen Einsatz finden v. a.
Radionuklide mit -Zerfall Anwendung (Schicha & Schober, 2013a). Die in der
Endoradiotherapie eingesetzten Radiopharmaka reichern sich entweder iiber
metabolische Verstoffwechselung im Zielgewebe an, binden bei der Peptid-
Rezeptor-Radionuklid-Therapie (PRRT) an spezifische Rezeptoren oder wirken

bei der Radioimmuntherapie iiber markierte Antikdrper (Bartenstein et al., 2011).
2.1 Strahlungsarten und Wirkung auf Materie

2.1.1 Grundlagen und Zerfallsarten

Ein Nuklid bezeichnet die Atomkernart, die durch ihre Protonenzahl,
Neutronenzahl und dadurch durch ihre Massezahl festgelegt wird (Hermann,
2004a; Schicha & Schober, 2013a). Isotope sind Atome, deren Protonenzahl
(Ordnungszahl) gleich bleibt, die jedoch in ihrer Neutronenzahl variieren
(Hermann, 2004a). Je nach Energiezustand konnen die Kerne stabil oder instabil
sein. Bei instabilen Kernen werden diese Radioisotope genannt, bei denen ein fiir
das Atom ungiinstiger energetischer Zustand vorliegt. Man unterscheidet
natiirliche und kiinstlich hergestellte Radioisotope (Schlegel & Bille, 2002a). Die
Aktivitit einer bestimmten Menge eines Radioisotopes bezeichnet die Zerfille pro
Sekunde innerhalb dieser Menge. Die Einheit der Aktivitit ist Becquerel
(1 Bq = 1/s) (Schlegel & Bille, 2002a).
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Es wird zwischen o- Zerfall, B* - und B -Zerfillen sowie vy-Strahlung
unterschieden (Schlegel & Bille, 2002a). Beim a-Zerfall wird ein Heliumkern
*H?* ausgesendet. Liegt ein B~ -Zerfall vor, wandelt sich ein Neutron im Atomkern
in ein Proton, ein Negatron (negatives Elektron) und ein sog. Antineutrino um
(Schlegel & Bille, 2002a). Der B*-Zerfall ldsst aus einem Neutron ein Positron
(positives Elektron) und ein Neutrino entstehen (Schlegel & Bille, 2002a). Die
sog. Vernichtungsstrahlung von 1,022 MeV entsteht beim anschlieBenden
Zerstrahlen eines jeden Positrons in ein Negatron und wird in Form von zwei
genau entgegengesetzt emittierenden Photonen (y-Quanten) mit je 511 keV
freigesetzt. Photonen (y-Strahlung) sind sich mit Lichtgeschwindigkeit vom
Entstehungsort entfernende elektromagnetische Wellenpakete, die bei einer
Vielzahl von Kernzerfillen einen Teil der freiwerdenden Zerfallsenergie
darstellen. Der entstandene Tochterkern befindet sich in einem angeregten
Zustand und gelangt durch die Aussendung von y-Strahlung in einen niedrigeren

Energiezustand oder in den Grundzustand zuriick (Schlegel & Bille, 2002a).

2.1.2 Wechselwirkung mit Materie und biologische Strahlenwirkung

Die Energieiibertragung auf Materie (Gewebe) erfolgt beim o-Zerfall tiber Stoe
mit Atomkernen. Die Energieiibertragung beim p™-Zerfall erfolgt dagegen iiber
Elektronen, beim [*-Zerfall iiber Positronen (Schicha & Schober, 2013a). Die
Wirksamkeit einer Strahlung in biologischen Strukturen steht in starkem
Zusammenhang mit ihrem linearen Energietransfer (LET). Er gibt iiber den
Energieverlust der Strahlung pro zuriickgelegte Wegstrecke (keV/um) im
absorbierenden Gewebe Aufschluss. Je hoher also der LET einer Strahlung ist,
umso groBer ist die biologische Wirkung bei gleicher Dosis (in Gray, Gy)
(Knedlitschke & Weibezahn, 2002; Karstens et al., 2010). Die Wechselwirkung
der y-Strahlung mit Materie kann auf drei verschiedene Weisen erfolgen. Man
unterscheidet Photoeffekt, Compton-Effekt und Paarbildung (Schicha & Schober,
2013a).

Die Energie aller beschriebenen Zerfallsarten reicht aus, um ein Elektron aus der
Atombhiille hinaus zu katapultieren, wodurch das Atom ionisiert wird. Daher wird
diese als ionisierende Strahlung bezeichnet (Schicha & Schober, 2013a). Auf
zelluldarer Ebene kann diese ionisierende Strahlung die Schadigung von DNA
bewirken (Sauer, 2010), die sowohl direkt als auch indirekt erfolgen kann. Bei

ersterer tritt ein biologischer Effekt am selben Molekiil ein, das zuvor die Energie
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absorbiert hat. Dagegen reagiert die Strahlung bei der indirekten Strahlenwirkung
zundchst mit Wassermolekiilen, was die Entstehung freier Wasserradikale zur
Folge hat, die wiederum Veridnderungen an Biomolekiilen hervorrufen koénnen
(Sauer, 2010). Der DNA stehen Reparaturmechanismen zur Verfiigung oder, bei
irreparablen Schidden, kann die Apoptose eingeleitet werden (Sauer, 2010).
Erfolgt jedoch keiner dieser Vorginge, kdnnen sich pathologische Verinderungen
wie bosartige Tumoren manifestieren (Schicha & Schober, 2013a). In der
Nuklearmedizin wird der Effekt der ionisierenden Strahlung zur Schidigung von
Tumorzellen gezielt iiber den therapeutischen Einsatz von o- und B-Strahlern mit

ihrer kurzen Reichweiten genutzt (Schicha & Schober, 2013a).

2.2 Somatostatin und dessen Analoga

Somatostatin ist ein im Korper weit verbreitetes zyklisches Peptidhormon, das
seine hemmende Wirkung zum einen auf parakrinem Weg auf direkt benachbarte
Zellen iibertrdgt und zum anderen endokrin iiber den Blutweg auf weiter entfernte
Zielorgane (Voigt, 1996). Es entfaltet seinen hemmenden Einfluss nahezu an
jedem Organ im Korper, so u. a. auf Sekretionsvorginge im Verdauungstrakt, auf
samtliche endokrine und exokrine Funktionen des Pankreas, als Neuromodulator
an der Niere und als Neurohormon und Neurotransmitter im Nervensystem
(Voigt, 1996; Barnett, 2003; Modlin et al., 2010). Die Signaltransduktion an den
Somatostatinrezeptoren erfolgt iiber G-Proteine. Die diversen Sekretionsvorginge
konnen iiber vier mogliche Wege gehemmt werden: die Inhibierung von
Adenylylcyclase, die Aktivierung von K*- und Ca’*-lonenkanilen und der
Anregung zweier Phosphatasen (Calcineurin und Serin/Threonin Phosphatase)
(Patel & Srikant, 1997). Die hemmende Wirkung auf Wachstumshormone und die
Einleitung der Apoptose erfolgen {iiber zwei zusitzliche Wege, denen die
Anregung der Protein-Thyrosin-Phosphatase voraus geht (Patel & Srikant, 1997).
Somatostatin liegt in zwei biologisch aktiven Formen vor, dem Somatostatin-14
und dem ldngeren Somatostatin-28 (Brazeau et al., 1973; Pradayrol et al., 1980).
Somatostatin-14 ist zwar der haufiger vorkommende Vertreter, allerdings ist
Somatostatin-28 die in ihrer Funktion potentere Variante (sieche Abbildung 3)
(Modlin et al., 2010). Fiir die natiirlichen Somatostatinproteine besteht eine hohe
Affinitdt zu allen Rezeptorsubtypen, allerdings binden die Rezeptoren sstrl bis
sstr4 Somatostatin-14 stirker, wohingegen sstr5 eine bis zu 15-fach hoherer

Affinitit zu Somatostatin-28 aufweist (Patel & Srikant, 1997; Patel, 1999).
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Abbildung 3: Aufbau der nativen Somatostatinmolekiile Somatostatin-14
und Somatostatin-28

Uber eine Disulfidbriicke, an der zwei Cysteinamiosduren (lila) beteiligt sind,
wird eine [-Schleife, aus den fiir die biologische Aktivitit notwendigen
Aminosduren Phenylalanin (Phe), Trytophan (Trp), Lysin (Lys) und Threonin
(Thr) (griin), gebildet (Modlin et al., 2010); Abbildung modifiziert nach Modlin
et al., 2010

Hinsichtlich des antiproliferativen Effektes sowie der hemmenden Funktionen von
Somatostatin wurden Analoga mit einer ldngeren biologischen Halbwertszeit und
unterschiedlicher Rezeptorspezifitit zu den sstr-Subtypen entwickelt, die
eingesetzt werden, um das Tumorwachstum zu stoppen und die Symptomatik bei

hormonaktiven NET zu lindern (Patel & Srikant, 1997; Modlin et al., 2010).

In der nuklearmedizinischen Diagnostik und Therapie werden wu.a. die
Somatostatinanaloga [Tyr’]Octreotid (TOC) und [Tyr’]Octreotat (TATE)
eingesetzt, die iiber den Chelator DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7,10-Tetraessigsdure) an ein Radionuklid gekoppelt werden konnen (siehe
Abbildung 4) (Forrer et al., 2007). Ziel ist es, iiber die Rezeptorspezifitit fiir die in
NET iiberexprimierten Somatostatinrezeptoren den radioaktiven Liganden gezielt
an seinem Wirkungsort zu platzieren (Gotthardt et al., 2006). Auch die
Somatostatinanaloga besitzen eine unterschiedlich hohe Bindungskraft zu den

verschiedenen Rezeptorsubtypen. Die Rezeptorsperzifitit ist abhingig von den
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eingesetzten Aminosduren im Analogon, dem verwendeten Chelator und dem
komplexierten Metall (Reubi et al., 2000; Maecke & Reubi, 2011). So fiithrte der
Austausch der Aminosédure Phenylalanin an der dritten Stelle von Octreotid mit
Tyrosin dazu, dass die Affinitdt zu sstr2 gestiegen ist, allerdings wurde die
Affinitit zu sstr3 und sstr5 reduziert (sieche Abbildung 4) (Maecke & Reubi,
2011). Eine erhohte Affinitdt zu sstr2 existiert auch, wenn eine grofere
Hydrophilitdt im Analogon besteht, wohingegen eine gesenkte Hydrophilitit die
Affinitdt zu sstr3 und sstrS begiinstigt. DOTATATE ist im Vergleich zu
DOTATOC hydrophiler (sieche Abbildung 4) (Reubi et al., 2000; Maecke &
Reubi, 2011). DOTATOC zeichnet sich durch einen hohe Affinitit zu sstr2 und
eine etwas geringere Affinitit zu sstr5 und sstr3 aus. Verglichen damit hat
DOTATATE eine 6- bis 9-fach hohere Affinitit zu sstr2, jedoch kaum bis keine
Bindungskraft zu sstr5 und sstr3 (Reubi et al., 2000; Maecke & Reubi, 2011).

D-Phe — Cys—Phe D-Fhe - Cys—Tyr

g D-Trp |£ D-Trp
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' |
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Abbildung 4: Struktureller Vergleich synthetischer Somatostatinanaloga

Die Aminosduren der [B-Schleife fiir die biologische Aktivitit wurden mit
kleineren Abwandlungen erhalten. Tryptophan (Trp) und Lysin (Lys) sind dabei
essentiell. Das D-Tryptophan (D-Trp) soll die Wirksamkeitsdauer verldngern
(Modlin et al., 2010). Der Austausch der lipophileren Aminosdure Phenylalanin
(Phe) an der dritten Stelle vom Octreotid mit dem hydrophileren Tyrosin (Tyr) bei
[Tyr*]Octreotid (TOC) und [Tyr’]Octreotat (TATE) erhoht die sstr2-Affinitit
(rot). Durch den Austausch des Threoninol (Thr-ol) durch Threonin (Thr-OH) bei
TATE wurde die sstr2-Selektivitidt weiter erhoht (orange) (Reubi et al., 2000;
Maecke & Reubi, 2011); Abbildung modifiziert nach Reubi et al., 2000; Maecke
& Reubi, 2011; Jensen, 2012
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2.3 Messverfahren der Nuklearmedizin

2.3.1 Detektion und Weiterverarbeitung von y-Strahlen

Ein Szintillationskristall besteht iiblicherweise aus einem mit Thallium dotierten
Nal-Kristall (Natriumjodidkristall) (Lange, 2002). Das dem Nal-Kristall
zugesetzte Thallium bewirkt, dass dieser Photonen im sichtbaren Spektrum mit
der charakteristischen Wellenldnge von 415 nm emittiert (Lange, 2002; Bailey et
al., 2005). Die Aufgabe des angeschlossenen  Photomultipliers
(Sekundérelektronenvervielfacher) besteht darin, den Primérlichtimpuls, der beim
Auftreffen eines Photons im Kristall entsteht, in einen Spannungsimpuls
umzuwandeln (Lange, 2002). Beim Auftreffen des Lichtimpulses auf der
Photokathode werden Sekundéarelektronen erzeugt, die wiederum im Vakuum des
angeschlossenen Glaskolbens frei auf hintereinander geschaltete sog. Dynoden
treffen. Die Elektronen geben an jeder Dynode ihre kinetische Energie ab und
setzen wieder neue Elektronen frei (Lange, 2002; Hermann, 2004a). Der
Elektronenstrom wird somit verstédrkt bis ein messbarer Impuls entstanden ist, der
einen proportionalen Zusammenhang mit den aus der Photokathode
herausgelosten Elektronen hat. Das wiederum ldsst Riickschliisse auf die
absorbierte Energie der y-Strahlung zu (Schicha & Schober, 2013a). Durch einen
angeschlossenen Verstirker wird die Impulshéhe dem verwendeten Analysator
angepasst, der wiederum die Aufgabe hat nur Impulse einer vorher bestimmten
Hohe zur weiteren Verarbeitung zuzulassen (Lange, 2002; Hermann, 2004a). Die
analogen Signale der Messgerite werden mittels der Analysatoren fiir die
Verarbeitung in EDV-Systemen digitalisiert und in Zahlen umgewandelt (Lange,
2002). Szintillationszédhler dieser Art finden sich u.a. in y-Countern, die zur
Untersuchung von Organproben auf Anreicherung und Verteilung von
Radionukliden mit y-Anteil eingesetzt werden sowie in Detektorkopfen von v-
Kameras (Lange, 2002; Hermann, 2004a). In Ringscannern zur PET sind viele
kleine Szintillationsdetektoren eingebaut, in denen jedoch statt Nal-Kristallen
Wismutgermanat, Lutetiumoxyorthosilicat oder Gadoliniumoxyorthosilicat

verwendet werden (Lange, 2002; Schicha & Schober, 2013a).
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2.3.2 9mT¢-MA Gs3-Nierenfunktionsszintigraphie

2.3.2.1 Funktionelle Einheiten der Niere

Die funktionellen Einheiten der Niere sind die Nephrone (Konig et al., 2009). Ein
Nephron setzt sich aus dem Nierenkorperchen (Corpusculum renis) und dem
Tubulussystem, das weiter in den proximalen Tubulus, die Henle-Schleife und
den distalen Tubulus untergliedert wird, zusammen. Der distale Teil des
Tubulussystems eines Nephrons miindet schlieBlich in das Sammelrohr, welches
den Abfluss mehrerer Nephrone darstellt (Konig et al., 2009). Ein Glomerulum
wird aus Kapillarschlingen gebildet und enthélt zufithrende und abfiihrende
GefiBle. Die Bowman-Kapsel, die das Glomerulum umgibt, besteht aus einem
AuBenblatt und einem Innenblatt, zwischen denen sich ein Spaltraum bildet, in
den der Primérharn aufgenommen wird. Das Glomerulum und die beiden Blétter
der Bowman-Kapsel werden als Nierenkorperchen bezeichnet, die gleichméBig
iiber die gesamte Nierenrinde verteilt sind. Der Primirharn entsteht durch
Ultrafiltration in den Glomerula (Konig et al., 2009). Dies ist ein passiver
Vorgang, bei dem die glomeruldre Filtrationsrate von den Eigenschaften der
Filtermembran (Kapillaren, Porengrole) und den hydrostatischen und
kolloidosmotischen  Druckdifferenzen, aus denen sich der effektive
Filtrationsdruck berechnet, abhingt (Silbernagl, 1996; Fromm & Gibel, 2005).
Das Ultrafiltrat wird in die proximalen Tubuli weitergeleitet. Im angeschlossenen
Tubulussystem erfolgt {iiber aktive Transportmechanismen zum einen eine
tubuldre Riickresorption von fiir den Organismus wichtigen Substanzen in das
Blut und zum anderen, iiber die tubulidre Sekretion, die Ausscheidung von
weiteren Substanzen. Die Konzentrierung des Harns wird {iiber das

Gegenstromprinzip bewerkstelligt (Silbernagl, 1996; Fromm & Gibel, 2005).

2.3.2.2 Prinzip der *™Tc-MA G3-Nierenfunktionsszintigraphie

Bei der *™Tc-MAGs;-Nierenfunktionsszintigraphie wird das Prinzip der planaren
Szintigraphie mittels y-Kameras angewendet, das eine zweidimensionale
Darstellung der ausgesendeten y-Strahlen ermoglicht. Uber das Anlegen von
Regions of Interest (ROI) kann eine Zeitaktivititskurve tiber das Aufnahme- und

Ausscheidungsverhalten der Niere generiert werden (Schlegel & Bille, 2002b).
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PmTechnetium (°Tc) hat mit einer Halbwertszeit von 6,02 h und als reiner -
Strahler, dessen Strahlungsenergie mit 141 keV im optimalen Energiebereich fiir
Detektorkopfe von vy-Kameras liegt, nahezu ideale Eigenschaften fiir die
nuklearmedizinische Bildgebung. Die Herstellung von *™Tc erfolgt durch einen
PMo/”™Tc-Mutter/Tochter- Nuklidgenerator (Schicha & Schober, 2013a). Die
anschlieende Markierung mit Mercaptoacetyltriglycin (MAGs3) erfolgt iiber ein
Kit-System (Lange, 2002). Das aus dem Generator gewonnene Eluat wird dem
gebrauchsfertigen Pharmakon im Kit zugegeben (Hermann, 2004a). Uber
verschiedene chemische Vorginge wird das Technetium mit dem MAG;
komplexiert. Eine Reinheit des entstanden Radiopharmakons von mindestens
95 % ist Voraussetzung fiir dessen Einsatz (Bubek, 1993). Mit der dynamischen
9mTc.MAGs-Nierenszintigraphie ist es moglich, die Nieren sowohl hinsichtlich
ihrer Perfusion als auch im Hinblick auf ihre tubuldre Sekretion und Exkretion
(tubuldre Clearance) zu untersuchen. Man spricht von einer kombinierten
Perfusions- und Funktionsszintigraphie (Hermann, 2004b; Kobe, 2013). Neben
einer schnellen Anreicherung in der Niere sollte ein ideales Radiopharmakon auch
moglichst direkt in den Urin {ibergehen, bei einmaliger Nierenpassage nahezu
vollstandig ausgeschieden und nicht oder nur geringfiigig in anderen Organen
verstoffwechselt werden (Bubek, 1993; Hermann, 2004b). ™ Tc-MAG3; wird v. a.
tubulér sezerniert, da es zu etwa 90 % im Plasma an Proteine gebunden ist, sodass
nahezu keine glomeruldre Filtration stattfindet. Das ermoglicht eine direkte
Beurteilung der tubuldren Extraktion (Bubek, 1993; Hermann, 2004b). Diese Art
der Nierenszintigraphie wird bei verschiedenen Fragestellungen angewendet, so
zum Beispiel zum Nachweis von Funktionsstorungen bedingt durch eine
Nierenarterienstenose, zur Ursachenabkldrung bei Harnstauungen, zur Kontrolle
bei transplantierten Nieren, vor geplanten Nephrektomien zur Uberpriifung der
Funktionsfahigkeit der verbleibenden zweiten Niere oder auch im Falle einer
Behandlung mit nephrotoxischen Therapeutika zur Beurteilung der
Nierenfunktion im Vorfeld sowie zur Kontrolle im Behandlungsverlauf (Kobe,
2013). *™Tc-MAGs-Nierenszintigraphien fanden auch in priklinischen Studien
mit Méusen zur Untersuchung von renalen Reperfusionsschiden nach einer
kiinstlich herbeigefiihrten Ischdmie oder bei unilateraler Obstruktion des Ureters
sowie zur Evaluierung verschiedener Nephroprotektiva zum kombinatorischen
Einsatz mit '"Lu-DOTATE Anwendung (Roberts et al., 2007; Tantawy et al.,
2012; Ihan, 2013).



II. Literaturiibersicht 25

2.3.3 PET-Messung mit rezeptorspezifischen ¥Ga-Tracern

Bei der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) konnen zwei- oder
dreidimensionale Bilder erzeugt werden, indem sich die Vernichtungsstrahlung,
die beim B* -Zerfall entsteht, zu Nutze gemacht wird. Die beiden im 180°-Winkel
auseinanderstrebenden 511 keV y-Quanten werden koinzidiert detektiert, wodurch
ein direkter Zusammenhang zwischen Entstehungsort der Strahlung und des
Auftreffortes im PET-Detektorsystem entsteht. Bei einem PET-Ringscanner
umgibt den Patienten bzw. das Versuchstier ein Ringsystem mit einer Vielzahl an
Szintillationskristallen. Die aufgenommenen Daten werden mit speziellen
Computerprogrammen rekonstruiert, sodass auswertbare und beurteilbare Bilder
entstehen (Lange, 2002; Schlegel & Bille, 2002b). Im Falle von NEN dienen
8Ga-PET/CT-Scans zur Detektion und Lokalisation von Primirtumoren und
deren eventuellen Metastasen sowie zur Evaluierung des therapeutischen
Einsatzes von Somatostatinanaloga und fiir prognostische Aussagen (Haug et al.,
2010; Virgolini et al, 2010). ®Gallium (®*Ga) wird mittels eines
8Germanium/*®Gallium-Mutter/Tochternuklidgenerators gewonnen und zeichnet
sich durch einen B*-Zerfall mit einer Zerfallsenergie von 830 keV und besagter
Vernichtungsstrahlung aus. Seine Halbwertzeit betrdgt 67,7 min. (Fani et al.,
2008; Schicha & Schober, 2013a). ®Ga wird in Kombination mit DOTATOC,
DOTATATE oder auch DOTANOC, einem Somatostatinanalogon, das neben
dem sstr2 auch sstr3 und sstr5 bindet, eingesetzt (Haug et al., 2010; Virgolini et
al., 2010; Poeppel et al., 2011). Die Diagnostik iiber PET-Scans mittels ®*Ga-
gekoppelten Somatostatinanaloga erweist sich gegeniiber der '''In-Octreotid-
Szintigraphie aufgrund einer hdheren und rezeptorspezifischeren Affinitdt der
eingesetzten Somatostatinanaloga, einer hoheren Bildqualitit bei einer geringeren
Strahlenbelastung fiir die Patienten als iiberlegen (Gotthard et al., 2006; Gabriel et
al., 2007; Virgolini et al., 2010; Maas & Forrer, 2011). Ein Vergleich zwischen
8Ga-DOTATOC- und  %Ga-DOTATATE-PET/CT-Scans  zeigte  eine
vergleichbare Leistung der beiden hinsichtlich der Detektion von Lasionen, wobei
%Ga-DOTATOC hierbei, vermutlich durch die zusitzliche Bindungskapazitit zu

sstr5, etwas besser abschnitt (Poeppel et al., 2011).
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24 Endoradiotherapie neuroendokriner Neoplasien

24.1 Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie

Einsatz findet die Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie (PRRT) bei nicht
operablen und bereits metastasierten GEP-NET und bei Karzinoidtumoren anderer
Lokalisationen wie den bronchialen TC und AC (Kwekkeboom et al., 2005;
Mariniello et al., 2016). Eine Voraussetzung fiir die Anwendung von radionuklid-
komplexierten Somatostatinanaloga ist die Anwesenheit von sstr auf der
Oberfliche des Primértumors und der Metastasen sowie der Ausschluss diverser
Kontraindikationen seitens des Patienten (Gotthardt et al., 2006; Forrer et al.,
2007, Kwekkeboom et al., 2009; Rinke & Arnold, 2014). Die hiufigste
Anwendung finden heutzutage die B-Strahler *°Yttrium (*°Y) und !'"’Lutetium
("Lu), die iiber den Chelator DOTA an die Somatostatinanaloga TATE oder
TOC gekoppelt werden (Gotthardt et al., 2006; Rinke & Arnold, 2014). DOTA ist
in der Lage, *°Y und '""Lu sicher zu binden und verhindert somit, dass sich freie
Radionuklide vermehrt im Knochenmark anreichern (Forrer et al., 2007). Das
schlieBlich an den sstr gebundene Radiopharmakon wird iiber selbigen Rezeptor
in die Zelle eingeschleust und iiber Lysosomen abgebaut. Dadurch reichert sich
der radioaktive Metabolit vermehrt in der Zelle an und es wird eine
Tumorschéddigung durch die intrazelluldre Bestrahlung herbeigefiihrt (Duncan et

al., 1997; Waser et al., 2009; Schicha & Schober, 2013b).

"TLu ist ein niederenergetischer P -Emitter mit maximal 497 keV und
durchschnittlich 149 keV. Die Strahlung hat zudem y-Anteile mit 208 keV und
113 keV. Die Eindringtiefe ins Gewebe betrdgt bis zu 2,5 mm (durchschnittlich
0,7 mm). Seine Halbwertzeit betrigt 6,71 Tage (Schicha & Schober, 2013a;
Poeppel et al., 2015). Bei der Herstellung des !"7Lu mittels indirekter
Kernreaktion entsteht durch die Bestrahlung von '"®Ytterbium (!7°Yb) das
kurzlebige '"7YDb, das dann ausschlieBlich zu "’Lu zerfillt. Somit kann eine sehr

hohe Nuklidreinheit erreicht werden (Hashimoto et al., 2003).

Die PRRT wird als Behandlungsmoglichkeit von metastasierten und inoperablen
GEP-NET angesehen, die bei der langsam wachsenden Tumorform grofere
Therapieerfolge aufzuweisen scheint als es die Chemotherapie vermag
(Kwekkeboom et al., 2010). Es wird von einer symptomatischen Verbesserung bei

den zur Therapie -eingesetzten Radionuklid-Somatostatinanaloga berichtet,
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darunter, neben °°Y-DOTATOC und !""Lu-DOTATATE, auch ['"In-
DTPA®]Octreotid (Kwekkeboom et al., 2010). °Y-DOTATOC und '""Lu-
DOTATATE wirken sich positiv auf die Tumorregression aus. Ein Ansprechen
auf die erfolgte Therapie iiber einen Zeitraum von mehr als 30 Monaten konnte
verzeichnet werden (Kwekkeboom et al., 2008; Kwekkeboom et al., 2010). Bei
der Verwendung von '"Lu-DOTATATE ist von einer signifikanten Steigerung
der Lebensqualitit bei allen Patienten sowie von einer Zunahme der
Uberlebenszeit die Rede (Kwekkeboom et al., 2010). Zudem gilt die PRRT als
relativ nebenwirkungsarme Therapieform, sofern zusitzlich Nierenprotektiva
verabreicht werden (Kwekkeboom et al., 2005). Sind hiufigere Wiederholungen
eine Behandlung notwendig, kann zur Reduktion der toxischen Nebenwirkungen
bei einer initial erfolgten Anwendung von °°Y-DOTATOC auf '7Lu-
DOTATATE umgestiegen werden (Frilling et al., 2006). Der Einsatz von !"’Lu-
DOTATATE in einem fritheren Stadium scheint empfehlenswert (Kwekkeboom
et al., 2010). Im direkten Vergleich von '"’Lu-DOTATOC mit '""Lu-DOTATATE
scheint '""Lu-DOTATATE in Hinblick auf die Verweildauer im Tumor die
iiberlegenere Alternative zu sein. '"’Lu-DOTATOC zeigt dagegen ein giinstigeres

Verhalten fiir Nieren und Milz (Esser et al., 2006).

Bei bronchopulmonalen Karzinoidtumoren stellt sich der monotherapeutische
Einsatz mit ”’Lu-DOTATATE in einem frithen Stadium der Erkrankung als am
besten geeignet dar, um eine Verzogerung der Progression und eine Steigerung
der Uberlebenszeit zu erwirken (Mariniello et al., 2016). In einer Studie zum
therapeutischen Einsatz von '"Lu-DOTATATE bei Patienten mit einer ED des
SCLC konnten nur enttduschende Ergebnisse generiert werden. Allerdings wurde
von darauf hingewiesen, dass der FEinsatz in einem fritheren Stadium der
Erkrankung mit fraktionierten Dosen in entsprechender Hohe oder auch in
Kombination mit Chemotherapie erfolgsversprechender sein konnte (Sollini et al.,
2013). Dabei wird auf eine priklinische Therapiestudie mit !”’Lu-DOTATATE an
Maiusen mit subkutanen SCLC-Tumoren Bezug genommen, in der die PRRT als
alternative Behandlungsmoglichkeit beurteilt, sofern sie in optimierter Form und
in fraktionierten Dosen eingesetzt wird (Erlandsson et al., 2011). In einer anderen
Studie, bei der eine Chemotherapie in Kombination mit PRRT préklinisch
erfolgsversprechend war, wurde dies auf einen klinischen Fall {ibertragen, bei dem

ein tempordres Ansprechen verzeichnet werden konnte (Lewin et al., 2015).
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Fir eine Optimierung des Behandlungsregimes werden Empfehlungen
dahingehend ausgesprochen, von den in der Praxis hiufig angewendeten
standardisierten Behandlungsschemata abzukommen und stattdessen einen
Therapieplan einzusetzen, der auf einer individuellen Dosimetrie beruht
(Kwekkeboom et al., 2008; Kam et al., 2012; Bison et al., 2014; Rinke & Arnold,
2014).

2.4.2 Toxizitit und limitierende Faktoren

Die PRRT gilt generell als relativ sichere Therapieform mit nur moderaten
Nebenwirkungen, sofern gewisse Aspekte beriicksichtigt werden. So sind vor
einer PRRT bestimmte Laborparameter und eventuelle Ausschlusskriterien zu
erheben. Richtlinien dazu bietet die ENETS (Forrer et al., 2007; Kwekkeboom et
al., 2009). Wihrend eine Lebertoxizitidt tendenziell eher selten und in milder,
meist reversibler Form auftritt, stellt sich eine himatologische Toxizitit hdufiger
ein, die aber auch zumeist nur in milder Form und transient auftritt. Sie wird
durch die Anreicherung von Aktivitdt im Knochenmark ausgelost (Forrer et al.,
2007). Besonderes Augenmerk muss allerdings auf die Niere und ihre
Funktionsfahigkeit gerichtet werden, da die Nierentoxizitit den wichtigsten
limitierenden Faktor bei der PRRT darstellt (Forrer et al., 2007). Die maximal
tolerierte Dosis der verabreichten Aktivitdt definiert sich durch die kritischen
Organe Niere und Knochenmark (Forrer et al., 2007). Als allgemein tolerierte
Nierendosis wird ein Grenzwert, ausgehend von der externen Strahlentherapie,
von 23 Gy angegeben (Gotthardt, 2010). Fiir die kritische Nierendosis in der
internen Radiotherapie haben sich hohere Grenzwerte von 30-37 Gy
herausgestellt (Konijnenberg, 2003; Barone et al., 2005). Da sich die interne
Radiotherapie von der externe Strahlentherapie durch eine heterogene Verteilung
des Radionuklids, die unterschiedlichen Reichweite diverser Radionuklide,
Unterschiede in Dosisleistungen und absorbierten Dosisraten sowie der
fraktionierten Applikation, durch die zwischenzeitlich Reparaturmechanismen in
der Niere einsetzen konnen, unterscheidet, empfiehlt sich ein individuelles
Dosisberechnungsmodell iiber die biologisch effektive Dosis (BED) (Barone et
al., 2005; Gotthardt, 2010). Bei '""Lu ist, im Gegensatz zu *°Y, ein moderater
Nierenschaden nicht zwingend ein Ausschlusskriterium fiir die Behandlung
(Zaknun et al., 2013). Vor einer PRRT sollten immer die Nierenparameter

Harnstoff und Kreatinin bzw. die Kreatininclearance bestimmt werden. Bei einem
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bereits bekannten Nierenschaden oder bei Vorliegen von Risikofaktoren sollten
zusitzlich weiterfithrende Untersuchungen eingeleitet werden (Forrer et al., 2007,
Zaknun et al., 2013). Die Niere ist das am meisten gefdhrdete Organ, da der
Grofiteil des Radiopharmakons eine renale Ausscheidung erfihrt (Forrer et al.,
2007). Die kleinen Radiopeptidmolekiile werden zunichst glomerulir filtriert und,
obwohl ein Grofteil anschlieBend iiber den Urin ausgeschieden wird, erfolgt im
proximalen Tubulus eine teilweise Riickresorption des radioaktiven
Somatostatinanalogons ~ (Rolleman et al., 2010). Die eingesetzten
Somatostatinanaloga werden in die Tubuluszelle aufgenommen und in den
Lysosomen nahe des Nukleus abgelagert (Duncan et al., 1997; Rolleman et al.,
2010). Diese teilweise Reabsorption und der Verbleib der radioaktiven Substanz
im proximalen Tubulus konnen zu einer schiddigenden Strahlendosis fiihren
(Forrer et al., 2007; Rolleman et al., 2010). Die groite Anreicherung scheint dabei
in der Nierenrinde stattzufinden (De Jong et al., 2004). Ein entstehender
Funktionsverlust der Niere ist ein kontinuierlicher iiber Jahre andauernder
Prozess, der sich in einer Abnahme der Kreatininclearance duflert (Valkema et al.,
2005). Fiir die Reabsorption der Somatostatinanaloga werden der multiple
Liganden bindende Rezeptor Megalin sowie eventuell auch ein zweiter
Rezeptormechanismus, iiber das Cubilin, verantwortlich gemacht (De Jong et al.,
2005; Gotthardt et al.,, 2007). Auch die in der Niere exprimierten
Somatostatinrezeptoren tragen zu der Aufnahme von Aktivitdt in die Nierenzellen
bei (Rolleman et al., 2007b; Vegt et al., 2010). Um die Reabsorption der
radioaktiv geladenen Somatostatinanaloga zu reduzieren, miissen die vorliegenden
Transportmechanismen blockiert werden (Rolleman et al., 2010). Dafiir konnen
erfolgreich positiv geladene Aminosduren wie Arginin und Lysin sowie der
Gelatineplasmaexpander Gelofusine eingesetzt werden (Rolleman et al., 2003;
Rolleman et al., 2008). Fiir die Anwendung verschiedener Aminosiduren zur
Nephroprotektion existieren unterschiedliche Protokolle (Zaknun et al., 2013).
Zusitzlichen Schutz kann der phosphorylierte Aminothioalkohol Amifostine
durch das Abfangen oxidativer Strahlenschidigung bieten, der nicht nur
nephroprotektiv wirkt, sondern auch die schédliche Strahlenwirkung auf das

Knochenmark verringern kann (Rolleman et al., 2007a).
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3. Tumorbiologie und der Einsatz von iRGD

3.1 Tumorentstehung und Tumorwachstum

Vermutlich sind die meisten Tumoren klonalen Ursprungs und somit auf eine
einzelne Tumorstammzelle zuriickzufiihren (Kusewitt & Rush, 2009). Am Anfang
dieses Prozesses steht laut Kusewitt & Rush (2009) die Initiation, bei der durch
Karzinogene die DNA geschiddigt wird und sich Mutationen manifestieren.
Danach folgt die Promotion, bei der es zur Zellproliferation kommt. Hierbei sind
die anregenden Reize, sog. Tumorpromotoren, selbst nicht mutagen, sondern
verschaffen den initiierten Zellen einen Wachstumsvorteil. Bei der darauf
folgenden Progression wird der Tumor mit wachsender Heterogenitit der
Tumorzellen und steigendem Metastasierungspotential stetig maligner. Wihrend
dieses Prozesses geschehen Verdnderungen sowohl in der Tumorzelle als auch in
deren diese umgebenden Milieus, die diese Entwicklung fordern (Kusewitt &

Rush, 2009).

Das unkontrollierte Wachstum der Tumoren ist auf die genetischen
Verinderungen der regulatorisch wirkenden Systeme zuriickzufiihren (Kusewitt &
Rush, 2009). So haben Onkogene normalerweise eine koordinatorische Funktion
hinsichtlich der Proliferation, Mobilitdt und Differenzierung von Zellen (Moch et
al., 2012). Erfolgt eine Mutation in den Protoonkogenen, so werden die
Onkoproteine u. a. vermehrt oder als konstitutiv aktive Proteine exprimiert.
Letztere sind Proteine, die eine autonome und kontinuierliche biologische
Aktivitat aufweisen (Moch et al., 2012). Neben den Onkogenen sind auch die
Genprodukte von Tumorsuppressorgenen sehr wichtige funktionelle Regulatoren.
Ein génzliches Fehlen oder die Expression eines inaktiven Proteins dieser
supprimierenden Faktoren ermoglicht den Tumorzellen ein ungehindertes
Wachstum (Kusewitt & Rush, 2009; Moch et al., 2012). Des Weiteren besitzen
neoplastische Zellen eine Apoptoseresistenz, die auf Mutationen an Genen der
apoptoseregulierenden Signalkaskade zuriickzufithren sind. Das unbegrenzte
Replikationsvermégen, das Tumorzellen aufweisen, wird durch die Aktivierung

der Telomerase erméglicht und verhindert die Zellalterung (Moch et al., 2012).
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3.2 Tumorstroma, Angiogenese und Metastasierung

Das Tumorstroma wird gebildet von der extrazelluldaren Matrix und den sich darin
befindlichen Fibroblasten sowie verschiedener Entziindungs-, Immun- und
Endothelzellen (Moch et al., 2012). Zwischen den eigentlichen Tumorzellen und
dem Stroma gehen komplexe Interaktionsvorgidnge von statten, die u.a. iiber den
Austausch von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Hormonen und
Entziindungsmediatoren Auswirkungen auf Wachstum, Differenzierungsgrad und

Verhalten der Tumor- und Stromazellen haben (Kusewitt & Rush, 2009).

Tumorzellen siedeln sich bevorzugt in der Ndhe von Blutgefden an, da sie auf
eine zuverldssige Versorgung mit Sauerstoff angewiesen sind (Weinberg, 2007a).
Die einzelnen Tumorzellen werden hierbei tiber Diffusion mit frischem Sauerstoff
versorgt. Dieser Vorgang kann aber nur iiber eine Strecke von 0,2 mm
sichergestellt werden. Zellen, die weiter entfernt sind, leiden unter ernsthafter
Hypoxie und stellen ihr Wachstum ein oder sterben ab (Weinberg, 2007a). Ein
kontinuierlich wachsender, solider Tumor muss ab einem Durchmesser von 1 bis
2 mm fiir eine addquate Sauerstoff- und Nihrstoffversorgung auf eine eigene
Blutversorgung umstellen (Kusewitt & Rush, 2009). Dieser als ,,angiogenic
switch® bezeichnete Vorgang hat als einen wichtigen auslosenden Faktor die
Detektion einer Hypoxie im Tumor. Bei Hypoxie wird HIF-1a (hypoxia-inducible
transcription factor 1), ein sauerstoffsensitiver Transkriptionsfaktor, gebildet, der
wiederum die Expression von angiogenesestimulierenden Faktoren wie VEGF
(vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor) oder
TGF-a (transforming growth factor o) hervor ruft (Weinberg, 2007a; Weinberg,
2007b). Zunichst werden Endothelzellen bereits existierender Blutgefille
rekrutiert und anschlieBend angeregt zu proliferieren. Danach stellt sich eine
gerichtete Wanderung der Endothelzellen durch die extrazelluldre Matrix ein und
schlieBlich erfolgt deren Reifung und Differenzierung (Kusewitt & Rush, 2009).
Die Endothelzellen der Blutgefie produzieren Wachstumsfaktoren, die
proliferativ auf die Tumorzellen wirken (Kusewitt & Rush, 2009). Die
entstandenen TumorgefidBe sind in der Regel stirker gewunden, weisen ein
weiteres Lumen und eine groBere Permeabilitit auf als physiologische Blutgefif3e
(Yuan et al., 1995; Kusewitt & Rush, 2009). Die erhohte Permeabilitit entsteht
zum einen durch die unregulierte Produktion von VEGF im Tumor und zum

anderen weil sich die Plasmamembranen von benachbarten Endothelzellen nicht
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berithren (Weinberg, 2007b). Das hat Vorteile fiir den Tumor, weil ihm durch
perivaskuldre Ablagerungen von Fibrin und den direkten Kontakt des Blutplasmas
mit den angrenzenden Zellen die Ausbreitung erleichtert wird (Kusewitt & Rush,
2009). Diese Eigenschaft der Blutgefille wird auch fiir den Einsatz von
Therapeutika genutzt (Matsumura & Maeda, 1986; Torchilin, 2011). Bei diesem
sog. ,.enhanced permeability and retention effect (EPR-Effekt) reichern sich
makromolekulare Therapeutika vermehrt im Tumorgewebe an, die dort auch eine

verldangerte Verweildauer haben (Maeda et al., 2003).

Fiir die Metastasierung ist die Anbindung an das GefidB3system essentiell (Kusewitt
& Rush, 2009). Vor der eigentlichen Metastasierung muss zunichst die sog.
Invasion in die extrazellulire Matrix erfolgen. Zunichst werden Zell-zu-Zell-
Kontakte einzelner Zellen aufgelost, sodass diese sich vom Primédrtumor abspalten
konnen. Wichtige Adhésionsstrukturen diesbeziiglich stellen die Cadherine (E-
Cadherine) dar (Kusewitt & Rush, 2009; Moch et al., 2012). In der sog. Epithel-
Mesenchym-Transition werden bisher epitheliale Eigenschaften in mesenchymale
umgewandelt (Weinberg, 2007a). Natiirliche Barrieren wie Basalmembranen
werden durchbrochen, indem diverse degradierende Proteasen, v.a. Matrix-
Metalloproteinasen, im Umfeld der Tumorzellen aktiver werden (Kusewitt &
Rush, 2009; Moch et al., 2012). Den Tumorzellen ist es anschlieend durch die
aktive Lokomotion moglich sich in das zu invadierende Gewebe hineinzubewegen
(Moch et al., 2012). Die Kontaktaufnahme der Tumorzellen mit Bestandteilen der
extrazelluliren Matrix, wie z.B. Fibronektin, Laminin, Kollagen oder
Vitronektin, erfolgt hierbei iiber Integrine und andere Rezeptoren wie
Hyaluronsdurerezeptoren, die wihrend der Invasion und Metastasierung vermehrt
und auf der gesamten Oberflache der Tumorzellen ausgeprigt sind (Kusewitt &
Rush, 2009; Moch et al., 2012). Das Aktinfilamentsystem der Tumorzellen
ermdglicht anschlieBend die aktive amoboide Fortbewegung (Moch et al., 2012).
Im weiteren Verlauf der Metastasierung findet die Intravasation, das Eindringen
in Blut- und Lymphgefifle bzw. Korperhohlen, statt. Die Tumorzellen werden
iiber Blut- und Lymphgefde verschleppt. Als letzter Schritt erfolgt die
Extravasation der Tumorzellen, der Austritt aus den Metastasierungswegen (Moch

et al., 2012).
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33 Integrine, Neuropillin-1 und iRGD

Integrine sind heterodimere Transmembranrezeptoren, bei denen aus 18 a- und 8
B-Untereinheiten 24 bekannte Heterodimervarianten gebildet werden konnen
(Weinberg, 2007c). Jede o- und B- Untereinheit hat eine grofle extrazellulédre
Domaine, eine transmembrandse Doméne sowie einen kleinen zytoplasmatischen
Teil (sieche Abbildung 5) (Hynes, 2002; Weinberg, 2007c). Die Integrine
verschaffen den Zellen die Féhigkeit, aktiv zu erkennen, ob sie mit der
extrazelluldren Matrix verbunden sind und stabilisieren das Gewebe (Weinberg,
2007c). Zudem vermogen die Integrine, neben der Bindung ihrer Liganden in der
extrazelluliren Matrix, auch sog. ,,focal adhesions* zu bilden, bei denen sie mit
ihren Bindungsstellen im Zytoplasma auch dort an Bestandteile wie u. a. a-
Aktinin, Vinkulin, Talin und Paxillin binden kénnen (siehe Abbildung 5) (Hood
& Cheresh, 2002; Weinberg, 2007c). Integrinen ist es nicht nur moglich
Informationen von auBlerhalb in die Zelle zu leiten, sondern auch umgekehrt
(Hynes, 1992, Hood & Cheresh, 2002). Uber Integrine werden diverse Signale
weitergeleitet, die Einfluss auf die Migration, Proliferation und das Uberleben der

Zelle haben (Hynes, 1992; Hood & Cheresh, 2002; Hynes, 2002).

Wihrend der tumorinduzierten Angiogenese und der Metastasierung nehmen
Integrine bei der aktiven Interaktion der Zellen mit ihrer Umgebung eine
bedeutende und vielfdltige Rezeptorstellung ein (Giancotti & Mainiero, 1994;
Clezardin, 1998; Hood & Cheresh, 2002). Von besonderem Interesse sind hierbei
das avPB3- und das avp5-Integrin (Friedlander et al., 1995; Ruoslahti, 2002). Bei
der Neoangiogenese werden diese Rezeptoren, v. a. avp3, in ausgeprigter Form
auf den Endothelzellen ausgebildet (Stromblad & Cheresh, 1996; Eliceiri &
Cheresh, 1998). Sie finden sich jedoch nicht nur durch die intensivierte
Angiogense vermehrt in neoplastischem Gewebe, sondern bei diversen
Neoplasien wie Melanomen, Glioblastomen, Lungenkarzinomen und auch bei
Magenkrebs exprimieren die Tumorzellen selbst diese Integrine als
Oberflachenrezeptoren aus (Majda et al., 1994; Marshall & Hart, 1996; Schnell et
al., 2008; Boger et al., 2015). Zudem scheint v. a. eine ausgeprigte Expression der
avfB3-Integrine einen Einfluss auf das maligne Verhalten und das
Metastasierungspotential der Tumoren zu haben (Nip et al., 1992; Marshall &
Hart, 1996; Liapis et al., 1997). Sehr ausfiihrlich studiert wurde diesbeziiglich das

maligne Melanom. Es wurde erkannt, dass die Anwesenheit von avf3 den Zellen
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das Uberleben sichert (Petitclerc et al., 1999). Aufgrund der Erkenntnis, dass die
avfB3-Integrine nur auf malignen Ausprigungen der Melanozyten exprimiert
werden, scheint es hier einen Kriterium fiir Malignitit zu sein (Felding-

Habermann et al., 1992; Natali et al., 1997).

Aufgrund der groen Bedeutung im Rahmen der Tumorgenese stellen die avf3-
Integrine und auch die avfB5-Integrine einen potentiellen Angriffspunkt fiir neue
anti-angiogenetische und anti-metastatische Therapeutika in der Krebstherapie dar
(Brooks et al., 1994a; Eliceiri & Cheresh, 2001; Jin & Varner, 2004). Seit
geraumer Zeit ist die Integrin-Erkennungssequenz, aus den drei bedeutenden
Aminosduren, Arginin-Glycin-Asparagin, die sog. RGD-Sequenz, bekannt
(Ruoslahti & Pierschbacher, 1987; Ruoslahti, 2003). Durch den Einsatz linearer
oder zyklischer Peptide, die die RGD-Erkennungssequenz beinhalten, konnte in
praklinischen Studien die tumorinduzierte Angiogenese und damit das
Tumorwachstum erfolgreich unterbunden werden (Brooks et al., 1994b; Brooks et
al., 1995; Taga et al., 2002). Auch die Metastasierung lief} sich in priklinischen
Studien durch die Anwendung solcher Integrin-Antagonisten erfolgreich
verhindern (Komazawa et al., 1993; Buerkle et al., 2002; Sugahara et al., 2015).
Fir die Behandlung von Glioblastomen ist bereits ein vielversprechendes
Medikament in der klinischen Erprobungsphase weit vorangeschritten, das auch
bei Neoplasien anderer Genese klinisch getestet wird (Reardon & Cheresh, 2011;
Ganguly et al., 2013). Weiteres Augenmerk wird auf den Einsatz avp3-selektiver
RGD-Peptide bei der bildgebenden Diagnostik gerichtet. Damit sollen,
neoplastische Strukturen und angiogenetische Prozesse iiber den Nachweis von
Integrinrezeptoren dargestellt werden (Beer & Schwaiger, 2008). Fiir die
nuklearmedizinische Diagnostik werden verschiedenste RGD-Radiotracer auf
ihren eventuellen klinischen Einsatz hin untersucht (Haubner et al., 2010; Beer et
al., 2011; Gaertner et al., 2012; Haubner et al., 2014). Einige Radiotracer haben
bereits am Patienten Einsatz gefunden, wie z.B. '8F-Galcato-RGD oder das '8F-
AH11585 (Kenny et al., 2008; Beer et al., 2011; Haubner et al., 2014). Auch zwei
%8Ga-gekoppelte RGD-Varianten sollen in der klinischen Phase getestet werden

(Haubner et al., 2014).
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Mit der Entdeckung des zyklischen iRGD-Peptids (internalizing RGD, tumor-
homing peptide) erdffnete sich die Moglichkeit Therapeutika, die sonst nur iiber
den EPR-Effekt an den Tumor gelangten, gezielt iiber die Zellwandbarriere in die
Zelle einzuschleusen (Sugahara et al., 2009). Das iRGD-Peptid CRGDK/RGPDC
enthdlt jene Erkennungssequenz CRGDK/R, oder allgemein ausgedriickt
K/RXXK/R, die iiber den Neuropillin-1-Rezeptor (NRP-1) das Eindringen in den
Tumor ermoglicht (Teesalu et al, 2009). R und K sind alternative Varianten, von
denen die K-Variante die Internalisierung stirker betreibt (Teesalu et al., 2013).
Die Sequenz hat eine gemeinsame Struktur mit den C-terminalen Enden der
eigentlichen Liganden der NRP-1, dem VEGF-A165 und einigen Semaphorinen
(Teesalu et al., 2009). Mittlerweile ist auch bekannt, dass iiber Neuropilin-2 mit
einem anderen Peptid, das eine solche Erkennungssequenz enthilt, ebenfalls eine

Internalisierung erfolgen kann (Roth et al., 2012).

Die beiden Neuropilin-Rezeptoren sind transmembrandse Glykoproteine, die
grofle Bedeutung fiir die Entwicklung des Nervensystems haben, sind aber auch
auf diversen anderen Zellen des Organismus, u. a. auf neuroendokrinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes, Osteoblasten, Dendritischen Zellen, T-Zellen und Zellen
des Glomerulums zu finden (Ellis, 2006). NRP-1 wird auf den Endothelzellen von
arteriellen Gefden exprimiert, wohingegen NRP-2 auf LymphgefidBen und Venen
ausgebildet wird (Staton et al., 2007). NRP-1 und NRP-2 foérdern durch die
Verbindung mit VEGF die Angiogenese. Einen hemmenden Einfluss hat dagegen
die Kombination mit Semaphorin (Ellis, 2006). NRP-1 und NRP-2 zeigen eine
Uberexpression auf Endothelzellen bei der tumorinduzierten Angiogenese und auf

verschiedenen Tumorzellen (Ellis, 2006; Staton et al., 2007; Jubb et al., 2012).

Von NRP-1 ist bekannt, dass es mit VEGF iiber dessen C-terminales Ende
interagiert und eine Permeabilitit der Zellmembran bewirkt (Becker et al., 2005).
Damit nun die Erkennungssequenz CRGDK/R ihre Wirkung an den Neuropilin-
Rezeptoren entfalten kann, muss sie als C-terminales Ende zur Verfiigung stehen,
was auch als ,,C-end rule* oder CendR bezeichnet wird (Sugahara et al., 2009;
Teesalu et al., 2009). Die Aktivierung stellt einen mehrstufigen Prozess dar.
Zunachst bindet das zyklische iRGD mit seiner RGD-Sequenz an das avf3-
Integrin. Dort wird es proteolytisch gespalten und das zuriickbleibende CRGDK/R
bindet, nachdem es seine Bindungskraft zum Integrinrezeptor verloren hat,

anschlieend mit hoher Affinitdt an NRP-1, iiber welches nun die Internalisierung
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erfolgt (siehe Abbildung 5) (Sugahara et al., 2009). Bisher ist bekannt, dass VEGF
und Semaphorin 3A iiber unterschiedliche Signalwege eine Permeabilitit der
GefilBle bewirken (Dovrak & Feng, 2001; Acevedo et al., 2008). Bei VEGF erfolgt
dies durch die Formung von sog. Vesiculo-Vacuolar-Organellen, einem
Vesikelnetzwerk, das die Zellmembran durchtunnelt (Dovrak & Feng, 2001). Die
genauen Prozesse der Internalisierung iiber NRP-1 sind noch nicht ginzlich
geklirt und bediirfen noch ausgiebiger Erforschung (Tessalu et al., 2013). Die
iiber den CendR-Signalweg eingeschleusten Substanzen scheinen im Zellinneren
in Vesikel verpackt zu werden, was die Vermutung nahe legt, dass die
Internalisierung {iiber einen endozytotischen Vorgang ablduft. Die hohe
Geschwindigkeit, mit der das geschieht, weist darauf hin, dass dies einen
energieabhingigen, aktiven Prozess darstellt (siehe Abbildung 5) (Tessalu et al.,
2013).
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Abbildung 5: Schritte des iRGD-vermittelten Internalisierungsprozesses mit
der vermuteten energieabhingigen Endozytose

Erginzend hinzugefiigt sind auflerdem Liganden der Integrine (avp3 alle
aufgelisteten Liganden, avpB5 nur Vitronektin) in der extrazelluliren Matrix und
die Verbindungsproteine fiir die p-Untereinheit zum Aktin-Zytoskelett im
Zellinneren, sowie der Aufbau des Neuropilin-1 nach Hynes, 1992; Ellis, 2006,
Staton et al., 2007 und Weinberg, 2007c. Abbildungsteil Internalisierungsprozess
modifiziert nach Sugahara et al., 2009 und Tessalu et al., 2009 mit Abbildungsteil
energieabhingige Endozytose nach Teesalu et al., 2013
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In der Tumortherapie wird iRGD fiir seinen Einsatz sowohl als ein an die
entsprechende  Substanz  gekoppeltes Peptid erforscht als auch als
koadministriertes Peptid. Studien, bei denen iRGD in Kombination mit
Zytostatika verabreicht wurden, haben eine signifikant erhohte Anreicherung im
Tumorgewebe ergeben (Sugahara et al., 2010; Akashi et al. 2014). AuBBerdem
wird an der Entwicklung und Optimierung weiter Peptide, die die CendR-Sequenz
enthalten, geforscht (Roth et al.,, 2012; Alberici et al., 2013). Erste
Untersuchungsergebnisse zu Peptiden, die durch NRP-1 nicht nur in die Zelle
eindringen konnen, sondern auch zur Extravasation fihig sind, wurden kiirzlich

von Kadonosono und Mitarbeitern (2015) veroffentlicht.

4. Arbeitshypothese

Der Einsatz von radionuklidbeladenen Somatostatinanaloga zur Therapie
verschiedener NEN verspricht eine hoffnungsvolle Behandlungsalternative.
Jedoch bestehen auch bei dieser Therapieform dosislimitierende Faktoren. Ein
Ziel ist es daher, stets die pathologischen Verdnderungen so spezifisch wie
moglich anzugreifen und gleichzeitig die gesunden Zellen bzw. Organe

bestmoglich zu schonen.

Im Rahmen dieser Dissertation soll erforscht werden, ob durch den
kombinatorischen Einsatz von iRGD mit ['7’Lu-DOTA’ Tyr*]Octreotid (”’Lu-
DOTATOC) eine verbesserte Anreicherung im neoplastischen Gewebe und damit
eine effizientere therapeutische Wirkung erzielt werden kann. Die hierzu
angesetzten, sehr umfangreichen Therapiestudien an tumortragenden
immundefizienten Nacktméusen sind nach den gegebenen Maoglichkeiten
kliniknah gestaltet. Den eigentlichen Therapieversuchen vorangestellt sind
nuklearmedizinische Biodistributionsstudien zur Evaluierung der Anreicherung
von Aktivitit in Nieren und Tumoren der verfiigbaren Zelllinien sowie einer
dosimetrischen Berechnung. Die Therapieversuche sind sowohl mit nur einem als
auch mit zwei Therapiezyklen angesetzt. Die eingesetzte Hohe der
therapeutischen Aktivitdt soll, zusammen mit einem ausreichenden Abstand
zwischen den zwei Therapiezyklen eines Versuchs, einen therapeutischer Effekt
bewirken, bei dem nur moderate Nebenwirkungen zu erwarten sind. Die

Anwesenheit der avp3-Integrine wird iiber ®®Ga-Sans im pPET evaluiert. Wie in
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der Praxis iiblich erhalten auch die Maéuse parallel zur Therapie eine
Fliissigkeitssupplementierung sowie eine Aminosdurelosung zur
Nephroprotektion. Besonderes Augenmerk wird zudem auf die Auswirkung der
eingesetzten Therapie auf die Nierengesundheit gelegt. Hierzu werden pra- und
posttherapeutische *™Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphien Aufschluss geben.
Zudem werden Harnstoff und Kreatinin als nierenspezifische Blutparameter am
Ende des Versuchs bestimmt sowie eine histologische Aufbereitung der Nieren
vorgenommen. Leukozyten- und Thrombozytenwerte sollen zur Evaluierung der

Auswirkung der Therapie auf das Knochenmark herangezogen werden.

Fiir die Uberpriifung der komplexen Vorgiinge und der mdglichen pathologischen
Veridnderungen ist ein physiologisches System und somit der Einsatz eines
Tiermodells fiir diese Studie unumgénglich. Das Generieren der umfangreichen
Parameter in dieser Studie soll gleichzeitig Aufschluss iiber die diversen
Auswirkungen der Behandlung mit den angesetzten Therapeutika geben, sodass
fiir die unterschiedlichen Fragestellungen nicht wiederholt Miuse fiir weitere
Versuche eingesetzt werden miissen. Dem Wohlbefinden und der Lebensqualitét
jeder einzelnen Maus werden hierbei als wichtige Kriterien fiir den schonenden
Einsatz der Therapie sowie fiir deren Wirksamkeit als kliniknahe
Beurteilungsparameter ein sehr hoher Stellenwert eingerdumt. In Anbetracht

dessen ist auch die ethische Vertretbarkeit der Versuche in dieser Studie gegeben.
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Chemikalien und Medikamente

Cutasept® F Hautdesinfektion Bode Chemie GmbH,
Hamburg, Deutschland

Dermabond " Mini, Hautkleber Johnson & Johnson Medical
GmbH, Ethicon Deutschland,
Norderstedt, Deutschland

Dexpanthenol, Bepanthen® 5%, Augensalbe Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland

Ethanol 70%, vergillt Otto Fischer GmbH und
Co KG, Saarbriicken,
Deutschland

FBS Superior (fetales Kélberserum) Biochrome AG, Berlin,
Deutschland

Formalin 10 % TU  Miinchen, Miinchen,
Deutschland

Horse Serum Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Incidin® Liquid Ecolab Deutschland GmbH,
Monheim am Rhein,
Deutschland

Isofluran CP® (Isofluran) CP-Pharma HGmbH,
Burgdorf, Deutschland

L-Glutamine Biochrome AG, Berlin,
Deutschland

Metacam® (Meloxicam) Boehringer Ingelheim,
Ingelheim am Rhein,
Deutschland

Mykoplasma Off™ Minerva Biolabs GmbH,
Berlin, Deutschland

Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco® by Life Technologies,

Paisley, UK
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2. Losungen

2.1 Injektionslosungen

Aminosdurelésung zur Nephroprotektion (Losung zur intravendsen Infusion)

(Apotheke Klinikum der Universitidt Miinchen)
1000 ml enthalten:

L-Agininhydrochlorid 30,16 g; L-Lysinhydrochlorid 31,31 g; Wasser fiir
Injektionszwecke 750,0 ml; Natriumchloridlésung 0,9% zu 1000,0 ml;

hypertone Losung

steril und pyrogenfrei

Isotonische Natriumchloridlgsung (NaCl-Losung 0,9%)

(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H., Deutschland)
100 ml enthalten:

Natriumchlorid 0,9 g; Wasser fiir Injektionszwecke; Salzsdure 25 %,

Natriumhydroxid; Na* 0,154 mmol/ml; C1" 0,154 mmol/l

2.2 Zellkulturmedien
RPMI Medium 1640

(Gibco® by Life Technologies ", Carlsbad, CA, USA)
ohne L- Glutamine

RPMI Medium 1640 (ATCC-Modification)

(Gibco® by Life Technologies ", Carlsbad, CA, USA)

D-Glucose (4,5 g/L); HEPES Buffer (2,383 g/L); L-Glutamine;
Sodium Bicarbonate (1,5 g/L); Sodium Pyruvate (110 mg/L)
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3. Geriate und Materialien

y-Counter, Cobra Quantum5003

y-Kamera, Philips-Prism 3000 XP

UPET-Scanner, Invenion P120

Analysenwaage CP224S

Aktivimeter (Ionisationskammer)Typs VDC-202

BD Microlance™ 3 Kaniilen (26G, 27G, 30G)
Castroviejo Micro Needle Holder
CO»-Inkubator CB 150

Cryovials Cryo.s" 2 ml

Eppendorf Tubes®

Falcons Cellstar® 15 ml, 50 ml

Fine Bore Polyethylen Tubing

Insulinspritzen BD-Micro-Fine™ 0,5ml, 29G

Kompaktwaage Soehnle Professional 9202

Lithium-Heparin-Rohrchen, 1,3 ml
Mikroskop, 471202-9901
Mikrowaage CPA26P

Narkosegerit, Isofluran Med. Vet. Vapor

Packard Instrument Company
Inc., Downers Grove, IL, USA

Philips Medical Systems, Inc.,
Cleveland, OH, USA

Siemens AG, Miinchen,
Deutschland

Sartorius  AG,  Géttingen,
Deutschland

Comecer S.p.A., Castel
Bolognese, Italien

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

Greiner Bio-One  GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Greiner Bio-One  GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Smiths Medical Deutschland

GmbH, Grasbrunn,
Deutschland
Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Soehnle Industrial Solutions
GmbH, Backnang,
Deutschland

Laboklin GmbH & Co.KG,
Bad Kissingen, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Sartorius  AG,
Deutschland

Drigerwerk AG & Co KGaA,
Lubeck, Deutschland

Gottingen,
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Norm-Ject® Tuberculin 1ml Einmalspritze
Objekttrager (fiir Blutausstriche)

Pipetten Eppendorf Research

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Pipettenspitzen Eppendorf Dualfilter T.I.P.S.®
Pipettiertgerite, Pipetboy Comfort
PS-Rohrchen, Sml + Griffstopfen

Scepter " (Zellzihlgeriit)

Scepter " -Sensor-60 ul

Schiebelehre Traceable®

Sicherheitswerkbank HeraSafe® HSP12

Thermofol-Wirmefolie

Wirmeunterlage, ThermoLux®

Zihlkammer C-Chip, Neubauer Improved

Zellkulturflaschen Filter 75cm?, 150 cm?

Zentrifuge 5810 R

Henke-Sass Wolf GmbH,
Tuttlingen, Deutschland

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Corning®, Costar® Stripetten®,
Corning, NY, USA

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

IBS Integra  Biosciences,
Biebertal, Deutschland

Greiner Bio-one  GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

EMD Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA

EMD Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Kendro Laboratory Products

GmbH, Langenselbold,
Deutschland
Thermo-Fldchenheizung
GmbH, Rohrbach,
Deutschland

Witte +  Sutor GmbH,
Murrhardt, Deutschland

NanoEnTek Inc., Seoul, Korea

TPP Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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4. Programme

AMIDE 1.0.5. Medical Imaging Data Examiner,
Free Software Tool,
http://amide.sourceforge.net

Hermes Dynamic Study Display Version 4.0 (Hermes Gold V2.10)
Hermes Medical Solutions,
Stockholm, Schweden/London, GB

Invenion Aquisition Workplace Version 1.5.0.28, Siemens Medical
Solutions, Knoxville, TN, USA

Matlab V. 2011 The MathWorks, Inc., Natick, MA,
USA

Microsoft Excel (2010 u. 2013) Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA

IBM SPSS Statistics 23 IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Deutschland

S. iRGD

5.1 iRGD zur Koinjektion

Das zur Koinjektion verwendete iRGD-Peptid cyclo[CRGDKGPDC]-CONH2
wurde iiber die ITG Isotop Technologies Garching GmbH in Garching bei
Miinchen von der Iris Biotec GmbH aus Marktredwitz bezogen. Das Peptid wurde
als gefriergetrocknetes Pulver mit einer Reinheit von 98 % geliefert. Das Pulver
wurde fiir die Anwendung bei den Méusen, zu je 3 mg aliquotiert und in 1,5 ml
isotonischer NaCl-Losung gelost. In der erzeugten Losung waren somit 200 ug
des Peptids in 100 ul NaCl-Losung enthalten, was der Dosierung (je Applikation)
von 8 umol/kg fiir eine Maus entsprach (Sugahara et al., 2009; Akashi et al.,
2014).

5.2 iRGD zur Kopplung mit Ga

Das iRGD-Peptid zur Kopplung an %Ga fiir die uPET-Scans wies dieselbe
Grundstruktur auf wie das iRGD zur Koinjektion, war allerdings bereits mit dem
Chelator DOTA modifiziert (Sitz am N-terminalen Ende des iRGD). Bezogen
wurde dieses Peptid ebenfalls iiber die ITG Isotop Technologies Garching GmbH
in Garching bei Miinchen, Deutschland von der Iris Biotec GmbH aus

Marktredwitz, Deutschland.
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6. Radionuklide und Herstellung der Radiopharmaka

6.1 ["Lu-DOTA?,Tyr*]|Octreotid

Das "Lutetium ('’"Lu) wurde iiber die ITG Isotop Technologies Garching GmbH
in Garching bei Miinchen, Deutschland, bezogen. Die Herstellung des '7"Lu war
dort tiber das von diesem Unternehmen patentierten Verfahren erfolgt, bei dem
iiber eine indirekte Kernreaktion durch die Bestrahlung von '"®Ytterbium (!7°Yb)
zunichst das kurzlebige !"7Yb entsteht, das anschlieBend zu '""Lu zerfillt. Die B~ -
Strahlung wird fiir therapeutische Zwecke genutzt, die y-Strahlung kann im y-
Counter in den Biodistributionsstudien detektiert werden (siehe auch II. 2.3.1 und
2.4.1). Das '"Lu wurde in fliissiger Form als Lutetium-Chloridlosung geliefert.
Die Radionuklidreinheit betrug > 99,0 %. Die Synthese des Radiopharmakons
['""Lu-DOTA?, Tyr*]|Octreotid ('”’Lu-DOTATOC) erfolgte in der Radiopharmazie
der Nuklearmedizin der Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin des Klinikums
GroBhadern (Klinikum der Universitit Miinchen, Deutschland). FEine
radiochemische Reinheit von >95 % wurde mittels
Hochdruckfliissigkeitschromatographie erreicht. Der pH-Wert wurde auf ein
physiologisches Niveau von pH 7,4 eingestellt. Die zur Therapie verabreichten
25 MBq bzw. 50 MBq '""Lu-DOTATOC wurden mit isotonischer NaCl-Losung

auf ein Volumen von 100 ul aufgefiillt.

6.2 8Ga-DOTA-IRGD

Der %Ge/*®Ga-Mutter/Tochternuklidgenerator wurde ebenfalls iiber die ITG
Isotop Technologies Garching GmbH in Garching bei Miinchen bezogen. Dieser
Generator stellt auch ein Patent des genannten Unternehmens dar. Das
DOTATOC wurde iiber die ITG Isotop Technologies Garching GmbH von der
ABX GmbH, Radeberg, Deutschland, bezogen. Die Synthese des Tracers %3Ga-
DOTA-iRGD erfolgte in der Radiopharmazie der Nuklearmedizin der Klinik und
Poliklinik fiir Nuklearmedizin des Klinikums GroBhadern. Eine radiochemische
Reinheit von >95% wurde mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie
erreicht. Der pH-Wert wurde auf ein physiologisches Niveau von pH 7.4

eingestellt.
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6.3 PmTe-MAG:

Die Herstellung von *™Tc mit einen *Mo/**™Tc-Mutter/Tochter- Nuklidgenerator
(Mallinchrodt Pharmaceuticals, Dublin, Irland; GE Healthcare Buchler GmbH
und Co KG, Braunschweig, Deutschland; CIS Bio GmbH, Berlin, Deutschland)
sowie dessen MAGs-Markierung iiber ein Kit-System (Mallinchrodt Medical
B.V., Petten, Niederlande) erfolgte im Rahmen der tiglichen Routine durch eine /
einen Medizinisch-technischen Radiologieassistenten der Klinik und Poliklinik
fir Nuklearmedizin des Klinikums GroBhadern. Das Produkt wies stets eine
radiochemische Reinheit von > 95% auf. Der pH-Wert wurde auf ein

physiologisches Niveau von pH 7,4 eingestellt.

7. Zelllinien und Zellkultur

7.1 AR42]J: Azaserin-induziertes Pankreasadenokarzinom der Ratte
Die AR42J-Zelllinie (ATCC® CRL-1492TM) des Azaserin-induzierten
Pankreasadenokarzinoms der Ratte wurde von der European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC) bzw. American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA, USA) bezogen.

7.2 NCI-H69: humanes kleinzelliges Lungenkarzinom
Die Tumorzelllinie NCI-H69 (ATCC® HTB-119™), als Vertreter des humanen
kleinzelligen Lungenkarzinoms, wurde iiber die American Type Culture

Collection, Manassas, VA, USA, erworben.

7.3 Kultivierung der Zellen

7.3.1 AR42])

Die adhdrent wachsenden Zellen der AR42J-Zelllinie wurden in RPMI Medium
1640, dem 10 % FKS (fetales Kilberserum) bei den Zellen der ECACC bzw.
20 % FKS bei den Zellen der ATCC und 5 ml L-Glutamin zugegeben worden
war, bei 95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO;-Gehalt und 37 °C im Brutschrank
kultiviert. Die Verwendung zweier verschiedener Konzentrationen des FKS
beruht auf den unterschiedlichen Angaben in den dazugehorigen Datenblittern.
Dem Wachstumsmedium wurde bewusst kein Antibiotikum zugesetzt. Der

Medienwechsel und die Subkultivierung der Zellen erfolgten unter aseptischen
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Bedingungen an der Sicherheitswerkbank HeraSafe® HSP12 (Kendro Laboratory
Products GmbH, Langenselbold, Deutschland). Das Zellmedium, die Phosphat-
gepufferte  Salzlosung (PBS) und das  Trypsin-EDTA  (EDTA:
Ethylendiamintetraessigsdure) wurden vor jeder Arbeit mit den Zellen im

Wirmebad auf 37 °C erwirmt.

Nach dem Auftauen der Zellen wurden die Zellen mit 1100 rpm (revolutions per
minute) fiir 4 min zentrifugiert und der Mediumiiberstand mit einer Pipette
vorsichtig abgezogen. Nach Zugabe von 5 ml frischen Wachstumsmediums
wurden die Zellen gut resuspendiert und in eine T75 Kulturflasche (75 cm?
Bodenfliche) mit Wachstumsmedium tiiberfiihrt. Nach 5-6 Tagen Wachstumszeit
im Brutschrank und einmalig erfolgtem Mediumwechsel in diesem Zeitraum
konnten diese in die nichstgroBere Kulturflasche T150 (150 cm? Bodenfliiche)
tiberfithrt werden, das einem Subkultivierungsverhiltnisses von 1 :2 entsprach.
Danach erfolgte regelmiflig nach 5 Tagen ein die Subkultivierung, das sog.
Passagieren, im Verhiltnis 1 : 5. Der Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.
Sowohl fiir die Subkultivierung der Zellen als auch fiir den Mediumwechsel
musste das Wachstumsmedium mit einer Pipette abgesaugt werden. AnschlieBend
wurden zur Befreiung des Zellrasens von Mediumresten und Zelldetritus 20 ml
PBS zugegeben und nach leichtem Schwenken wieder abgezogen. Anschlielend

wurde wieder 25 ml frischen Wachstumsmediums zugegeben.

Fiir die oben erwihnte Subkultivierung erfolgte zunichst die Zugabe von 3 ml
Trypsin-EDTA-Losung je Kulturflasche (150 cm?), was eine enzymatische
Ablosung der adhdrenten Zellen bewirkt. Nach einer Wartezeit von ca. 5-10 min
hatten sich die Zellen vollstindig vom Flaschenboden abgelost. Wihrend der
Wartezeit wurden die neuen Zellkulturflaschen fiir die Subkultivierung beschriftet
und mit jeweils 23 ml frischen Wachstumsmediums befiillt. Zur Unterbrechung
der enzymatischen Reaktion des Trypsin-EDTA wurden anschlieBend 7 ml des
Wachstumsmediums zugegeben. Die Resuspendierung der Zellsuspension mit
einer 10 ml-Pipette bewirkte ein Vereinzeln der Zellen fiir eine gleichmiBige
Verteilung in der neuen Zellkulturflasche. Fiir ein Subkultivierungsverhéltnis von
1 : 5 wurden von der Zellsuspension jeweils 2 ml in die neuen Zellkulturflaschen

gegeben.
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7.3.2 NCI-H69

Anders als bei der AR42J-Zelllinie wachsen die NCI-H69-Zellen in einer
Suspensionskultur in Zellaggregaten. Die Zellen diirfen nicht giinzlich vereinzelt
werden, da diese sonst ihre Lebensfihigkeit verlieren. Die Umdrehungszahl beim
Zentrifugieren durfte daher nur 705 rpm betragen, die Zeit von 4 min wurde auch
hier gewdhlt. Ein Zentrifugieren fand auch nur nach dem Auftauen und fiir die
Tumorinokulation statt. Die NCI-H69-Zellen wurden in RPMI Medium 1640
(ATCC-Modifikation), einem Zusatz von 10 % FKS, bei 95 % Luftfeuchtigkeit,
5 % CO»-Gehalt und 37 °C im Brutschrank kultiviert. Dem Wachstumsmedium
wurde kein Antibiotikum zugegeben. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter

aseptischen Bedingungen an der bereits genannten Sicherheitswerkbank.

Der Vorgang fiir das Auftauen der Zellen und das Anlegen einer Startkultur
erfolgte analog zu den AR42J-Zellen, allerdings mit der bereits erwéhnten

Umdrehungszahl beim Zentrifugieren.

Die Kultivierung fand zunéchst fiir 2-3 Tage in einer T75-Kulturflasche statt. Fiir
die Uberfiihrung der Zellen in eine T150-Kulturflasche mit 20 ml frischen
Wachstumsmediums wurde die Kulturflasche mit den Zellen fiir 10-15 min
aufgestellt, sodass sich die in Suspension befindlichen Zellen am Flaschenriicken
sammelten und vorsichtig ein Teil des alten Mediums abgezogen werden konnte.
Zur Verkleinerung der Zellaggregate im verbliebenen Medium wurde vorsichtig
resuspendiert und die Zellsuspension anschlieBend in die neue Kulturflasche

pipettiert. Das entsprach einem Subkultivierungsverhéltnis von 1 : 2.

Nach dieser ersten Subkultivierung erfolgte alle 4-5 Tage ein Passagieren im
Verhiltnis 1:4. Jeweils nach 2 Tagen wurden 20 ml frischen Mediums
zugegeben, sodass die gesamte Zellsuspension zum Zeitpunkt des néchsten
Passagierens ein Volumen von ca. 45 ml hatte. Fiir das Passagieren wurden T150-
Kulturflaschen mit 15 ml frischen Wachstumsmediums vorbereitet und jeweils
10 ml von der Zellsuspension zugegeben. Zuvor war die Zellsuspension nochmals
vorsichtig mit einer 10-ml-Pipette resuspendiert worden, um die Zellaggregate zu

verkleinern.
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7.4 Vorbereitung der Zellen fiir die subkutane Inokulation

Einen Tag vor der geplanten Inokulation der Zellen in die Miuse wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen. Dieser erfolgte bei den adhirent wachsenden
AR42J wie bereits beschrieben. Bei den NCI-H69-Suspensionszellen wurden die
einzelnen Flaschen jeweils fiir 10-15 min aufgestellt, sodass sich die
schwimmenden Zellen am Boden der Kulturflaschen sedimentieren konnten und
ein Teil des alten Mediums ohne gravierende Zellverluste abgesaugt werden
konnte. Danach wurde die gleiche Menge frischen Wachstumsmediums dazu

gegeben.

Fiir die subkutane Inokulation der Zellen wurde die Zellsuspension aus den
jeweiligen Kulturflaschen in 50-ml-Falcons gesammelt und zentrifugiert. Bei den
adhérenten AR42J war ein vorheriges enzymatisches Ablosen der Zellen wie oben
beschrieben erforderlich. Das iiberstindige Medium wurde mit einer Pipette
abgesaugt. AnschlieBend wurden die sedimentierten Zellen aus den Falcons in
800-1000 pl ihres entsprechenden Mediums ohne Zusitze aufgenommen und in
5-ml-Eppendorf-Tubes gesammelt. Fiir die Zihlung der Zellen wurde eine
Verdiinnung von 1 : 200 angelegt. Die Zihlung der Zellen konnte bei den AR42]J-
Zellen mit einem sog. Scepter erfolgen, bei den NCI-H69-Zellen war eine
manuelle Zihlung mit einer Neubauer Zdhlkammer (C-Chip) erforderlich. Die

Ermittlung der insgesamt vorhandenen Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:
Ergebnis der Zdhlung (Zellzahl'ml) x 200 x ml an Zellsuspension = Gesamizahl der Zellen

Zur Einstellung der gewiinschten Zellzahl von 5 x 10° Zellen in 100 ul musste das
vorliegende Volumen in Millilitern [ml] der Zellsuspension noch mit Medium

ohne Zusitze verdiinnt werden. Dazu war folgende Rechnung erforderlich:

Gesamtzahl der Zellen in Eppendorf Tube (in Mio.)

- = erforderliches Gesamtvolumen in ml
50 Mio.

Fiir die Zellinjektion erfolgten bei den AR42J-Zellen kein Passagieren iiber mehr
als 20 Passagen fiir die Biodistributionsstudie und kein Passagieren iiber 13 mehr
als Passagen fiir die Therapieversuche. Fiir die Biodistributionsstudie mit den

NCI-H69-Tumoren wurde nicht ofter als 15-mal passagiert nicht iiberschritten.
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8. Tiermodell

Alle unternommenen Tierexperimente wurden gemill §8 Abs. 1 Tierschutzgesetz
in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. I S. 1206, 1313)
im Rahmen des von der Regierung von Oberbayern genehmigten Tierversuchs mit

dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-9-12 durchgefiihrt.

8.1 Versuchstiere und Haltung

Fiir samtliche Tierversuche wurden weibliche SCID-Hairless-Outbred-Miuse
(SHO™ Mouse; Crl: SHO-Prkdc™¢ Hr'™) verwendet. Diese Tiere wurden mit
einem Alter von 6 bis 8 Wochen aus einer spezifisch pathogenfreien Zucht
(Charles River Laboratories, Research Models and Services Germany GmbH,
Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Diese Mauslinie ist speziell fiir die
Tumorforschung geziichtet. Es handelt sich um eine haarlose Albinomauslinie, die
sich durch eine homozygot vererbte Immundefizienz auszeichnet (Charles River
Laboratories International, 2008). Bei dieser Form der Immundefizienz fehlt eine
Differenzierung von Stammzellen in T- und B-Lymphozyten, wobei natiirliche
Killerzellen aber weiterhin gebildet werden. Die schwere Immuninkompetenz
(SCID = severe combined immunodeficiency) bedingt nach einer Injektion von
Tumorzellen ein effizienteres Anwachsen von Tumoren (Clifford & Pritchett-

Corning, 2009; Liang et al., 2009).

Die Tiere wurden in einem [VC-System (Individually Ventilated Cages, Sealsafe
IVC - Blue Line Typ III, Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeiflenberg,
Deutschland) zu je 5 bis 6 Tieren gehalten. In einer IVC-Anlage ist jeder
Einzelkifig als geschlossene Einheit anzusehen, die individuell mit HEPA-
gefilterter Luft versorgt wird. Durch diese Anlage werden die Tiere von dulleren
Reizen abgeschirmt und vor mikrobiellen Einfliissen geschiitzt. Fiir eine
Gewihrleistung der nach der nach der Gesellschaft fiir Versuchstierkunde (GV-
SOLAS) erforderlichen 45-65 % Luftfeuchte, einer Temperatur von 24-26 °C
und eine Luftwechselrate von 25 m*/m? Grundfliche (10-facher Luftwechsel/h)
wurde Sorge getragen. Die Kontrolle dieser Parameter erfolgte tdglich. Der Tag-
Nacht-Rhythmus wurde iiber Hell- und Dunkelphasen, die von jeweils

zwolfstiindiger Dauer waren, nachgestellt.

Die einzelnen IVC-Kifige waren mit Weichholzgranulat (Lignocel® BKS$-15,
Rettenmaier & Sohne GmbH + Co KG, Rosenberg, Deutschland) eingestreut und
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wurden mit ein bis zwei Hiuschen (Tecniplast Mouse House, Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeiflenberg, Deutschland), einem Mouse Igloo oder
Crawl Ball (Bio-Serv®, NJ, USA) aus rotem Polycarbonat, ausreichend
Nestmaterial (Nestles und Coccons, Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel,
Deutschland) und autoklavierbaren Nageholzern (Lignocel® Top Brick, J.
Rettenmaier & Sohne GmbH + Co KG, Rosenberg) ausgestattet. Der freie Zugang
zu standardisiertem Alleinfutter (Ssniff M+Z Extrudat, Ssniff Spezialdidten
GmbH, Soest, Deutschland) und zu Trinkwasser ad libitum war stets
gewihrleistet. Das Umsetzen der Méuse in frische Kifige erfolgte einmal
wochentlich unter einer Laminar-Flow-Arbeitswerkbank (Biosafety Changing
Station BS48, Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeiflenberg, Deutschland).
Das Erneuern des Wassers und das Auffiillen der Futtertroge erfolgten regelmifig
zum Zeitpunkt des Umsetzens sowie nach Bedarf. Dariiber hinaus wurden gemif3
den Richtlinien der Federation of Laboratory Animal Science Associations
(FELASA) Sentinels (,,dirty bedding sentinels*) gehalten, die vierteljdhrlich zur

Hygienekontrolle an ein zertifiziertes Labor eingesendet wurden.

Nach Ankunft der Miuse wurde diesen mindestens eine Woche Zeit zur

Akklimatisierung gegeben, bevor sie fiir die Versuche eingesetzt wurden.

8.2 Aniisthesie und Euthanasie

Ein Narkotisieren der Méuse erfolgte durch eine Inhalationsnarkose mit Isofluran.
Zur Einleitung der Narkose wurden die Maéuse in eine mit 2%iger
Isoflurankonzentration im Sauerstoff, vorgeflutete Narkosebox aus rotem
Plexiglas gesetzt. Die Sauerstoff-Durchflussrate betrug hierbei 2 I/min. Wihrend
der Narkoseeinleitung wurden die Tiere stindig tiberwacht und der Verlust der
Stellreflexe iiberpriift. Die Aufrechterhaltung der Narkose fand anschlieBend iiber
eine Nasenkammer statt. Hier betrug die Isoflurankonzentration zwischen 1,5 %
und 1,8 % und die Sauerstoff-Durchflussrate wurde bei 2 1/min belassen. Die
Narkosetiefe wurde regelmiBig iiber den Zwischenzehenreflex und die
RegelmiBigkeit der Atmung iberpriift. Zur Vermeidung einer Hypothermie,
aufgrund des narkosebedingt reduzierten Stoffwechsels, wurden die Maéuse
wihrend der Narkose auf einer Wiarmematte platziert. Zum Schutz der Cornea vor
Austrocknung und der empfindlichen roten Augen vor Licht wurde routinemifig

lokal ausreichend Dexpanthenol-Augensalbe (Bepanthen®) aufgetragen.
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Die Euthanasie der Miuse erfolgte in tiefer Isoflurannarkose durch zervikale

Dislokation.

8.3 Anlegen eines Katheters zur intravenosen Applikation

Aufgrund der geringen Grofle der Méduse waren kommerziell erhiltliche Katheter
nicht anwendbar. Diese wurden daher aus einem Polyethylenschlauch mit 0,28
mm Innendurchmesser und 0,61 mm AuBendurchmesser (Fine Bore Polyethylen
Tubing, Smiths Medical Deutschland GmbH, Grasbrunn, Deutschland) und 30G-
Kaniilen selbst angefertigt. Die Linge der Katheter variierte von 6 cm fiir die
Applikation von Tracern bei uPET-Scans und Nierenszintigraphien und 4 cm zur
Verabreichung des '7’Lu-DOTATOC. Fiir das Anlegen der Katheter wurden die
Maiuse wie unter III. 8.2 beschrieben in Narkose gelegt bzw. gehalten. Die
Schwanzvene wurde leicht gestaut, die Kaniile des Katheters mit einem kleinen
Nadelhalter gefasst und vorsichtig in die laterale Schwanzvene geschoben. Das
EinflieBen von Blut in den Katheter zeigte die korrekte intravendse (i.v.)
Platzierung der Kaniile an. Fiir Messungen im uPET-Scanner und fiir die *™Tc-
MAG:s-Nierenfunktionsszintigraphie ~ wurde der  Katheter —mit einem
stecknadelkopfgrolen Tropfen Hautkleber, der den freiliegenden Teil der Kaniile
am Schwanz fixierte, und mit einem Streifen Gewebeklebeband an einem darunter
liegenden Tupfer befestigt. Bei den Therapieversuchen erfolgte die Fixierung des
Katheters zur Schonung der Haut nur mit einem Gewebeklebeband an einem
darunter liegenden Tupfer. Zur Verhinderung eines intravendsen Luftembolus
wurde vor jeder Applikation der Konus des Katheters mit isotonischer NaCl-
Losung vollstindig aufgefiillt. Hatte sich beim Ansetzten der Spritze zur
Applikation das sich im Katheter befindende Blut zuriickgezogen, war

sichergestellt, dass die der intravendsen Lage der Kaniile korrekt ist.

Die leere Spritze, der Katheter und der Tupfer wurden nach der Applikation der
Aktivitat im Aktivimeter riickgemessen, um die tatsdchliche (effektive) Hohe der

injizierten Aktivitét errechnen zu konnen.
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9. Tierexperimente

9.1 Erzeugung solider, subkutaner Tumoren

Bei den jeweiligen Tumorinokulationen wurden den Miusen 5 x 10° der AR42]J-
Zellen in einem Volumen von 100 pul (Miederer et al., 2008; Graf et al., 2014)
bzw. 7,5 x 10° der NCI-H69-Zellen entsprechend in einem Volumen von 150 pl
(Kostenich et al., 2005; Lewin et al., 2015) subkutan (s. c¢.) an die rechte Flanke
injiziert. Dazu wurden die Méause im sog. Mausegriff gehalten, bei dem sie in
einer Hand mit zwei Fingern im Nacken und zwei Fingern am Schwanz fixiert
werden, um so das entsprechende Volumen der Zellsuspension mit einer 26G-

Kaniile sicher unter die Haut zu injizieren.

9.2 uPET-Messungen mit ¥Ga-DOTA-iRGD zur Darstellung der avp3-
Integrine
Zur Bestitigung der Anwesenheit der avp3-Integrinrezeptoren wurden bei
einzelnen tumortragenden Maiusen exemplarisch statische und dynamische
Messungen im uPET mit dem spezifisch bindenden ®Ga-DOTA-iRGD-Tracer
angefertigt. Die Méuse erhielten 20 + 5 MBq in einem Volumen von 100 ul des
radioaktiven Tracers i. v. uiber einen Katheter in die laterale Schwanzvene, der,
wie unter III. 8.3 beschrieben, zuvor angelegt worden war. Ein Nachspiilen des

Katheters erfolgte mit 100 ul isotonischer NaCl-Losung.

Bei statischen Aufnahmen wurde nach der Tracer-Applikation und dem
Nachspiilen des Katheters dieser vorsichtig entfernt und man lieB die Miuse
wieder aufwachen, damit sich der Tracer iiber eine Zeit von 45 min im Korper
verteilen konnte. Nach dieser Zeit wurden die Méuse erneut in Narkose gelegt und
unterliefen paarweise im UPET-Scanner eine Messung mit einer Dauer von

30 min.

Dynamische pPET-Scans dauerten 90 min. Hierzu wurden die narkotisierten
Mause ebenfalls paarweise auf dem Scanner gelagert, der Tracer wurde allerdings
erst zum Zeitpunkt des Starts der Aufnahmen appliziert. Die Spritzen mit den
radioaktiven ®8Ga-Tracern wurden bei beiden Miusen gleichzeitig angesetzt.
Nachdem eine zweite Person am Computer das Startsignal gegeben hatte wurde
bei der ersten Maus der Tracer langsam appliziert, etwas zeitversetzt schlieSlich

bei der zweiten Maus. Es folgte ein Nachspiilen mit 100 ul NaCl-Losung. Die
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Maiuse wurden zu jedem Zeitpunkt durch die Lagerung auf Wirmematten vor
einer Unterkiihlung geschiitzt. Alle Daten iiber die Messung wurden in einem

Scanprotokoll festgehalten.

Fiir die Auswertung der Bilder war zunéchst eine sog. Rekonstruktion der
Aufnahmen erforderlich. Diese erfolgte iiber die Invenion Aquisition Workplace
(Version 1.5.0.28, Siemens Medical Solutions, USA). Die Bearbeitung der Bilder
bzw. vorgenommene Auswertungen fanden mit der Software AMIDE 1.0.5. statt.
Um die Anwesenheit der oben genannten Rezeptoren zu evaluieren, wurde die
Aktivitdtsanreicherung im Tumorgewebe mit jener der kontralateralen Seite
verglichen und das Verhiltnis berechnet. Die kontralaterale Seite stellt den
Referenzbereich fiir neutrales Gewebe, wie etwa Muskulatur, dar. Zunichst
wurden sog. ,,volumes of interest” (VOIs) in die entsprechenden Bereiche
hineingelegt. Fiir die detektierte Strahlung in den einzelnen VOIs fiir Tumor und
die kontralaterale Seite ermittelte das Programm die Mittelwerte (MW) innerhalb
der VOIs. Aus jenen MW wurde fiir jede Maus das Verhéltnis (MW VOI Tumor /
MW VOI Kontralaterale) berechnet. Das Endergebnis errechnete sich als
Mittelwert aus den Verhiltnissen fiir die jeweiligen Tumoren der gescannten

Mause je Zelllinie.

9.3 Aktivitiatsanreicherung in Nieren und Tumoren

Entsprechend des Therapievorhabens sollte vorher eine Evaluierung von
Anreicherung und Verteilung des applizierten Radionuklids '"’Lu-DOTATOC im
Zusammenhang mit der Koinjektion des iRGD in Nieren und im Tumorgewebe

stattfinden.

9.3.1 Biodistribution und Dosimetrie an NCI-H69-tumortragenden
Maiusen
In einem ersten Ansatz wurden weiblichen SHO-Miusen 7,5 x 10° NCI-H69-
Zellen s. c. an der rechte Flanke appliziert. Den NCI-H69-Flankentumoren wurde
eine Wachstumszeit von 8 Wochen gewihrt. Nach dieser Zeit erfolgte eine
randomisierte Aufteilung der tumortragenden Tiere in zwei Gruppen, denen 1 h
vor der intravenosen Applikation von 1,7 + 0,3 MBq '""Lu-DOTATOC
intraperitoneal (i. p.) eine Koinjektionen einer iRGD- bzw. NaCl-Losung
verabreicht wurde. Das "Lu-DOTATOC wurde den, in einer Rohre fixierten,

Maiusen mit einer Insulinspritze iiber die laterale Schwanzvene appliziert. Eine
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Gruppe erhielt zusitzlich 200ug (8 umol/kg) des  iRGD-Peptids
cyclo(CRGDKPDC)-CONH2, das in 100 ul isotonischer NaCl-Losung gelost war
(im Folgenden iRGD-Gruppe bzw. in Tabellen und Diagrammen im Ergebnisteil
7"Lu-DOTATOC + iRGD bezeichnet). Die zweite Gruppe bekam alternativ
100 ul reine isotonische NaCl-Losung i. p. gespritzt (im Folgenden NaCIl-Gruppe
bzw. in Tabellen und Diagrammen ""Lu-DOTATOC + NaCl bezeichnet). Die
jeweiligen Gruppen wurden weiter in Gruppen zu je 5 Tieren unterteilt, die
wiederum nach 24 h, 48 h und 72 h geopfert wurden. Vor der Euthanasie am
jeweiligen Tag wurde das Gewicht der Méuse bestimmt. AnschlieBend wurde bei
den Miusen unter tiefer Isoflurannarkose intrakardial Blut entnommen. Nach
erfolgter Euthanasie der Tiere mittels zervikaler Dislokation wurden linke und
rechte Niere und der Tumor sowie der Oberschenkelmuskel, der als
Referenzorgan fiir neutrales Gewebe diente, entnommen. Ein Tumor-Muskel-
Verhiltnis stellt einen Faktor fiir einen Vergleich der Aktivitdtsanreicherung in
neutralem Gewebe und in den Tumoren dar. Das entnommene Probenmaterial
wurde unmittelbar nach der Entnahme in vorher beschriftete und in leerem
Zustand gewogene Messrohrchen (PS-Rohrchen) iiberfiihrt. Aus der Differenz des
Gewichtes des leeren Messrohrchens und des Gewichtes des nun in vollem
Zustand auf derselben Mikrowaage gewogenen Messrohrchens errechnete sich
das Gewicht der jeweiligen Proben. Die Probenrohrchen wurden in den y-Counter
verbracht. Die im y-Counter gemessene Aktivitit samtlicher Proben wurde in
,counts per minute“ (cpm) als halbwertszeitkorrigierter Wert wiedergegeben.
Dazu wurde die Anzahl der Counts eines jeden Probenrohrchens einzeln iiber eine
Minute erhoben und von dieser auf die eingegeben Referenzzeit (Uhrzeit der
7"Lu-DOTATOC-Applikation) zuriickgerechnet. Die Werte fiir die Auswertung
werden in Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewicht der Probe

[%1D/g] angegeben.

Zusitzlich wurden zu Messbeginn im y-Counter die sog. Standards, je vier
Messrohrchen mit 2 pl, 5 ul und 10 pl reinen '""Lu-DOTATOC, gemessen. Sie
dienten der Validierung der Anzahl der Counts in der Masse in [g] der

zubereiteten Aktivitit.

Fiir eine Abschidtzung der zu erwartenden Dosis in Nieren und Tumor wurden
hierfiir die Dosiswerte nach den Richtlinien des Komitees der Medical Internal

Radiation Dose, unter Verwendung eines mono-exponentiellen Dosismodels,
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berechnet (Loevinger & Berman, 1968). Bei diesem Prinzip basiert die
Berechnung fiir die Organselbstdosis durch B-Strahlung auf der Multiplikation
aller in einer Zielregion stattfindenden radioaktiven Zerfélle mit einem gewebe-
spezifischen S-Wert, welcher die deponierte Strahlendosis pro radioaktiven
Zerfall angibt. Fiir die Berechnung aller radioaktiven Zerfille in einem Gewebe
wurden in festgelegten zeitlichen Abstdnden Aktivititsmessungen fiir jedes Organ
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden diese Messpunkte an das oben genannte
mono-exponentielle Dosismodel gefittet und integriert, um alle stattfindenden

Zerfille zu berechnen (Delker et al., 2015).

Das Generieren der Dosiswerte erfolgte von der Abteilung fiir Physik der Klinik
und Poliklinik fiir Nuklearmedizin des Klinikums Grohadern (Boning, Vomacka,

Gosewisch).

9.3.2 Biodistribution und Dosimetrie an AR42]J-tumortragenden Miusen
Bei einer weiteren Biodistributionsstudie wurde die Anreicherung und Verteilung
der Aktivitit bei weiblichen SHO-Miusen mit Flankentumoren der AR42J-
Zelllinie untersucht. Das Vorgehen, die Hohe der applizierten Aktivitit, die
Koinjektionen, die Probenentnahme sowie die Mess- und Auswertungsmethoden
entsprachen jenen, die unter III. 9.3.1 beschrieben wurden. Allerdings erfolgten
bei der Biodistribution im Falle der AR42J-tumortragenden Miuse einige
Abweichungen zu der vorangegangen Biodistributionsstudie. So wurde eine
Zellzahl von 5 x 10° der AR42J-Zellen s. c. an die rechte Flanke injiziert. Den
Tumoren wurde eine Wachstumszeit von 12 Tagen gewihrt. Eine randomisierte
Einteilung in eine iRGD- und eine NaCl-Gruppe fand ebenfalls statt, die weitere
Unterteilung erfolgte jedoch in Gruppen zu je 4 Tieren. Die urspriinglichen drei
Messzeitpunkte nach 24 h, 48 h, 72 h wurden um zwei zusitzliche Messzeitpunkte

nach 120 h und 168 h nach der Aktivitdtsapplikation erweitert.

9.3.3 Statistische Bewertung

Die statistische Auswertung zu signifikanten Unterschieden beziiglich der
Aktivitatsverteilung fiir Nieren und Tumoren sowie des Tumor-Muskel-
Verhiltnisses zwischen der iRGD- und NaCl-Gruppe zu den jeweiligen
Zeitpunkten erfolgte durch den nicht parametrischen Mann-Whitney-U-Test fiir
zwel unabhingige Stichproben im SPSS-Programm, wobei p < 0,05 als signifikant

und p < 0,01 als hoch signifikant galten. Die Berechnung erfolgte zweiseitig.
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9.4 Therapieversuche mit 17TLu-DOTATOC an AR42]-
tumortragenden Méusen — allgemeines Vorgehen
Fiir die Therapieversuche wurden weiblichen SHO-Miusen 5 x 10° AR42]J-Zellen
s.c. an die rechte Flanke injiziert. Die Einteilung der Tiere erfolgte zuvor
randomisiert in je zwei Therapiegruppen und eine nicht therapierte
Kontrollgruppe. Die Anzahl der Miuse wurde in der jeweiligen Kontrollgruppe
aus Tierschutzgriinden reduziert (3R-Prinzip: Reduction, Replacement,
Refinement), da aus einem frilheren Pilotversuch sowie aus der
Biodistributionsstudie die 100%ige Anwachsrate und das aggressive
Wachstumsverhalten der AR42J-Tumoren bekannt war. Die einzelnen Miuse
wurden mittels Ohrlochung markiert. Eine Woche nach der Zellinjektion, bei
makroskopisch erkennbaren und messbaren Flankentumoren, wurde die Therapie
mit '7"Lu-DOTATOC eingeleitet. Der Tag, an dem mit der Therapie begonnen
wurde, wurde mit Tag O bezeichnet. Die Hohe der verabreichten Aktivitat wurde
fiir die Therapie so gewihlt, dass ein therapeutischer Effekt zu erwarten war
(Schmitt et al., 2004; Graf et al., 2014), jedoch nur mit moderaten toxischen
Nebenwirkungen gerechnet werden musste (Ilhan, 2013). Die Aktivitidt wurde mit
isotonischer NaCl-Losung auf ein Volumen von 100 ul verdiinnt und {iber einen
Katheter in die laterale Schwanzvene, wie unter III. 8.3 beschrieben, appliziert.
Ein Nachspiilen mit NaCl-Losung erfolgte in diesem Fall nicht. Die zu erwartende
Hohe des im Katheter verbleibenden '""Lu-DOTATOC wurde zuvor beim
Aufziehen der Aktivitdt mit einberechnet. Der Kontrollgruppe wurden alternativ
100 pl der NaCl-Losung verabreicht. Den Tieren in einer Therapiegruppe (im
folgenden Text als iRGD-Therapiegruppe bzw. in Tabellen und Diagrammen als
7"Lu-DOTATOC + iRGD bezeichnet) wurde zusitzlich zum therapeutischen
""Lu-DOTATOC 200 pg des iRGD-Peptids cyclo(CRGDKPDC)-CONH2, in
100 pl isotonischer NaCl-Losung geldst, verabreicht (entspricht einer Dosierung
von 8 umol/kg). Die andere Therapiegruppe (im folgenden Text als NaCl-
Therapiegruppe bzw. in Tabellen und Diagrammen als '7’Lu-DOTATOC + NaCl
genannt bezeichnet) erhielt alternativ 100 ul isotonische NaCl-Losung. Diese
Koinjektionen wurden in der angegebenen Dosierung nach bestimmten Schemata
jeweils 1. p. verabreicht (siehe III. 9.5.1.1, III. 9.5.2.1 und III. 9.5.3.1). Des
Weiteren erhielten alle Therapietiere sowie die Miuse in den Kontrollgruppen
unterstiitzend 500 ul i. p. einer L-Arginin-/L-Lysin—Aminosdurelosung (siehe III.

2.1) als Nierenschutz und 500 pul s.c. einer isotonischen NaCl-Losung zur
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Flissigkeitssubstitution. Zur Evaluierung einer eventuellen Schéadigung der
Nieren wurde vor der Therapie bei den noch tumorfreien Médusen sowie gegen
Ende des jeweiligen Therapieversuches bei denselben Miusen eine *™Tc-MAGs3-
Nierenfunktionsszintigraphie durchgefiihrt (siehe III. 9.4.3). Am Ende eines
Therapieversuches bzw. bei Eintreten der Abbruchkriterien (siehe III. 9.4.5)
wurde den Maiusen, bevor sie durch zervikale Dislokation unter tiefer
Isoflurannarkose euthanasiert wurden, intrakardial Blut entnommen (siche III.
9.4.4). Abschlielend erfolgte eine makroskopische Beurteilung der Organe. Die
einzelnen Therapieversuche mit ihren etwaigen Abweichungen zu der hier im
Text allgemein beschriebenen Vorgehensweise werden im Kapitel III. 9.5

detailliert dargestellt.

9.4.1 Uberwachung des Tumorvolumens

Das genaue Ausgangstumorvolumen wurde am Tag der Therapie (Tag 0)
bestimmt. Im Folgenden erfolgte die Tumorvermessung dann zweimal in der
Woche. Die Miuse wurden im Maiusegriff, wie bereits im Kapitel III. 9.1
beschrieben, fixiert. Zur Ermittlung der Tumorvolumina wurden bei jedem Tumor
die Lidnge, Breite und Hohe in Millimetern [mm] mit einer Schiebelehre auf zwei
Stellen hinter dem Komma genau generiert. Die Formel zur Berechnung der

Volumina basiert auf der Umstellung der Formel zur Berechnung eines Ellipsoids:

Linge x Breite x Hohe x Volumenfaktor (1/6) = Tumorvolumen in mm?

Neben dem Tumorvolumen waren auch stets der Zustand der Tumoroberfldche
und die anatomische Lage des Tumors hinsichtlich einer Beeintrichtigung des
Bewegungsablaufs wichtige Beobachtungskriterien. Fiir die Beurteilung der
gemessenen Werte wurde bei jeder Maus die absolute Tumorvolumenédnderung
(Volumen in [mm?] des jeweiligen Messtages - Volumen in [mm’] an Tag 0 =
Volumeninderung in [mm?®]) berechnet. Die Bestimmung des Tumorvolumens
erfolgte bis zum Tag der Euthanasie. Die absoluten Volumeninderungen wurde
fiir die vergleichende Auswertung bis zu dem Tag nach Therapiebeginn bewertet,
an dem noch kein Tier in den jeweiligen Gruppen aufgrund des Eintretens von
Abbruchkriterien (sieche III. 9.4.5) euthanasiert werden musste und daher die
Messwerte vollstindig entsprechend der Ausgangssituation generiert werden

konnten.
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Fiir die statistische Auswertung wurden bei jedem Therapieversuch die absoluten
Volumeninderungen beider Therapiegruppen untereinander sowie die jeweiligen
Therapiegruppen mit der Kontrollgruppe mittels des nicht parametrischen Mann-
Whitney-U-Tests fiir zwei unabhidngige Stichproben im SPSS-Programm
verglichen, wobei p < 0,05 als signifikant und p < 0,01 als hoch signifikant galt.

Die Berechnung wurde zweiseitig durchgefiihrt.

9.4.2 Uberwachung des Korpergewichtes

Die Bestimmung des Gewichtes in Gramm [g] wurde regulédr bei jeder Maus zu
denselben Zeitpunkten, an denen auch die Tumorvermessung erfolgte,
vorgenommen. Die ermittelten Gewichte wurden in Microsoft Excel
dokumentiert, sodass der Gewichtsverlauf jeder einzelnen Maus stets verfolgt
werden konnte. Am Tag der Euthanasie wurden die Miuse gewogen. Nach
erfolgter Euthanasie wurden die Tumoren entnommen und das Gewicht der
Tumoren in [g], ebenfalls auf eine Stelle hinter dem Komma genau, gesondert auf
derselben Waage wie die Miuse zuvor, ermittelt. Das generierte Gewicht der
Tumoren wurde von dem ermittelten Gewicht der Méuse subtrahiert und das
Ergebnis anschlieBend mit dem Ausgangsgewicht zu Beginn des Versuches
verglichen, um die tatsdchliche prozentuale Korpergewichtsverinderung ohne das

zusitzliche Tumorgewicht zu errechnen.

Fiir einen statistischen Vergleich zwischen den Therapiegruppen bzw. zwischen
der Kontrollgruppe und der jeweiligen Therapiegruppe innerhalb eines
Therapieversuches hinsichtlich ihrer Gewichtsdnderung wurde die Differenz
zwischen Endgewicht ohne Tumor und Ausgangsgewicht in [g] gebildet. Diese
Differenz wurde mit dem nicht parametrischen Mann-Whitney-U-Test fiir zwei
unabhingige Stichproben bewertet, wobei p < 0,05 als signifikant und p < 0,01 als
hoch signifikant galten. Die Berechnung wurde zweiseitig durchgefiihrt. Die

Auswertungen erfolgten im SPSS-Programm.

9.4.3 99mT¢-MA G3-Nierenfunktionsszintigraphie

Zur Evaluierung einer moglichen Beeintrachtigung oder Schiadigung der Nieren
durch die Therapie mit !”’Lu-DOTATOC wurden an den therapierten M#usen in
Anlehnung an bereits verdffentlichte  Studien dynamische, planare
Nierenfunktionsszintigraphien mit *’™Tc markiertem Mercaptoacetyltriglycin

(MAG?3) unternommen (Roberts et al., 2007; Herrler et al., 2012; Ilhan, 2013). Es
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erfolgte eine erste Messung vor der Therapie an den noch tumorfreien, gesunden
Miusen zur Erstellung einer Baseline hinsichtlich der individuellen
Nierengesundheit. Die zweite Messung erfolgte nach der Therapie gegen Ende des
jeweiligen Therapieversuchs an denselben Miusen. Es wurden jeweils gleichviele

Tiere aus beiden Therapiegruppen untersucht.

Die Miuse wurden dazu vor den Messungen mit Isofluran in Narkose gelegt und
auf einem mit einer Wirmematte priparierten Tablett paarweise gelagert.
AnschlieBend wurden den jeweiligen beiden Miusen Katheter in die laterale
Schwanzvene gelegt. Fiir die folgende Ganzkorperaufnahme der Méuse wurde das
Tablett auf einem Kopf einer Drei-Kopf-y-Kamera (Philips-Prism 3000 XP)
platziert. Mit dem Start der dynamischen Aufnahmen erhielt zunichst die vordere
Maus eine Bolusinjektion von 20 * 3 MBq des *"Tc-MAGs; iiber den
Schwanzkatheter. Der hinteren Maus wurde dasselbe im Abstand von 30s

injiziert (siche Abbildung 6).

Die jeweiligen Messprotokolle wiesen eine Dauer von 15 min auf, die in 180
Frames mit je 5 s unterteilt waren. Zudem wurde eine BildvergroBBerung um den

Faktor 4 festgelegt.

Schlauch fiir
Isoflurannarkose

M3&use auf Tablett
. mit Wirmematte

Abbildung 6: Paarweise Platzierung der Méuse auf einem Detektorkopf der
Philips-Prism 3000 XP Drei-Kopf-y-Kamera
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Zur Auswertung der szintigraphisch erzeugten Bilder bzw. Daten wurde die
Software Hermes Dynamic Study Display in der Version 4.0 (Hermes Gold
V2.10, Hermes Medical Solutions, Stockholm/London) verwendet. Das
Auswertungsverfahren fand ebenfalls in Anlehnung an die bereits erwéhnten
Studien von Herrler et al. (2012) und Ilhan (2013) statt. Diese Software
ermoglichte es, mit einem standardisierten Verfahren sog. ,regions of interest*
(ROIs) manuell um relevante Organe oder Strukturen zu legen und die darin
enthaltene Count-Rate zu bestimmen. Besagte ROIs wurden bei jeder einzelnen
Maus jeweils iiber den ganzen Korper, die Blase, die rechte und die linke Niere
mit den jeweiligen perirenalen Hintergrund-Referenzregionen sowie um das Herz
zur Generierung des Blutpoolsignals in einer Zeit-Aktivitits-Kurve, gelegt. Die
Injektionsstelle wurde wegen der Bildvergroerung nicht auf dem Bild erfasst.
Daher wurde diese ROI auflerhalb des Korpers in eine Region ohne relevante
Count-Zahl gelegt, sodass keine Verfidlschung eintreten konnte (siehe

Abbildung 7).

Abbildung 7: Szintigraphische Aufnahme zur Uberpriifung der
Nierenfunktion einer mit **™Tc-MAG3 applizierten Maus

Ansicht von ventral; eingezeichnete ROIs: Alternativ-ROI zur Injektionsstelle (1),
Blase (2), Ganzkorper (3), rechte Niere (4), linke Niere (5), Hintergrund-ROls zu
den jeweiligen Nieren (6 und 7), Herz (8)
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9.4.3.1 Berechnung und Beurteilung der korrigierten Aufnahmerate und
der tubuliren Exkretionsrate

Die sog. ,fractional uptake rate (FUR) gibt eine Aussage iiber den Anteil des
Tracers im Blut, der pro Zeit in die Niere gelangt. Der aufgenommene Teil hat die
Einheit %ID. Daraus ergibt sich fiir die FUR die Einheit [%ID/min]. Sie stellt eine
Methode dar, um in einem kinetischen Modell die Funktion eines Organs
nachzustellen. Bei der FUR wird ein Zeitbereich von nur 25 s betrachtet und eine
exkretorische Funktion wird nicht beriicksichtigt. Die FUR wird mittels des sog.
Rutland-Patlak-Plots dargestellt (Rutland et al., 2000).

In Anlehnung an das Berechnungsmodell der FUR wurde ein Programm mit der
Software von Matlab V. 2011 geschrieben, das sowohl eine korrigierte
Aufnahmerate (FURkor) als auch die tubuldre Exkretionsrate (kgx) beriicksichtigt
und einen Zeitbereich bis 200 s einbezieht (Vomacka, Zellmer, Abteilung fiir
Physik der Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin des Klinikums der
Universitiat Miinchen). Die FURkor hat analog zur FUR die Einheit [%ID/min], die
Exkretionsrate kgx die Einheit [1/min]. Abbildung 8 zeigt den Unterschied
zwischen FUR und des hier verwendeten kinetischen Models mit FURkor und Kex.
Abbildung 9 zeigt die graphische Darstellung der Funktion mit der die Werte fiir

FURGkor und tubulire Exkretionsrate errechnet wurden.

g - FUR
Blut — .. MNieren Blase
f [3610/min] \
A

= | Funlmr — kEa

Blut e | Nieren —) Blase

[3&1D{rmin] \ [1/min]
I B

Abbildung 8: Unterschied zwischen der Fractional Uptake Rate (Rutland-
Patlak-Plot) und dem neuen Kinetischen Modell mit der Kkorrigierten
Aufnahmerate und der tubuliren Exkretionsrate

(A) Die Fractional Uptake Rate (FUR) geht davon aus, dass innerhalb einer
,minimum transit time* (MINTT) die Modellannahme gilt, dass der Tracer in der
Niere verbleibt und keine Exkretion stattfindet (Rutland et al., 2000).

(B) In dem neuen Berechnungsmodell wurde mit der Einfithrung des zusétzlichen
Parameters kgx die tubuldre Exkretion mit einbezogen. Daraus resultiert ein
hoherer Wert fiir die FURkor im Vergleich zur FUR, da aufgrund der Exkretion ein
Nachfliefen des Tracers in die Niere in der Berechnung beriicksichtigt wird.
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Abbildung 9: Funktionen zur Generierung der Werte fiir die korrigierte
Aufnahmerate und tubulire Exkretionsrate am Beispiel einer rechten Niere
einer mit *Tc-MAGs applizierten Maus

Die Werte fiir die korrigierte Aufnahmerate (FURko) und die tubulédre
Exkretionsrate (kex) werden iiber den Fit der Renogramm-Datenpunkte erstellt.
Dieser Fit der Renogramm-Datenpunkte entsteht aus der Subtraktion der Funktion
fiir die Exkretion von der Funktion des Uptake. Beim Fitten werden Parameter
einer Modellfunktion an Datenpunkte angepasst; s: Sekunden

Die Counts fiir die Renogramm-Kurven wurden auf die Gesamt-Counts im
Ganzkorper normiert und hintergrundkorrigiert. Die Hintergrundkorrektur erfiillt
den Zweck, die Strahlung (gemessene Counts) des Gewebes um die Nieren, die in
die tatsichlichen Nieren-Counts hineinwirkt, zu eliminieren. Fiir die
Hintergrundkorrektur des Nierensignals mussten zundchst Counts in der Fliache
der Hintergrund-ROI rechnerisch auf die Counts entsprechend der Grofe der
Nieren-ROI angepasst werden. Das monoexponential gefittete Hintergrundsignal
wurde vom Nierensignal subtrahiert, um die tatsdchlichen Counts in der Niere zu

generieren (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Renogramm-Kurven und Fit der Hintergrundkorrektur fiir
beide Nieren einer mit *™Tc-MAG3 applizierten Maus

Renogramm-Kurven fiir rechte und linke Niere bzw. die dazugehorigen
Hintergrundkorrekturen (griine und blaue Linien) und monoexponentielle Fits zur
Hintergrundkorrektur (rote kontinuierliche Linien); s: Sekunden

Fiir die FUR, die FURyor und die kgx wurde die Korrelation der Verianderung der
Parameter zur erhaltenen therapeutischen Gesamtaktivitit des '"’Lu-DOTATOC
bestimmt. Die Korrelationsberechnung nach Pearson wurde im SPSS-Programm

berechnet, wobei p < 0,05 als signifikant und p < 0,01 als hochsignifikant galt.

Die statistische Bewertung zwischen der iRGD- und der NaCl-Therapiegruppe
eines Therapieversuches erfolgte, indem die Verdnderungen von FURkor und kgx
der beiden Therapiegruppen eines Therapieversuches verglichen wurden. Dazu
wurden in jedem Therapieversuch die Differenzen zwischen der Baseline- und der
posttherapeutischen Messung fiir FURkor und kgx jeweils in der iRGD- und der
NaCl-Therapiegruppe bestimmt. Die Differenzen der beiden Therapiegruppen
eines Therapieversuches wurden iiber den nicht parametrischen Mann-Whitney-
U-Test fiir zwei unabhingige Stichproben miteinander verglichen. AuBlerdem
wurden die Veridnderungen der Baseline- zu posttherapeutischen Messung fiir die
FURkor und kgex innerhalb einer Therapiegruppe eines jeden Therapieversuchs
mittels des nicht parametrischen Wilcoxon-Tests fiir zwei verbundene

Stichproben statistisch ausgewertet. Fiir beide Tests galten p < 0,05 als signifikant
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und p < 0,01 als hoch signifikant. Die Berechnung wurde zweiseitig durchgefiihrt.

Die Auswertungen erfolgten im SPSS-Programm.

9.4.3.2 Erstellung und Beurteilung der Renogramm-Kurven

Fiir die Erstellung einer Zeit-Aktivitits-Kurve, den sog. Renogramm-Kurven,
wurden die wihrend der dynamischen Messung erzeugten Daten fiir jede einzelne
Maus in Microsoft Excel iibertragen. Die Renogramm-Kurven dienen der
Darstellung der Nierenfunktion als Kurve im zeitlichen Verlauf. Dabei wurde der
prozentuale Anteil der injizierten Aktivitit ,,percentage of injected dose [%ID]
gegen die Zeit aufgetragen. Die %ID fiir jeden 5 s dauernden Frame errechnete
sich durch die Division der Count-Raten der hintergrundkorrigierten Nieren-ROI
durch die um die Injektionsstelle korrigierte Ganzkoper-ROI. Fiir die
Hintergrundkorrektur der Nieren-ROI wurde der unter III. 9.4.3.1 beschriebene
gefittete Hintergrundwert verwendet. Die Steigung bzw. der Abfall der Kurve
konnte zur Beurteilung der Nierenfunktion heran gezogen werden. Dabei
bedeuteten eine steile Steigung und ein starker Kurvenabfall eine bessere
Nierenfunktion. Als Zahlenwerte gaben die maximalen Countraten in den Nieren
(Peak %ID) und die verstrichene Zeit in Sekunden [s]. bis zum Erreichen der

maximalen Count-Rate (time to peak, TTP) interpretatorische Unterstiitzung.

Die statistische Bewertung der Daten zwischen der iRGD- und der NaCl-
Therapiegruppe eines Therapieversuches erfolgte, indem die Verdnderungen von
Peak %ID und TTP der beiden Therapiegruppen eines Therapieversuches
miteinander verglichen wurden. Dazu wurden in jedem Therapieversuch die
Differenzen zwischen der Baseline- und der posttherapeutischen Messung fiir
Peak %ID und TTP jeweils bei der iRGD- und der NaCl-Therapiegruppe
bestimmt. Die Differenzen der beiden Therapiegruppen eines Therapieversuches
wurden iiber den nicht parametrischen Mann-Whitney-U-Test fiir zwei
unabhingige Stichproben miteinander verglichen. Auflerdem wurden die
Veridnderungen der Baseline- zur posttherapeutischen Messung fiir den Peak %ID
und TTP innerhalb einer Therapiegruppe eines jeden Therapieversuchs mittels des
nicht parametrischen Wilcoxon-Tests fiir zwei verbundene Stichproben statistisch
ausgewertet. Fiir beide Tests galten p < 0,05 als signifikant und p < 0,01 als hoch
signifikant. Die Berechnung wurde zweiseitig durchgefiihrt. Die Auswertungen

erfolgten im SPSS-Programm.
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9.4.4 Finale Blutentnahme

Die finale intrakardiale Blutentnahme zur Gewinnung relevanter Parameter zur
Bestimmung der toxischen Wirkung von '""Lu-DOTATOC auf Nieren und
Knochenmark wurde bei den therapierten Miusen unter tiefer Isoflurannarkose
vorgenommen. Die Maiuse wurden auf der rechten Seite gelagert. Fiir die
Blutentnahme wurden 1-ml-Einmalspritzen und eine 27G-Kaniile verwendet. Die
Stichrichtung zur Punktion des Herzens erfolgte auf Hohe des Ellbogengelenkes
nach kranial zwischen zwei Rippen hindurch in den Thorax. Das Blut wurde
durch vorsichtiges Aspirieren abgenommen und anschlieend unverziiglich in ein
Lithium-Heparin-Blutrohrchen verbracht. Fiir die Bestimmung von Harnstoff,
Kreatinin, Leukozyten und Thrombozyten wurden mindestens 300 upl Blut
benotigt. Als Referenzwerte wurden dieselben Blutparameter bei 15 gesunden,
weiblichen 11 bis 15 Wochen alten SHO-Miusen generiert. Sdmtliche
Blutparameter der Méause dieser Studie wurden von einem externen Labor der
Laboklin GmbH & Co.KG, Bad Kissingen, Deutschland bestimmt. Im Anschluss
an die Blutentnahme wurden die Maéuse unter iiberdosierter Isoflurannarkose

mittels zervikaler Dislokation euthanasiert.

Fiir die statistische Auswertung wurden in jedem Therapieversuch die Ergebnisse
der untersuchten Blutparameter beider Therapiegruppen untereinander mittels des
nicht parametrischen Mann-Whitney-U-Tests fiir zwei unabhéngige Stichproben
im SPSS-Programm verglichen, wobei p < 0,05 als signifikant und p < 0,01 als

hoch signifikant galten. Die Berechnung wurde zweiseitig durchgefiihrt.

94.5 Abbruchkriterien

Die Miuse wurden téglich sorgfiltig in Augenschein genommen und hinsichtlich
ihres Allgemeinbefindens und ihrer korperlichen Konstitution beurteilt. Ein
striktes Monitoring der Tumorgroe, des Gewichtes sowie eventueller
Beeintrachtigung des Wohlbefindens ermoglichte ein sehr schnelles Eingreifen
und FEinleiten entsprechender MaBnahmen, falls notig. Uber eine Euthanasie
wurde fiir jede Maus individuell, nach griindlichem Abwégen und unter
Beriicksichtigung der jeweiligen vorliegenden Situation und des Gesamtzustands

des Tieres, entschieden.
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Als Abbruchkriterien galten:

o gestortes Allgemeinbefinden (u.a. gekriimmter Riicken, Haut- bzw.

Schleimhautverdnderungen, Apathie, Dehydratation)
® Gewichtsreduktion der Tiere im Versuchszeitraum > 10%

e Tumorvolumina > 1500 mm® bzw. Tumoren mit >10% des

Korpergewichtes
¢ Dblutende und/oder nekrotisierende Tumoren
e Beeintrichtigungen der physiologischen Bewegung durch die Tumoren

Als Orientierungshilfe fiir die Abbruchkriterien dienten die ,Kriterien zur
vorzeitigen Totung von tumortragenden Miusen und Ratten im Versuch® des
Ausschusses fiir Tierschutzbeauftragte der GV-SOLAS und des Arbeitskreises 4
der TVT (GV-SOLAS, 2009).

Der angesetzte Versuchszeitraum bei erfolgreicher Therapie und Nichteintreten
der Abbruchkriterien wurde fiir den Therapieversuch mit einem Therapiezyklus
auf 50 Tage und fiir Therapieversuche mit zwei Therapiezyklen auf 100 Tage

begrenzt.

9.4.6 Statistische Auswertung hinsichtlich des Uberlebens

Die Bewertung der Uberlebensdaten der Miuse gibt gleichermaBen Auskunft iiber
das Eintreten der Abbruchkriterien, aufgrund derer die Tiere zu euthanasieren
waren. Die Uberlebenszeit wurde ab Therapiebeginn gewertet. Fiir die
Auswertung und  graphische Darstellung wurde die Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve herangezogen. Die hierzu verwendeten statistischen Tests waren
der Breslow-Test (Generalized Wilcoxon Test), der sich auf einen frithen
Zeitpunkt im Diagramm konzentriert, der Log-Rank-Test fiir spéte Zeitpunkte im
Diagramm sowie der Tarone-Ware-Test, der seinen Beurteilungsschwerpunkt
dazwischen hat. Als signifikant galt p < 0,05, und als hoch signifikant p < 0,01.
Des Weiteren wurden die mittleren Uberlebenszeiten seit Therapiebeginn mit
Standardfehler (S.E.M.) berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte im SPSS-

Programm.
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9.5 Therapieversuche mit 17TLu-DOTATOC an AR42]-

tumortragenden Miusen — Therapieversuche im Einzelnen

9.5.1 Therapieversuch I mit einem Therapiezyklus

In diesem ersten Therapieversuch wurden 33 weibliche, 12 Wochen alte SHO-
Miuse randomisiert in zwei Therapiegruppen mit jeweils 13 Tieren und eine
Kontrollgruppe mit 7 Tieren aufgeteilt. Die Anzahl der Miuse in der iRGD-
Therapiegruppe reduzierte sich nach einer festgestellten Nierenanomalie auf 12

Tiere. Die Therapie fand am Tag 7 nach erfolgter subkutaner Zellinjektion statt.

9.51.1 '"Lu-DOTATOC und iRGD-Regime

Das "Lu-DOTATOC wurden mit einer zu verabreichenden Aktivititshohe von
25 £ 5 MBq angesetzt und wurde in einem Gesamtvolumen von 100 ul appliziert.
Die Koinjektionen von iRGD oder entsprechend alternativ der NaCl-Losung
erfolgten in diesem ersten Therapieversuch einen Tag vor der Therapie, 1 Stunde

vor der Therapie sowie am darauffolgenden Tag.

9.5.1.2 Uberwachung des Tumorvolumens
Die Bestimmung des Tumorvolumens und das Vorgehen zur Auswertung der

Daten erfolgten bei allen Méusen wie unter III. 9.4.1 beschrieben.

9.5.1.3 Uberwachung des Korpergewichtes
Die Gewichtsbestimmung und das Vorgehen zur Auswertung der Daten erfolgten

bei allen Méusen wie unter III. 9.4.2 beschrieben.

9.5.1.4 %™Tc-MAGs3-Nierenfunktionsszintigraphie
Je Therapiegruppe durchliefen 6 Miuse jeweils eine Baseline-Messung und einen
Post-Therapie-Scan. Die Durchfiihrung der Nierenszintigraphien und das

Vorgehen zur Auswertung der Daten sind unter III. 9.4.3 detailliert beschrieben.

9.5.1.5 Finale Blutentnahme
Die Blutentnahme und die Bestimmung der Blutparameter erfolgten wie unter

II1. 9.4.4 erklirt.

9.5.1.6 Uberleben

Die Auswertung der Uberlebensdaten erfolgte wie unter II1. 9.4.6 beschrieben.
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9.5.2 Therapieversuch II mit zwei Therapiezyklen

In diesem zweiten Therapieversuch mit zweimaliger therapeutischer
Verabreichung von '"’Lu-DOTATOC standen 35 weibliche, 12 Wochen alte
SHO-Maiuse zur Verfiigung, die randomisiert auf zwei Therapiegruppen mit
jeweils 14 Tieren und einer Kontrollgruppe mit 7 Tieren verteilt wurden. Nach der
Baseline-Messung der *™Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie reduzierte sich
die Tierzahl in der iRGD-Therapiegruppe auf 13 Tiere. Die Therapie fand am Tag

7 nach erfolgter subkutaner Zellinjektion statt.

9.5.2.1 'Lu-DOTATOC und iRGD-Regime

Der zweite Therapieversuch enthielt zwei Therapiezyklen im Abstand von 8
Tagen. Das '"Lu-DOTATOC je Therapiezyklus wurden mit einer zu
verabreichenden Aktivititshohe von 50 + 5 MBq angesetzt und in einem
Gesamtvolumen von 100 ul appliziert. Die Koinjektionen von iRGD bzw. NaCl-
Losung erfolgten analog zu Therapieversuch I (siehe III. 9.5.1).

9.5.2.2 Uberwachung des Tumorvolumens
Die Bestimmung des Tumorvolumens und das Vorgehen zur Auswertung der

Daten erfolgten bei allen Mausen wie unter III. 9.4.1 beschrieben.

9.5.2.3 Uberwachung des Korpergewichtes
Die Gewichtsbestimmung und das Vorgehen zur Auswertung der Daten erfolgten

bei allen Mausen wie unter III. 9.4.2 beschrieben.

9.5.2.4 *™Tc-MAGs;-Nierenfunktionsszintigraphie

Alle Maduse einer jeden Therapiegruppe durchliefen jeweils eine Baseline-
Messung sowie einen  Post-Therapie-Scan. Die  Durchfiihrung der
Nierenszintigraphien und das Vorgehen zur Auswertung der Daten sind unter

II1. 9.4.3 detailliert beschrieben.

9.5.2.5 Finale Blutentnahme
Die Blutabnahme und die Bestimmung der Blutparameter erfolgten wie unter

1I1. 9.4.4 erklirt.

9.5.2.6 Uberleben
Die statistische Berechnung der Uberlebensdaten erfolgte wie unter III. 9.4.6

beschrieben.
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9.5.3 Therapieversuch III mit zwei Therapiezyklen und modifiziertem
iRGD-Regime
Im letzten Therapieversuch wurden 38 weibliche 9 Wochen alte SHO-Miuse
randomisiert in zwei Therapiegruppen mit jeweils 15 Tieren und eine
Kontrollgruppe mit 8 Tieren aufgeteilt. In beiden Therapiegruppen wurde jeweils
eine Maus aufgrund anderweitiger organischer Erkrankungen von den
Therapieversuchen ausgeschlossen und somit nicht in die Auswertung mit
einbezogen, sodass beide Therapiegruppen nur noch 14 Mdiuse zéhlten. Die

Therapie fand am Tag 6 nach erfolgter subkutaner Zellinjektion statt.

9.5.3.1 'Lu-DOTATOC und iRGD-Regime

Wie im vorangegangenen zweiten Therapieversuch wurden auch hier zwei
Therapiezyklen mit '"’Lu-DOTATOC in einer Hohe von jeweils 50 + 5 MBq mit
einem Applikationsabstand von 8 Tagen vorgenommen. In diesem Therapiezyklus
wurde das Vorgehen bei der Verabreichung der Koinjektionen von iRGD bzw. der
NaCl-Losung in den beiden Therapiegruppen modifiziert. Die Dosierung des
iRGD von 200 pg in 100 ul isotonischer NaCl-Losung (8 umol/kg) je Injektion
sowie alternativ 100 ul NaCl-Losung wurden beibehalten. Anders als in den
vorangegangenen Versuchen wurden neben der intraperitonealen Verabreichung
zusitzlich noch subkutane Injektionen im Bereich des Tumors fiir den Zeitraum
einer Halbwertszeit des !""Lu vorgenommen. Die Tiere der Kontrollgruppe
erhielten nach demselben System wie auch die Therapietiere, subkutane
Injektionen mit der NaCl-Losung um den Tumor herum, um dort den selben
mechanischen Reiz zu setzten. An den Tagen -1, und +1, bzw. +7 und +9
erfolgten die intraperitonealen Injektionen jeweils in der Friih, die subkutanen
Injektionen nachmittags. An den Therapietagen (Tag 0 und Tag 8) wurden die
Koinjektionen 1i.p. jeweils 1 Stunde vor der '""Lu-DOTATOC-Applikation
verabreicht, s.c. jeweils parallel dazu. An den anderen Tagen mit alleiniger
subkutaner Injektion wurde diese jeweils vormittags vorgenommen. An den
dazwischen liegenden Wochenenden wurde mit den subkutanen Injektionen

pausiert (siche Tabelle 5).
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Tabelle 5: Applikationsschema der Koinjektion mit iRGD und NaCl-Losung
bei den Miusen der beiden Therapiegruppen

Tag 0 = Therapietag 1. Zyklus, Tag -1 =Tag vor Therapie, Tag +1 = Tag nach
Therapie, usw., Tag + 7 = Tag -1 fiir 2. Zyklus, Tag 8 = Therapietag 2. Zyklus;
die Therapietage sind fett gedruckt; NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung,
iRGD: iRGD-Peptid (gelost), i. p.: intraperitoneal, s. c.: subkutan

Therapiegruppe (NaCl) Therapiegruppe (iRGD)
Zyklus 1 ; X
i. p. s. C. i. p. s. C.
Tag -1 X X X
Tag 0 X X X
Tag +1 X X X
Tag +2 X X
Tag +5 X X
Tag +6 X X
Therapiegruppe (NaCl) Therapiegruppe (iRGD)
Zyklus 2 - -
i. p. s. C. i. p. s. C.
Tag +7 X X X
Tag +8 X X X
Tag 49 X X X
Tag +12 X X
Tag +13 X X
Tag +14 X X

9.5.3.2 Uberwachung des Tumorvolumens
Die Bestimmung des Tumorvolumens und das Vorgehen zur Auswertung der

Daten erfolgten bei allen Madusen wie unter III. 9.4.1 beschrieben.

9.5.3.3 Uberwachung des Korpergewichtes
Die Gewichtsbestimmung und das Vorgehen zur Auswertung der Daten erfolgten

bei allen Mausen wie unter III. 9.4.2 beschrieben.

9.5.3.4 %"Tc-MAGs3-Nierenfunktionsszintigraphie
Die Miuse einer jeden Therapiegruppe (je n = 14) erhielten jeweils eine Baseline-
Messung sowie einen  Post-Therapie-Scan. Die  Durchfithrung der

Nierenszintigraphien und das Vorgehen zur Auswertung der Daten sind unter

II1. 9.4.3 detailliert beschrieben.

9.5.3.5 Finale Blutentnahme
Die Blutentnahme und die Bestimmung der Blutparameter geschahen wie unter

II1. 9.4.4 erklart.
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9.5.3.6 Anfertigen von Blutausstrichen

Von den therapierten Miusen des dritten Therapieversuches wurden, vor der
intrakardialen Blutabnahme zusitzlich Blutausstriche fiir ein Differentialblutbild
angefertigt. Hierbei wurden prozentuale Angaben zum Vorkommen von
Lymphozyten, segmentkernigen und stabkernigen neutrophilen Leukozyten,
eosinophilen und basophilen Leukozyten sowie Monozyten erbracht. Den Miusen
wurde dazu, ebenfalls unter Isoflurannarkose, die laterale Schwanzvene punktiert
und ein Tropfen Blut auf einen Objekttrager verbracht. Der Ausstrich erfolgte
nach gingiger Methodik. Diesbeziigliche Referenzwerte wurden von 10 der unter
III.9.4.4 erwidhnten Referenzméduse ermittelt. Die FErgebnisse zu den
Blutausstrichen wurden von dem bereits genannten externen Labor (Laboklin

GmbH) angefertigt.

9.5.3.7 Uberleben
Die statistische Berechnung der Uberlebensdaten erfolgte wie unter III. 9.4.6

beschrieben.

9.5.3.8 Priparation der Nieren fiir die histologische Untersuchung

Eine zusitzliche histologische Untersuchung beider Nieren {iber eine
Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung erfolgte bei den Maiusen aus dem dritten
Therapieversuch. Die Nieren wurden dazu am Versuchsende sofort nach der
Euthanasie entnommen, in 10%igem, neutral gepuffertem Formalin fixiert, langs
halbiert und im Institut fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie
der Technischen Universitdt Miinchen routineméfig entwissert und in Paraffin
eingebettet. Schnitte mit einer Dicke von 2 um wurden mit Himatoxylin-Eosin
gefdarbt und histologisch beurteilt. Bei 26 therapierten Méiusen war mindestens
eine Niere histologisch auswertbar, wobei 11 Tiere aus der NaCl-Therapiegruppe
und 13 Tiere aus der iRGD-Therapiegruppe in die endgiiltige Auswertung mit
einbezogen wurden. Des Weiteren erfolgte eine histologische Beurteilung von
beiden Nieren von 3 unbehandelten Referenztieren aus der Gruppe, aus der auch

die Referenzwerte fiir die Blutparameter generiert wurden.

Alle Nieren wurden von zwei unabhidngigen Pathologen (geblindet fiir die

Therapiegruppen) untersucht.

Zur Beurteilung der histopathologischen Befunde wurde ein semiquantitatives

Scoringsystem angewendet mit folgenden Kriterien (siehe Tabelle 6):
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Tabelle 6: Semiquantitatives Scoringsystem zur Beurteilung der
histopathologischen Nierenbefunde im Therapieversuch III

Score 0 1 2 3
Glomerula | mesangiale ‘ . . ‘
Odematisierung/ nicht vorhanden gering- mittel- geringgradige
Hyalinablagerung (Normalbefund) gradiges gradiges Hyalinablage-
Odem Odem rung
Verlust des Kapselraum- | Kapselraum-
Bowmanschen nicht vorhanden lumen lumen Kapselraum-
Kapselraums (Normalbefund) geringgradig | mittelgradig lumen verlegt
verringert verringert
Podozyten-
/PaIletalZGI.I . nicht vorhanden sehr vereinzelt multifokal
hypertrophie und - | (Normalbefund) vereinzelt
hyperplasie
proximale | Vakuolisierung
Tubuli nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, hochgradig,
(Normalbefund) vereinzelt miBig hadufig hiufig

Degeneration

nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, hochgradig,
(Normalbefund) vereinzelt miBig hdufig hiufig

tubulére Dilatation

nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, hochgradig,

(Normalbefund) vereinzelt maBig hidufig hiufig
intraluminale
hyaline . nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, hochgradig,
Akkumulationen (Normalbefund) vereinzelt maBig hiufig haufig
intrazyto- wenige mittelgradig zahlreiche
plasmatische Granula in Granula in Granula in
Granula nicht vorhanden wenigen einigen zahlreichen
(Normalbefund) Tubulus- Tubulus- Tubulus-
epithelzellen | epithelzellen epithelzellen
nachweisbar nachweisbar nachweisbar
distale tubulédre Dilatation
Tubuli nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, hochgradig,
(Normalbefund) vereinzelt maBig hidufig hiufig
Degeneration
nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, hochgradig,
(Normalbefund) vereinzelt maBig hiufig hiufig
Inter- Entziindungszell-
stitium infiltration nicht vorhanden geringgradig, | mittelgradig, | hochgradig,

(Normalbefund) vereinzelt miBig hédufig hiufig
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IV. ERGEBNISSE

1. Manifestation und Erscheinungsbild der subkutanen
Tumoren
1.1 Zelllinie AR42]

Durch die subkutane Injektion von 5 x 10° Zellen an der rechten Flanke konnte
ein Wachsen der Tumoren bei 100 % der Méiuse erzielt werden. Davon zeigten
95 % der Tumoren innerhalb von 7 Tagen einen messbaren Durchmesser von 2
bis 3 mm. Die Tumoren kennzeichneten sich durch ein sehr schnelles Wachstum
und eine ausgeprigte Neoangiogenese aus und stellten sich dementsprechend als

sehr blutreich dar (sieche Abbildung 11 A und B). Bei groeren Tumoren waren

nekrotische Bereiche im Tumorinneren deutlich erkennbar.

Abbildung 11: Maus mit blutreichem AR42]J-Flankentumor

(A) dunkelrote Firbung verrdt hohen Blutreichtum; (B) deutlich erkennbare
GefiBversorgung (schwarzer Pfeil)
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1.2 Zelllinie NCI-H69

Durch die subkutane Injektion von 7,5 x 10% NCI-H69-Zellen an die rechte Flanke
konnte bei 70 % der Tiere ein Tumorwachstum erreicht werden. Die Tumoren
zeichneten sich durch ein sehr langsames und ungleichméBiges Wachstum mit nur
sehr geringer Neoangiogenese und geringer Durchblutung aus (siehe Abbildung
12A). Auf ein erkennbares Tumorwachstum bei den ersten Tieren musste
3 Wochen gewartet werden. Bei groBeren Tumoren waren deutliche Nekrosen im
Tumorinneren erkennbar (sieche Abbildung 12 B). Eine zu beobachtende
Besonderheit stellte sich bei 4 injizierten Maiusen dar, die anstelle eines

Flankentumors massive Lungentumoren entwickelten.

Abbildung 12: NCI-H69-Flankentumoren

(A) Maus mit NCI-H69-Flankentumor mit geringer Gefidlversorgung (brauner
Pfeil); (B) entfernter NCI-H69-Flankentumor, aufgeschnitten; deutlich sichtbare
nekrotische Bereiche im Inneren des Tumors (schwarze Pfeile)



IV. Ergebnisse 75

2. uPET-Messungen mit ®Ga-DOTA-iRGD zur Darstellung

der avfp3-Integrine

Die exemplarischen uPET-Messungen von 5 tumortragenden Miusen je Zelllinie
(AR42] und NCI-H69) mit %Ga-DOTA-iRGD ergaben fiir die
Aktivitatsanreicherung im Tumor im Vergleich zur kontralateralen Seite ein
Aktivitatsverhdltnis 3,2 + 1,5 bei den AR42J-Tumoren. Die vermehrte
Anreicherung des Tracers ist im Bereich der AR42J-Tumoren in den puPET-
Aufnahmen deutlich zu erkennen (siehe Abbildung 13 A). Die NCI-H69-Tumoren
wiesen eine, wenn auch eine geringere, Mehranreicherung im Bereich der

Tumoren in einem Aktivitdtsverhéltnis von 2,3 + 1,1 auf (siehe Abbildung 13 B).
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Abbildung 13: yPET-Aufnahmen mit *Ga-DOTA-iRGD an tumortragenden
Miusen

(A) Maus mit einem subkutanen AR42J-Tumor (weifler Kreis, rechte Seite)
und Kkontralateralem Aquivalent (weiller Kreis, linke Seite); vermehrte
Anreicherung des Tracers (grauer Pfeil bzw. roter Bereich im Tumor); (B) Maus
mit einem subkutanen NCI-H69-Tumor (weiller Kreis, rechte Seite) mit
kontralateralem Aquivalent (weiBer Kreis, linke Seite); Anreicherung des Tracers
(grauer Pfeil bzw. griiner Bereich im Tumor), vermutlich nekrotischer Bereich
(dunkelblauer Pfeil)
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3. Aktivititsanreicherung in Nieren und Tumoren
3.1 Biodistribution und Dosimetrie an NCI-H69-tumortragenden
Maiusen

3.1.1 Biodistribution

Die Nieren wiesen die hochste Aktivitidtsanreicherung auf mit jedoch starker
Aktivititsabnahme vom Zeitpunkt 24 h auf 48 h nach Injektion des
Radiopharmakons (siehe Tabelle 7). Die Werte fiir die linken und rechten Nieren
wiesen mit jeweils p = 0,083 keinen signifikanten Unterschied zwischen der
NaCl- und der iRGD-Gruppe auf. Eine Tendenz zugunsten der iRGD-Gruppe zum
Zeitpunkt 24 h liel sich bei den Nieren trotz einer hohen Streuung der Werte
erkennen. Die Aktivitdtsanreicherung im Tumorgewebe verzeichnete zu jedem
Zeitpunkt eine sehr geringe Aufnahme des Radiopharmakons mit relativ hoher
Streuung der Werte (siehe Tabelle 7). Blut und Muskulatur wiesen zu keinem
Zeitpunkt eine nennenswerte Aktivitdtsanreicherung auf. Die Muskulatur diente
dabei als Referenzwert fiir die Anreicherung in neutralem Gewebe. Das Tumor-
Muskel-Verhiltnis verdeutlicht die Mehranreicherung im Tumor verglichen mit
neutralem Gewebe (siehe Tabelle 7). In den Abbildungen 14, 15 und 16 stellen
Balken- und Liniendiagramme die Werte aus Tabelle 7 fiir Nieren und Tumoren
graphisch dar. Es konnte zu keinem Zeitpunkt fiir keinen Wert ein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden (p > 0,05).
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Tabelle 7: Mittelwerte mit Standardabweichung fiir Nieren und NCI-H69-
Tumoren in [ % ID/g] und Tumor-Muskel-Verhéltnis bei Miusen

Zum Zeitpunkt 24 h post Injektion konnten aus beiden Gruppen nur jeweils 4
Maiuse aufgrund pathologisch verdnderter linker Nieren mit in die Berechnung des
Mittelwertes einbezogen werden, sonst n=35 je Gruppe und Zeitpunkt;
MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, h: Stunden, NaCl: steht fiir
Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der
injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe

Zeitpunkt post Injektion MW £ 5D [%ID/g] Tumor-Muskel-
und jeweilige Gruppe | linke Nieren | rechte N'terenl beide Nieren | Tumoren Verhiltnis
24 h i
6,597 6,373 6,485 0,457 30
1,157 1,083 1,044 0,233 21
4,457 4,465 4,461 0,507 56
1,011 1,019 0,940 0,132 14
1,986 2,004 1,995 0,31 53
0,171 0,183 0,167 0, 24
1,872 1,920 1,847 0,32 10
0,436 0,383 0,388 0,0 14
1,398 1,376 1,387 0,21 34
0475 0,469 0,445 0, 11
1,301 1,268 1,284 0,24 19
0,351 0,136 0,324 0,07 6
9,00
£,00
7,00
5,000
= 5,00
=
F o400
=00
2,00 - - I
000 = = - L:A i . g'i “ mim En
linke Nieran rechte Miaren Tumore
B Tg-DOTATOC + MaCl 240 @ YLu-DOTATOC +IRGD 24 b » Y Lu-DOTATOC + NaCl 48 h
m 17y DOTATOC +iRGD 48 h & P71 DOTATOC £ Nacl 72 b w7 Lu-DOTATOC +iRGD 72 b

Abbildung 14: Balkendiagramm zur Aktivititsanreicherung in linken und
rechten Nieren sowie in den NCI-H69-Tumoren bei Miusen

Balkendiagramme erstellt gemi3 Angaben aus Tabelle 7 entsprechend der
Mittelwerte inklusive Standardabweichungen in [%ID/g]; h: Stunden, NaCl: steht
fiir Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der
injizierten Aktivitidt pro Gramm Gewebe
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24 h 48 h 72h
Zeit post Aktivitdtsapplikation

= 177 -DOTATOC + Nacl Y7 u-DOTATOC + iRGD

Abbildung 15: Liniendiagramm zum Verlauf der Aktivititsanreicherung in
beiden Nieren bei NCI-H69-tumortragenden Miusen

Kurven erstellt gemid3 Angaben aus Tabelle 7 entsprechend der Mittelwerte in
[%ID/g]; die Standardabweichungen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet; h: Stunden, NaCl: steht fiir Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-
Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe

0,70
0,60
0,50

0,40

(261 D/e]

0,30
0,20
0,10

0,00
24h 48 h 72h

Zeit post Aktivitatsapplikation

g 7L -DOTATOC + NaCl Y7 u-DOTATOC + iRGD

Abbildung 16: Liniendiagramm zum Verlauf der Aktivititsanreicherung in
den NCI-H69-Tumoren bei Miiusen

Kurven erstellt gemid3 Angaben aus Tabelle 7 entsprechend der Mittelwerte in
[%ID/g]; die Standardabweichungen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet; h: Stunden, NaCl: steht fiir Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-
Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der injizierten Aktivitdat pro Gramm Gewebe
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3.1.2 Dosimetrie

Die Ergebnisse zur Berechnung der relativen Dosis [Gy/MBq] fiir Nieren und
Tumoren sowie die prozentualen Unterschiede fiir diese Werte, im Vergleich der
Maiuse mit Koinjektion von NaCl-Losung bzw. iRGD, sind der Tabelle 8 zu
entnehmen. Die berechneten Dosiswerte zeigen tendenzielle Abweichungen

zugunsten der iRGD-Gruppe, sowohl fiir die Nieren als auch fiir die Tumoren.

Tabelle 8: Relative Dosiswerte fiir NCI-H69-Tumoren und Nieren bei
Maiusen sowie prozentualer Vergleich der Werte zwischen den Gruppen,
bezogen auf die Gruppe mit iRGD als Koinjektion

Dosisangaben in [Gy/MBq]; Gy: Gray; MBq: Megabequrel, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Relative Dosis [Gy/MB(q]

7Lu-DOTATOC "Lu-DOTATOC
+ NaCl +iRGD

Differenz in %
iRGD vs. NaCl

Tumoren 0,0374 0,0390 4,19

Nieren 0,1435 0,1143 -20,35
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3.2 Biodistribution und Dosimetrie an AR42J-tumortragenden Miusen

3.2.1 Biodistribution

Die Biodistribution an fiinf Zeitpunkten fiir Nieren und AR42J-Tumoren ergab
eine hohere Anreicherung des !""Lu-DOTATOC im Tumor als in den Nieren mit
einem deutlichen Abfall der Aktivitit von 24 h auf 48 h. Zwischen den Gruppen
konnte ein Anreicherungsverhalten fiir Nieren und Tumoren tendenziell zugunsten
der iRGD-Gruppe beobachtet werden. Es lag eine hohe Streuung der einzelnen
Werte vor. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen konnte fiir
Nieren und Tumoren nicht festgestellt werden (p > 0,05). Das Tumor-Muskel-
Verhiltnis war mit p = 0,050 bei 24 h in der iIRGD-Gruppe signifikant hoher. In
Tabelle 9 sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen der Miduse zu
den jeweiligen Zeitpunkten angegeben. Die Abbildungen 17, 18 und 19 zeigen die
zugehorigen Balken- und Liniendiagramme.

Tabelle 9: Mittelwerte mit Standardabweichung fiir Nieren und AR42]-
Tumoren in [ % ID/g] und Tumor-Muskel-Verhéltnis bei Miusen

n=4 Miuse je Gruppe wund Zeitpunkt; MW: Mittelwert, SD:
Standardabweichung; h: Stunden; NaCl: Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-
Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe

Zeitpunkt post Injektion MW + 5D [%10/g] [Tumor-Muskel-
und jeweilige Gruppe linke Mieren | rechte Nieren | beide Nieren | Tumaoren Verhiltnis
24 h post
5,543 5,373 5,461 7,540 367
1,232 1,273 1,149 0,555 140
3,554 3,51 3,532 8,158 731
1,073 0,9% 0,926 0,535 247
48 h post
| u-DOTATOC + Nacl 1,673 1,658 1,666 3,841 472
sp . 0,281 0,242 0,243 0,861 49
' 1,574 1,563 1,568 4,246 683
0,633 0,608 0,575 0,779 267
0,781 0,816 0,799 1,975 an1
0,263 0,257 0,233 0,332 49
0,768 0,792 0,780 1,880 433
S0 0,116 0,082 0,091 0,346 84
120 h post
| u-DOTATOC + Naci 0,462 0,474 0,468 0,988 329
SD : 0,253 0,250 0,23 0,399 231
'\ u-DOTATOC + IRGD 0,501 0,483 0,492 0,926 194
SD 0,116 0,120 0,110 0,616 143
168 h post
0,265 0,266 0,266 0,307 111
0,174 0,170 0,154 0,043 27
0,205 0,202 0,204 0,236 21
0,065 0,066 0,061 0,058 178




IV. Ergebnisse 81

9,00
8,00
7,00 -
&, 00 l
T 5,00 T
= |
¥ 400
3,00 l
2,00 =T
#i li iL-i
1,00 T | T | -
¥ L - F—— o - = l
0.00 || [ ETF. . H o ™ - l-i-h
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B Ty DOTATOC +Macl 24h @ T u-DOTATOC +iRGD 24k » Y Lu-DOTATOC + NaCl 48 h
B YLp-DOTATOC+IRGD 420 B YWlu-DOTATOC+NaCl 72 h - 8 37 Ly-DOTATOC +iRGD 72 h
Wi y-DOTATOC + NaCl 1208 = YW Ly-DOTATOC 4iRGD 120h @ YWLy-DOTATOC + MaCl 168 h
B T Lu-DOTATOC +iRGD 168 h

Abbildung 17: Balkendiagramm zur Aktivititsanreicherung in linken und
rechten Nieren sowie in den AR42J-Tumoren bei Miusen

Balkendiagramme erstellt gemid3 Angaben aus Tabelle 9 entsprechend der
Mittelwerte inklusive Standardabweichungen in [%ID/g]; h: Stunden, NaCl: steht
fir Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der
injizierten Aktivitdat pro Gramm Gewebe

6,00
5,00
4,00
"o
& 3,00
£
2,00
1,00 —
o e = — _ -
0,00
24k 42 h 72 h 120 h 162 h
Zeit post Aktivitatsapplikation
—g— 177 )-DOTATOC + NaCl 157 -DOTATOC + iRGD

Abbildung 18: Liniendiagramm zum Verlauf der Aktivititsanreicherung in
beiden Nieren bei AR42]J-tumortragenden Miusen

Kurven erstellt gemid3 Angaben aus Tabelle 9 entsprechend der Mittelwerte in
[%ID/g]; die Standardabweichungen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet; h: Stunden, NaCl: steht fiir Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-
Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe
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Abbildung 19: Liniendiagramm zum Verlauf der Aktivititsanreicherung in
den AR42]J-Tumoren bei Miusen

Kurven erstellt gemid3 Angaben aus Tabelle 9 entsprechend der Mittelwerte in
[%ID/g]; die Standardabweichungen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet; h: Stunden, NaCl: steht fiir Natriumchorid-Losung, iRGD: iRGD-
Peptid (gelost), [%ID/g]: Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe

3.2.2 Dosimetrie

Die Ergebnisse zur Berechnung der relativen Dosis [Gy/MBq] fiir Nieren und
Tumoren sowie die prozentualen Unterschiede fiir diese Werte, im Vergleich der
Maiuse mit Koinjektion von NaCl-Losung bzw. iRGD, sind der Tabelle 10 zu
entnehmen. Die berechneten Dosiswerte zeigen tendenzielle Abweichungen

zugunsten der iRGD-Gruppe, sowohl fiir die Nieren als auch fiir die Tumoren.

Tabelle 10: Relative Dosiswerte von AR42]J-Tumoren und Nieren bei Miusen
sowie prozentualer Vergleich der Werte zwischen den Gruppen, bezogen auf
die Gruppe mit iRGD als Koinjektion

Dosisangaben in [Gy/MBq]; Gy: Gray; MBq: Megabequrel, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Relative Dosis [Gy/MBq]

7Lu-DOTATOC "Lu-DOTATOC
+ NaCl +iRGD

Differenz in %
iRGD vs. NaCl

Tumoren 0,4126 0,4552 10,30

Nieren 0,0948 0,0910 -3,95
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4. Therapieversuche mit ""Lu-DOTATOC an M:iiusen mit
AR42]J-Flankentumoren

4.1 Therapieversuch I mit einem Therapiezyklus

4.1.1 Effektiv erhaltenes !”’Lu-DOTATOC
Die Miuse beider Therapiegruppen erhielten effektiv 25 = 5 MBq des
therapeutisch wirksamen '""Lu-DOTATOC.

4.1.2 Tumorvolumen und absolute Volumeninderung

Das Tumorvolumen betrug bei den Médusen zum Zeitpunkt des Therapiebeginns
im Mittel 40 + 20 mm?®. Bei 4 Miusen in der NaCl-Therapiegruppe und bei einer
Maus in der Kontrollgruppe waren solide Tumoren sichtbar, allerdings war das
Volumen nicht eindeutig zu bestimmen. Diesen Tumoren war ein

Anfangsvolumen von 0 mm’

zugeteilt. Die absoluten Volumenénderungen
wurden bis Tag 22 in den Therapiegruppen und bis Tag 18 in der Kontrollgruppe
bewertet. Die Mittelwerte inkl. der Standardabweichung der absoluten
Volumenidnderungen konnen der Tabelle 11 entnommen werden. Die
Abbildung 20 zeigt hierzu die entsprechenden Kurven. Die Werte der beiden
Therapiegruppen dhneln sich, wobei sie in beiden Gruppen eine grofle Streuung
aufweisen. Ebenso zeigen die Werte in der Kontrollgruppe eine grof3e Streuung.
Eine signifikanter Unterschied zwischen den beiden Therapiegruppen konnte an
keinem Tag festgestellt werden (p>0,284). Durch die Therapie mit '""Lu-
DOTATOC konnte in beiden Therapiegruppen eine Verzogerung fiir das
Einsetzen des Tumorwachstums von 7 bis 8 Tagen im Vergleich zur
Kontrollgruppe erreicht werden. Zwischen den Therapiegruppen und der
Kontrollgruppe war fiir Tag 4 ein signifikanter Unterschied feststellbar (p < 0,05),
fiir die Tage 7 bis 18 ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01), wobei sich an
den Tagen 12 und 15 der Unterschied zur NaCl-Therapiegruppe und an Tag 7 zur
iRGD-Therapiegruppe mit p < 0,001 als hochst signifikant darstellte.
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Tabelle 11: Absolute Volumeniinderung der Tumoren der verschiedenen
Gruppen je Messzeitpunkt im Therapieversuch I

Therapietag ist fett gedruckt (Tag 0); n: Anzahl der Tiere, MW: Mittelwert,
SD: Standardabweichung, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-
Peptid (gelost)

absolute Volumeniinderung [mm?®] (Mittelwerte und Standardabweichungen)
Tage post | Lu-DOTATOC + NaCl | ""Lu-DOTATOC + iRGD Kontrollgruppe
Therapie (n=13) (n=12) n=7)
MW SD MW SD MW SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 1,22 11,71 -0,49 12,38 26,85 28,59
7 20,56 24,30 8,38 19,43 178,36 150,05
12 131,83 91,64 160,13 102,93 526,76 270,43
15 304,13 175,25 313,10 231,32 849,47 320,06
18 801,34 385,08 814,44 411,87 1747,07 524,04
22 1474,85 711,28 1376,16 650,20 - -
2000
1800
E 1600
E. 1400
g
g 1200
2 1000
% 00
3 600
g 400
2 2m
? E 5 10 15 20 25
200 Tage post Therapiebeaginn
—— "TLU-DOTATOC + MaCl —a— TTL-OOTATOC + IRCGD —s= Kontrallgruppa

Abbildung 20: Absolute Volumeninderung der Tumoren im
Therapieversuch I bis Tag 22 in den Therapiegruppen und bis Tag 18 in der
Kontrollgruppe

Kurven erstellt gemédll der Mittelwerte aus Tabelle 11. Die eingezeichneten
Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede beziiglich der absoluten
Volumeninderung in [mm?®] und bedeuten * p < 0,05 (signifikant), ** p < 0,01
(hoch signifikant), *** p < 0,001 (hochst signifikant); Sternchen in schwarz: beide
Therapiegruppen vs. Kontrollgruppe, Sternchen farbig: jeweilige Therapiegruppe
vs. Kontrollgruppe; NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)
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4.1.3 Korpergewicht

Die Miuse zeigten in allen Gruppen einen dhnlichen Gewichtsverlauf. Nach
Abzug des Tumorgewichtes vom Lebendgewicht am Todestag verzeichneten, im
Vergleich zum Ausgangsgewicht, in der NaCl-Therapiegruppe 85 % (n = 11/13)
der Miuse eine prozentuale Gewichtszunahme und 15 % eine Gewichtsreduktion.
In der iRGD-Therapiegruppe zeigten 92 % (n=11/12) eine prozentuale
Gewichtszunahme. Eine Gewichtsreduktion wies nur eine Maus auf. In der
Kontrollgruppe hatten 71 % (n = 5/7) einen Gewichtszuwachs und 29 % einen
Gewichtsverlust. Eine Reduktion des Korpergewichtes von > 10 % gab es bei
keiner Maus. Die Gewichtsanderungen vom Ausgangsgewicht zum tatsdchlichen
Endgewicht zwischen den beiden Therapiegruppen bzw. zwischen der jeweiligen
Therapiegruppe und der Kontrollgruppe wiesen keine signifikanten Unterschiede

auf (p > 0,479). Tabelle 12 zeigt die Mittelwerte diverser Gewichtsparameter.

Tabelle 12: Verschiedene Gewichtsparameter der Miuse im
Therapieversuch I

Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung in Gramm [g]; n: Anzahl der
Tiere, NaCl: Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Ausgangsgewicht | Lebendgewicht | Tumorgewicht | Tatsdchliches
Euthanasietag Endgewicht
7"Lu-DOTATOC +
NaCl (n = 13) 23,7+ 1.8 26,4 2,1 20+04 243 +2,1
7"Lu-DOTATOC +
iRGD (n = 12) 23,1+13 258+14 2,0+0,5 238+1,5
Konz;(’l_lg;)uppe 230422 254419 22+0,1 23319
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4.1.4 9mT¢-MA Gs3-Nierenfunktionsszintigraphie

4.14.1 Korrelation der FUR, FURkor und kex mit der verabreichten
Aktivitit

Mit p=0,023 wurde eine signifikante Korrelation zwischen erhaltener

Therapieaktivitidtshohe und der Verinderung in der FUR festgestellt. Mit dem im

Rahmen der vorliegenden Arbeit von uns generierten Berechnungsmodell konnte

sowohl fiir FURko, als auch fiir kgx mit p=0,000 fiir beide Variablen

diesbeziiglich eine hochst signifikante Korrelation ermittelt werden. Diese

Feststellung gilt fiir alle drei Therapieversuche.

4.1.4.2 Korrigierte Aufnahmerate und tubulire Exkretionsrate

Tendenziell wiesen die Nieren der Miuse der NaCl-Therapiegruppe bereits bei
der Baseline-Messung eine hohere korrigierte Aufnahmerate (FURko) auf als in
der iRGD-Therapiegruppe (sieche Tabelle 13 und Abbildung 21 A). In der NaCl-
Therapiegruppe steigerte sich die FURk.r tendenziell bei der posttherapeutischen
Messung, allerdings nicht signifikant (p = 0,878). In der iRGD-Therapiegruppe
wies die FURker mit p =0,050 sogar noch eine signifikante Erhohung bei der
Messung nach der erfolgten Therapie auf. Die Werte fiir die Exkretionsrate (kgx)
waren dagegen in der iRGD-Therapiegruppe bereits bei der Baseline-Messung
tendenziell hoher als in der NaCl-Therapiegruppe und stiegen bei den
posttherapeutischen Messungen zudem noch geringfiigig an, allerdings nicht in
signifikantem MaBle (p = 0,778). Dagegen verringerte sich die Exkretionsrate in
der NaCl-Therapiegruppe im Allgemeinen geringfiigig, jedoch ebenfalls nicht
signifikant (p=0,414) (sieche Tabelle 13 und Abbildung 21 B). Beide
Therapiegruppen zeigten 1im Vergleich untereinander beziiglich ihrer
Verinderungen von der Baseline- zur posttherapeutischen Messung hinsichtlich
der FURkor mit p = 0,689 und der Exkretionsrate mit p = 0,154 kein signifikant

unterschiedliches Verhalten.
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Tabelle 13: Mittelwerte mit Standardabweichung zur Kkorrigierten
Aufnahmerate und zur tubuléren Exkretionsrate im Therapieversuch I

Je hoher die Zahl, umso besser die FURyo (korrigierte Aufnahmerate in
[%]ID/min]) bzw. Exkretion (kgx: tubuldre Exkretionsrate in [1/min]); negative
Vorzeichen bedeuten ein Reduktion der Funktion. FUR-Werte in [%ID/min] zum
Vergleich: NaCl-Therapiegruppe: 14,2 + 3,9 (Baseline); 14,0 £ 5,4 (post
Therapie); -0,1 + 0,1 (Differenz); iRGD-Therapiegruppe: 9,9 + 3,1 (Baseline);
13,6 £ 3,1 (post Therapie), 3,7 + 4,0 (Differenz); n: Anzahl der Tiere, FURko::
korrigierte Aufnahmerate, kgx: tubuldre Exkretionsrate, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), %ID: Prozent der
injizierten Aktivitdt, min: Minute

Baseline post Therapie Differenz post - Base

Th i
erapiegruppen |0 — Kix FURor Kex FURGor Kex

1777 4y
Lu-DOTATOC 22,7+55 | 0,89+£0,09 | 25,7+10,2 | 0,86 +0,17 | 3,0+12,8 | -0,03 0,17

+NaCl (n=5)
TLu-DOTATOC
18,7 £ 7+£0,17 | 23,8+6,2 1,01 £0,1 1 £6,1 4 +0,14
+iRGD (n = 4) 87+53 | 0970, 3.8+6, ,01£0,19 | 5,1 6, 0,04 £0,
50,0 2,00
o 40,0 '. i 1,50
IE 30.0 |. I! E
S, P ]
) 4 £ 100 I T
= el
= 20,0 | -
& I ~ 0,50
Z 10,0
0,0 0,00
Basslne post Therapie Baseline post Theraple
W 77 Lu-DOTATOC+ NaCl W 7 Lu-DOTATOC+ NaCl
B 177 Lu-DOTATOC + iRGD A B Y7 u-DOTATOC+IRGD B

Abbildung 21: Gegeniiberstellung der korrigierten Aufnahmerate (A) und
tubuliren Exkretionsrate (B) der beiden Therapiegruppen zum jeweiligen
Messzeitpunkt im Therapieversuch I

Mittelwerte und Standardabweichungen entsprechen den Zahlenwerten aus
Tabelle 13. Ein signifikanter Unterschied wies nur der Vergleich Baseline vs. post
Therapie in der iRGD-Therapiegruppe mit einer hoheren Kkorrigierten
Aufnahmerate (FURkor) auf (*p=0,050, signifikant); kgx: tubuldre
Exkretionsrate, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost), %ID: Prozent der injizierten Aktivitdt, min: Minute
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4.1.4.3 Renogramm-Kurven

Die Renogramm-Kurven der Méuse (sieche Abbildung 22) zeigen in der NaCl-
Therapiegruppe sowohl bei der Baseline-Messung als auch bei der
posttherapeutischen Messung eine steile Anflutungsphase und einen hohen Peak.
Der Peak der posttherapeutischen Messung ist hoher als der der Baseline-
Messung. Der Abfall der Kurven stellt sich fiir beide Messzeitpunkte relativ flach
dar, wobei die Kurve der posttherapeutischen Messung noch weiter abflacht. Die
Anflutungsphase der iRGD-Therapiegruppe bei der Baseline-Messung verlduft
weniger steil als die bei der posttherapeutischen Messung. Auch der Peak %ID ist
in Hinblick auf die posttherapeutische Messung hoher als bei der Baseline-
Messung und nihert sich dem Niveau des Peak %ID des Baseline-Wertes der
NaCl-Therapiegruppe an. Die TTP stellt sich verlingerte in der NaCl-
Therapiegruppe dar, wohingegen sich diese in der iRGD-Therapiegruppe verkiirzt
(siehe Tabelle 14). Der Kurvenabfall bei den posttherapeutischen Messungen in
der iRGD-Therapiegruppe ist deutlich steiler als der der Baseline-Messung und
fallt sogar unter das Niveau der Baseline-Messung der NaCl-Therapiegruppe. Die
Therapiegruppen zeigten im Vergleich untereinander keine signifikant
unterschiedlichen Verdnderungen fiir den Peak %ID (p =0,964). Fiir die TTP
wurden signifikant unterschiedliche Veridnderungen festgestellt (p=0,014).
Innerhalb der Therapiegruppen waren die Werte fiir Peak %ID und die TTP im
Vergleich zwischen Baseline- und posttherapeutischer Messung nicht signifikant

unterschiedlich (Peak %ID p > 0,182; TTP p > 0,084).
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Abbildung 22: Renogramm-Kurven aus den Daten von Baseline- und
posttherapeutischen Nierenszintigraphien der Maiuse beider
Therapiegruppen im Therapieversuch I

Die jeweiligen Renogramm-Kurven wurden aus Mittelwerten der Messdaten der
Baseline- und posttherapeutischen Messungen von n=35 Maiusen in der
Therapiegruppe '”’Lu-DOTATOC + NaCl und n=4 M:usen in der
Therapiegruppe '"’Lu-DOTATOC + iRGD generiert. Die Standardabweichungen
sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet; NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), [%ID]: Prozent der
injizierten Aktivitit, min: Minute

Tabelle 14: Zahlenwerte (Mittelwerte + Standardabweichungen) fiir
Peak %ID und TTP zu den Renogramm-Kurven im Therapieversuch I

n: Anzahl der Tiere, TTP: Time to Peak, s: Sekunde, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Mittelwerte und Standardabweichung beider Nieren
Therapiegruppen Peak %ID TTP [s]
Baseline post Therapie Baseline post Therapie
""Lu-DOTATOC +
NaCl (n = 5 13,3+32 154+£5,1 79+£6 92 £16
""Lu-DOTATOC +
iRGD (n = 4) 10,4 £2.2 12,4 £32 91+14 76 £ 15
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4.1.5 Blutparameter

Im Allgemeinen wiesen die Miuse beider Therapiegruppen im Hinblick auf die
Blutparameter dhnliche Werte auf. Bei Harnstoff und Leukozyten befand sich der
Grofiteil der Werte im Referenzbereich. Kreatinin lag bei nahezu allen Miusen
deutlich auBlerhalb des Referenzbereiches. Bei den Thrombozytenwerten verteilte
sich die Anzahl der Miuse in der NaCl-Therapiegruppe innerhalb und unterhalb
des Referenzbereiches zu fast gleichen Teilen. In der iRGD-Therapiegruppe
verschob sich hier das Verhiltnis zugunsten der Tiere, deren Werte
Referenzbereich lagen. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Blutwerte
zwischen beiden Therapiegruppen konnte nicht festgestellt werden (p > 0,440).
Tabelle 15 zeigt die gemessenen Wertebereiche im Detail mit zusitzlichen
Angaben, wie viel Prozent der Méuse (inkl. entsprechender Anzahl der Méuse)
der jeweiligen Therapiegruppe sich im Referenzbereich befanden bzw. wie viele

Miuse Werte darunter bzw. dariiber aufwiesen.

Tabelle 15: Blutwerte der therapierten Maiuse im Therapieversuch I
inklusive prozentualer Verteilung der Miuseanzahl je Therapiegruppe

n: Anzahl der Tiere, Ref.be.: Referenzbereich, 1: Liter, G: Giga, mmol: Millimol,
umol: Micromol, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Harnstoff Kreatinin Leukozyten Thrombozyten
[mmol/1] [umol/] [GAN] [GAN]
Referenzbereich 58-9.8 12-24 0,9-2,1 439-999
(n=15)
Lu-DOTATOC + NaCl n=12)
absolute Werte 5,2-9.,8 41-76 0,9-3,5 170-1014
% im Ref.be. 67 (n=28) - 75(n=9) 42 (n=5)
% unter Ref.be. 33(n=4) - - 50 (n=6)
% iiber Ref.be. - 100 (n=12) 25 (n=3) 8(n=1)
UTLu-DOTATOC +iRGD (n=12) n=11) mn=38)
absolute Werte 5,2-9,0 13-70 1,0-3,1 140-1130
% im Ref.be. 67 (n =8) 18 (n=2) 87,5(n=7) 62,5 (n=5)
% unter Ref.be. 33(n=4) - - 25(n=2)
% tiber Ref.be. - 82 (n=9) 125 n=1) 125(n=1)
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4.1.6 Auswertung der Uberlebensdaten

Alle Miuse in diesem Versuch waren am Tag der Euthanasie bei gutem
Allgemeinbefinden. Sie wurden ausschlieflich aufgrund des Erreichens der
Abbruchkriterien beziiglich des Tumors euthanasiert. In der NaCl-Therapiegruppe
wiesen die Miuse demnach eine mittlere Uberlebenszeit von 23,7 + 0,8 Tagen
auf, in der iRGD-Therapiegruppe von 23,7 + 0,6 Tagen und in der Kontrollgruppe
von 18,9 + 0,6 Tagen. Tabelle 16 gibt eine Ubersicht iiber die Anzahl der
euthanasierten Méduse sowie den prozentualen Anteil der iiberlebenden Miuse in
den jeweiligen Gruppen zum jeweiligen Zeitpunkt. Signifikante Unterschiede
zwischen beiden Therapiegruppen konnte diesbeziiglich mit keinem der
angewendeten  Signifikanztests  festgestellt ~werden (p>0,698). Die
Abbruchkriterien traten bei den Maéuse in beiden Therapiegruppen hdochst
signifikant spidter ein als in der Kontrollgruppe (p=0,000 fiir alle drei
Signifikanztests).  Das  entsprechende  Kaplan-Meier-Diagramm  zeigt

Abbildung 23.

Tabelle 16: Anzahl euthanasierter Miuse und prozentualer Anteil der
iiberlebenden Miuse je Gruppe und Zeitpunkt im Therapieversuch I

Die Euthanasie erfolgte aufgrund des Eintretens der Abbruchkriterien beziiglich
der Tumoren; prozentualer Anteil bestimmt ausgehend von 100 % am Tag O;
n: Anzahl der Tiere, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Tage post

Therapiebeginn (Tag 0) 18 21 22 26 32

Anzahl euthanasierter Mause

7"Lu-DOTATOC + NaCl

(n=13) 0 0 9 3 1
177 :
Lu-DOTATOC +iRGD 0 0 7 5 ~
(n=12)
Kontrollgruppe (n=7) 5 2 - - _

iiberlebende Miuse in %

7"Lu-DOTATOC + NaCl 100 100 31 8 0

""Lu-DOTATOC + iRGD 100 100 42 0 -

Kontrollgruppe 29 0 - - _
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Miuse der jeweiligen
Gruppen im Therapieversuch I

Ausgangstierzahl je Gruppe: !"’Lu-DOTATOC + NaCl: n = 13, '7Lu-DOTATOC
+ iRGD: n = 12, Kontrollgruppe: n = 7. Deutlich zu erkennen ist der @hnliche
bzw. teilweise identische Verlauf der Kurven beider Therapiegruppen (blaue und
orange Linie) und der unterschiedliche Verlauf zwischen Kontrollgruppe (griine
Linie) und den Therapiegruppen; Therapiegruppen vs. Kontrollgruppe: Breslow-
Test (Generalized Wilcoxon), Tarone-Ware-Test und Log-Rank-Test hochst
signifikant (p =0,000); Therapiegruppen im Vergleich untereinander nicht
signifikant unterschiedlich; n: Anzahl der Tiere, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-
Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)
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4.2 Therapieversuch II mit zwei Therapiezyklen

4.2.1 Effektiv erhaltenes ”’Lu-DOTATOC
Die Mause beider Therapiegruppen erhielten je Therapiezyklus effektiv
53 + 5 MBq des therapeutisch wirksamen !"”’Lu-DOTATOC.

4.2.2 Tumorvolumen und absolute Volumeninderung

Das Tumorvolumen betrug bei den Mausen zum Zeitpunkt des Therapiebeginns
im Mittel 50 + 23 mm?>. Bei 2 Miusen der iRGD-Therapiegruppe waren solide
Tumoren sichtbar, allerdings war das Volumen nicht eindeutig zu bestimmen. Bei
diesen beiden Tumoren war ein Anfangsvolumen von 0 mm?® definiert worden.
Die absoluten Volumenidnderungen wurden bis Tag 26 in den Therapiegruppen
und bis Tag 16 in der Kontrollgruppe bewertet. Die Zahlenwerte und die
Wachstumsverldaufe wiesen in den beiden Therapiegruppen eine sehr dhnliche
Tendenz auf, wenn sich auch die Werte der iRGD-Therapiegruppe fiir die
absolute Volumeninderung als minimal kleiner darstellten (siehe Tabelle 17 und
Abbildung 24). Die Volumeninderungen der beiden Therapiegruppen verliefen
nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,090). Eine deutliche
Wachstumsverzogerung durch die Therapie von iiber 16 Tagen im Vergleich zur
Kontrollgruppe war zu verzeichnen. Die absoluten Volumenidnderungen schritten
in der Kontrollgruppe ab Tag 4 mit p <0,001 hochst signifikant schneller voran
als in beiden Therapiegruppen (siehe Tabelle 17 und Abbildung 24).

Tabelle 17: Absolute Volumeniinderung der Tumoren der verschiedenen
Gruppen je Messzeitpunkt im Therapieversuch II

Therapietage sind fett gedruckt (Tag O und Tag 8); n: Anzahl der Tiere,
MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung; NaCl: steht fiir Natriumchlorid-
Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

absolute Volumeniinderung [mm?®] (Mittelwerte und Standardabweichungen)

Tage post | Lu-DOTATOC + NaCl | "7Lu-DOTATOC + iRGD Kontrollgruppe
Therapie (n=14) (n=13) n=7)
MW SD MW SD MW SD

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 5,95 22,46 -5,38 35,55 126,12 63,29
8 15,96 47,09 20,18 34,41 279,44 191,54
12 14,60 52,51 1,34 37,39 955,76 290,40
16 1,73 43,95 -4,43 33,03 1954,63 392,10
19 187,26 155,17 92,65 66,65 - -

21 340,35 120,54 329,44 118,44 - -

26 1066,28 377,48 907,23 295,10 - -
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Abbildung 24: Absolute Volumeninderung der Tumoren im
Therapieversuch II bis Tag 26 in den Therapiegruppen und bis Tag 16 in der
Kontrollgruppe

Angaben entsprechend der Mittelwerte aus Tabelle 17. Die eingezeichneten
Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede beziiglich der absoluten
Volumeninderung in [mm?®] und bedeuten * p < 0,05 (signifikant), ** p < 0,01
(hoch signifikant), *** p < 0,001 (hochst signifikant), Sternchen in schwarz: beide
Therapiegruppen vs. Kontrollgruppe; NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung,
iRGD: iRGD-Peptid (gelost)
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4.2.3 Korpergewicht

Nach Abzug des Tumorgewichtes vom Lebendgewicht am Todestag
verzeichneten, im Vergleich zum Ausgangsgewicht, in der NaCl-Therapiegruppe
79 % (n=11/14) der Mause eine Gewichtszunahme und 21 % zeigten eine
Gewichtsreduktion. In der iRGD-Therapiegruppe zeigten 85 % (n=11/13) ein
konstantes Gewicht bzw. eine Gewichtszunahme. Bei 15 % wurde eine
Gewichtsreduktion festgestellt. In der Kontrollgruppe hielten alle Mause (n = 7/7)
ihr Korpergewicht bzw. es konnte eine Gewichtszunahme festgestellt werden.
Eine Reduktion des Korpergewichtes von > 10% fand bei keiner Maus statt. Die
Differenz vom Ausgangsgewicht zum tatsdchlichen Endgewicht zwischen den
beiden Therapiegruppen bzw. zwischen der jeweiligen Therapiegruppe und der
Kontrollgruppe wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (p > 0,610) (siche

Tabelle 18).

Tabelle 18: Verschiedene Gewichtsparameter der Miuse im
Therapieversuch II

Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung in Gramm [g]; n: Anzahl der
Tiere, NaCl: Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Ausgangsgewicht | Lebendgewicht | Tumorgewicht | Tatsdchliches
Euthanasietag Endgewicht
7"Lu-DOTATOC +
NaCl (n = 14) 229+ 15 25,115 1,5+0,3 235+1,3
7"Lu-DOTATOC +
iRGD (n = 13) 22,8+2,1 24,6 £2,2 1,4+£03 232422
Konziollg;;ppe 230+ 1,5 256+ 1,7 1,9+0,3 238+ 18
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4.2.4 9mT¢-MA Gs3-Nierenfunktionsszintigraphie

4.2.4.1 Korrigierte Aufnahmerate und tubulire Exkretionsrate

Bei den Baseline-Messungen wiesen beide Therapiegruppen sehr dhnliche Werte
beziiglich der korrigierten Aufnahmerate (FURyor) und der Exkretionsrate (kgx)
auf. Bei den posttherapeutischen Messungen zeigte der GroBteil der Miuse beider
Therapiegruppen eine Abnahme beider Parameter bei beiden Nieren, wobei die
Werte fiir die Exkretionsrate in der NaCl-Therapiegruppe in geringem Malle
schlechter waren als in der iRGD-Therapiegruppe (sieche Tabelle 19 und
Abbildung 25). In der NaCl-Therapiegruppe verloren 2 Maiuse das
Exkretionsvermogen jeweils in der linken Niere nahezu génzlich. In der NaCl-
Therapiegruppe zeigten beide Parameter hochst signifikante Veridnderungen
(p = 0,000) fiir FURkor und kgx mit hauptsichlich niedrigeren Werten im Vergleich
zur Baseline-Messung. Das nahezu gleiche Ergebnis, mit ebenfalls hauptsichlich
verringerten Werten gegeniiber der Baseline-Messung, konnte fiir die iRGD-
Therapiegruppe verzeichnet werden. Hier erwies sich die FURyo mit p = 0,001 als
hochst signifikant und kgx mit p = 0,002 als hochsignifikant (siehe Abbildung 25).
Beide Therapiegruppen zeigten im Vergleich untereinander in ihren
Verinderungen von der Baseline- zur posttherapeutischen Messung in der FURkor
mit p=0,118 und in der Exkretionsrate mit p=0,191 kein signifikant

unterschiedliches Verhalten.

Tabelle 19: Mittelwerte mit Standardabweichung zur Kkorrigierten
Aufnahmerate und zur tubuliren Exkretionsrate im Therapieversuch II

Je hoher die Zahl, umso besser die FURyo (korrigierte Aufnahmerate in
[%]ID/min]) bzw. Exkretion (kgx: tubuldre Exkretionsrate in [1/min]), negative
Vorzeichen bedeuten ein Reduktion der Funktion. FUR-Werte in [%ID/min] zum
Vergleich: NaCl-Therapiegruppe: 13,0 = 1,9 (Baseline); 11,9 £ 2,5 (post
Therapie); -1,1 + 3,2 (Differenz); iRGD-Therapiegruppe: 12,2 + 2,1 (Baseline);
12,2 £ 1,9 (post Therapie), 0,0 £ 2,1 (Differenz); n: Anzahl der Tiere, FURkor:
korrigierte Aufnahmerate, kgx: tubuldre Exkretionsrate, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), %ID: Prozent der
injizierten Aktivitdt, min: Minute

Baseline post Therapie Differenz post - Base

Th i
erapiegruppen FURkor kEx FURkor kEx FURkor kEx

7"Lu-DOTATOC

27259 | 1,36+£0,38 | 209+4,3 | 0,92+0,31 | -6,2%59 | -0,44 +0,47
+ NaCl (n =11)

7"Lu-DOTATOC

. 250+6,6 | 1,32+£0,38 | 21,1 3,9 | 1,07+0,23 | -39 £5,9 | -0,25 +0,36
+iRGD (n=12)
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Abbildung 25: Gegeniiberstellung der korrigierten Aufnahmerate (A) und
tubuliren Exkretionsrate (B) der beiden Therapiegruppen zum jeweiligen
Messzeitpunkt im Therapieversuch 11

Mittelwerte und Standardabweichungen entsprechen den Zahlenwerten aus
Tabelle 19. Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede Baseline vs. post
Therapie * p < 0,05 (signifikant), ** p < 0,01 (hoch signifikant), *** p < 0,001
(hochst  signifikant);  FURkor: korrigierte  Aufnahmerate, kgx:  tubulére
Exkretionsrate, NaCl: Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)
4.2.4.2 Renogramm-Kurven

Die Renogramm-Kurven der Mdiuse (sieche Abbildung 26) weisen in beiden
Therapiegruppen sowohl hinsichtlich der Baseline-Messung als auch bei der
posttherapeutischen Messung eine steile Anflutungsphase auf. Der Peak %ID der
NaCl-Therapiegruppe ist beziiglich beider Messzeitpunkte geringfiigig hoher als
in der iRGD-Therapiegruppe. Bei beiden Therapiegruppen fielen die Peaks bei der
posttherapeutischen Messung tendenziell niedriger aus. Bei der iRGD-
Therapiegruppe fallen die Kurven beziiglich beider Messzeitpunkte in fast
identischem Malle steil ab, wohingegen die Kurve, die die posttherapeutische
Messung in der NaCl-Therapiegruppe widerspiegelt, flacher als die ihrer
Baseline-Messung  verlduft. Die Therapiegruppen zeigten im Vergleich
untereinander keine signifikant unterschiedlichen Verdnderungen fiir den
Peak %ID (p = 0,698) und fiir die TTP (p = 0,230). Die Verdnderung in der TTP
innerhalb der NaCl-Therapiegruppe stellte sich mit p = 0,034 und hauptsichlich
verlidngerten Zeiten als signifikant dar. Der Peak %ID bei beiden Therapiegruppen
und die TTP bei der iRGD-Therapiegruppe erwiesen sich im Vergleich zwischen
Baseline- und posttherapeutischer Messung als nicht signifikant verdandert (NaCl-
Therapiegruppe: Peak %ID p=0,201; iRGD-Therapiegruppe: Peak %ID
p=0,418; TTP p =0,861). Zahlenwerte zum Peak %ID und TTP sind Tabelle 20

zu entnehmen.
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Abbildung 26: Renogramm-Kurven aus den Daten von Baseline- und
posttherapeutischen Nierenszintigraphien der Miuse beider
Therapiegruppen im Therapieversuch 11

Die jeweilige Renogramm-Kurven wurden aus Mittelwerten der Messdaten der
Baseline- und posttherapeutischen Messungen von n = 11 Méusen in der '""Lu-
DOTATOC + NaCl und n = 12 Miusen in der ""Lu-DOTATOC + iRGD
generiert. Die Standardabweichungen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet; NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost), [%ID]: Prozent der injizierten Aktivitdt, min: Minute

Tabelle 20: Zahlenwerte (Mittelwerte + Standardabweichungen) fiir
Peak %ID und TTP zu den Renogramm-Kurven im Therapieversuch I1

Die hier gelisteten MW fiir den Peak %ID stellen sich geringfiigig hoher dar, als
jene im Renogramm, da die MW der Tabelle aus samtlichen Einzelwerten von
linker und rechter Niere erstellt wurden und anders als in der Renogramm-Kurve
hierfiir das zeitlich unterschiedliche Eintreten der Peaks %ID bei linker und
rechter Niere nicht beriicksichtigt wurden; n: Anzahl der Tiere, TTP: Time to
Peak, s: Sekunde, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Mittelwerte und Standardabweichung beider Nieren

Therapiegruppen Peak %ID Time to Peak [s]
Baseline post Therapie Baseline post Therapie
7"Lu-DOTATOC +
NaCl (n = 11) 13,4+£30 13,6 £4,5 67 +12 102 +£110
177Y 1y
Lu-DOTATOC + 12,3+23 11,7+£23 66 + 10 68 +£20

iRGD (n = 12)
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4.2.5 Blutparameter

In beiden Therapiegruppen wiesen die Miuse in Hinblick auf die Blutparameter
eine dhnliche Werteverteilung auf. Bei Harnstoff und Leukozyten zeigte in etwa
jeweils die Haélfte der Maiuse in beiden Therapiegruppen Werte im
Referenzbereich sowie Werte darunter. Die Abweichungen der Werte vom
Referenzbereich bei den Leukozyten waren geringfiigig. Hinsichtlich des
Kreatinins bewegten sich die Werte des GroBteils der Miuse deutlich oberhalb
des Referenzbereiches, wohingegen bei den Thrombozyten die meisten Tiere
eindeutig zu niedrige Werte aufwiesen. Eine detaillierte Darstellung der
Blutparameter sowie die prozentuale Aufgliederung der Werte der Miuse im
Referenzbereich bzw. auflerhalb des Referenzbereiches je Therapiegruppe ist
Tabelle 21 zu entnehmen. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Blutwerte

zwischen beiden Therapiegruppen konnte nicht festgestellt werden (p > 0,165).

Tabelle 21: Blutwerte der therapierten Miuse im Therapieversuch II
inklusive prozentualer Verteilung der Miuseanzahl je Therapiegruppe

n: Anzahl der Tiere, Ref.be.: Referenzbereich, I: Liter, G: Giga, mmol: Millimol,
umol: Micromol, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Harnstoff Kreatinin Leukozyten Thrombozyten
[mmol/1] [umol/1] [GAN] [GN]
Referenzbereich
(n = 15) 5,8-9,8 12-24 0,9-2,1 439-999
UTLu-DOTATOC + NaCl (n=14) mn=9)
Absolute Werte 1,4-7,6 16-58 0,6-2,2 105-501
% im Ref.be. 50(n=7) 7(n=1) 445 =4) 22 (n=2)
% unter Ref.be. 50(n=7) - 44,5 (n=4) 78 (n=7)
% tiber Ref.be. - 93 (n=14) 11 (n=1) -
"Lu-DOTATOC + iRGD (n=12) n=10)
Absolute Werte 4,1-7,3 21-72 0,3-1,3 90433
% im Ref.be. 50 (n=6) 8(n=1) 50 (n=5) -
% unter Ref.be. 50 (n=6) 8(n=1) 50 (n=5) 100
% tiber Ref.be. - 84 (n=10) - -
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4.2.6 Auswertung der Uberlebensdaten

Alle Méause in diesem Versuch mussten ausschlieBlich aufgrund des Erreichens
der Abbruchkriterien beziiglich des Tumors euthanasiert werden. Bis auf eine
Maus waren alle Tiere am Euthanasietag bei gutem Allgemeinbefinden. In der
NaCl-Therapiegruppe wiesen die Miuse eine mittlere Uberlebenszeit von 28,1 +
0,4 Tagen auf, in der iRGD-Therapiegruppe von 29,2 + 0,4 Tagen und in der
Kontrollgruppe von 16,4 + 0,4 Tagen. Tabelle 22 gibt eine Ubersicht iiber die
Anzahl der euthanasierten Miuse sowie den prozentualen Anteil der iiberlebenden
Mause in den jeweiligen Gruppen zum jeweiligen Zeitpunkt. Es konnte fiir alle
drei Signifikanztests ein signifikanter Unterschied zugunsten der iRGD-
Therapiegruppe mit p < 0,05 festgestellt werden. Zwischen der Kontrollgruppe
und jeder der beiden Therapiegruppen wurde fiir alle drei Signifikanztests mit
p=0,000 stets ein hochst signifikanter Unterschied festgestellt. Das
entsprechende Kaplan-Meier-Diagramm zeigt Abbildung 27.

Tabelle 22: Anzahl euthanasierter Miuse und prozentualer Anteil der
iiberlebenden Miuse je Gruppe und Zeitpunkt im Therapieversuch II

Die Euthanasie erfolgte aufgrund des Eintretens der Abbruchkriterien beziiglich
der Tumoren; prozentualer Anteil bestimmt ausgehend von 100 % am Tag O;
n: Anzahl der Tiere, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Tage post

Therapiebeginn 16 19 27 28 29 32

Anzahl euthanasierter Miuse

""Lu-DOTATOC +

NaCl (n = 14) 0 0 > > 3 !
7TLu-DOTATOC +
iRGD (n = 13) 0 0 ! 2 8 2
Kontrollgruppe
grupp 6 ) ~ - ~ -
(n=7)

iiberlebende Miuse in %

7"Lu-DOTATOC +

NaCl 100 100 64 29 7 0

7"Lu-DOTATOC +

‘RGD 100 100 92 77 14 0

Kontrollgruppe 14 0 - - - _
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Miuse der jeweiligen
Gruppen im Therapieversuch I1

Ausganstierzahl je Gruppe: !"’Lu-DOTATOC + NaCl: n = 14, '""Lu-DOTATOC
+ iRGD: n = 13, Kontrollgruppe: n = 7. Signifikanzen: NaCl-Therapiegruppe vs.
iRGD-Therapiegruppe bei allen drei Siginfikanztests signifikant unterschiedlich:
Breslow-Test (Generalized Wilcoxon) p = 0,019, Tarone-Ware-Test p = 0,022
und Log-Rank-Test p = 0,029; Therapiegruppen vs. Kontrollgruppe: Breslow-Test
(Generalized Wilcoxon), Tarone-Ware-Test und Log-Rank-Test hochst signifikant
unterschiedlich (p = 0,000); n: Anzahl der Tiere, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-
Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)
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4.3 Therapieversuch III mit zwei Therapiezyklen und modifiziertem

iRGD-Regime

4.3.1 Effektiv erhaltenes "’ Lu-DOTATOC
Die Mause beider Therapiegruppen erhielten je Therapiezyklus effektiv
50 + 5 MBq des therapeutisch wirksamen !”’Lu-DOTATOC.

4.3.2 Tumorvolumen und absolute Volumeninderung

Das Tumorvolumen betrug zum Zeitpunkt des Therapiebeginns 24 + 10 mm?. Die
absoluten Volumenédnderungen wurden bis Tag 37 in den Therapiegruppen und
bis Tag 16 in der Kontrollgruppe bewertet. Die Zahlenwerte zeigen in den beiden
Therapiegruppen eine sehr dhnliche Tendenz (siehe Tabelle 23). Bis Tag 16
verzeichneten die Tumorvolumina im Vergleich zum Ausgangswert in den
Therapiegruppen einen leichten Riickgang, zwischen Tag 16 und Tag 20 sprachen
die Werte fiir eine Umkehr dieser Tendenz. Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten
nur eine leichte Stagnation des Tumorwachstums zwischen Tag 0 und Tag 3, ab
Tag 3 zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg der Wachstumskurve. Die
Volumeninderungen der Tumoren in beiden Therapiegruppen verliefen nicht
signifikant unterschiedlich (p > 0,089) (siehe Tabelle 23 und Abbildung 28).
Durch die Therapie war eine deutliche Wachstumsverzogerung von iiber 20 Tagen
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu verzeichnen. Zwischen der NaCl-
Therapiegruppe und der Kontrollgruppe wies die Volumenénderung fiir Tag 3 mit
p =0,088 keine Signifikanz auf. Die Tumoren wuchsen in der Kontrollgruppe
bereits ab Tag 3 mit p=0,014 signifikant schneller als in der iRGD-
Therapiegruppe. Ab Tag 6 schritt die absolute Volumendnderung in der
Kontrollgruppe mit p = 0,000 hochst signifikant schneller voran als in beiden

Therapiegruppen (siehe Tabelle 23 und Abbildung 28).
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Tabelle 23: Absolute Volumeninderung der Tumoren der verschiedenen
Gruppen je Messzeitpunkt im Therapieversuch III

Therapietage sind fett gedruckt (Tag O und Tag 8); n: Anzahl der Tiere,
MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-
Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

absolute Volumeniinderung [mm?®] (Mittelwerte und Standardabweichungen)
Tage post | '77Lu-DOTATOC + NaCl | '""Lu-DOTATOC + iRGD Kontrollgruppe
Therapie (n=14) (n=14) (n=28)
MW SD MW SD MW SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 11,45 12,23 4,96 17,83 24,39 15,57
6 0,91 12,27 3,19 9,48 48,29 62,11
8 1,37 11,57 3,36 9,25 94,93 86,62
13 -2,61 9,96 -1,41 7,21 425,70 306,24
16 -6,40 11,83 -9,30 6,84 941,75 676,69
20 -0,06 11,95 0,52 11,57 - -
23 33,03 24,27 27,89 14,23 - -
28 124,42 63,81 97,59 63,80 - -
30 197,13 87,18 159,83 83,60 - -
34 431,05 186,39 363,34 183,82 - -
37 909,95 410,28 811,98 414,86 - -
1.200
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Abbildung 28: Absolute Volumeninderung der Tumoren im
Therapieversuch III bis Tag 37 in den Therapiegruppen und Tag bis 16 in
der Kontrollgruppe

Angaben entsprechend der Mittelwerte aus Tabelle 23. Die eingezeichneten
Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede beziiglich der absoluten
Volumeninderung in [mm’] und bedeuten n.s. (nicht signifikant), * p < 0,05
(signifikant), ** p < 0,01 (hochsignifikant), *** p < 0,001 (hochst signifikant),
Sternchen in schwarz: beide Therapiegruppen vs. Kontrollgruppe; Sternchen /
n.s. farbig: jeweilige Therapiegruppe vs. Kontrollgruppe; NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)
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4.3.3 Korpergewicht

In allen Gruppen konnte meist eine Gewichtszunahme festgestellt werden. Nach
Abzug des Tumorgewichtes vom Lebendgewicht am Todestag verzeichneten im
Vergleich zum Ausgangsgewicht in der NaCl-Therapiegruppe 64 % (n = 9/14) der
Maiause eine Gewichtszunahme und 36 % der Miuse zeigten eine
Gewichtsreduktion. In der iRGD-Therapiegruppe wiesen 79 % (n = 11/14) eine
Gewichtszunahme auf. Bei 21 % der Tiere wurde eine Gewichtsreduktion
festgestellt. In der Kontrollgruppe nahmen 87,5 % (n = 7/8) zu. Lediglich eine
Maus der Kontrollgruppe verlor an Korpergewicht gegeniiber ihrem
Ausgangsgewicht. Die Gewichtsinderungen vom Ausgangsgewicht zum
tatsdchlichen Endgewicht zwischen den beiden Therapiegruppen bzw. zwischen
der jeweiligen Therapiegruppe und der Kontrollgruppe wiesen keine signifikanten

Unterschiede auf (p > 0,094) (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Verschiedene Gewichtsparameter der Miuse im
Therapieversuch II1

Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung in Gramm [g]; n: Anzahl der
Tiere, NaCl: Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Ausgangsgewicht | Lebendgewicht | Tumorgewicht | Tatsdchliches
Euthanasietag Endgewicht
7"Lu-DOTATOC +
NaCl (n = 14) 225+ 1.8 245+22 1,6 0,4 228+19
7"Lu-DOTATOC +
iRGD (n = 14) 219+22 24723 1,9+04 22921
Konz;(’l_lgg)uppe 22,6 +2,9 25,1428 1,7+0.,6 23425
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4.3.4 9mT¢-MA Gs3-Nierenfunktionsszintigraphie

4.3.4.1 Korrigierte Aufnahmerate und tubulire Exkretionsrate

Beide Therapiegruppen hatten nahezu identische Werte fiir die korrigierte
Aufnahmerate (FURyor) in der Baseline-Messung. Die FURor zeigte sich bei den
posttherapeutischen Messungen bei beiden Therapiegruppen ebenfalls nahezu
unverdndert, was sich mit p=1,000 in der NaCl-Therapiegruppe und mit
p=0,314 in der iRGD-Therapiegruppe als nicht signifikant unterschiedlich
widerspiegelte (siehe Tabelle 25 und Abbildung 29 A). Die Exkretion betrachtend
waren die Werte der NaCl-Therapiegruppe bei der Baseline-Messung geringfiigig
hoher als die der iRGD-Therapiegruppe. Eine hochst signifikante (p =0,000)
Veridnderung, mit vornehmlich niedrigeren Werten bei der posttherapeutischen
Messung fiir die tubuldre Exkretionsrate (kgx), konnten gleichermallen fiir beide
Therapiegruppen verzeichnet werden (sieche Tabelle 25 und Abbildung 29 B).
Beide Therapiegruppen zeigten im Vergleich untereinander in ihren
Veridnderungen von der Baseline- zur posttherapeutischen Messung beziiglich der
FURkor mit p =0,599 und der kex mit p = 0,478 kein signifikant unterschiedliches
Verhalten.

Tabelle 25: Mittelwerte mit Standardabweichung zur Kkorrigierten
Aufnahmerate und zur tubuliren Exkretionsrate im Therapieversuch II1

Je hoher die Zahl, umso besser die FURyo. (korrigierte Aufnahmerate in
[%]ID/min]) bzw. Exkretion (kex: tubulidre Exkretionsrate in [1/min]), negative
Vorzeichen bedeuten ein Reduktion der Funktion. FUR-Werte in [%ID/min] zum
Vergleich: NaCl-Therapiegruppe: 12,0 + 2,9 (Baseline); 13,4 + 1,9 (post
Therapie); 1,4 =+ 2,9 (Differenz); iRGD-Therapiegruppe: 12,9 + 2,8 (Baseline);
13,7 = 2,5 (post Therapie), 0,8 + 2.4 (Differenz); n: Anzahl der Tiere,
FURor: korrigierte Aufnahmerate, kgx: tubuldare Exkretionsrate, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid  (gelost), %ID: Prozent der
injizierten Aktivitit, min: Minute

Baseline post Therapie Differenz post - Base
FURkor kEx F URkor kEx FURkor kEx

Therapiegruppen

7L u-DOTATOC
+NaCl (n = 12)
7L u-DOTATOC
+iRGD (n = 13)

248+6,8 | 1,49+033 | 254+42 | 1,00+£0,22 | 0,6+6,5 | -0,49+0,31

26,6+64 | 1,38+£0,23 | 256+49 | 094+0,23 | -09+428 | -0,44+0,30
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Abbildung 29: Gegeniiberstellung der korrigierten Aufnahmerate (A) und
tubuliren Exkretionsrate (B) der beiden Therapiegruppen zum jeweiligen
Messzeitpunkt im Therapieversuch I11

Mittelwerte und Standardabweichungen entsprechen den Zahlenwerten aus
Tabelle 25. Die eingezeichneten Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede
Baseline vs. post Therapie * p < 0,05 (signifikant), ** p < 0,01 (hoch signifikant),
*#% p < 0,001 (hochst signifikant); farbige Sternchen beziehen sich auf jeweilige
Therapiegruppe; FURor: korrigierte Aufnahmerate, kgx: tubuldre Exkretionsrate,
NaCl: steht  fiir  Natriumchlorid-Losung,  iRGD: iRGD-Peptid  (geldst),
9%I1D: Prozent der injizierten Aktivitidt, min: Minute

4.3.4.2 Renogramm-Kurven

Die Renogramm-Kurven der Miuse (siehe Abbildung 30) zeigen beziiglich beider
Therapiegruppen hinsichtlich der Baseline-Messung steile Anflutungsphasen. Die
Kurven der posttherapeutischen Messungen beider Therapiegruppen zeigen sich
geringfiigig weniger steil. Die Peaks %ID beider Therapiegruppen gleichen sich
untereinander beziiglich beider Messzeitpunkte. Sie erhohten sich bei beiden
Therapiegruppen bei den posttherapeutischen Messungen im Vergleich zur
Baseline. Der Kurvenabfall verlduft in beiden Therapiegruppen bei der
posttherapeutischen Messung weniger steil als in der der Baseline-Messung,
wobei die Kurve der iRGD-Therapiegruppe in ihrem Verlauf unter die der NaCl-
Therapiegruppe fillt. Beide Therapiegruppen zeigten im Vergleich untereinander
keine signifikant unterschiedlichen Verdnderungen fiir den Peak %ID (p = 0,821)
und fiir die TTP (p =0,785). Eine vornehmliche Erhohung der Werte fiir Peak
9%ID und TTP im Vergleich zwischen Baseline- und posttherapeutischer Messung
zeigten beide Therapiegruppen. Jene Verdnderungen innerhalb der
Therapiegruppen stellten sich jeweils mit p =0,000 als hochst signifikant dar.
Zahlenwerte zu dem Peak %ID und der TTP sind in Tabelle 26 zu finden.
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Abbildung 30: Renogramm-Kurven aus den Daten von Baseline- und
posttherapeutischen Nierenszintigraphien der Maiuse beider
Therapiegruppen im Therapieversuch 111

Die jeweilige Renogramm-Kurven wurden aus den Mittelwerten der Messdaten
der Baseline- und posttherapeutischen Messungen von n = 12 in Lu-
DOTATOC + NaCl und n=13 in ""Lu-DOTATOC + iRGD generiert. Die
Standardabweichungen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet.
Die eingezeichneten Sternchen stehen fiir signifikante Unterschiede Baseline vs.
post Therapie * p < 0,05 (signifikant), ** p < 0,01 (hoch signifikant),
*#% p <0,001 (hochst signifikant); blaue Sternchen beziehen sich auf die NaCl-
Therapiegruppe (!”’Lu-DOTATOC + NaCl); orange Sternchen beziehen sich auf
die iRGD-Therapiegruppe (!”’Lu-DOTATOC + iRGD); NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost), [%ID]: Prozent der
injizierten Aktivitit, min: Minute

Tabelle 26: Zahlenwerte (Mittelwerte + Standardabweichungen) fiir
Peak %]1ID und TTP zu den Renogramm-Kurven im Therapieversuch II1

Die hier gelisteten MW fiir den Peak %ID stellen sich geringfiigig hoher dar, als
jene im Renogramm, da die MW der Tabelle aus sdmtlichen Einzelwerten von
linker und rechter Niere erstellt wurden und anders als in der Renogramm-Kurve
hierfiir das zeitlich unterschiedliche Eintreten der Peaks %ID bei linker und
rechter Niere nicht beriicksichtigt wurden; n: Anzahl der Tiere, TTP: Time to
Peak, s: Sekunde, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Mittelwerte und Standardabweichung beider Nieren

Therapiegruppen Peak %ID Time to Peak [s]
Baseline post Therapie Baseline post Therapie
""Lu-DOTATOC +
NaCl (n = 12) 12,0+ 3.0 156 £3,2 57+10 101 £ 104
1777 1.
Lu-DOTATOC+ | 55,04 16,1432 6311 88 +27

iRGD (n =13)
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4.3.5 Blutparameter

Die Maiuse der beiden Therapiegruppen wiesen in Hinblick auf die Blutparameter
eine dhnliche Werteverteilung auf. Beim Harnstoff zeigte etwas mehr als die
Hilfte der Méuse in beiden Therapiegruppen Werte im Referenzbereich und etwas
weniger als die Hilfte der Tiere Werte darunter. Die Leukozytenzahlen hielten
sich  beim Grofiteil der Miuse im Referenzbereich, wohingegen die
Thrombozytenwerte allgemein deutlich unterhalb der Referenzwerte waren. Der
Kreatininwert lag bei nahezu allen Miusen im Referenzbereich. Bis auf wenige
Ausnahmen, hier v. a. beziiglich der Thrombozyten, wichen die meisten Werte
allerdings nur in geringem Malle von den Referenzwerten ab. Eine detaillierte
Darstellung der Blutparameter sowie die prozentuale Aufgliederung der Méduse im
Referenzbereich bzw. auflerhalb des Referenzbereiches je Therapiegruppe ist
Tabelle 27 zu entnehmen. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Blutwerte

zwischen beiden Therapiegruppen konnte nicht festgestellt werden (p > 0,244).

Tabelle 27: Blutwerte der therapierten Méuse im Therapieversuch III
inklusive prozentualer Verteilung der Miuseanzahl je Therapiegruppe

n: Anzahl der Tiere, Ref.be.: Referenzbereich, 1: Liter, G: Giga, mmol: Millimol,
umol: Micromol, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Harnstoff Kreatinin Leukozyten Thrombozyten
[mmol/1] [umol/1] [GAN] [GN]
Referenzbereich 5,8-9,8 12-24 0,9-2,1 439-999
n=15)
UTLu-DOTATOC + NaCl n=14) (n=10)
absolute Werte 4,5-10,0 13-23 0,7-2,1 53-1014
% im Ref.be. 57 (n=18) 100 90 (n=9) 10(n=1)
% unter Ref.be. 36 (n=5) - 10(n=1) 80 (n=18)
% iiber Ref.be. Tm=1) - - 10(n=1)
TLu-DOTATOC +iRGD n=12) (n=10)
absolute Werte 4,0-9,5 10-24 0,9-3,3 68-397
% im Ref.be. 58(n=7) 92 (n=11) 70 (n=17) -
% unter Ref.be. 42 (n=15) 8(n=1) - 100
% {tiber Ref.be. - - 30 (n=3) -
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4.3.6 Blutausstriche

Im Allgemeinen lagen die Werte des GroBteils der Miuse beider Therapiegruppen
in den jeweiligen Referenzbereichen. In der NaCl-Therapiegruppe befanden sich
etwas mehr Tiere aullerhalb der Referenzbereiche der segmentkernigen
neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten. Jene Méuse beider
Therapiegruppen, deren Werte nicht im Referenzbereich lagen, wiesen allerdings
nur geringfiigige Abweichungen zu den oberen bzw. unteren Grenzen der
gesunden Referenztiere auf. In Tabelle 28 sind entsprechende Zahlenwerte
aufgefiihrt. In einigen Féllen (n=15 je Therapiegruppe) fiel eine hochgradige
Polychromasie der Erythrozyten auf. Die Ergebnisse beider Therapiegruppen im

Vergleich stellten sich als nicht signifikant dar (p > 0,335).

Tabelle 28: Blutausstriche der therapierten Miuse im Therapieversuch 111
inklusive prozentualer Verteilung der Miuseanzahl je Therapiegruppe

n: Anzahl der Tiere, Ref.be.: Referenzbereich, I: Liter, G: Giga, NaCl: steht fiir
Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

Segment- | Lympho | Monozyten | Eosinophile | Basophile | Stabkernige

kernige % | zyten % % % % %
Referenz 58-85 8-23 6-17 0-4 0 0-3
(n=10)
7L u-DOTATOC + NaCl (n = 14)
absolute 52-90 4-34 2-19 0-6 0-1 0-3
Werte
% im
Ref be. 50n=7) |50(n=7)| 57 (n=28) 93 (n=13) | 93 (n=13) 100
% unter
Ref be. 14(n=2) |43 (n=6)| 36 (n=5) - - -
% iiber
Ref be. 36(m=5) | T(n=1) 7(n=1) 7(n=1) 7(n=1) -
7L u-DOTATOC +iRGD (n = 12)
absolute 60-92 3-24 217 0-5 0 0-3
Werte
% im
Ref be. 83(n=10) | 75(n=9) | 58 (n=7) 92 (n=11) 100 100
% unter
Ref be. - 17(n=2) | 42(n=5) 8(n=1) - —
% tiber
Ref be. 17(n=2) | 8(n=1) - - - -
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4.3.7 Auswertung der Uberlebensdaten

Alle im Versuch befindlichen Miuse wurden aufgrund des Erreichens der
Abbruchkriterien beziiglich des Tumors euthanasiert. Die Méduse waren am Tag
der Euthanasie bei gutem Allgemeinbefinden. In der NaCl-Therapiegruppe wiesen
die Miuse eine mittlere Uberlebenszeit von 40,0 = 0,7 Tagen auf, in der iRGD-
Therapiegruppe von 41,4 + 1,1 Tagen und in der Kontrollgruppe von 19,5 + 0,8
Tagen. Tabelle 29 gibt eine Ubersicht iiber die euthanasierten Miuse sowie den
prozentualen Anteil der iliberlebenden Miduse in den jeweiligen Gruppen zum
jeweiligen Zeitpunkt. Eine Signifikanz zwischen beiden Therapiegruppen konnte
diesbeziiglich mit keinem der angewendeten Signifikanztests festgestellt werden
(p=>0,346). Die Abbruchkriterien traten bei den Madiuse in beiden
Therapiegruppen hochst signifikant spiter ein als in der Kontrollgruppe (p = 0,000
fiir alle drei Signifikanztests). Das entsprechende Kaplan-Meier-Diagramm zeigt

Abbildung 31.

Tabelle 29: Anzahl euthanasierter Miuse und prozentualer Anteil der
iiberlebenden Miuse je Gruppe und Zeitpunkt im Therapieversuch III

Die Euthanasie erfolgte aufgrund des Eintretens der Abbruchkriterien beziiglich
der Tumoren; prozentualer Anteil bestimmt ausgehend von 100 % am Tag O;
n: Anzahl der Tiere, NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid
(gelost)

Tage post

Therapiebeginn | 1° 20 22 37 a1 43 50

Anzahl euthanasierter Miuse

"TLu-DOTATOC

+NaCl (n = 14) 0 0 0 > 6 3 -
"Lu-DOTATOC
+iRGD (n = 14) 0 0 0 4 6 2 2
Kontrollgruppe
grupp ) 4 ) B B B B
(n=23)

iiberlebende Miuse in %

7TLu-DOTATOC

+ NaCl 100 100 100 64 21 0 0

7TLu-DOTATOC

+iRGD 100 100 100 71 29 14 0

Kontrollgruppe 75 25 0 - - - -
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Miuse der jeweiligen
Gruppen im Therapieversuch I1I

Ausganstierzahl je Gruppe: '"’"Lu-DOTATOC + NaCl: n = 14, "7Lu-DOTATOC
+ iRGD: n = 14, Kontrollgruppe: n = 8. Therapiegruppen vs. Kontrollgruppe:
Breslow-Test, Tarone-Ware-Test und Log-Rank-Test hochst signifikant
(p = 0,000); NaCl: steht fiir Natriumchlorid-Losung, iRGD: iRGD-Peptid (gelost)

4.3.8 Histologische Beurteilung der Nieren

Die histologische Untersuchung sowie die Befundermittlung fanden im Institut fiir
allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen Universitit
Miinchen statt.

Bei den Referenztieren waren sich die Glomerula durchgehend ohne besonderen
Befund (siehe Abbildung 32 B). Im Bereich der proximalen Tubuli fanden sich
bei diesen Tieren in allen Fillen eine geringgradige Vakuolisierung und
Degeneration der proximalen Tubulusepithelzellen (siehe Abbildung 32 C) sowie
eine tubulédre Dilatation und eine intraluminale Akkumulation von proteinreichem
(hyalinem) Material. Diese Befunde wurden als normale Hintergrundbefunde
definiert. Jeweils eines der Referenztiere zeigte eine geringgradige Ansammlung
von intrazytoplasmatischen = Granula im  Bereich der  proximalen
Tubulusepithelzellen sowie eine geringgradige Dilatation und Degeneration der

distalen Tubulusepithelzellen, sodass es sich auch bei diesen Befunden um

mogliche Hintergrundbefunde handeln kann.
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Abbildung 32: Histologische Normal- bzw. Hintergrundbefunde der Nieren
der Miuse der Referenzgruppe

In der Ubersicht (A) erkennbare normale Nierenmorphologie mit unauffilligen
Glomerula (B). Es fanden sich vereinzelt geringgradige Vakuolisierungen (Pfeil)
und Epitheldegenerationen mit Karyolyse (Pfeilspitze) im Bereich der proximalen
Tubuli (C); (Himatoxylin-Eosin-Firbung, Ubersicht (A) bzw. 40-fache
VergroBerung (B,C))

Bei den mit ""Lu-DOTATOC therapierten Miusen fanden sich in beiden
Therapiegruppen in unterschiedlichen Ausprigung Alterationen insbesondere im
Bereich der Glomerula sowie der proximalen Tubuli (in der NaCl-Therapiegruppe
in ca. der Hilfte der Tiere und in der iRGD-Therapiegruppe in iiber 75 % der
Tiere). Eine morphologisch erkennbare Schiddigung im Bereich der distalen

Tubuli fand sich in beiden Therapiegruppen bei etwa einem Drittel der Tiere.

Die Glomerula wiesen bei den meisten Tieren ein gering- bis mittelgradiges

mesangiales Odem auf mit zumindest partieller Verlegung des Bowmanschen
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Kapselraumes. Bei zahlreichen Tieren fand sich des Weiteren eine gering- bis
mittelgradige Hypertrophie und/oder Hyperplasie der Podozyten und der
Parietalzellen (sieche Abbildung 33 B).

Die Epithelzellen der proximalen Tubuli zeigten bei vielen Tieren eine im
Vergleich zu den Befunden bei den unbehandelten Tieren geringgradig verstérkte
Vakuolisierung begleitet von epithelialer Degeneration (siehe Abbildung 33 C).
Damit einhergehend waren hiufiger Dilatationen der proximalen Tubuli
nachweisbar. Auch eine intraluminale Akkumulation von proteinreichem Material
sowie intrazytoplasmatische Granula fanden sich héufiger als in der

Referenzgruppe.

Abbildung 33: Histopathologische Befunde in den Nieren nach erfolgter
Therapie mit 7’Lu-DOTATOC im Therapieversuch II1

Bei erhaltener Nierenstruktur (A) fanden sich degenerative Nierenverinderungen,
die sich im Bereich der Glomerula (B) vorwiegend als mesangiale
Odematisierung (Pfeil) und Hypertrophie und -plasie der Podozyten und
Parietalzellen (Pfeilspitze) auspridgen. In den proximalen Tubuli (C) fand sich
eine vermehrte Proteinausscheidung in die Tubuluslumina hinein (Pfeil);
(Hamatoxylin-Eosin-Firbung, Ubersicht (A) bzw. 40-fache VergroBerung (B,C))
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Eine Entziindungszellinfiltration war lediglich bei einem Tier in geringgradig

verstarktem Mall nachweisbar.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich nach der Therapie mit
""Lu-DOTATOC degenerative Nierenverinderungen vorwiegend im Bereich der
Glomerula sowie der proximalen Tubulusepithelien nachweisen lieBen, wobei die
Alterationen bei kombinierter Verabreichung mit iRGD etwas hédufiger zu

beobachten waren als ohne iRGD.
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V. DISKUSSION

Die Behandlung von inoperablen und metastasierten neuroendokrinen Neoplasien
(NEN) mit radioaktiv gekoppelten Somatostatinanaloga gehort zu den neueren
Therapieoptionen. Fiir die Behandlung gut differenzierter
gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren (GEP-NET) stellte sich die
Therapie mit !"’Lu-DOTATATE, mit der gezielten Ansteuerung der auf den NET
und deren Metastasen iiberexprimierten Somatostatinrezeptorsubtyp sstr2, als
erfolgsversprechender dar als eine Behandlung mit Zytostatika (Kwekkeboom et
al., 2010). Im Allgemeinen gilt die Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie
(PRRT) als sichere und nebenwirkungsarme Therapiemoglichkeit. Dennoch
bestehen dosislimitierende Faktoren. Sie betreffen in erster Linien toxische
Effekte auf Nieren und Knochenmark (Forrer et al., 2007). Daher sehen
Behandlungsprotokolle in der klinischen Anwendung eine fraktionierte
Verabreichung der Radiotherapeutika vor (Rinke & Arnold, 2014). Um die
Nierenbelastung im Speziellen zu minimieren, existieren diverse Protokolle zur
Verabreichung nierenprotektiver Aminosdurelosungen wéihrend der PRRT
(Zaknun et al., 2013). Im direkten Vergleich von '"’Lu-DOTATOC mit "’Lu-
DOTATATE zeigte ersteres ein giinstigeres Verhalten fiir Nieren und Milz, mit
einer kiirzeren Verweildauer in diesen Organen, jedoch auch eine niedrigere Dosis

im Tumor (Esser et al., 2006).

Wie sich in préklinischen Studien zeigte, verspricht die Koadministration des
iRGD-Peptids mit diversen Zytostatika einen anderen innovativen,
vielversprechenden Ansatz zur gezielten Therapie von Tumoren. Es ermdglicht
ein direktes Eindringen des Therapeutikums in die Tumorzelle und bewirkt dessen

spezifische und erhohte Anreicherung im Tumorgewebe (Sugahara et al., 2009).

Uberlegungen und Vorgehensweise zu der vorliegenden Studie

In Anbetracht der Tatsache, dass !”’Lu-DOTATOC in der Anwendung schonender
speziell fiir die Nieren und auch die Milz zu sein scheint, jedoch gegeniiber !"’Lu-
DOTATATE den Nachteil der geringeren Anreicherung im Tumor aufweist, wére
7"Lu-DOTATOC die bessere Therapiealternative, sofern es gelinge, die

Tumoranreicherung zu erhdhen und dabei dessen Vorteile zu erhalten. Im
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Hinblick auf die iiberzeugenden Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Sugahara und
Ruoslahti (2009, 2010), die durch die kombinierte Gabe von Zytostatika wie
Doxorubicin, Abraxane oder auch des monoklonalen Antikorpers Trastuzumab
mit iRGD eine vielfach erhohte Anreicherung der Therapeutika im neoplastischen
Gewebe erreichen konnten, generierte sich die Uberlegung, die Eigenschaften des
iRGD auch fiir den Einsatz in der PRRT mit "Lu-DOTATOC zu erproben
(Sugahara et. al., 2009; Sugahara et al., 2010).

Auswahl der Zelllinien mit erforderlichen Eigenschaften

Die Zelllinien, die in dieser Studie Anwendung fanden, mussten bestimmte
Kriterien erfiillen. Zum einen mussten sie neuroendokrine Merkmale aufweisen.
Fir die Eingruppierung als neuroendokrine Neoplasie ist die Bildung der
neuroendokrinen Marker Chromogranin A und Synaptophysin ausschlaggebend
(Kloppel, 2011). Das Exprimieren von Somatostatinrezeptoren sstr2 und sstr5 auf
der Zelloberfliche stellte eine essentielle Vorrausetzung fiir den FEinsatz des
therapeutischen !"’Lu-DOTATOC dar (Reubi et al., 2000). Zudem war es in
Hinblick auf das Studienziel wichtig, dass die Zellen beim Subkultivieren ihre
Eigenschaften nicht verlieren. Diese Voraussetzungen wurden von der
amphikrinen Zelllinie AR42J (Azaserin-induziertes Pankreaskarzinom der Ratte)
und der NCI-H69-Zelllinie (humanes neuroendokrines  kleinzelliges
Lungenkarzinom) zuverlassig erfiillt (siehe II. 1.7). Eine anfangs noch zur
Auswahl stehende Zelllinie stellten die MIA PaCa-2, Zellen des humanen
Pankreasadenokarzinoms mit neuroendokrinen Eigenschaften, dar (Gradiz et al.,
2016). Aufgrund unterschiedlicher Angaben in der Literatur hinsichtlich des
Somatostatinrezeptorvorkommens wurden die Zellen mittels ,fluorescence-
activated cell sorting” (FACS) im Helmholtz Zentrum Miinchen auf die
wesentlichen sstr2- und sstr5- Rezeptoren hin iiberpriift (Gillespie et al., 1992;
Taylor et al., 1994; Fisher et al., 1996; Gradiz et al., 2016). Sie stellten sich als
negativ fiir sstr2 und nur sehr schwach positiv fiir sstr5 dar (siche Anhang Tabelle
31). Diese Tatsache bedeutete den Ausschluss fiir diese Zelllinie. Eine weitere
neuroendokrine Zelllinie, die sog. BON1, mit Ursprung aus einer Metastase eines
humanen Pankreaskarzinoids, wurde aufgrund des ungewissen Status der zur
Verfiigung stehenden Zellen ebenfalls im  Hinblick auf besagte
Somatostatinrezeptoren mittels FACS-Analyse iiberpriift (Evers et al., 1994).
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Auch hier stellte sich ein nur unbefriedigendes Ergebnis beziiglich des
Rezeptorvorkommens heraus, wodurch auch diese Zelllinie ausschied (siehe
Anhang Tabelle 32). Die Anwesenheit der Integrine avB3 geht mit einer
tumorinduzierten Neoangiogenese einher (Stromblad & Cheresh, 1996; Eliceiri &
Cheresh, 1998; Ruoslahti, 2002). Zudem wurde die Anwesenheit jener Integrine
mittels *Ga-DOTA-iRGD Scans im uPET iiberpriift (siche IV. 2.).

Wahl des Tumormodells

Fiir diese Studie war die Verwendung eines Mausmodells notwendig, da die
Evaluierung der komplexen Vorginge und moglichen pathologischen
Verinderungen ein physiologisches System verlangte. Die Wahl fiel dabei auf die
SHO-Mauslinie, da diese eigens fiir onkologische Studien geziichtete
immunsupprimierte Mauslinie ein zuverlidssiges Tumorwachstum garantiert (siehe
III. 8.1). In Anbetracht der Verwendung der AR42J-Zelllinie, die ihren Ursprung
in der Ratte hat, stand auch die Uberlegung im Raum, bei den eingesetzten
Versuchstieren und der Zelllinie moglichst speziesintern zu bleiben. Der Einsatz
der hoher entwickelten Spezies Ratte stellte jedoch keine Notwendigkeit dar, da
die grundlegenden Fragestellungen auch durch Versuche mit den auf einer

niedrigeren Entwicklungsstufe stehenden Méausen zu kldren waren.

Der Entscheidung, ob ein orthotopes oder subkutanes Modell verwendet wird,
ging die Abwigung verschiedener Vor- und Nachteile dieser zwei Modelle
voraus. Oberste Prioritit hatte, dass die Belastung der Miuse auf das absolut
notwendige Mal} begrenzt wird. Bei einer klinknah angelegten Studie wire
vorzugsweise ein orthotopes Modell zu wihlen gewesen. Solch ein Modell hat die
Vorteile realistischerer pathologischer Bedingungen wie die der organspezifischen
Lokalisation und Blutversorgung der Herkunftszellen, die eines moglichen
invasiven  Tumorwachstums, der  Metastasierung sowie die der
neoplasiespezifischen pathologischen Symptomatik (Stelter et al., 2007). Dies
wiirde jedoch auch eine deutlich hohere Belastung fiir die Tiere bedeuten. Zudem
miisste ein invasiver Eingriff zur Platzierung der Zellen erfolgen (Stelter et al.,
2007). Zur Darstellung orthotop platzierter AR42J-Tumoren entwickelten Stelter
und Mitarbeiter (2007) ein kombiniertes Imaging-Modell aus ®*Ga-DOTATOC-
uPET-Scans und MRI (Stelter et al., 2007). Jene Uberwachungsmethode fiir die
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Tumorgenese setzt allerdings den regelmidfigen Zugang zu beiden Geriten
voraus. Zudem wiirde sie sich sehr aufwendig gestalten und eine groBere
Belastung fiir die Méuse bedeuten, da diese regelmifBig iiber einen ldngeren
Zeitraum in Narkose gelegt werden miissten. Ungeachtet der zusitzlichen
Belastung fiir die Miuse sind die %*Ga-DOTATOC-uPET-Scans bei einer
groBeren Anzahl an Miusen schwierig zu verwirklichen, da je Synthese des ®3Ga-
DOTATOC bei einer Halbwertszeit des Radionuklids von 68 min
erfahrungsgemill hochstens 4 Méuse mit der erforderlichen Aktivitdtshohe in
einem tierschutzkonformen Applikationsvolumen zu scannen wéren. Auflerdem
wiirden die Schwanzvenen, iiber welche die Tracerapplikation erfolgen muss,
neben den Applikationen der Therapieaktivitit und des Tracers fiir die *™Tc-
MAGs-Nierenfunktionsszinitgraphien sehr geschiddigt, wodurch die Gefahr
bestehen wiirde, eventuell keinen zweiten Therapiezyklus mehr verabreichen zu
konnen oder die posttherapeutischen Nierenszintigraphien nicht mehr moglich

waren.

Die Therapie begleitende Uberpriifung der Nierenfunktion mit **™Tc-MAGs;-
Nierenfunktionsszinitigraphien war ein wichtiger Aspekt dieser Studie. In
Anbetracht einer zu vermutenden groBeren Belastung der Miuse bei einem
orthotopen Tumormodell bei den relativ aggressiv wachsenden AR42J-Tumoren
und den eingeschrinkten Moglichkeiten hinsichtlich der Uberwachung des
Tumorwachstums war zu befiirchten, dass notwendige posttherapeutische **™Tc-
MAGs-Nierenfunktionsszinitigraphien aufgrund eines fritheren Erreichens der

Abbruchkriterien nicht mehr moglich gewesen wiren.

Bei 4 Maiusen, die fiir die Biodistributionsstudie mit NCI-H69-Zellen eine
subkutane Zellinjektion erhielten, entwickelte sich der Primédrtumor unerwartet in
der Lunge anstatt an der Flanke, was einem orthotopen Modell bzw. einem
Metastasenmodell gleichkdme. Diese Tiere fielen durch Bldsse und
Atemprobleme auf. Sie wurden aufgrund dieser Symptomatik euthanasiert. Bei
der anschlieBenden Obduktion wiesen die Lungen kaum noch eine physiologische
Lungenstruktur auf. Somit wiirde ein orthotopes Modell mit den NCI-H69-Zellen
des kleinzelligen Lungenkarzinoms eine unverhdltnisméfige grof3e Belastung fiir
die Tiere bedeuten. Zudem wire keine Narkotisierung der Tiere moglich, da die
Sauerstoffversorgung sehr eingeschrinkt wire und die groBe Gefahr bestiinde,

hohe Tierverluste aufgrund von Kreislaufversagen verzeichnen zu miissen.
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Die grundlegenden Fragestellungen dieser Studie hinsichtlich der effektiveren
Wirkung der Therapie durch die zusitzliche Injektion von iRGD sowie der
toxischen Auswirkungen der Therapie, im Speziellen auf die Nieren und auch auf
das Knochenmark, konnen auch mit einem weniger belastenden subkutanen
Tumormodell untersucht werden. Tumoren miissen ab einem Durchmesser von 1
bis 2 mm fiir eine effektive Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen auf eine
eigene Blutversorgung umstellen (Kusewitt & Rush, 2009). Erfolgt besagte
Neoangiogenese kann von der Anwesenheit der Integrin-Rezeptoren avf3
ausgegangen werden (Stromblad & Cheresh, 1996; Eliceiri & Cheresh, 1998;
Ruoslahti, 2002). In diversen Studien zur Wirksamkeit der PRRT mit '""Lu
gekoppeltem DOTATOC oder DOTATATE wurden subkutane Tumormodelle
mit den Zelllinien AR42J und NCI-H69 erfolgreich angewendet (Schmitt et al.,
2004; Miederer et al., 2008; Erlandsson et al., 2011; Graf et al., 2014). Eine
Biodistributionsstudie  mit  subkutanen = NCI-H69-Flankentumoren  zeigte
beispielsweise, dass die Tumoren die hochste Aktivititsanreicherung aufwiesen
verglichen mit allen anderen untersuchten Geweben (Schmitt et al., 2003). Akashi
und Mitarbeiter (2014) verwendeten in ihrer Therapiestudie Gemcitabin in
Koadministration mit iRGD ebenfalls bei subkutanen Modellen (Akashi et al.,
2014). Bei einer weitere priklinischen Studie mit dem Einsatz einer iRGD-
modifizierten Doxorubicin-Liposom-Kombination wurde ein subkutanes Modell

mit Melanomzellen eingesetzt (Yu et al., 2013).

Bei subkutanen Tumoren der Zelllinien AR42J und NCI-H69 wurde die
intravenése Applikation von 30-45 MBq von "Lu-DOTATOC oder '""Lu-
DOTATATE in verschiedenen Applikationsschemata als therapeutisch wirksam
beurteilt (Schmitt et al., 2004; Erlandsson et al., 2011; Graf et al., 2014). Die
intraperitoneale Verabreichung von '""Lu muss stets aufgrund der Toxizitéit auf
eine maximale Aktivitdt von 16,6 MBq begrenzt werden, wie Koppe et al. (2004)
empfahlen. Aus diesem Grund war die intravendse Applikation der bei
subkutanen Tumoren als therapeutisch wirksam geltenden Aktivitidtshohe
notwendig.  Die  Tracer  fiir  die  dynamischen  *™Tc-MAGs-
Nierenfunktionsszintigraphien und die geplanten statischen bzw. dynamischen
%Ga-uPET-Scans erforderten ebenfalls eine intravenose Applikation. Diese
bevorstehenden intravendsen Applikationen bedeuteten eine hohe Beanspruchung

der erfahrungsgemidf ohnehin sehr labilen Venen der eingesetzten Nacktmiuse.
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Zur Schonung der Schwinze und Schwanzvenen der Mause wurde das wiederholt
zu verabreichende iIRGD-Peptid i. p. injiziert. Diese Form der Verabreichung von
Substanzen stellt eine legitime Alternative zur intravendsen Applikation dar (GV-
SOLAS, 2010). Akashi und Mitarbeiter (2014) verabreichten in ihrer Studie iRGD
i. v. und 10 min spiter das Zytostatikum Gemcitabin i. p. (Akashi et al., 2014).
Bei der intraperitonealen Applikation ist neben der Vermeidung einer Verletzung
innerer Organe die langsamere Absorption, die im Vergleich zur intravendsen
Applikation zwei- bis viermal so lange dauert, zu beriicksichtigen (Woodard,
1965; Diehl et al., 2001). Das iRGD-Peptid entfaltet seine internalisierende
Wirkung fiir etwa 1 h. Nach 30 min nach intravendser Applikation weist es seine
hochste Aktivitdt auf. Die rasche Ausscheidung des Peptids iiber den Urin ist
hauptsédchlich verantwortlich fiir dessen kurze Halbwertszeit (Teesalu et al.,
2013). Der zu erwartende verzogerte Wirkungseintritt des iRGD bei einer
intraperitonealen Applikation wurde mit der Verabreichung des Peptids 1 h vor
der intravendsen Applikation des '""Lu-DOTATOC beriicksichtigt. Die in den
Therapieversuchen I bis III angewendeten iRGD-Regime wurden dahingehend
modifiziert, dass sowohl der ldangeren Absorptionsdauer als auch einer eventuell
verringerten Anreicherung im Tumorgewebe aufgrund der intraperitonealen

Applikation des iRGD Rechnung getragen wurde.

uPET-Messungen mit ®®Ga-DOTA-iRGD zur Darstellung der ovB3-Integrine

Die exemplarisch mit ®Ga-DOTA-iRGD im pPET gemessenen Miuse mit
AR42J- und NCI-H69-Flankentumoren wiesen eine vermehrte Anreicherung des
Tracers in den Tumoren auf (sieche IV 2., Abbildung 13). Das
Anreicherungsverhiltnis zwischen Tumor und kontralateralen Seite von 3,2 + 1,5
bei den AR42J-Tumoren und 2,3 = 1,1 bei den NCI-H69-Tumoren bestitigte die
Anwesenheit von avp3-Integrinen, sodass beide Zelllinien die Voraussetzungen
hinsichtlich ihres Rezeptoraufkommens fiir den Einsatz in den folgenden
Versuchen erfiillten (siehe dazu auch II. 1.7). Die uPET-Bilder passten auch zum
Erscheinungsbild der AR42J-Tumoren, die sich auch in natura als sehr gut
durchblutete Tumoren mit einer ausgepriagten und frith einsetzenden
Neoangiogenese darstellten (siehe IV. 1.1, Abbildung 11) sowie zu den NCI-H69-
Tumoren mit nur méaBiger Neoangiogenese und hédufigen Nekrosen in der

Tumormitte (siehe IV. 1.2, Abbildung 12).
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Biodistribution und Dosimetrie an NCI-H69-tumortragenden Miusen

Die Biodistributionsuntersuchung tumortragender Méduse wurde zur Evaluierung
der Anreicherung und Verteilung von "”’Lu-DOTATOC in Tumoren und Nieren
vorgenommen. Sie sollte eine erste Einschidtzung dariiber ermdéglichen, welche
Wirkung die Koadministration von iRGD, im Vergleich zu isotonischer NaCl-
Losung, auf die Anreicherung und Verweildauer des '""Lu-DOTATOC im
Tumorgewebe und in den Nieren hat. Nachdem bei Radionukliden mit ldngerer
Halbwertszeit, wie bei '"'Lu, die Linge ihrer Verweildauer auch die Hohe der
Dosis im Gewebe bestimmt, sind zur dosimetrischen Berechnung die spiteren
Zeitpunkte ausschlaggebend (Esser et al., 2006). Fiir die therapeutische
Wirksamkeit im Tumor ist eine ldngere Verweildauer wiinschenswert (Esser et al.,
2006). Die Empfehlung fiir eine aussagekriftige Nierendosimetrie in der
Humanmedizin geht nach einer Studie von Delker und Mitarbeitern (2015)
ebenfalls dahin, spitere Zeitpunkte zu wihlen. In dieser Studie wurden neben 1 h
nach der Administration von !"’Lu-DOTATATE zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h
und 72 h gemessen (Delker et al., 2015). In Anlehnung an diese Studie sowie an
die verwendeten Messzeitpunkte 24 h, 72 h und 168 h nach der Applikation von
7"Lu-DOTATATE in der Biodistributionsstudie von Schmitt und Mitarbeitern
(2003) an NCI-H69-tumortragenden Maiusen, fiel die Entscheidung auf die
Messzeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h nach der intravenoser Verabreichung von
"Lu-DOTATOC fiir die hier vorliegende Biodistributionsstudie mit
anschliefender Dosimetrie fiir Nieren und Tumoren. Frithere Zeitpunkte sind v. a.
fiir die Eliminationsgeschwindigkeit aus dem Blut und die Ausscheidung mit dem
Urin von Interesse (Esser et al., 2006). An Ratten generierte Daten zeigten, dass
das Blut innerhalb der ersten Stunde nach Aktivititsapplikation nur noch ca. 2 %
der injizierten Aktivitit aufwies (Lewis et al., 2001). Beim Menschen wurden
hierzu Werte von unter 10 % der injizierten Aktivitdt innerhalb der ersten 3 h
generiert (Esser et al., 2006). Erwartungsgemall war auch in der vorliegenden
Studie in beiden Gruppen nach 24 h keine relevante Aktivitit im Blut mehr

nachweisbar.

Die Aktivitét in den Nieren war mit 6,485 + 1,044 %ID/g in der NaCl-Gruppe und
4,461 = 0,940 %ID/g in der iRGD-Gruppe zum Zeitpunkt 24 h mit Abstand am
hochsten. Die beiden Gruppen zeigten mit p=0,083 keine signifikanten

Unterschiede. Es folgte ein starker Abfall zum Messzeitpunkt 48 h mit nur noch
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1,995 £ 0,167 %ID/g (NaCl-Gruppe) und 1,847 + 0,388 %ID/g (iRGD-Gruppe).
Zu den spiteren Messzeitpunkten (48 h und 72 h p.1i.) glichen sich die Werte
beider Gruppen auf ein relativ dhnliches Niveau an (siehe IV. 3.1.1, Tabelle 7).

Die Tumoren wiesen zu jedem Zeitpunkt nur eine geringe Anreicherung auf, mit
geringfiigig hoheren Werten fiir die iRGD-Gruppe im Vergleich zur NaCl-
Gruppe. Verglichen mit den Ergebnissen der Studie von Schmitt und Mitarbeitern
(2003), bei der dieselbe Tumorzelllinie verwendet worden war, lagen die Werte in
der aktuellen Studie mit 0,497 + 0,233 %ID/g in der NaCIl-Gruppe und 0,597 +
0,132 %ID/g in der iRGD-Gruppe nach 24 h bzw. entsprechend 0,216 + 0,044
%ID/g und 0,245 + 0,071 %ID/g nach 72 h in beiden Gruppen weit unter der zu
erwartenden Anreicherung. Anders als in der vorliegenden Studie verwendeten
Schmitt und Mitarbeiter (2003) anstatt '"’Lu-DOTATOC allerdings '"’Lu-
DOTATATE. Das Tumor-Muskel-Verhiltnis wies mit Faktoren im Mittel
zwischen 30 + 21 und 56 + 14 (siehe IV. 3.1.1, Tabelle 7) zwar eine gewisse
Mehranreicherung in den Tumoren im Vergleich zum neutralen Gewebe auf.
Verglichen mit dem Tumor-Muskel-Verhiltnis, das bei den AR42J-Tumoren zu
den entsprechenden Zeitpunkten zwischen 367 + 140 und 731 = 247 (siehe
IV. 3.2.1 Tabelle 9) lag, erschien dies jedoch als allgemein deutlich zu niedrig.

Bei den generierten %ID/g fiir die Nieren bzw. den Tumor zeichneten sich nur
tendenzielle Abweichungen zwischen den beiden Gruppen ab. Die einzelnen
Werte wiesen zudem eine hohe Streuung auf, weshalb die generierten Mittelwerte
vorsichtig zu interpretieren sind. Es lédsst sich dennoch generell sagen, dass fiir die
Nieren, v.a. zum Zeitpunkt 24 h, eine geringere Anreicherung in der iRGD-
Gruppe vorlag als in der NaCl-Gruppe. Enttduschend war die fiir beide Gruppen
unerwartet geringe Aktivitdtsanreicherung im Tumorgewebe. Dies konnte in
Zusammenhang mit der mangelhaften Durchblutung der Tumoren stehen (siehe
IV. 1.2, Abbildung 12). Zum einen gelangt dadurch weniger i.v. applizierte
Aktivitdt in das Tumorgewebe. Zum anderen waren, wie auch die uPET-Bilder
zeigten (siehe IV. 2., Abbildung 13), weniger Oberfldchenintegrine als bei den
AR42J-Tumoren zu vermuten, wodurch eine verstirkende Wirkung durch iRGD
nur mangelhaft stattfinden konnte. Die Groe der Tumoren variierten sehr, was
eine unterschiedliche Auspriagung an Nekrosen innerhalb der Tumoren vermuten
lieB. Aus diesem Grund war eine einheitliche Anreicherung im Tumorgewebe

unwahrscheinlich (siehe IV. 1.2, Abbildung 12). Diese GroBenvariabilitit fand
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sich auch bei der Studie von Schmitt und Mitarbeitern (2003). Deren Feststellung
ging dahin, dass der kleinste Tumor im Verhiltnis zur Tumorgrée die meiste
Aktivitdt anreicherte (Schmitt et al., 2003). Wie Esser und Mitarbeiter (2006) im
direkten Vergleich zwischen !"Lu-DOTATOC und '""Lu-DOTATATE bereits
feststellen konnten, betrug die Verweildauer im Tumor von Letzterem im Schnitt
doppelt so lange, was zu einer hoheren Anreicherung und Dosis im Tumor fiihrte
(Esser et al., 2006). Zudem wurde in dieser Studie die hohere Affinitit von
DOTATATE zu sstr2 auch in Kombination mit !"’Lu bestitigt (Reubi et al., 2000;
Esser et al., 2006). Eventuell lisst sich die stirkere Anreicherung von '7’Lu-
DOTATATE in der Biodistributionsstudie von Schmitt und Mitarbeitern (2003)
trotz dhnlicher Tumorbedingungen wie in der vorliegenden Studie mit eben diesen
Tatsachen erkldren. Die Koadministration von iRGD konnte im Falle der NCI-
H69-Tumoren aufgrund der mangelhaften Durchblutung und zu geringer
Expression der avp3-Integrine keine Angleichung der Anreicherungshohe des
7"Lu-DOTATOC an die des ""Lu-DOTATAE bewirken. Ein Fehlen bzw. zu
geringes Vorhandensein der essentiellen Somatostatinrezeptoren kann
ausgeschlossen werden, da die NCI-H69-Zelllinie dahingehend mittels FACS-
Analyse im Helmholtz Zentrum {iiberpriift und als positiv fiir sstr2 und sstr5

eingestuft worden war (siche Anhang Tabelle 30).

Eine dosimetrische Berechnung wurde fiir Nieren und Tumoren generiert.
Vergleicht man die Dosiswerte der zwei Gruppen miteinander, so bot die
Koadministration von iRGD einen geringfiigigen Vorteil von 4 % in Bezug auf
die Dosishéhe im Tumor und eine um 20 % verringerte Dosis fiir die Nieren
(siehe 1V.3.1.2, Tabelle 8). Da die Dosisberechnungen auf den generierten
Werten der %ID/g basierten und jene eine grofle Streuung aufwiesen, sind auch
die Prozentangaben mit Vorsicht zu interpretieren. Zudem differierten die
eigentlichen Dosiswerte [Gy/MBq] zwischen beiden Gruppen sowohl fiir die
Tumoren als auch fiir die Nieren nur geringfiigig (siehe IV. 3.1.2, Tabelle 8).

Die Biodistributionsuntersuchung bei den Nieren und Tumoren der NCI-H69-
tumortragenden Maiuse ergab fiir keinen Wert zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Augenscheinlich scheint
die geringere Anreicherung in den Nieren in der iRGD-Gruppe nach 24 h das
Anreicherungsverhalten in den Nieren zugunsten dieser Gruppe zu verschieben,

wenngleich erwidhnt werden muss, dass die Anreicherung in diesen Organen
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verglichen mit der Studie von Schmitt und Mitarbeitern (2003) als recht hoch zu
interpretieren ist. Die Anreicherung im Tumorgewebe stellte sich in beiden
Gruppen als so gering dar, dass eine scheinbar vorteilhaftere Anreicherung und

giinstigere Dosimetrie fiir die iRGD-Gruppe fraglich erscheint.

Die hier generierten Ergebnisse hinsichtlich der Aktivitdtsanreicherung in
[%1D/g] in beiden Gruppen und der niedrigen Werte in der Dosimetrie von 0,037
Gy/MBq in der NaCl-Gruppe und 0,039 Gy/MBq in der iRGD-Gruppe lassen auf
keinen therapeutischen Erfolg mit einer Therapieaktivitit zwischen 30 und 50
MBq pro Maus und Therapie bzw. Therapiezyklus hoffen. Schmitt und
Mitarbeiter (2003) haben mit 0,29 + 0,06 Gy/MBq im Vergleich zur vorliegenden
Studie eine 7-fach hohere Tumordosis errechnet und in einer folgenden
Therapiestudie mit selbiger Tumorzelllinie mit der zweimaligen Verabreichung
von 45 MBq !"Lu-DOTATATE innerhalb von 48 h erfolgreich eingesetzt
(Schmitt et al., 2004). Hieraus ist ersichtlich, dass der Einsatz dieser Zelllinie in
einem Therapieversuch, um #hnliche Effekte zu erzielen, eine deutlich hohere
Dosierung des '"’Lu-DOTATOC erfordern wiirde, als in dieser Studie zugunsten

der Nierenfunktion geplant war.

Zusitzlich ergaben sich noch Erfahrungen hinsichtlich des Tumorwachstums bei
der Maus. Dieses stellte sich mit einer mangelhaften Anwachsrate der Zellen bei
nur 70 % der injizierten Méiuse und dem Auftreten der Tumoren zu sehr
unterschiedlichen Zeitpunkten als schlecht planbar dar. Die Tatsache, dass nur
selten mehrere Méuse gleichzeitig ein beginnendes Tumorwachstum aufwiesen,
fiihrte dazu, dass die Tumoren, bei Erreichen einer fiir die Studie notwendigen
groBeren Anzahl an tumortragenden Maiusen, sehr unterschiedliche Grofen
aufwiesen. Der Grund hierfiir konnte in dem Verhalten der Zellen in Kultur
liegen. Die Zellen wachsen in {iiberlebensnotwendigen Aggregaten, sodass
vermutlich den diversen Méausen unterschiedlich grofe Zellaggregate injiziert
wurden, da nur die Aggregate in dem Teil der Zellsuspension aufgebrochen
wurden, der zur Zellzdhlung in Verdiinnung gegeben wurde. Diese
Unzuverlédssigkeit im Wachstum macht diese Zelllinie ungeeignet fiir
systematische Studien. Zwar bestiinde die Moglichkeit fiir die Therapiestudien,
Tumorstiicke aus Spendermiusen in andere Miduse subkutan zu implantieren,

jedoch wiirde dies wiederum eine grofere Belastung fiir die Méduse bedeuten.
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Aufgrund der negativen Wachstumseigenschaften und der mangelhaften
Aktivitdtsanreicherung wurde diese Zelllinie als ungeeignet fiir diese

Therapiestudie mit !”’Lu-DOTATOC beurteilt.

Biodistribution und Dosimetrie an AR42J-tumortragenden Miusen

Fiir die Biodistribution hinsichtlich des Anreicherungsverhaltens von '"’Lu-
DOTATOC mit anschlieBender Dosimetrie fiir Nieren und AR42J-Tumoren
wurden zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h p. i. zusétzlich noch die Werte zu
den Zeitpunkten 120 h und 168 h erfasst. Das Hinzufiigen zweier weiterer
Messzeitpunkte geschah in Absprache mit der Abteilung fiir Physik der Klinik
und Poliklinik fiir Nuklearmedizin und sollte fiir die Beobachtung hinsichtlich der
Anreicherung von ""Lu-DOTATOC und fiir dessen dosimetrische Berechnung
zusitzliches Datenmaterial generieren. Auch in anderen Biodistributions- bzw.
Dosimetriestudien wurden dhnliche oder dieselben Messzeitpunkte nach
Applikation der Aktivitdt iiber 72 h hinaus gewihlt (Lewis et al., 2001; Schmitt et
al., 2003; Esser et al., 20006).

Vorab sei erwidhnt, dass diese Zelllinie ein wesentlich zuverldssigeres
Wachstumsverhalten zeigte als die NCI-H69-Zellen. Bei allen inokulierten
Maiusen wuchsen Tumoren. Das Wachstum setzte hierbei nahezu gleichzeitig ein.
Zwolf Tage nach erfolgter Zellinokulation waren bei allen Médusen weitestgehend
einheitlich groBe Tumoren mit einer sichtbaren Gefdversorgung vorhanden und

konnten fiir die Biodistribution eingesetzt werden.

Die AR42J-Tumoren zeigten mit 7,540 £ 0,555 %ID/g in der NaCl-Gruppe und
8,158 £ 0,535 %ID/g in der iRGD-Gruppe nach 24 h eine 13- bis 15-fach hohere
Anreicherung als die NCI-H69-Tumoren. An den folgenden Messtagen halbierte
sich der Wert in etwa jeweils, im Vergleich zum vorherigen Messwert. An den
ersten beiden Zeitpunkten lagen die Werte der iRGD-Gruppe iiber jenen der
NaCl-Gruppe. Das Tumor-Muskel-Verhiltnis ergab nach 24 h sogar noch einen
signifikant hoheren Faktor in der iRGD-Gruppe (siehe IV. 3.2.1, Tabelle 9). Dies
wies darauf hin, dass das 1 h zuvor i. p. injizierte iRGD zum Zeitpunkt der !"’Lu-
DOTATOC-Injektion bei ausreichender Durchblutung seine Wirkung am
Tumorgewebe entfalten kann. Hierzu stell sich die Frage, wie das iRGD bei einer
postulierten Wirkdauer von 1 h zu so spiten Zeitpunkten nach erfolgter Injektion

noch, wenn auch nicht signifikant, Wirkung zeigen kann. Eine mogliche
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Erkldrung hierfiir konnte sein, dass das iRGD aufgrund der intraperitonealen
Applikation nicht so schnell ausgeschieden wurde, was wiederum bei
intravendsen Gabe als Grund fiir dessen kurze Halbwertszeit angefiihrt wurde
(Teesalu et al., 2013). Alle iibrigen Unterschiede beziiglich der Werte zwischen
den Gruppen zum Zeitpunkt 24 h waren nur tendenzieller Natur. Im weiteren
Verlauf glichen sich die Werte beider Gruppen an (siehe IV. 3.2.1, Tabelle 9). Die
allgemein hohe Aktivititsanreicherung ist, verglichen mit den NCI-H69-Tumoren,
vermutlich auf die sehr gute Durchblutungslage (siehe IV. 1.2, Abbildung 11)
zuriickzufiihren und steht aller Wahrscheinlichkeit nach im Zusammenhang mit
einer umfangreichen Expression von sstr2 und sstr5. Die weitestgehend
einheitlichen GroBen der Tumoren zum jeweiligen Zeitpunkt bedingten, dass bei
dieser Biodistributionsstudie die Anreicherung weniger von der GroBe des

einzelnen Tumors abhing als vom Messzeitpunkt.

Die Nierenwerte zeigten mit 5,461 + 1,149 %ID/g in der NaCl-Gruppe und 3,532
+ 0,926 %ID/g in der iRGD-Gruppe zum Zeitpunkt 24 h ein geringere
Aktivitatsanreicherung als das Tumorgewebe zum selben Zeitpunkt. Tumor- und
Nierenanreicherung glichen sich erst nach 168 h auf ein dhnliches Niveau an. Zu
den vorherigen Messzeitpunkten zeigten sich in den Tumoren stets mehr Aktivitéit
als in den Nieren (siehe IV. 3.2.1, Tabelle 9 und Abbildung 17). Obwohl die
Nieren der Miuse der iRGD-Gruppe nach 24 h weniger Aktivitdt aufwiesen als in
der NaCl-Gruppe, waren die Werte in beiden Gruppen nach 48 h bereits auf fast
gleichem Niveau. Auch an den folgenden Tagen blieb das Aktivitdtsniveau der
Nieren beider Gruppen in etwa gleich (siehe IV. 3.2.1, Tabelle 9). Da auch bei
dieser Biodistributionsuntersuchung, trotz der einheitlichen Tumorgréfen, die
Werte im Einzelnen fiir Tumoren und Nieren relativ stark streuten, miissen die

Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden.

Der Effizienzgewinn von 10 % durch iRGD beziiglich der dosimetrischen
Berechnung fiir die Tumoren und einer Verringerung der Nierendosis von fast
4 % zeugen von einem begiinstigenden Aspekt des iRGD fiir den Organismus und
die Therapie. Da die Zahlenwerte sowohl fiir die Tumordosis mit 0,41 Gy/MBq
fiir die NaCl-Gruppe und 0,45 Gy/MBq fiir die iRGD-Gruppe als auch fiir die
Nierendosis mit 0,095 Gy/MBq in der NaCl-Gruppe und 0,091 Gy/MBq in der
1RGD-Gruppe an sich sehr dhnlich ausfielen, miissen die Ergebnisse jedoch auch

in diesem Fall vorsichtig interpretiert werden.
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Die stets hohere Anreicherung des !"Lu-DOTATOC im Tumorgewebe im
Vergleich zu den Nieren, die hohere Anreicherung im Tumor in der iRGD-Gruppe
am ersten Tag nach erfolgter Injektion des '""Lu-DOTATOC sowie die guten
Wachstumseigenschaften der Zellen in der Maus mit garantierter und
gleichméBiger Bildung subkutaner Tumoren sprachen dafiir, die AR42J fiir die

folgenden Therapieversuche einzusetzen.

Voriiberlegungen zu den Therapiestudien

Der Grundgedanke fiir die im Rahmen des Promotionsvorhabens umgesetzte
Therapiestudie bestand darin, einen kliniknah angelegten Versuchsaufbau zu
realisieren. Dabei sollten Antworten in Bezug auf die Frage der Effektivitit bzw.
Effektivititssteigerung durch die Koinjektion von iRGD fiir die Tumortherapie
gefunden werden. Es war oberste Prioritdt die Belastung fiir die eingesetzten
Maiuse so gering wie moglich zu halten und unter Beriicksichtigung moglichst
vieler Parameter die Zahl der Tiere auf ein notwendiges Minimum zu reduzieren

(3R-Prinzip).

Die Wahl der zu verabreichenden Therapieaktivitit zwischen 30 MBq und
45 MBq wurde in der Literatur mit therapeutischem Effekt fiir '7’Lu-gekoppelten
Somatostatinanloga beschrieben (Schmitt et al., 2004; Erlandsson et al., 2011;
Graf et al., 2014). Die in Betracht gezogene zu applizierende therapeutische Hohe
des "Lu-DOTATOC soll gemiB Ilhan (2013) nur bedingt nephrotoxische
Auswirkungen haben. Zum bestmdglichen Schutz der Nieren wurden Therapie
begleitend 500 pl einer in der Klinik angewendeten Arginin-Lysin-
Aminosdurelosung i. p. verabreicht. AuBBerdem erhielten die Tiere 500 ul einer
isotonischen NaCl-Losung s. c. als zusitzliche Fliissigkeitssubstitution und zur
Verdiinnung der Aminosiurelésung, um die Gefahr einer moglichen Ubelkeit
(Nausea) als Nebenwirkung durch die Bolusinjektion der Aminosédureldsung zu
verhindern (Rolleman et al., 2003; Zaknun et al., 2013). In der Klinik sind
Abstidnde von 6 bis 12 Wochen zwischen zwei Therapiezyklen iiblich (Rinke &
Arnold, 2014). In der vorliegenden Studie war ein Abstand von 3 Wochen
zwischen zwei Therapiezyklen angedacht, der den Nieren und dem Knochenmark

Zeit zur Regeneration geben und die toxischen Effekte reduzieren sollte.
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Die iRGD-Applikation am Tag vor der Therapie sollte die avp3-Rezeptoren schon
einmal im Voraus aktiviert haben. Die iRGD-Injektion 1 h vor Therapie sollte der
verldangerten Absorption aufgrund der intraperitonealen Verabreichung Rechnung
tragen. Die Verabreichung des iRGD am Tag nach der Therapie sollte eventuell
noch vorhandenem und nicht gebundenem '""Lu-DOTATOC die Moglichkeit
erdffnen, noch iiber die Neuropilin-1-Rezeptoren internalisiert zu werden. Diese
Modifikation des iRGD-Verabreichungsregimes war aufgrund des anderen
Tumor- und Therapiemodells (siehe oben), im Vergleich zu den Studien von
Sugahara und Mitarbeitern (2010), bei denen die Kombination aus Zytostatikum
und iRGD jeden Tag verabreicht wurde, notwendig. Zum einen ist die tdgliche
Verabreichung radioaktiver Somatostatinanaloga bei der PRRT in der klinischen
Routine nicht iiblich (Rinke & Arnold, 2014). Zum anderen wére dies aufgrund
des toxischen Potentials '"’Lu-gekoppelter Somatostatinanaloga u.a. der
Nierengesundheit keinesfalls zutrdglich gewesen (Rolleman et al., 2007c; Ilhan,
2013). Dennoch sollte eine ausreichende Aktivierung der avp3-Integrine und

Neuropilin-1-Rezeptoren gewihrleistet werden.

Von den urspriinglich geplanten und in der Klink zur Detektion von
somatostatinrezeptorpositiven Tumoren und deren Metastasen {iblichen
explorativen ®®Ga-DOTATOC-PET-Scans wurde aufgrund des Wissens um das
Vorhandensein entsprechender sstr2-exprimierendere subkutaner Tumoren und

zur Schonung der Schwanzvenen abgesehen.

Applikation der Aktivitit iiber Katheter an narkotisierten Miusen

Anders als in der Biodistributionsstudie wurde bei den Therapieversuchen das
7"Lu-DOTATOC iiber einen Katheter appliziert (sieche III. 8.3). Die
Schwanzvenen der SHO-Miuse stellten sich als d@uflerst labil dar. Da die Tiere in
den Therapieversuchen pro Therapietag eine deutlich hohere Aktivitit als bei der
Biodistributionsstudie erhalten sollten, bedeutete dies fiir die Schwinze der Miuse
eine stirkere Belastung und auch fiir die therapierende Person eine hohere
Strahlenexposition. Erfolgte die Applikation des !"’Lu-DOTATOC jedoch iiber
einen Katheter an der narkotisierten Maus, so konnte das Legen und die
Uberpriifung der sicheren intravenosen Platzierung des Katheters geschehen,

wihrend sich die Spritze mit dem Radiopharmakon noch hinter der
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Bleiabschirmung befand. Die Spritze mit dem '"’Lu-DOTATOC wurde dann nur
fir die kurze Zeit der Applikation hervorgeholt, sodass die direkte
Strahlenexposition der behandelnden Person so kurz wie méglich gehalten werden
konnte. Die Fixation des Katheters am Schwanz bei den Nierenszintigraphien
musste neben einem Gewebeband aufgrund der notwendigen Manipulation zur
dynamischen Applikation des Tracers zusitzlich mit Hautkleber erfolgen (sieche
III. 8.3). Durch den Einsatz und das Entfernen des Hautklebers konnte es
allerdings trotz allergrofter Sorgfalt zu Irritationen an der Schwanzhaut kommen.
Neben der Beeintridchtigung fiir die Maus ist der Schwanz an entsprechender
Stelle demzufolge fiir weitere intravendse Applikationen unbrauchbar. Um diese
Gefahr auf ein notwendiges Minimum zu beschrinken, erfolgte die Fixation mit
Hautkleber nur fiir besagte Scans. Bei der Therapie musste die narkotisierte Maus
nicht bewegt werden und die Applikation der Aktivitit konnte am Platz erfolgen,
sodass es hier ausreichte, den Katheter lediglich mit Gewebeband zu fixieren.
Durch die gegebenen Umstidnde in dieser Studie war diese die sicherste und

tierschutzgerechteste Methode, das !”’Lu-DOTATOC i. v. zu applizieren.

Therapeutische Effizienz: absolute Volumeninderung und Uberlebenszeit

Der erste Therapieversuch mit nur einem Zyklus und einer verabreichten Aktivitéit
von 25 + 5 MBq des """Lu-DOTATOC diente zu einer ersten Einschitzung in
Hinblick auf den Wachstumsverlauf der AR42J-Tumoren unter dem Einfluss
einer Therapieaktivitdt, die eine reversible Nierenbeeinflussung erwarten lief3
(Ilhan, 2013). Mit den rund 25 MBq '"Lu-DOTATOC wurde sich in einem
Bereich der therapeutischen Aktivitit bewegt, bei der Graf und Mitarbeiter (2014)
mit im Schnitt 30 MBq ""Lu-DOTATOC bei Tumoren derselben Zelllinie eine
Wachstumsverzogerung von 15 Tagen im Vergleich zu einer nicht therapierten
Kontrollgruppe erzielten (Graf et al., 2014). Bei Eintritt eines verbesserten
Effektes in der iRGD-Therapiegruppe, bei einer Therapieaktivitit an der unteren
Grenze der therapeutischen Wirksamkeit wire dies bereits bei einer einmaligen
Verabreichung hinweisend auf eine verbesserte Wirkung des '""Lu-DOTATOC
durch iRGD.

Im ersten Therapieversuch zeigte sich ein kurzer Wirkungseintritt des '"’Lu-

DOTATOC. Diese Wirkung schwichte sich aber zwischen Tag 4 und Tag 7
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bereits ab und zu diesem Zeitpunkt fand der Umbruch vom therapiebedingten
Wachstumsstillstand zum erneuten Einsetzen des Wachstums statt. Zwischen
Tag 7 und Tag 12 war ein deutliches Wachstum in beiden Therapiegruppen zu
verzeichnen. In beiden Therapiegruppen zeigten die Tumoren ein ganz dhnliches
Verhalten, wobei bei Betrachtung der Mittelwerte bis Tag 7 in der iRGD-
Therapiegruppe eine tendenziell geringere Volumenidnderung der Tumoren
stattfand (siehe IV. 4.1.2, Tabelle 11). Bei dieser Einschitzung muss jedoch stets
die groBle Streuung der Werte beachtet werden. Die Tatsache, dass sich 4 Méuse
mit anfinglich nicht messbaren Tumoren in der NaCl-Therapiegruppe befanden,
schien dieser Therapiegruppe keine Vorteile erbracht zu haben, nachdem die
absolute Volumenénderung in den ersten Tagen nach der Therapie in der iRGD-
Therapiegruppe im Mittel tendenziell trotzdem kleiner ausfiel als in der NaCl-
Therapiegruppe. Jene nicht messbaren Tumoren behielten in der NaCl-
Therapiegruppe ihren Status als nicht messbar bis Tag 4 bzw. Tag 7 und in der
Kontrollgruppe bis Tag 4. Das Volumen der vier Tumoren glich sich in der NaCl-
Therapiegruppe zwischen Tag 12 und Tag 15 auf gleiches Niveau der von Beginn
an messbaren Volumina an. Bei dem Tumor in der Kontrollgruppe erfolgte diese
Volumenangleichung bereits zwischen Tag 7 und Tag 12. Aufgrund dieser
Volumenangleichung ergab sich keine verlingerte Uberlebenszeit fiir jene Miuse.
Dies zeigte sich darin, dass 3 der 4 Miuse mit anfinglich nicht messbaren
Tumorvolumina aus der NaCl-Therapiegruppe an Tag 22 euthanasiert wurden,

wie auch der Grofteil der anderen Mause in den Therapiegruppen.

Wird der Verlauf der absoluten Volumeninderungen aller drei Gruppen
betrachtet, so ergab sich zwar zwischen der jeweiligen Therapiegruppe und der
Kontrollgruppe eine Signifikanz durch eine Wachstumstagnation von 4 bis 7
Tagen in den Therapiegruppen, jedoch nicht der erhoffte signifikante Unterschied
zwischen der NaCl- und der iRGD-Therapiegruppe (siehe IV. 4.1.2). Gleiches gilt
fiir die Zeit des Uberlebens bzw. des Eintretens der Abbruchkriterien hinsichtlich
der Tumoren. Dennoch gelang durch die Therapie eine durchschnittliche
Uberlebenszeitverlingerung von rund 5 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(siehe IV. 4.1.6). Insgesamt ermoglichte das eine Beobachtungszeit der einzelnen
Gruppen von nur 3 Wochen. Das Tumorwachstum in beiden Therapiegruppen
konnte nur bis maximal Tag 7 gebremst werden. Dies entsprach nur etwa der

Hilfte der Zeit, die in der Studie von Graf und Mitarbeitern (2014) erreicht wurde.
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Dies lasst die Vermutung zu, dass, nachdem der Hauptteil der Aktivitidt innerhalb
der ersten Stunden nach der Therapie ausgeschieden wurde, nach etwa einer
Halbwertszeit des verbliebenen '""Lu von 6 Tagen sowohl in der NaCl- als auch
in der iRGD-Therapiegruppe keine ausreichend therapeutisch wirkende Aktivitét

in den Tumoren mehr vorhanden war.

Aufgrund der nur sehr kurzen Wachstumsstagnation der Tumoren in beiden
Therapiegruppen wurde im zweiten Therapieversuch die Aktivitdt erhoht und ein
zweiter Therapiezyklus mit !""Lu-DOTATOC hinzugefiigt. Die positiven
Ergebnisse  der  *™"Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie ~ im  ersten
Therapieversuch schienen eine Erhohung zuzulassen (siehe IV.4.1.4). In der
Studie von Schmitt und Mitarbeitern (2004) bewirkte die zweimaligen
Verabreichung von 45 MBq innerhalb von 48 h den ldngsten Zeitraum in dem
eine Verkleinerung der Tumorvolumina eintrat (Schmitt et al., 2004). Mit der
zweimaligen Verabreichung von 50 MBq befand sich die Dosierung des '"’Lu-
DOTATOC in unserer Studie in jener therapeutisch wirksamen Hohe. Anders als
in der Studie von Schmitt und Mitarbeitern (2004) wurde in der vorliegenden
Studie eine Pause zur Schonung der Nieren zwischen den Therapiezyklen
angesetzt. Die Erhohung der Aktivitiat auf 50 MBq je Therapiezyklus sollte eine
langere Wachstumsstagnation bzw. eine Verringerung der Tumorvolumina bereits
nach dem ersten Therapiezyklus bewirken, sodass zwischen den zwei
Therapiezyklen eine Zeit von 3 Wochen eingehalten werden konnte. Gemil einer
Studie von Kolby und Mitarbeitern (2005) soll eine Rezeptorsittigung bei
verabreichten 30 MBq des sstr2-spezifischen radioaktiven Somatostatinanalogons
7"Lu-DOTATATE eintreten (Ko6lby et al., 2005). Da in der aktuellen Studie
jedoch '""Lu-DOTATOC, das zusitzlich Affinitit zum Somatostatinrezeptor sstr5
aufweist, in Kombination mit iRGD verwendet wurde, standen hier, neben den
sstr2, mit den sstr5 und dem internalisierenden Zusammenwirken der ov[p3-
Integrine mit Neuropillin-1 zwei weitere potentielle Rezeptorsysteme fiir die
Bindung und die Internalisierung des '""Lu-DOTATOC zur Verfiigung (Reubi et
al., 2000; Hofsli et al., 2002; Waser et al., 2002; Sugahara et al., 2009).

Der zweite Therapieversuch bewirkte auf den ersten Blick einen verbesserten
therapeutischen Effekt des '7’Lu-DOTATOC mit einer Wachstumsstagnation von
16 Tagen im Vergleich zu der Kontrollgruppe, die ein dem der Kontrollgruppe im

ersten Therapieversuch dhnliches kontinuierliches Wachstum aufwies. Diese
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Wachstumsverzogerung wurde jedoch gleichermallen in beiden Therapiegruppen
festgestellt, wobei auch hier wieder tendenziell die Tumoren in der iRGD-
Therapiegruppe die geringeren Volumenidnderungen zeigten. Die generierten
Mittelwerte sprechen sogar fiir eine geringfiigige Tumorvolumenabnahme in der
iRGD-Therapiegruppe (siehe 1V. 4.2.2, Tabelle 17). Aufgrund der Streuung der
Werte miissen diese jedoch vorsichtig interpretiert werden. Zwei Miuse mit nicht
messbaren Tumoren zu Beginn der Therapie befanden sich dieses Mal in der
iIRGD-Therapiegruppe. Mit der Anpassung ihrer Volumina auf das
Volumenniveau der iibrigen Tumoren zwischen Tag 16 und Tag 19 ergab sich fiir
diese Miuse, wie auch schon im ersten Therapieversuch, kein Vorteil hinsichtlich

der Uberlebenszeit.

Da ein Wachstum der Tumoren nach erfolgtem ersten Therapiezyklus trotz der
hoheren Dosierung des !”’Lu-DOTATOC in beiden Therapiegruppen zum selben
Zeitpunkt wie im ersten Therapieversuch einsetzte und damit frither als erwartet,
musste von dem urspriinglich geplanten Zeitraum von 3 Wochen zwischen den
beiden Therapiezyklen abgesehen werden. Der Zeitraum zwischen den beiden
Therapiezyklen musste aufgrund des &dhnlichen Wachstumsverhaltens der
Tumoren aus dem ersten Therapiezyklus auf 8 Tage reduziert werden, da bei einer

3 zu erwarten

dreiwochigen Therapiepause ein Tumorvolumen von ca. 800 mm
gewesen wire. Ein solches Volumen lieBe nekrotische Bereiche im Tumor
befiirchten, die den therapeutischen Effekt aufgrund mangelhafter Durchblutung
stark beeinflussen wiirden, da zum einen der Transport des Radiopharmakons
eingeschrinkt wire und zum anderen aktive, Neoangiogenese betreibende
Tumoren fiir die Anwesenheit der avB3-Integrine und Neuropilin-1-Rezeptoren

erforderlich waren.

Durch den zweiten Therapiezyklus konnte ein Riickgang der Tumorvolumina
verzeichnet werden, wobei dieser in der iRGD-Therapiegruppe wieder tendenziell
groBer ausfiel. Ein deutliches Wachstum setze schlieBlich zwischen Tag 16 und
19 ein. Diese Ergebnisse entsprechen zeitlich jenen aus dem ersten
Therapieversuch, nur mit Verzogerung auf einen spiteren Zeitpunkt. Dieses
zeitverzogerte Einsetzen des Wachstums war jedoch vermutlich nicht der hoheren
Aktivitat geschuldet, sondern des angewendeten zweiten Therapiezyklus. Der
Zugewinn fiir die Uberlebenszeit durch den zweiten Therapiezyklus in den beiden

Therapiegruppen betrug etwa 4-5 Tage im Vergleich zum ersten Therapieversuch.
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Im Vergleich zur Kontrollgruppe verlingerte sich das Uberleben hochst
signifikant um 12-13 Tage. Anhand des Kaplan-Meier-Uberlebensdiagramms
wurde ein signifikant spéteres Ausscheiden der Tiere der iRGD-Therapiegruppe
im Verlauf des Therapieversuches festgestellt (siehe IV. 4.2.6). Da die Euthanasie
der Miuse aufgrund des Erreichens der Abbruchkriterien ausschlieBlich in
Hinblick auf die Tumoren erfolgte, wiirde dies auf eine verbesserte Wirkung des
7"Lu-DOTATOC durch die Koadministration des iRGD schlieBen lassen.
Allerdings konnte in Bezug auf die absolute Volumenénderung kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen festgestellt werden. Vermutlich
hatte die nur tendenziell ausgeprigte langsamere Volumendnderung in der iRGD-
Therapiegruppe dennoch dazu gefiihrt, dass eine groBere Anzahl der Tiere in der
iRGD-Therapiegruppe zu einem spiteren Zeitpunkt euthanasiert werden musste
als in der NaCl-Therapiegruppe (siehe IV.4.2.6, Tabelle 22). Die dhnliche
mittlere Uberlebenszeit in beiden Therapiegruppen, mit nur etwa einem Tag
lingerem Uberleben in der iRGD-Therapiegruppe, relativiert dieses Ergebnis

allerdings.

Resiimierend konnte am Ende des zweiten Therapieversuches festgehalten
werden, dass die gleiche Dynamik beziiglich der Ausscheidung und Verfiigbarkeit
von ""Lu-DOTATOC wie im ersten Therapieversuch vorlag und die lingere
Wachstumstagnation sowie das lingere Uberleben der Tiere in erster Linie dem
zweiten Therapiezyklus angerechnet werden konnte und nicht der hoheren
applizierten Aktivitit. Es bewies zwar die Effektivitit der PRRT mit '"’Lu-
DOTATOC in diesem Fall, jedoch zeigte die zusitzliche Applikation von iRGD
bisher keinen signifikant effektiveren Therapieerfolg hinsichtlich einer deutlich
langsameren Tumorvolumenédnderung. Dies fiihrte zu der Veranlassung das
iRGD-Applikationsregime fiir den dritten Therapieversuch zu modifizieren (siche

III. 9.5.3.1).

Die Modifikation des iRGD-Regime im dritten Therapieversuch sollte Aufschluss
dariiber geben, ob eine zu geringe Verfiigbarkeit des iRGD am Tumor schuld an
den bisher mangelnden Effekten des iRGD war. Fiir die Vergleiche zwischen dem
dritten Therapieversuch und den anderen beiden Therapieversuchen gilt fiir die
Zeitangaben zu beachten, dass hier die Therapie einen Tag frither als bei den
beiden vorangegangen Therapieversuchen begonnen wurde und damit fiir die

absolute Zeit fiir diesen Versuch ein Tag dazu gezidhlt werden muss. Der frithere
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Therapiebeginn sollte ein noch kleineres Anfangstumorvolumen bedingen.

Da eine intravendse Applikation des iRGD anstelle der intraperitonealen Injektion
aus bereits genannten Griinden den Versuchen nicht zutriglich gewesen wire,
erfolgten im dritten Therapieversuch neben den intraperitonealen Applikationen
des iIRGD Subkutan-Applikationen direkt in die Umgebung des Tumors, die eine
durch alleinige intraperitoneale Injektion eventuell eine zu geringe Anreicherung
des iRGD im subkutanen Tumor und damit einen mangelhaften Wirkspiegel
ausschlieen sollten. Zudem erfolgte die Therapie einen Tag frither, um zu
evaluieren, ob noch kleinere, aber dennoch messbare Tumorvolumina zu
Therapiebeginn eine bessere Voraussetzung fiir therapeutische Erfolge boten. Eine
sichtbare tumorinduzierte Angiogenese fand erfahrungsgeméll auch bei sehr
kleinen, soliden, subkutanen Tumoren statt. Trotz der erwiesenen nephrotoxischen
Auswirkung durch die erhohte Aktivitit zeigten die Méuse in ihrem Verhalten,
Allgemeinbefinden und Korpergewicht keine negativen Verdnderungen. Daher
konnte die Aktivitdtshohe auch im dritten Therapieversuch beibehalten werden,

um das gednderte iRGD-Regime beurteilen zu kénnen.

Es zeigte sich, dass die therapeutische Wirkung des !"”’Lu-DOTATOC zwischen
Tag 3 und Tag 6 einsetzte, wobei nur in der iRGD-Therapiegruppe an Tag 3
bereits ein signifikanter Unterschied zu Kontrollgruppe verzeichnet werden
konnte. Ab Tag 6 war dieser jedoch fiir beiden Therapiegruppen hoch signifikant
(siche IV. 4.3.2). Anders als bei den vorherigen Therapieversuchen konnte in
diesem eine kontinuierliche Volumenabnahme bzw. Stagnation des
Tumorwachstums bis Tag 20 verzeichnet werden (siehe IV. 4.3.2, Tabelle 23).
Dies deutet auf ein allgemein besseres Ansprechen einer Therapie bei geringeren
Tumorvolumina zu Therapiebeginn hin. Allerdings ist zu bemerken, dass die
Tumoren in der Kontrollgruppe zwar kontinuierlich wuchsen, diesmal tendenziell
jedoch weniger schnell. Jedoch mussten die ersten Kontrolltiere ebenfalls bereits
an Tag 16 und der GroBteil an Tag 20 aufgrund der gesetzten Abbruchkriterien im
Hinblick auf die Tumoren euthanasiert werden. Die ersten Therapietiere aus
beiden Gruppen mussten hingegen erst an Tag 37 euthanasiert werden (siehe
IV.4.3.7 Tabelle 29). Insgesamt wiesen die Méuse in den Therapiegruppen mit
einer mittleren Uberlebenszeit von 40 + 0,7 Tagen in der NaCl-Therapiegruppe
und 41,4 + 1,1 Tagen in der iRGD-Therapiegruppe ein ca. 11 Tage ldngeres

Uberleben nach erfolgter Therapie auf als im zweiten Therapieversuch. Im
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Vergleich zur Kontrollgruppe des dritten Therapieversuches verdoppelte sich die
mittlere Uberlebenszeit sogar. Die deutlich lingere Uberlebensspanne bei den
Therapietieren stellt, ungeachtet eines in diesem Therapieversuch eventuell
langsameren Tumorwachstums, ein weiteres Argument fiir das bessere
Ansprechen der Therapie bei kleineren Tumoren dar. Gestiitzt wird diese
Vermutung dadurch, dass in der nicht therapierten Kontrollgruppe des dritten
Therapieversuches dhnliche Verldufe auftraten wie in den Kontrollgruppen der
beiden vorherigen Therapieversuche. Sowohl die absolute Volumeninderung als
auch die mittlere Uberlebenszeit erbrachte keinen signifikanten Unterschied, der

auf ein effizienteres Wirken des iRGD hinweisen wiirde.

Nach den drei erfolgten Therapieversuchen bei denen durch die Erhohung des
radioaktiven Therapeutikums keine verbesserte Wirkung erzielt werden konnte,
kann eine zu geringe '""Lu-DOTATOC-Verfiigbarkeit fiir die Rezeptoren als
Grund weitestgehend ausgeschlossen werden. Vielmehr ldsst sich aufgrund des
Verhaltens im zweiten Therapieversuch behaupten, dass auch die geringere
Aktivititshshe von 25 MBq des !"Lu-DOTATOC aus dem ersten
Therapieversuch bei wiederholter Verabreichung vermutlich denselben Effekt bei
geringerer Nierentoxizitit gehabt hitte. Als Grund fiir die nur marginal
herbeigefiihrten tendenziellen Effekte durch das iRGD muss die Theorie
aufgestellt werden, dass die Anwesenheit der avp3-Integrinrezeptoren
ausschlieBlich bei den neu gebildeten Tumorgefif3en vorlagen und im Fall der
AR42J-Tumoren somit keine ausreichende Effizienzsteigerung durch die
Koadministration von iRGD herbeigefiihrt werden konnte. Die tumorinduzierte
Angiogenese ist ein sehr komplexer und komplizierter Vorgang, der u. a. stark
abhingig von der Sauerstoffversorgung des Tumors ist und einer stidndigen
Anpassung an die Gegebenheiten unterliegt (Weinberger, 2007a). Die Expression
aktiver avfB3-Integrine auf den Endothelzellen der Blutgefdle ist wiederum stark
abhingig von der stattfindenden Angiogenese (Stromblad & Cheresh, 1996;
Eliceiri & Cheresh, 1998). Sind etwa zum Zeitpunkt der Therapie jene Rezeptoren
nicht oder in nicht ausreichendem Malle aktiv, kann das iRGD nicht effektiv
wirken. "Lu-DOTATOC stellt selbst schon eine sehr spezifisch wirkende
Substanz dar, die bereits eine Internalisierung an der Tumorzelle selbst v. a. {iber
die sstr2-Rezeptoren erfiahrt (Waser et al., 2009). Durch ein alleiniges Wirken des

iIRGD an den TumorblutgefiBen konnte dieser Effekt augenscheinlich nicht
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potenziert werden.

Bisherige Therapieversuche in Kombination mit iRGD fanden in erster Linie mit
Zytostatika statt (Sugahara et al.,, 2010; Akashi et al., 2014). Die
Anreicherungseigenschaften iiber den EPR-Effekt und anschlieBende Diffusion
durch die Zellmembran machen Doxorubicin zu einem eher unspezifisch
wirkenden Zytostatikum (Tacar et al., 2013). Etwas spezifischer stellt sich die
Anreicherung von nab-Paclitaxel (Abraxane®) im neoplastischen Gewebe dar. Es
bindet an Albuminrezeptoren (gp60) und durchdringt das GefidB3endothel mittels
Transzytose (Hawkins et al., 2008). Der Albumin-Paclitaxel-Komplex bindet an
sog. SPARC (Secreted Protein, Acid and Rich in Cysteine), Gykoproteine, die
viele Tumoren {iiberexprimieren, und gelangt vermutlich iiber den Wechsel zu
Lipid-Bestandteilen der Zellmembran in die Tumorzelle (Desai et al., 2009). Als
Nukleosidanalogon  ist es  Gemcitabin  nur  iliber  entsprechende
Nukleosidtransporter (human nucleoside transporter), die in der Zellmembran
eingelagert sind, moglich in die Zelle zu gelangen (Mini et al., 2006). Hieraus ist
ersichtlich, dass fiir den kombinatorischen Einsatz mit iRGD und entsprechende
Therapieversuche hierfiir vollig andere und verschiedenste Neoplasien zur
Verfiigung stehen als fiir den sehr spezifischen Einsatzbereich des '7"Lu-
DOTATOC bei sstr2- und sstr5-positiven neuroendokrinen Neoplasien. In den
Therapieversuchen von Sugahara und Mitarbeitern (2009, 2010), bei denen jene
vielversprechenden Effekte durch die Koadministration von iRGD erzielt wurden,
konnten Tumoren aus neoplastischen Zellen erzeugt werden, bei denen die
Tumorzellen selbst die erforderlichen avp3-Integrine exprimieren (Sugahara et
al.,, 2009; Sugahara et al., 2010). Der Effekt durch die Koadministration von
iRGD gestaltete sich im Gegensatz zu der vorliegenden Studie vermutlich deshalb

in deren Therapiestudien als hocheffizient.

Korpergewicht

Aus dem Gewichtsverlauf und des Vergleiches zwischen Ausgangsgewicht und
Endgewicht abziiglich des Tumorgewichtes ist zu ersehen, dass die Mause aller
Gruppen in allen drei Therapieversuchen vorwiegend eine Gewichtszunahme
verzeichneten. Dies liefl darauf schlieBen, dass eine ausreichende Futteraufnahme
stattgefunden haben musste, die Miuse stets bei gutem Allgemeinbefinden waren
und keine offensichtlichen Beeintrichtigungen durch die subkutanen Tumoren

sowie das '""Lu-DOTATOC entstanden waren.



V. Diskussion 137

Leukozyten- und Thrombozytenzahlen zur Evaluierung der toxischen Wirkung

von ""Lu-DOTATOC auf das Knochenmark

Die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen wurden bestimmt, um eine
Beeintrachtigung des Knochenmarks zu evaluieren, denn beide Zelltypen haben
thren Ursprung in den sich dort befindlichen pluripotenten Stammzellen
(Sinowatz & Hees, 2006). In der Klinik sind diese beiden Zelltypen hierfiir
wichtige Parameter (Kwekkeboom et al., 2009). Zwar wiesen Mduse im ersten
Therapieversuch fiir Leukozyten und Thrombozyten Werte auBlerhalb des
Referenzbereiches auf, jedoch waren diese Abweichungen groBtenteils nah an den
Grenzen der Referenzwerte (siehe IV.4.1.5). Daher liel sich fiir den ersten
Therapieversuch keine aussagekriftige Behauptung fiir eine Beeintrachtigung des

Knochenmarks aufstellen.

Im zweiten Therapieversuch zeigte sich ein deutlicheres Bild (siehe IV. 4.2.5).
Die Thrombozytenzahlen lagen in beiden Therapiegruppen beim Grofteil der
Maiuse unterhalb des Referenzgrenzbereiches, was auf eine Schéadigung des
Knochenmarks hindeutet. Etwa die Hilfte der Mause, sowohl in der NaCl-
Therapiegruppe als auch in der iRGD-Therapiegruppe, befand sich hinsichtlich
der Leukozyten im Referenzbereich und die andere Hilfte darunter. Jene
Abweichungen stellten sich bei den meisten Tieren allerdings als geringfiigig dar.
Werden die Abweichungen der Leukozytenzahlen in Kombination mit den
deutlichen Abweichungen den Thrombozyten betrachtet, ldsst das Gesamtbild auf

eine Knochenmarksschéadigung schlieen.

Im dritten Therapieversuch befanden sich die Thrombozytenzahlen bei nahezu
allen Maéusen in beiden Therapiegruppen deutlich unterhalb des
Referenzbereiches. Dies deutet darauf hin, dass trotz einer insgesamt ldngeren
Uberlebenszeit und damit einem groBeren Abstand zu der letzten Verabreichung
des '""Lu-DOTATOC, eine Knochenmarksschidigung bestand. Anders stellte sich
das Bild bei den Leukozyten dar. Bei diesem Parameter wies der Grofteil der
Maiuse Zahlen innerhalb des Referenzbereiches auf. Dies passte auch zu dem
unauffilligen Differentialblutbild. Das Verhalten der Leukozytenwerte konnte auf
eine einsetzende Regenration des Knochenmarks aufgrund des ldngeren
Abstandes zur letztmaligen Aktivititsapplikation hindeuten. Bei der Beurteilung
der Leukozyten und Thrombozyten hinsichtlich ihrer Aussagekraft im murinen

Organismus muss darauf hingewiesen werden, dass in der adulten Maus weiterhin
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auch Hamatopoese in der Milz stattfindet (Haley, 2003).

Beide Therapiegruppen zeigten in allen drei Therapieversuchen fiir beide
Parameter stets ein sehr #hnliches Bild, was vermuten ldsst, dass keine
abweichenden Beeintrachtigungen oder giinstigere Umstinde durch die

Koadministration von iRGD aufgetreten waren.

Toxische Wirkung von ""Lu-DOTATOC auf die Nierenfunktion

Besonders Augenmerk wurde in dieser Studie auf die Nierengesundheit gelegt, da
diese einen essentiell limitierenden Faktor fiir die PRRT darstellt (Forrer et al.,
2007). Die dynamische *™Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie wird in der
klinischen Diagnostik als gingiges Verfahren zur Uberpriifung der Nierenfunktion
beim Einsatz von nephrotoxischen Therapeutika eingesetzt, weshalb diese auch in
der vorliegenden Studie Anwendung fand (Kobe, 2013; Zaknun et al., 2013). Die
Berechnung der FUR gibt in der Praxis Aufschluss iiber das Aufnahmevermogen
der Nieren. Allerdings beriicksichtigt das Modell der FUR lediglich die Aufnahme
und nicht die Ausscheidung (Rutland et al., 2000). Dies entspricht nicht den
tatsdchlichen kinetischen Verhiltnissen in den Ausscheidungsorganen, woraus
eine Unterschitzung der Aufnahmerate resultiert. Deutlich wurde dies bei Nieren,
die keine Exkretion mehr aufwiesen. In diesen Féllen erhohte sich auch die FUR,
was darauf hinweist, dass dieses Berechnungsmodell besser fiir kinetische
Modelle geeignet ist, bei denen tatsidchlich keine Ausscheidung erfolgt. Damit in
erster Linie vergleichbare Zahlen sowohl fiir die renale Aufnahme als auch fiir die
tubuldre Exkretion aus den gemessenen Daten generiert werden konnten, wurde
eigens, in Anlehnung an das FUR-Modell, ein Berechnungsprogramm mit zwei
Variablen implementiert. Dabei entspricht die FURko der herkommlichen FUR,
nur mit entsprechend hoheren Werten. Fiir die tubulidre Exkretion wurde die
Variable kgx eingefiihrt. In Anbetracht der besseren Entsprechung des neu
generierten Modells zum kinetischen Zustand in der Niere und einer hoher
signifikanten Korrelation der Verdanderung beider neu geschaffenen Variablen zur
verabreichten Hohe des '"’Lu-DOTATOC als bei der herkommlichen FUR, wurde
das neue Auswertungsmodell in dieser Studie erstmalig angewendet (siche
IV.4.1.4.1). Mittels der *’"Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie sind die

Variablen FURkor und kgx in Kombination mit den Renogramm-Kurven gute
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Werkzeuge zur Beurteilung der Aufnahmefunktion und der tubuldren Exkretion

der Nieren.

Ferner wurden im Blut der Tiere Kreatinin und Harnstoff bestimmt. Deren
Konzentrationen werden in der Praxis regelmiBig als Parameter fiir die
Beurteilung der Nierenfunktion bestimmt (Kwekkeboom et al., 2009; Newman et
al., 2009). Sie werden beide ungehindert glomerulir filtriert und nur Harnstoff
erfihrt teilweise eine passive tubuldre Resorption (Nelson & Couto, 2010b;
Fromm & Giibel, 2005). Kreatinin wird in relativ konstantem Mafle wihrend des
Muskelstoffwechsels aus Kreatinphosphat gebildet. Anders als Harnstoff, der in
der Leber aus Ammoniak gebildet wird, ist Kreatinin auch groBtenteils
unabhingig vom Proteingehalt der Nahrung (Nelson & Couto, 2010b). So gesehen
erginzen die Kreatinin- und Harnstoffblutwerte die Ergebnisse der

Nierenszintigraphie hinsichtlich der Funktionsfahigkeit der Glomerula.

Im ersten Therapieversuch befanden sich etwa bei einem Drittel der Mause, im
zweiten und dritten Therapieversuch bei etwa der Hilfte der Maéuse die
Harnstoffwerte auBlerhalb des Referenzbereiches, allerdings nicht, wie bei einer
Nierenbeeintrachtigung zu erwarten, oberhalb, sondern unterhalb des
Referenzbereiches. Die Verteilung der Maéiuse war hierbei in jedem
Therapieversuch in der NaCl-Therapiegruppe nahezu identisch mit der der iRGD-
Therapiegruppe, sodass nie ein Unterschied beziiglich der Harnstoffwerte in
beiden Therapiegruppen bestand. Da sowohl den Therapietieren als auch den
gesunden Referenzmiusen dasselbe Futter angeboten wurde, kann jene
Abweichung nicht mit einer unterschiedlichen Proteinzufuhr erkldart werden,
sondern lieBe eher eine verminderte Synthese in der Leber vermuten. Allerdings
besitzt die Leber eine sehr groe Entgiftungskapazitiit beziiglich des Harnstoffes,
sodass eine verringerte Harnstoffserumkonzentration im Blut erst im Endstadium
einer Lebererkrankung auftritt (Nelson & Couto, 2010c). Da sdmtliche Méuse
jedoch kein reduziertes Allgemeinbefinden zeigten, ausreichend Nahrung
aufnahmen und auch bei der makroskopischen Obduktion nach der Euthanasie
keine gravierenden Leberverdnderungen sichtbar waren, ist die Aussagekraft
diesbeziiglich fraglich. Die Harnstoffwerte sind in diesem Fall als nicht geeignet
fiir eine Aussage zur Nierengesundheit zu beurteilen und werden im Folgenden

nicht weiter diskutiert.
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Bei der einmaligen Verabreichung von 25 MBq des '""Lu-DOTATOC in
Kombination mit der nephroprotektiven Aminosdurelosung entwickelte sich
augenscheinlich in keiner Therapiegruppe eine gravierende Nierenschiddigung. In
beiden  Therapiegruppen  wurde dagegen bei der  *™Tc-MAG:s-
Nierenfunktionsszintigraphie, die um den Tag 20 nach der !"Lu-DOTATOC-
Applikation stattfand, eine tendenzielle Verbesserung der Werte im Vergleich zur
Baseline-Messung  festgestellt, wobei sich die FURk, in der iRGD-
Therapiegruppe sogar als signifikant verbessert bezeichnen lie (siehe
IV.4.1.4.2). Ahnliches konnte in der Studie von Ilhan (2013) zu Strategien zur
Nephroprotektion bei der Therapie mit !”’Lu-DOTATATE ermittelt werden, bei
der u. a. zu verschieden Zeitpunkten nach der Applikation von 10, 20, 40 und 65
MBq besagten Radiopharmakons “’™Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphien
gemacht wurden. Hier zeigte sich bei der Applikation von 20 MBq ohne
zusitzliche Nierenprotektion zwar 9 Tage p. i. zunéchst eine Verschlechterung in
Hinblick auf die FUR. Ab Tag 23 wurde ein Anstieg der FUR verzeichnet, der
jedoch nicht den Wert der Baseline-Messung iibertraf (IThan, 2013). In der Studie
von Ilhan (2013) wurde allerdings die FUR auf herkommliche Weise generiert,
ohne dass eine Exkretion beriicksichtigt wurde. Der in beiden Therapiegruppen
gestiegene Peak %ID passte zu der gestiegenen FURkor. Mit einem hoheren Peak
%ID lasst sich auch die in der NaCl-Therapiegruppe verlidngerte TTP erkldren
(siehe IV. 4.1.4.3). Der einzige signifikante Unterschied beziiglich der Ergebnisse
bei den “’"Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphien zwischen der iRGD-
Therapiegruppe und der NaCl-Therapiegruppe wurde fiir die Veridnderung in der
Linge des TTP festgestellt. Daher lédsst sich behaupten, dass die Therapie mit
einmalig 25 MBq '""Lu-DOTATOC ihnliche Auswirkungen in beiden
Therapiegruppen auf die Nieren hatte. Bei dem Grofteil der Miuse lag der
Kreatininwert iiber dem Referenzbereich, was auf eine Schéadigung der Nieren,
v. a. der Glomerula hinweist. Glomerula gelten im Vergleich zu den Tubuli als
strahlenempfindlicher (Gotthardt, 2010). Das Kreatinin befand sich bei nahezu
allen Miusen der beiden Therapiegruppen oberhalb des Referenzbereiches,
weshalb auch hier kein Unterschied zwischen den Therapiegruppen festzustellen

war.

Die hohere Dosierung des '7’Lu-DOTATOC im zweiten Therapieversuch geschah

in erster Linie aus therapeutischen Griinden. Bei der Biodistribution zeigte sich
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v. a. nach 24 h tendenziell weniger Anreicherung in den Nieren der Méuse der
iIRGD-Gruppe. Die Ergebnisse der Dosimetrie stellten sich fiir die Nieren
ebenfalls in der iRGD-Gruppe tendenziell giinstiger dar. Im ersten
Therapieversuch  waren auch einzelne Befunde der *™Tc-MAGs-
Nierenfunktionsszintigraphien in der iRGD-Therapiegruppe besser als in der
NaCl-Therapiegruppe. Ein  signifikanter =~ Unterschied  zwischen den
Therapiegruppen konnte nicht festgestellt werden. Als Nebeneffekt einer hoheren
Therapieaktivitit, mit vermutlich auch gréBeren Auswirkungen auf die
Nierenfunktion, wurden sich aussagekriftigere Unterschiede zwischen der iRGD-

und der NaCl-Therapiegruppe erhofft.

Im zweiten Therapieversuch stellte sich eine Verschlechterung sowohl in Bezug
auf die FUR, als auch auf die Exkretionsrate ein (siehe IV. 4.2.4.1). Somit hatten
die Nieren einen Funktionsverlust zu verzeichnen, sowohl in ihrer
Aufnahmekapazitit als auch in ihrer tubulidren Exkretionsfihigkeit. In bereits
genannter Studie von Ilhan (2013) wurden in Hinblick auf die FUR um den
Tag 23 nach einer Verabreichung von 40 bzw. 65 MBq des !"’Lu-DOTATATE
ohne Nephroprotektion ebenfalls schlechtere Werte verzeichnet (Ilhan, 2013). Das
Zeitfenster, nach dem die *™Tc-MAGs3-Nierenfunktionsszintigraphien stattfanden,
ist dhnlich dem in dieser Studie, da hier 20 Tage nach erfolgtem letzten
Therapiezyklus mit '"’Lu-DOTATOC gemessen wurde. Die Renogramm-Kurven
von Baseline- und posttherapeutischer Nierenszintigraphie verliefen in der iRGD-
Therapiegruppe nahezu identisch, in der NaCl-Therapiegruppe zeigte die
Renogramm-Kurve der posttherapeutischen Messung einen flacheren Verlauf,
was auf eine langsamere Ausscheidung in dieser Therapiegruppe schlieBen ldsst
(siehe 1V.4.2.4.2). Auch die TTP dauerte in der NaCl-Therapiegruppe in der
posttherapeutischen Messung signifikant ldnger als bei ihrer Baseline-Messung.
Somit hatte sich die Nierenfunktion in der NaCl-Therapiegruppe augenscheinlich
in groBerem Malle verschlechtert. Dennoch kann nicht behauptet werden, dass
beide Therapiegruppen signifikant unterschiedliche Verlaufe aufwiesen. Gleiches
gilt auch fiir die Verteilung der Mauszahlen hinsichtlich der Verdnderungen der
Blutparameter. Wie schon im ersten Therapieversuch befand sich der GroBteil der
Maiuse oberhalb des Referenzbereiches fiir Kreatinin, weshalb behauptet werden
kann, dass auch im zweiten Therapieversuch die Miuse beider Therapiegruppen

gleichermallen eine Schiddigung ihrer Glomerula erfahren hatten.
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Ein etwas anderes Bild zeigte sich im letzten Therapieversuch, wobei das
identische Verhalten beziiglich der ermittelten Ergebnisse in beiden
Therapiegruppen auch in diesem Therapieversuch wiederkehrte. Wihrend sich die
exkretorischen Werte signifikant verschlechterten, erwiesen sich die Werte fiir die
FURor bei der posttherapeutischen Messung als mehr oder weniger unverindert
gegeniiber den Baseline-Messungen (siehe IV. 4.3.4.1). Der Peak %ID stellte sich
in der posttherapeutischen Messung bei den Nieren beider Therapiegruppen
signifikant hoher dar, bei allerdings verldngerter TTP (siche IV. 4.3.4.2). Diese
verldngerte TTP lasst sich mit der verschlechterten Exkretion bei gleichbleibender
FURyor erkldren. Aufgrund dieser Konstellation verschiebt sich der Peak %ID auf
einen spiteren Zeitpunkt. Der hohere Peak %ID wiirde auf eine bessere
Nierenfunktion hindeuten, die verlidngerte TTP relativiert dies allerdings. Es
konnte sein, dass die Nieren nach der radiogenen Schéadigung ihre
Funktionsfahigkeit iiber eine Hypertrophie kompensierten (Myers & McGavin,
2009). Makroskopisch erschienen die Nieren der Miuse bei der Obduktion nicht
vergroflert. Allerdings existierte kein Groenvergleich der jeweiligen Nieren zum
Zeitpunkt der Baseline-Messung. Die Grof3e bzw. des Volumen der Niere scheint
jedenfalls Einfluss auf die Aufnahmekapazitit des Organs zu haben. Linke und
rechte Miusenieren variieren in ihrer Groe. So wird das Volumen einer linken
M:usenieren mit 0,15 cm® angegeben und das einer rechten Miuseniere mit 0,18
cm® (Kolbert et al., 2003). Die linken und rechten Nieren konnten auch in der
vorliegenden ~ Studie  bei  der  Auswertung der  *"Tc-MAG:;-
Nierenfunktionsszintigraphien getrennt voneinander betrachtet werden. Dabei war
zu beobachten, dass die kleineren linken Nieren sowohl bei der FURo: als auch
im Peak %ID (mit Ausnahme der Nieren, die keine Exkretion mehr zeigten) bei
allen drei Therapieversuchen in den Baseline- und posttherapeutischen
Messungen stets niedrigere Werte als die rechten Nieren zeigten. Interessant war
auch, dass in dem letzten Therapieversuch die Kreatininwerte aller Méduse im
Referenzbereich lagen, was auf eine eingetretene Regeneration hindeuten konnte.
Vermutlich stand diese Erholung des Wertes in Zusammenhang zum lidngeren
Uberleben der Miuse und damit zum lingeren Abstand der Blutentnahme zur

letztmaligen Applikation des '”’Lu-DOTATOC.

Der Hinweis zu den Blutausstrichen einiger Mduse auf eine Polychromasie der

Erythrozyten, die laut Labor auf eine ausgeprigte Regeneration der Erythrozyten
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hindeuten, spricht dafiir, dass die Nieren neben ihrer Funktion als
Ausscheidungsorgane immer noch der Produktion von Erythropoetin befidhigt
waren (Fromm & Giébel, 2005). Nieren mit starker chronischer Schidigung
verlieren die Fihigkeit, Erythropoetin zu bilden und eine Andmie zéahlt dabei zum

typischen Krankheitsbild (Nelson & Couto, 2010d).

Die histologische Untersuchung der Nieren ermoglichte eine differenzierte
Betrachtung der funktionellen Zellen im Nephron. Die am Institut fiir Allgemeine
Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen Universitdt Miinchen
generierten Ergebnisse aus der vorliegenden Studie werden hier integrierend
diskutiert. Die Untersuchung ergab, im Vergleich zum histologischen Aussehen
gesunder Nieren, massive Veridnderungen, v.a. im Bereich der proximalen
Tubuli, wie epitheliale Degenration, Dilatation und intraluminale Akkumulation
proteinreichen Materials (sieche IV.4.3.8), die bei toxisch bedingten
Nierenschidigungen zu erwarten waren (Rolleman et al., 2007c; Newman et al.,
2009; Ilhan, 2013). Auch die Glomerula wiesen deutliche pathologische
Verinderungen wie etwa mesangiale Odeme mit teilweiser Verlegung des Raums
der Bowman-Kapsel auf. Zudem zeigten Pododzyten und Parietalzellen eine
mittelgradige Hypertrophie und bzw. oder eine Hyperplasie. Dies wiirde die
Theorie der kompensatorischen Hypertrophie unterstiitzen. In anderen Studien
kennzeichneten sich Veridnderungen in den Glomerula in erster Linie durch eine
glomerulidre Schrumpfung (Rolleman et al., 2007¢; Ilhan, 2013). Eine radiogene
Schidigung der proximalen Tubuli war bei der verabreichten Hohe des '"’Lu-
DOTATOC zu erwarten, da diese Strukturen innerhalb der Nieren einer Strahlung
am stéarksten ausgesetzt sind (Rolleman et. al., 2010). Erfahren die Glomerula zu
den radioaktiven Somatostatinanaloga im Grunde nur wihrend der glomerulidren
Filtration einen direkten Kontakt, so findet in den proximalen Tubuli die
Riickresorption sowie eine Speicherung in den proximalen Tubulusepithelzellen
eines gewissen Teils des Radiopharmakons statt (Duncan et al., 1997; Rolleman et
al., 2010). Die in der vorliegenden Studie dennoch umfangreiche Schadigung im
Bereich der Glomerula konnte mit der mittleren Reichweite der Strahlung von
TLu von 0,7 mm in den im Verhiltnis kleinen Miusenieren zu erkliren sein.
Scheinbar waren die Nieren der Miuse in der iRGD-Therapiegruppe hiufiger von
Schidigungen betroffen als jene in der NaCl-Therapiegruppe. Jedoch waren von 4

therapierten Miusen mit histologisch nicht auswertbaren Nieren 3 aus der NaCl-
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Therapiegruppe. Wie sich das Verhiltnis verschoben hitte, wiren jeweils die
Nieren der gleichen Anzahl von Miusen auswertbar gewesen, kann nicht gesagt
werden. Es sei jedoch angemerkt, dass die Nieren jener nicht auswertbaren Méuse

hinsichtlich ihrer Exkretionsrate in den 9mTe MAG:-

Nierenfunktionsszintigraphien eine deutliche Verschlechterung aufwiesen.

Sowohl die Werte aus der Nierenszintigraphie (FURkor, Peak %ID), als auch die
Tatsache, dass sich die Kreatininwerte aller Miuse wieder im Referenzbereich
befanden, zusammen mit der Vermutung, dass die Nieren weiterhin die Fahigkeit
besaen, noch Erythropoetin bilden zu konnen, sprechen dafiir, dass eine
Regeneration der Nieren in diesem dritten Therapieversuch eingesetzt hatte.
Gegen diese Annahme stellen sich allerdings v. a. die verschlechterten Werte in
der Exkretionsrate und die histologischen Befunde. In welche Richtung sich die
besprochenen Ergebnisse zur Evaluierung der Nierenfunktion langfristig
entwickelt hitten, kann nicht beurteilt werden, da die Méuse aufgrund der
Abbruchkriterien nach maximal 50 Tagen euthanasiert werden mussten. Eine
erneut einsetzende deutliche Verschlechterung der Nierenfunktion bei Miusen,
die 40 bzw. 65 MBq ""Lu-DOTATATE erhalten hatten, konnte erst am Tag 65
festgestellt werden (Ilhan, 2013). Rolleman und Mitarbeiter (2007¢) hatten bei
einmaliger Verabreichung von 555 MBq ""Lu-DOTATATE eine Schiidigung an
Rattennieren nach 100 Tagen festgestellt. Das Kreatinin zeigte sich damals erst
nach dieser Zeit erhoht und es entwickelte sich ein mit der Zeit zunehmender
histologisch sichtbarer Schaden (Rolleman et al., 2007c). Umgerechnet auf das
Gewicht der Miuse entspriche das verabreichte '"Lu-DOTATATE etwa
55 MBq, in dessen Hohe sich das '""Lu-DOTATOC auch in der vorliegenden
Studie bewegte. Die Feststellungen von Ilhan (2013) und auch von Rolleman und
Mitarbeitern (2007¢) lassen vermuten, dass auch die Miuse in der vorliegenden
Studie einen irreversiblen Nierenschaden zu verzeichnen hatten. Allerdings wurde
in beiden genannten Studien das '""Lu-DOTATATE verwendet, das in den Nieren
eine lingere Verweildauer aufweist als !”’Lu-DOTATOC (Esser et al., 2006).
Zudem erhielten die Tiere in der vorliegenden Studie eine nephroprotektive
Arginin-Lysin-Aminosdurelosung.  Diese  Aminosdurelosungen  reduzieren
nachweislich die Aufnahme radioaktiver Somatostatinanaloga (Rolleman et al.,
2003). Nachteilig fiir die Nieren stellte sich allerdings der gezwungenermallen

kurze Zeitraum von 8 Tagen zwischen den einzelnen Therapiezyklen dar. Nach
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Betrachtung der generierten Ergebnisse im Zusammenhang konnte auch im dritten
Therapieversuch weder ein nachteiliger noch ein vorteiliger Effekt auf die

Nierenfunktion durch die Koinjektion des iRGD eindeutig ermittelt werden.

Grenzen der Studie und klinische Ubertragbarkeit

Die Auswahl der Zelllinien war durch die umfangreichen Eigenschaften, die diese
erfiillen mussten, nur sehr begrenzt. Das wichtigste Kriterium stellte die komplexe
Rezeptorexpression dar. Neben den Somatostatinrezeptorsubtypen sstr2 und sstr5
musste die Anwesenheit der fiir die Wirkung des iRGD essentiellen avfp3-
Intergine sichergestellt werden. Daneben mussten die Zellen fiir diese
umfangreiche Studie ein zuverldssiges Tumorwachstum zeigen. Wie aus den
vorangegangenen Ausfiihrungen ersichtlich versprach nur die AR42J-Zelllinie des
Rattenpankreaskarzinoms, jene Kriterien zu erfiillen, weshalb nur diese in den
Therapiestudien ihren Einsatz finden konnte. Zelllinien, die in den Studien von
Sugahara und Mitarbeitern (2009, 2010) verwendet wurden, sind keine Vertreter
neuroendokriner  Neoplasien und besitzen daher auch nicht die
Somatostatinrezeptoren. Dafiir exprimierten jene Tumorzellen eine grofle Anzahl
an avB3-Integrinen und Neuropilin-1-Rezeptoren (Sugahara et al., 2009; Sugahara
et al., 2010). Die fiir die vorliegende Studie zur Verfiigung gestandene
MIA PaCa-2-Zelllinie, die von Akashi und Mitarbeitern (2014) erfolgreich
eingesetzt worden war, erfiillte ebenfalls nicht das Kriterium des
Somatostatinrezeptorvorkommens. Abstriche mussten bei dem FEinsatz der
AR42]J-Zelllinie auch dahingehend gemacht werden, dass die Tumoren mit ihrem
aggressiven und schnellen Wachstum sowie des starken Blutreichtums nicht den
Eigenschaften eines typischen, langsam wachsenden und tendenziell weniger

durchbluteten NET entsprachen (siehe II. 1.2).

Das subkutane Tumormodell stellt ein Modell dar, das eine erste Einschitzung fiir
die Fragestellung, ob eine Effizienzsteigerung der therapeutischen Wirkung des
"7"Lu-DOTATOC durch die Koadministration des iRGD-Peptids erreicht werden
kann, ermoglicht. Eine direkte Ubertragung auf die Klinik kann aufgrund der
Lokalisation des Tumors an eine Stelle, die nicht den reellen Bedingungen im
Organismus entspricht, schwerlich stattfinden (Stelter et al., 2007). Hierfiir wiren

orthotope Tumormodelle sicherlich besser geeignet, bringen jedoch, wie bereits
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erortert, wieder andere Problematiken mit sich. Da das Tumorwachstum nach den
ersten Therapiezyklen frither als erwartet eingesetzt hatte, konnte auch kein der
Klinik entsprechender Zeitraum zwischen den Therapiezyklen eingehalten
werden. Zudem stellte das Tumorvolumen ein Abbruchkriterium dar, das keine
Langzeitbeobachtung der Entwicklung der Nierenfunktion nach erfolgter Therapie

zulieB.

Der Einsatz immunsupprimierter Mduse ohne T- und B-Lymphozyten stellt einen
gravierenden Unterschied zum Immunsystem des Menschen und zu dem anderer
Tiere dar. Zudem findet, im Gegensatz zum Menschen, bei der erwachsenen Maus
weiterhin eine Hidmatopoese in der Milz statt (Haley, 2003; Mestas & Hughes,
2004). Die in dieser Studie generierten Blutparameter von Leukozyten und
Thrombozyten zur Beurteilung der Knochenmarksschiadigung miissen deshalb
eventuell relativiert betrachtet werden. Der prozentuale Anteil von im Blut
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten, die den Hauptteil der Leukozyten
darstellen, variiert ebenfalls extrem zwischen Mensch (50-70 %) und Maus (10—
25 %) (Mestas & Hughes, 2004). Selbst zwischen den verschiedenen, in der
praklinischen Forschung verwendeten Mauslinien variieren die Blutreferenzwerte.
So sind zwar die Blutwerte innerhalb einer Mauslinie vergleichbar, jedoch nicht

auf den Menschen iibertragbar.

Die geringe Grofe der Miuse brachte Einschrinkungen beziiglich der zu
applizierenden Volumina. Ferner weisen Méuse nur begrenzt vendse Zugéinge auf.
Die Schwanzvene, als notwendige Applikationsstelle, erwies sich zudem bei den
SHO-Mausen als sehr labil und die Schwinze bedurften der groftmoglichen
Schonung, damit das Erfolgen aller Messungen und Therapien sichergestellt
werden konnte. Aus diesem Grund wurde auch von den zusitzlichen pPET-
Messungen mit ®3Ga-DOTATOC abgesehen, die in der Klinik mit PET/CT-
Untersuchungen ihre Entsprechung finden (Poeppel et al., 2011). Des Weiteren
musste auch eine Auswahl beziiglich der zu bestimmenden Blutparametern
getroffen werden, da bei der finalen Blutentnahme nur ein begrenztes
Blutvolumen zur Verfiigung stand. So musste beispielsweise von der Bestimmung
diverser Leberparameter abgesehen werden, die in der Klinik im Rahmen einer
PRRT regelmédBig untersucht werden (Kwekkeboom et al., 2009). Zur
Vervollstindigung der Untersuchung der Nierenfunktion wére eine

Urinuntersuchung wiinschenswert gewesen. Fiir die Generierung einer
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aussagekriftigen Urinuntersuchung mit Bestimmung des Harnstoff-Kreatinin-
Quotienten oder des Protein-Kreatinin-Verhiltnisses wéren laut Aussage des
Labors 500 ul Urin notwendig gewesen. Dieses Volumen war aus einer
physiologisch  hydrierten Maus nicht zu gewinnen. Anhand dieser
einschrinkenden Faktoren wird ersichtlich, dass eine ginzlich der Klinik

entsprechende Gestaltung der Therapieversuche schwerlich méglich war.

Einen gravierend limitierenden Faktor fiir den Vergleich zwischen Mensch und
Maus stellt der GroBenunterschied der beiden Spezies dar. Fiir die interne
Bestrahlung spielen die Verteilung und die Reichweite des Radionuklids, die
Dosisleistung  (die  fiir jedes  Radionuklid  spezifisch  ist), die
Strahlenempfindlichkeit der Strukturen sowie die Grofle des Organs eine Rolle.
Wird die biologisch effektive Dosis verwendet, die all diese Faktoren
beriicksichtigt, generieren sich hohere tolerierte Gesamtdosiswerte (Barone et al.,
2005; Gotthardt, 2010). Zudem finden wéihrend der Wirkung der internen
Bestrahlung bereits Reparaturvorginge statt, die einen Teil der Schadigung schon
wihrend der Bestrahlung wieder aufheben (Kotzerke & Oehme, 2010). In wie
weit dies auf die Nieren im Mausmodell iibertragbar ist, ist fraglich. Bei der
GroBe einer M#useniere mit einem Volumen von 0,15 bis 0,18 cm? lisst die
maximale Reichweite von 2,5 mm und die durchschnittliche Reichweite von
0,7mm des '""Lu, unabhiingig von der Verteilung innerhalb der Niere, eine
schidliche Auswirkung auf wesentlich gro3ere Bereiche der Niere, verglichen mit
einer humanen Niere, vermuten (Kolbert et al., 2003; Schicha & Schober, 2013a).
Bereits der Groenunterschied zwischen einer Méuseniere und einer Rattenniere
(mit einem Volumen von 1,6 cm?®) scheint einen Unterschied im radiogenen
Schiadigungsausmall zu bedingen (Konijnenberg et al., 2004). Vor diesem
Hintergrund stellt sich daher die Frage, ob das hier aufgetretene Bild der
radiogenen Schidigung der murinen Nieren in der menschlichen Niere ein

dhnliches Bild gezeigt hitte.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass mit !”"Lu-DOTATOC in einem
Mausmodell mit aggressiv wachsenden Flankentumoren eine therapeutische
Wirkung erzielt werden kann. Werden die Therapieversuche verglichen, so kann
behauptet werden, dass der Therapiebeginn beim Vorliegen kleinerer
Tumorvolumina einen groBeren Erfolg verzeichnete. Eine geringere Aktivitidt von
25 MBq kann denselben den Zeitraum einer Wachstumstagnation bewirken wie
etwa 50 MBq es konnen, da weniger die Hohe der Aktivitit einen Zeitgewinn
erbracht hatte, sondern die wiederholte Verabreichung des !"’Lu-DOTATOC.
Eine dhnliche Feststellung konstatierten Erlandsson und Mitarbeiter (2011) bei
Miusen mit subkutanen NCI-H69-Tumoren. Die fraktionierte Verabreichung von
dreimalig 30 MBq '""Lu-DOTATATE zeigte mehr Wirkung als zweimalig 45
MBgq. In dieser Studie wurden die 30 MBq Therapieaktivitit allerdings an drei
aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht (Erlandsson et al., 2011). Diese
Beobachtung ldsst sich vermutlich mit der Feststellung von Kolby und
Mitarbeitern (2005) erkliren, dass ab 30 MBq ""Lu-DOTATATE eine Sittigung
der Somatostatinrezeptoren eintritt (Kolby et al., 2005). In der vorliegenden
Studie schienen 50 MBq '"7Lu-DOTATOC keinen groBeren therapeutischen
Effekt als 25 MBq '""Lu-DOTATOC zu haben. Das lisst vermuten, dass neben
den sstr2 die sstr5 und das iRGD in diesem Fall auch keine vermehrte
Anreicherung bewirkten. Die Gesamtdosis mit fraktionierten Applikationen von
geringerer Aktivititshohe wire der Nierengesundheit zutrdglicher gewesen und
hitte ebenfalls einen therapeutischen Effekt, wie es bereits bei AR42]J-
tumortragenden Ratten festgestellt worden war (Rolleman et al., 2007c). Diese
Ergebnisse von Rolleman und Mitarbeitern (2007c) untermauern die in der
vorliegenden Studie gewonnenen Erkenntnisse beziiglich des therapeutischen
Einsatzes von !"Lu-DOTATOC im Mausmodell mit subkutanen AR42]J-
Tumoren. Es ist auch in préklinischen Studien mit tumortragenden Maiusen
durchaus moglich, einen Abstand von wenigstens einer Woche zwischen den
Therapiezyklen zu gewidhren, um damit den Nieren eine Erholungsphase

einzurdumen.

In den Therapieversuchen hatte sich bei einer als therapeutisch geltenden Hohe
des '""Lu-DOTATOC kein signifikant effektiveres Ergebnis hinsichtlich der
therapeutischen Wirkung bei der iRGD-Therapiegruppe gezeigt. Der Einsatz von
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unterdosiertem !"’Lu-DOTATOC gibe moglicherweise Aufschluss dariiber, ob
das iRGD doch eine Effizienzsteigerung herbeifithren konnte. Der mangelhafte
Effekt des iRGD in dieser Studie hing vermutlich mit dem oavfp3-Integrin-
Rezeptoraufkommen zusammen, das bei den AR42J-Tumoren nur auf den

Blutgefi3en zu vermuten war.

Fiir Studien mit radioaktiven Somatostatinanaloga in Kombination mit iRGD, die
vergleichbar mit jenen von Sugahara und Mitarbeitern (2009, 2010) wiren,
miissten Tumorzelllinien gefunden werden, auf denen sowohl die
Somatostatinrezeptoren als auch avp3-Integrin-Rezeptoren exprimiert wiirden.
Die MIA PaCa-2 konnte eine solche Zelllinie darstellen, allerdings nur unter der
Voraussetzung, dass sie sicher Somatostatinrezeptoren auf der Oberfliche
exprimieren. Laut Literatur soll auch diese Auspriagung bei der MIA PaCa-2-
Zelllinie existieren (Fisher et al.,, 1996; Gradiz et al., 2016). Akashi und
Mitarbeiter (2014) haben bei dieser Zelllinie von einer signifikanten
Mehranreicherung im Tumor bzw. signifikanten Verringerung der Tumorgréfe
bei der iRGD-koadministrierten Gemcitabintherapie berichtet (Akashi et al.,
2014).

Eine Evaluierung der Auswirkungen von '"’Lu-DOTATOC auf die Miuseniere, in
Kombination mit iRGD und ohne dessen Koadministration, empfiehlt sich
zukiinftig zunidchst an tumorfreien Miusen, da in diesem Fall keine zeitliche
Limitierung aufgrund des Tumorwachstums bestiinde und somit auch die
Abstinde zwischen den Therapiezyklen freier und klinikndher gewihlt werden

konnen.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

iRGD (CRGDK/RGPDC), ein tumor-homing Peptid, das die Tumorpenetration
ermOglicht, wurde in priklinischen Studien verschiedenen Zytostatika
koadministriert und erhohte deren Anreicherung in den Tumorzellen um ein
Vielfaches und steigerte deren therapeutischen Effekt. Im Rahmen dieser
Dissertation wurde untersucht, ob iRGD als Koinjektion zu ['"Lu-
DOTA, Tyr*|Octreotid (!”’Lu-DOTATOC) eine vergleichbare Effizienzsteigerung

beziiglich dessen therapeutischer Wirkung erzielen kann.

In der vorliegenden Studie wurde ein Nacktmausmodell mit subkutanen
somatostatinrezeptorpositiven Tumoren verwendet. Fiir die Erzeugung solider
Tumoren wurden die etablierten sstr2- und sstr5-positiven AR42J- und NCI-H69-
Zelllinien verwendet. Uber uPET-Messungen mit dem ®Ga-DOTA-iRGD-Tracer
wurde das Vorhandensein von avp3-Integrinen bei beiden Tumorvarianten

tiberpriift.

In Biodistributionsstudien, inklusive Dosimetrie, zeigten die NCI-H69-Tumoren
der Miuse sowohl in der iRGD-koadministrierten Gruppe als auch in der Gruppe,
deren Tiere alternativ isotonische Natriumchlorid-Losung erhielten, eine nur sehr
geringfiigige Anreicherung des '7’Lu-DOTATOC. Es bestand ein fiir die Therapie
unerwiinschtes Verhiltnis, mit einer zu niedrigen Dosis in den Tumoren und einer
zu hohen Dosis in den Nieren. Fiir die iRGD-Gruppe ergab sich kein deutlicher
Vorteil. Aufgrund dieser Ergebnisse und in Anbetracht der unzuverldssigen
Wachstumseigenschaften dieser Zelllinie waren die NCI-H69 nicht mehr weiter
Gegenstand dieser Studie. Die AR42J-Tumoren zeigten in beiden Gruppen das
erwiinschte Anreicherungsverhéltnis mit einer hohen Dosis in den Tumoren und
einer niedrigeren Dosis in den Nieren. Zudem zeigte die iRGD-Gruppe
tendenziell eine verbesserte Anreicherung in den Tumoren und eine verringerte
Anreicherung in den Nieren. In Anbetracht der guten Wachstumseigenschaften
der AR42J-Tumoren und dem guten Anreicherungsverhalten des '7’Lu-

DOTATOC in vivo erfolgten die Therapieversuche.

Jeder der drei Therapieversuche bestand aus zwei Therapiegruppen und einer
nicht therapierten Kontrollgruppe. Im ersten Therapieversuch erhielten die Méause

der Therapiegruppen einmalig 25 MBq !”’Lu-DOTATOC. Im zweiten und dritten
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Therapieversuch bekamen alle zu therapierenden Méuse zweimal, im Abstand von
8 Tagen, jeweils 50 MBq !""Lu-DOTATOC. Den Miusen der einen
Therapiegruppe wurde zu jeder Therapie zusitzlich das geloste iIRGD-Peptid und
den Miusen der anderen Therapiegruppe reine isotonische NaCl-Losung nach
bestimmten Verabreichungsregimen intraperitoneal injiziert. Im  dritten
Therapieversuch erfolgte zusitzlich zur intraperitonealen Verabreichung des
iRGD noch dessen subkutane Applikation direkt in die Umgebung des Tumors.
Ein wichtiges Kriterium bei der Dosierung des !"’Lu-DOTATOC war es, die
Nephrotoxizitat auf ein moderates Mall zu begrenzen. In jedem der drei
Therapieversuche konnte eine eindeutige Verzogerung in der Zunahme des
Tumorvolumens fiir die mit !"’Lu-DOTATOC therapierten Gruppen im Vergleich
zur Kontrollgruppe verzeichnet werden. Eine Wachstumsstagnation von 7 Tagen
im ersten Therapieversuch konnte im zweiten Therapieversuch auf rund 16 Tage
verdoppelt und im dritten Therapieversuch auf 20-23 Tage verdreifacht werden.
In keinem der drei Therapieversuche konnte ein signifikanter Unterschied
beziiglich der therapeutischen Wirkung zwischen den beiden jeweiligen
Therapiegruppen festgestellt werden. Die systematische Gestaltung der
Therapieversuche erlaubt die Vermutung, dass der Grund fiir die ineffektive
Wirkung des iRGD eine fehlende Expression der avfB3-Integrine auf den AR42J-
Tumorzellen zu sein scheint. Stattdessen fanden sich avp3-Integrine vermutlich
lediglich auf den Endothelzellen der Tumorgefie. Der iRGD-induzierte
internalisierende  Effekt konnte daher in keinem fiir die Therapie

effizienzsteigernden Ausmal stattfinden.

Die Miuse beider Therapiegruppen durchliefen jeweils vor der Therapie und am
Ende eines jeden Therapieversuches eine 9mMTc-MAGs3-
Nierenfunktionsszintigraphie. Fiir die Auswertung fand ein im Rahmen dieser
Studie entwickeltes Auswertungsprogramm erstmalig Anwendung. Berechnet
wurden die korrigierte ,,fractional uptake rate* FURor und die Exkretionsrate kgx.
Erginzt wurde die Beurteilung der Nierenfunktion durch die Renogramm-Kurven,
dem Peak %ID und der ,.time to peak* sowie den Blutparametern Kreatinin und
Harnstoff. Bei samtlichen Nierenbeurteilungskriterien konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Therapiegruppen der jeweiligen
Therapieversuche ermittelt werden. Im ersten Therapieversuch fiel v.a. ein

erhohter Kreatininwert auf. Dies wies darauf hin, dass bereits eine niedrigere
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Aktivitit von 25 MBq des !"Lu-DOTATOC nierenschidigendes Potential, v. a.
auf die Glomerula, zu haben schien. Die zweimalige Applikation von 50 MBq
7"Lu-DOTATOC im Abstand von 8 Tagen verursachte eine deutlichere
Schiadigung der Nieren, diesmal auch die Tubuluszellen betreffend. Die
Nierenhistologie im dritten Therapieversuch zeugte von einer umfangreichen
Schéddigung, die v.a. die Glomerula und das proximale Tubulussystem betraf.
Dennoch lag der Kreatininwert im Referenzbereich, die FURkor zeigte sich
unverdndert und der Peak %ID hatte sich im Vergleich zur Baseline-Messung
erhoht. Dies deutete trotz allem auf eine einsetzende Regeneration hin. Inwiefern
sich die Nierenschadigungen langfristig gesehen als reversibel oder irreversibel

darstellen, konnte nicht geklédrt werden.

Die Effektivitit der therapeutischen Wirkung des !"Lu-DOTATOC auf
somatostatinrezeptorpositive Tumoren konnte mit der vorliegenden Arbeit
bestdtigt werden. Kleinere Volumina der AR42J-Tumoren zu Therapiebeginn
bewirkten eine lingere Wachstumsstagnation dieser Tumoren. Bereits 25 MBq
des "Lu-DOTATOC haben therapeutisch gewirkt bei gleichzeitig weniger
nierenschidigendem Potential. Ein verldngerter Wachstumsstillstand der Tumoren
war in erster Linie auf die wiederholte Verabreichung des !"Lu-DOTATOC
zuriickzufiihren. Aufgrund dieser Beobachtungen heraus empfiehlt es sich, auch
fiir préaklinische Studien an Mausen fiir die besten Therapieerfolge, den
Therapiebeginn auf einen moglichst frithen Zeitpunkt bei kleinen Tumorvolumina
zu legen. Zur Schonung der Nieren sollten mehrere Therapiezyklen mit einer
niedrigeren Aktivitditshohe in einem entsprechenden zeitlichen Abstand
voneinander eingesetzt werden. Das eigens entwickelte Auswertungsprogramm
fir die *™Tc-MAGs-Nierenfunktionsszintigraphie stellt ein vielversprechendes

Modell fiir die Beurteilung der Funktionsfihigkeit der Nieren dar.

Eine iRGD-vermittelte Effizienzsteigerung des therapeutischen Einsatzes von
7"Lu-DOTATOC bei somatostatinrezeptorpositivem, malignem Gewebe mit
neuroendokrinen Eigenschaften konnte in dieser Studie nicht festgestellt werden.
Nachdem sich jedoch leichte Tendenzen in den diversen Versuchen zugunsten der
Gruppen mit koadministriertem iRGD erkennen lielen, ist nicht auszuschlielen,
dass bei Tumorzelllinien, die eine Expression der avp3-Integrine auf den
Tumorzellen selbst aufweisen, auch in Kombination mit '""Lu-DOTATOC ein

effizienzsteigernder Therapieeffekt bewirkt werden konnte.
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VII. SUMMARY

iRGD-mediated increase in efficiency of the therapeutic use of ['"Lu-
DOTA’, Tyr3Joctreotide in somatostatin receptor-positive, malignant tissue
with neuroendocrine features with a special consideration of the renal

function in a mouse model

Co-administration of the tumor-homing and penetrating peptide iRGD
(CRGDK/RGPDC) increases the accumulation of cytostatic agents in tumor cells
several-fold and enhances their therapeutic effects in preclinical. The objective of
this doctoral thesis was to investigate whether iRGD as an adjunct to ['7’Lu-
DOTA, Tyr*Joctreotide ('""Lu-DOTATOC) can potentiate therapeutic response in
a nude mouse model bearing subcutaneous somatostatin receptor-positive tumors.
The solid tumors were derived from the established sstr2- and sstr5-positive
AR42]J and NCI-H69 cell lines. Through pPET scans using the ®®Ga-DOTA-iRGD

as a tracer we monitored avp3-integrins in both tumor variants.

In biodistribution and dosimetry studies the NCI-H69-tumors showed a very slight
accumulation of ""Lu-DOTATOC in both the iRGD co-administered and the
saline group. The uptake ratio was unfavorable for therapy, with insufficient
tumor uptake and excessive kidney uptake, and no significant advantage in the
iRGD group. Based on this result, and in view of the unreliable growth
characteristics of this cell line, the NCI-H69 was not further investigated.
However, the AR42J-tumors showed the desired accumulation ratio with high
7"Lu-DOTATOC dose in the tumors and lower dose in the kidneys in both study
groups. The iRGD adjunct group showed a trend towards enhanced tumor uptake
and decreased kidney uptake. The subsequent therapy experiments were
performed in consideration of the good growth characteristics of the AR42J

tumors and their notable accumulation of '”’Lu-DOTATOC in vivo.

There were three therapeutic trials, each consisting of two treatment groups and
one control group not undergoing therapy. In the first therapeutic trial, the treated
mice received a single dose of 25 MBq !"’Lu-DOTATOC. In the second and third
therapeutic trials, all treated mice received two doses of 50 MBq at an interval of
eight days. The mice of one treatment group received the iRGD peptide i. p.

dissolved in saline, whereas the control group received only isotonic saline



VII. Summary 154

injections. In the third trial, iRGD was applied by s. c. injection directly into the
tumor mass, in addition to the i. p. administration of iRGD, as in the other trials.
An important criterion for the selected '"’Lu-DOTATOC dosages was the need to
limit nephrotoxicity. In each of the three treatment trials, we recorded a clear
delay in the increase in tumor volume for all !”’Lu-DOTATOC groups compared
to the control group. A growth stagnation of seven days in the first therapeutic
trial was doubled to approximately 16 days in the second and tripled to 20-23
days in the third therapeutic trials. We noted no significant difference in the
therapeutic effects between the two respective treatment groups for all three
treatment trials. Given the systematic design of the therapeutic trials, the
ineffectiveness of iRGD adjunct therapy for AR42J tumors seems attributable to
the lack of expression of avp3-intregrins in that cell line. Despite the presence of
avp3-intregrins on endothelial cells of the tumor vessels, there was evidently no
basis for the iRGD-induced internalization which underlies the present adjunct

treatment strategy.

The mice in both treatment groups received *™Tc-MAGs; renal scintigraphy at
baseline and again at the end of each treatment trial. We undertook the
development of a novel procedure for analysis of the preclinical scintigraphy, in
which the corrected "fractional uptake rate" FURkor and excretion rate kgx were
calculated. This quantitative assessment of renal function were supplemented by
the renogram curves, the peak %ID and the "time to peak", as well as blood
creatinine and urea levels. There were no significant differences in renal function
between the two treatment groups. In the first therapeutic trial especially an
increased creatinine was noticed, indicating that even the single 25 MBq '"’Lu-
DOTATOC dose had some kidney-damaging potential, especially implicating the
glomerula. The two-time dose of 50 MBq !”’Lu-DOTATOC at an interval of eight
days caused more significant damage to the kidneys, now also involving the
tubular cells. Histological examination in the third therapeutic trial gave evidence
of extensive renal damage affecting the glomerula and proximal tubules.
Nevertheless, creatinine remained within the normal range, the FURko: appeared
unchanged and the peak %ID had increased relative to the baseline measurement.
While this is suggestive of incipient recovery, the extent of recovery from acute

kidney damage remains to be ascertained.
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Results of the study confirmed the therapeutic effectiveness of the '"’Lu-
DOTATOC treatment on somatostatin receptor-positive tumors. Smaller volumes
of AR42]J tumors at start of therapy predicted for longer growth stagnation upon
treatment. Even 25 MBq of ""Lu-DOTATOC had some significant cytostatic
effect, this obtained with less potential for renal damage. A more prolonged
growth arrest of tumors was obtained with repeated administration of '7’Lu-
DOTATOC. Based on these observations, we can conclude that, also in preclinical
studies in mice, better therapeutic results are possible with early treatment
initiation, at a stage with smaller tumor volumes. In order to protect the kidneys,
several cycles of therapy should be applied at a lower activity level and at
appropriate intervals. The especially developed method for evaluation of *™Tc-

MAGs3 renal scintigraphy shows promise for use in future studies.

We did not detect a significant iRGD-mediated increase in the efficacy of '7’Lu-
DOTATOC therapy in somatostatin receptor-positive tumors with neuroendocrine
properties. However, there did emerge trends in the various experiments favoring
the co-administration of iRGD, and the possibility cannot be excluded that tumor
cell lines having expression avf3-intregrins (as distinct from endothelial
expression) could be vulnerable to iRGD-enhancement of '"Lu-DOTATOC

cytostatic action.
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Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Die FACS-Untersuchung, die Fluoreszenzmarkierung der Somatostatinantikdrper
sowie die Einschidtzung der Ergebnisse erfolgte in der Abteilung von Herrn Prof.

Dr. Reinhard Zeidler im Helmholtz Zentrum Miinchen, Deutschland.
Eingesetzte Antikorper (R&D Systems GmbH, Wiesbaden):

Human Somatostatin R2/SSTR2 Antibody (Monoclonal Mouse IgG2A)
Human Somatostatin RS/SSTR5 Antibody (Monoclonal Mouse IgG1)

Begriffserklidrung:

Population: Bereich in dem sich der GroBteil der lebenden Zellen befand
FSC: Forward Scatter = Vorwirtstreulicht, GroB3e der Zellen
SSC: Side Scatter = Seitwirtsstreulicht, Granularitit der Zellen

Mean Fluorescence Intensity Ratio: ermoglicht quantitative Einschédtzung der sstr

FACS der NCI-H69-Zellen

SSC-H 1 55C-Hehghe

n 20 A B30 B0 10

FRC-H 1 Fal- Hiagen
HES (17 :

Uegaied
25000

Abbildung 34: Population a und b der NCI-H69-Zellen im FSC- und SSC-
Kanal
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Abbildung 35: Diagramme zur Fluoreszenz der NCI-H69-Zellen mit
fluoreszenzmarkierten sstr2- (A, B) und sstr5-Antikorpern (C, D) im
Vergleich zu Kontrollantikorper

Tabelle 30: Gemessene Fluoreszenzen der sstr im Vergleich zu den
Kontrollantikérpern und berechneter Mean Fluorescence Intensity Ratio bei

den NCI-H69-Zellen
Antikorper Gemessene Fluoreszenz Mean Fluorescence Intensity Ratio
Population a | Population b | Population a Population b
sstr2 37,4 127
- 5,15 48,2

Kontrollantikrper 7,26 2,63

t 7.4 4.4
SStrS : o7, Sas 18,44 14,5
Kontrollantikrper 3,09 2,37

Die NCI-H69-Zellen wurden als positiv fiir sstr2 und sstr5 eingeschitzt.
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FACS der MIA PaCa-2-Zellen
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Abbildung 36: Population der MIA PaCa-2-Zellen im FSC- und SSC-Kanal
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Abbildung 37: Diagramme zur Fluoreszenz der MIA PaCa-2-Zellen mit
fluoreszenzmarkierten sstr2- (A) und sstr5-Antikorpern (B) im Vergleich zu

Kontrollantikorper

Tabelle 31: Gemessene Fluoreszenzen der sstr im Vergleich zu den
Kontrollantikérpern und berechneter Mean Fluorescence Intensity Ratio bei

den MIA PaCa-2-Zellen
Antikorper Gemessen Mean Fluoresecence Intesitiy Ratio
Fluoreszenz
sstr2 6,01
p_— 1,14
Kontrollantikodrper 5,25
trS 15,8
= — 2,67
Kontrollantikorper 5,90

Die MIA PaCa-2-Zellen wurden als negativ fiir sstr2 und sehr schwach positiv fiir

sstr5 eingeschitzt.
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FACS der BON1-Zellen
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Abbildung 38: Population der BON1-Zellen im FSC- und SSC-Kanal
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Abbildung 39: Diagramme zur Fluoreszenz der BONI1-Zellen mit
fluoreszenzmarkierten sstr2- (A) und sstr5-Antikorpern (B) im Vergleich zu
Kontrollantikorper

Tabelle 32: Gemessene Fluoreszenzen der sstr im Vergleich zu den
Kontrollantikorpern und berechneter Mean Fluorescence Intensity Ratio bei

den BON1-Zellen

Antikorper Gemessen Mean Fluoresecence Intesitiy Ratio
Fluoreszenz

sstr2 7,70

— 2,82
Kontrollantikdrper 2,73
sstr5 47,1

_— 15,49
Kontrollantikodrper 3,04

Die BONI1-Zellen wurden als schwach positiv fiir sstr2 und positiv fiir sstrd

eingeschitzt.
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