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Zusammenfassung

Radioaktiv markierte Tracer bieten die Moglichkeit, molekulare Prozesse in vivo quantitativ zu
beobachten. Die Markierung mit Gallium-68 ermoglicht hierbei den Einsatz in der Positronen-
Emissions-Tomographie. Ziel dieser Arbeit war es, die Synthese von [*®Ga]Ga-Exendin-4 als GLP-1-

Rezeptor-Liganden zur Detektion transplantierter neonataler Inselzellen zu etablieren.

Zur Detektion der transplantierten Inselzellmasse mit [®®Ga]Ga-Exendin-4 wurden im Rahmen der
Studie sieben NSG-Maduse untersucht. Zur Etablierung wurden hierfiir mehrere Testsynthesen und
praklinische Vorversuche durchgefiihrt. Nach Positronen-Emissions-Tomographie wurden die Tiere
seziert und Autoradiographie-Daten der Transplantationsorte (linke Nierenrinde, n = 3; Inguinalfalte,

n = 1; Oberschenkelmuskel, n = 3) und Referenzregionen ohne Transplantat erstellt.

[®8Ga]Ga-Exendin-4 konnte im Zuge der Arbeit mit hohen molaren Aktivititen markiert werden. Die
Aufreinigung ergab Volumenaktivitaten von bis zu 1 MBg/uL. Der Arbeitsablauf von der Synthese bis
zur Anwendung wurde standardisiert und konnte in weniger als 35 min durchgefiihrt werden. Die
Auswertung der in vivo- und der ex vivo-Daten ergab positive Signale im Bereich der Transplantate. Die
in vivo-Messung des Transplantats im Oberschenkel ergab ein um Faktor 4 grofSeres
Anreicherungssignal im Vergleich zur Referenzregion und konnte visuell gut beobachtet werden. Fir
das Transplantat in der Nierenrinde und der Inguinalfalte konnte in vivo aufgrund des hohen Uptakes
der Niere bzw. der benachbarten Blase keine Unterscheidung zum Hintergrund ermittelt werden. In
der ex vivo-Autoradiographie konnte das Transplantat im Oberschenkelmuskel und in der Inguinalfalte

jedoch eindeutig lokalisiert werden.

Die molare Aktivitit der [*®Ga]Ga-Exendin-4-Markierung war gegeniiber anderen Publikationen
deutlich erhoht. Sowohl die in vivo- als auch ex vivo-Daten zeugen von der Funktion der Transplantate.
Da die Leber nur eine geringe Akkumulation aufweist und besser durchblutet ist als der Beinmuskel,
koénnte sie ein glnstigerer Ort fir die Untersuchung der Inselzelltransplantation sein. Positronen-
Emissions-Tomographie mit [®®Ga]Ga-Exendin-4 bietet die Méglichkeit, die Viabilitit transplantierter

Inselzellen auch im Verlauf nicht invasiv zu beobachten.



Abstract

Radioactive labeled tracers offer the possibility of quantitatively observing molecular processes in vivo.
Labeling with gallium-68 enables the use in positron emission tomography. The aim of this work was
to establish the synthesis of [*Ga]Ga-exendin-4 as a GLP-1 receptor ligand for the detection of

transplanted neonatal islet cells.

To detect the transplanted islet cell mass with [®®Ga]Ga-exendin-4, seven NSG-mice were examined as
part of the study. Several test syntheses and preclinical experiments were carried out to establish this.
After Positron-Emission-Tomography, the animals were dissected and autoradiography data of the
transplantation sites (left renal cortex, n = 3; inguinal fold, n = 1; thigh muscle, n = 3) and reference

regions without graft were generated.

[*®Ga]Ga-exendin-4 could be labeled with high molar activities in the course of the work. The
purification resulted in volume activities of up to 1 MBq/uL. The workflow from synthesis to application
was standardized and could be performed in less than 35 min. The evaluation of the in vivo and ex vivo
data revealed positive signals in the area of the grafts. The in vivo measurement of the transplant in
the thigh resulted in an enrichment signal that was four times higher than in the reference region and
could be easily observed visually. For the graft in the renal cortex and the inguinal fold, no
differentiation from the background could be determined in vivo due to the high uptake of the kidney
or the neighboring bladder. In ex vivo autoradiography, however, the graft could be clearly localized in

the thigh muscle and in the inguinal fold.

The molar activity of [®®Ga]Ga-exendin-4 labeling was significantly increased compared to other
publications. Both the in vivo and ex vivo data prove the function of the grafts. Since the liver has only
a low accumulation and is better supplied with blood than the leg muscle, it could be a more favorable
site for the investigation of islet cell transplantation. Positron-Emission-Tomography with
[*8Ga]Ga-exendin-4 offers the possibility of non-invasively monitoring the viability of transplanted islet

cells during the course of the disease.
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1. Einleitung

Mit steigender Lebenserwartung erhoht sich auch die Anzahl der Menschen mit Volkskrankheiten wie
Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Demenz und Diabetes (1, 2). Die Griinde dafir, kénnen sowohl
genetisch als auch umwelt- oder ernahrungsbedingt sein. Ein gutes Beispiel dafiir liefert die
Diabeteserkrankung. Klassifiziert wird Diabetes durch einen absoluten oder relativen Insulinmangel,
ein Peptid, welches nach der Nahrungsaufnahme von den Betazellen des Pankreas sekretiert wird, um
anderen Zellen die Aufnahme von Blutzucker ins Zellinnere zu ermaoglichen (3). Durch Insulinmangel
kommt es zu einem erhohten Blutzuckerspiegel der Azidosen, Ketosen und Glucosurie bewirken

kann (4).

1.1 Diabetes
Der Insulinmangel eines Diabetespatienten kann dabei mehrere Ursachen haben. Eine durch

ungesunde Erndhrung, mangelnde Bewegung, UbermalRigen Alkoholkonsum hervorgerufene und
meist im fortgeschrittenen Alter auftretende Erkrankung beschreibt dabei den Typ 2 Diabetes (T2D),
bei dem die Zellen eine Insulinresistenz aufbauen oder die Betazellen nur noch vermindert Insulin
ausschitten (5, 6). Dieser macht ca. 90% aller Diabetesfadlle aus. Demgegeniiber handelt es sich beim
Typ 1 Diabetes (T1D) um eine Insulinmangelerkrankung, die durch die autoimmune Zerstérung der
Betazellen im Heranwachsendenalter auftritt (4). Die Autoimmunkrankheit flihrt dabei zum absoluten

Insulinmangel und tritt bei ca. 10% aller Diabetiker auf (4).

Die Zahl der Falle von T1D hat seit den 1950er Jahren weltweit erheblich zugenommen und steigt zu
Beginn des 21. Jahrhunderts immer noch um bis zu 3% pro Jahr (7, 8). Therapiert wird die Erkrankung
durch Insulininjektionen oder einer kontinuierlichen Insulininfusion Gber Insulinpumpen, wie z. B.
durch den Einsatz einer bioartifiziellen Bauchspeicheldriise (BAP, von engl. bioartificial pancreas), um
die Fehlfunktion der Bauchspeicheldriise zu Uberwinden (9, 10). Trotz standiger technischer
Verbesserungen der BAP-Technologien ist jedoch die Blutzuckerkontrolle bei einem kleinen Teil der
T1D-Patienten nach wie vor ungeeignet, da bei diesen Patienten unvorhersehbare lebensbedrohliche
Hypoglykdmien auftreten kénnen (11). In den letzten Jahren wird zunehmend eine neue Strategie
verfolgt, die Zellersatztherapien mit isolierten Inselzellen oder Betazellen aus embryonalen oder
induzierten pluripotenten Stammzellen umfasst (12). Da es einen erheblichen Mangel an menschlichen
Inselspendern gibt, sind genetisch veranderte Inseln von anderen Tierarten, wie z. B. genetisch
veranderten Schweinen, von groRBerem Interesse (11, 13). Jlingste Studien haben bereits gezeigt, dass
neonatale porzine Inselzellcluster (NPICCs, von engl. neonatal porcine islet cell cluster) eine

vielversprechende alternative Betazellquelle fiir die Inseltransplantation darstellen kénnten (14, 15).



1.2 Tiermodelle

1.2.1 LEA29Y-tg-Schweine als Spendertiere fur Inselzellen
Schweine kénnen genetisch so verandert werden, dass sich ihre Organe zur Transplantation in den

menschlichen Korper eignen, ohne dass sie vom humanen Immunsystem abgestoRen werden, wie
kiirzlich die erste Schweineherzxenotransplantation in den Menschen gezeigt hat (16). Genetische
Veranderungen an Inselspenderschweinen zielen darauf ab, eine lokale immunprotektive
Mikroumgebung zu etablieren, die Inselzellenxenotransplantate vor TransplantatabstofSung schiitzt,

obwohl keine systemische Immunsuppression durchgefihrt wird (13).

Zur Gewinnung stabiler NPICCs wurden im Genzentrum der Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen
in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Eckhard Wolf LEA29Y-tg-Schweine geziichtet, deren Betazellen
auf der Zelloberflache das Protein LEA29Y aufweisen (17). Zur Zichtung der transgenen Tiere wurde
die genetische Kodierungssequenz des LEA29Y-Oberflachenproteins zuerst in den
betazellenspezifischen Expressionsvektor des Schweineinsulingens eingeschrieben und anschliefend
durch Nucleofection in fetale Schweinefibroblasten eingefligt (18, 19). Stabile Klone dieser Zellen
wurden dann als Spenderzellen zum somatischen Zellkerntransfer verwendet und laparoskopisch im
Zuge eines Embryonentransfers in ein Versuchstier eingepflanzt (20). Nach Kontrolle des Klonerfolgs

wurden weitere LEA29Y-tg-Schweine durch erneutes Klonen gewonnen (21).

Beim LEA29Y-Oberflachenprotein handelt es sich um eine hochaffine Variante des CTLA-4-
Immunoglobulins (von engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4), das diverse T-Zellen nach
Aktivierung der Immunantwort auf der Zelloberfliche exprimieren, um eine Uberreaktion des
Immunsystems zu verhindern (17). T-Zellen selbst benétigen zur Aktivierung sowohl ein
antigenabhéangiges Signal als auch eine Co-Stimulation um eine Immunantwort hervorzurufen. Die
Modifikation mit LEA29Y fiihrt dazu, dass das T-Zellen-Oberflachenprotein CD20 mit LEA29Y um die
Membranproteine antigen-prasentierender Zellen B7.1/CD80 und B7.2/CD86 konkurrieren muss (17,
22). Diese ermoglichen dem Immunsystem die Erkennung pathogener Zellen. Durch hohe Affinitat und
Expression des LEA29Y kommt es vermehrt zur Interaktion zwischen B7.1 und B7.2 mit LEA29Y und
damit zur Inhibierung der T-Zellenaktivitat (23). Somit sinkt die Intensitat der Immunantwort und es

kommt zu einer erhéhten in vivo-Stabilitdt der NPICCs.

Ein weiterer Vorteil der genetisch modifizierten Inselzellen ist die Resistenz gegenliber dem humanen
Immunsystem (24). So kann es bei humanen Spenderzellen in T1D-Patienten zu einer erneuten

Zerstorung des Transplantats kommen, die bei den Zellen mit LEA29Y-Mutation nicht auftritt.

1.2.2 NSG-Mause als Empfangertiere resistenter Betazellen
Neben der Erzeugung genetisch modifizierter Transplantate dienen praklinische Tiermodelle

Wissenschaftlern auch dazu, ihre Ideen und Konzepte ohne Gefahrdung menschlichen Lebens in vivo
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zu testen. Aufgrund evolutiondrer Gemeinsamkeiten bieten sich diesbeziiglich vor allem
menschenverwandte Tiere der Primatengruppe (NHPs, von engl. non-human primates) an, da sie uns
physiologisch und psychologisch sehr ahnlich sind. Jedoch liegt auch gerade in diesen
Gemeinsamkeiten der Grund, warum NHPs von Forschenden ungern als Versuchstiere eingesetzt
werden. Um den Mangel menschlicher oder menschendhnlicher Versuchsmodelle auszugleichen,
bietet die Entwicklung humanisierter Tiermodelle eine willkommene Alternative (25). Aufgrund der
hohen Replikationsrate eignen sich Kleintiere wie Mause und Ratten besonders gut fiir solche
Versuche. In den US-amerikanischen Jackson-Laboratorien wurden mehrere genetisch modifizierte
Mauselinien geziichtet. Um das humane Immunsystem zu simulieren werden bevorzugt NSG-Mause
(NOD scid gamma Mause, von englisch non-obese diabetic mice with severe combined
immunodeficiency with IL2Ry-mutation) verwendet (26). Der betreffende Interleukin-2-Rezeptor (IL2R)
besteht dabei aus den drei Untereinheiten a,  und y, und ist als Teil des Immunsystems primar auf
T-Zellen lokalisiert. Um eine Immunantwort zu erzeugen muss ein Interleukin-2-Molekil an alle drei
Untereinheiten binden. Die Mutation der y-Untereinheit verhindert dies. Auch schaltet die Mutation
die natdirlichen Killerzellen des Immunsystems aus und dieses bildet nur nicht-funktionelle B-Zellen
aus, sodass das murine Immunsystem komplett ausgeschalten wird. Dies erméglicht den Aufbau eines
menschlichen Immunsystem im Zuge einer Humanisierung des Tieres durch periphere mononukleare

Blutzellen oder hamatopoetische Stammzellen (26, 27).

Da das Ausbilden der Diabetes durch die NOD-Mutation bei manchen Tieren nicht eintritt und auch
der Zeitpunkt des Auftretens der Erkrankung recht variabel sein kann, wird die T1D prinzipiell

unterstltzend durch den Einsatz von Streptozotocin (STZ) hervorgerufen (Abbildung 1) (15, 26, 28).

OH
O_ OH
HO -
HO NH
O§<N/CH3
0=N

Abb. 1: Struktur des STZ (28).

Aufgrund des Zuckergrundkorpers wird dieses vom Glucose Transporter 2 in Betazellen aufgenommen
und in Glucose und Methylnitrosoharnstoff gespalten. Letzterer fiihrt zur Alkylierung der Betazell-DNA
und unterbindet dadurch die Zellteilung, was zum Absterben der Betazellen und zum Auftreten eine

T1D fiihrt (28).
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1.3 The Sweet Ways of Life — Der Mechanismus der Zuckerverwertung

1.3.1 Das Glucagon-like Peptide 1 und Rezeptorinteraktion
Durch die orale Nahrungsaufnahme werden im Organismus eine Reihe von Prozessen in Gang gesetzt,

die der Aufschlisselung und Verwertung der Ndhrstoffe dienen. Das Peptidhormon Glucagon-like
Peptide 1 (GLP-1) wird in den endokrinen L-Zellen des Ileums und des Colons synthetisiert und als

Antwort auf Glucoseaufnahme in den Blutkreislauf sekretiert.

Durch Stimulation des GLP-1-Rezeptors (GLP-1R) der Betazellen der Bauchspeicheldriise setzt es dabei
das Hormon Insulin frei, das wiederum die Glucoseaufnahme in andere Zellen unterstitzt

(Abbildung 2) (29).

GLP-1R

Zytoplasma

H,N

=N

N Q \ /)
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Blockade

G O

Kt vDCC \

Abb. 2: Vereinfachter Mechanismus der Insulinfreisetzung nach Aktivierung des GLP-1R durch GLP-1
an der Zellmembran einer Betazelle (3)(30).

(G: G-Proteine (a, B, v), AC: Adenylylcyclase, cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat, Epac:
Exchange protein directly activated by cAMP, PKA: Proteinkinase A, PDX1: Insulin Promoter Factor 1,
K: Kaliumkanéle (ATP- bzw. spannungsabhingig (+)), Ca?*: Calciumion, VDCC: Spannungsabhangiger
Calciumkanal, Ins: Insulin.)

Der GLP-1R als transmembraner G-Protein-gekoppelter Rezeptor, besteht aus sieben a-Helices, die in

der Zellwand von Betazellen wie auch Hirnneuronen lokalisiert sind. Er besteht aus zwei Doménen, der

N-terminalen extrazellularen Domane (ECD) und der transmembranen Domaéane (TMD). Die ECD dient

dem C-terminalen Ende des GLP-1 als Andockstelle, wohingegen das N-terminale Ende des GLP-1 an

die TMD bindet. Durch Bindung von GLP-1 oder anderer Inkretinmimetika andert sich die
12



Konformation des GLP-1R und das intrazelluldare C-terminale Ende des Rezeptors aktiviert Uber
G-Proteine eine intrazelluldre Signalkaskade, die final zur Ausschittung von Insulin fiihrt. Im ersten
Schritt kommt es zum Austausch eines Guanosindiphosphats mit Guanosintriphosphat an der
a-Untereinheit G, des G-Proteins, wodurch die Adenylycyclase (AC) aktiviert wird. Diese setzt
Adenosintriphosphat (ATP) zum sekundaren Botenstoff cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
um. Im nachsten Schritt binden sich vier cAMP-Molekiile an die beiden R-Untereinheiten der
Proteinkinase A (PKA), wodurch deren zwei C-Untereinheiten dissoziieren und die Phosphorylierung
von Threonin- und Serinresten PKA-aktiver Substrate des Zellplasmas ermdéglichen. Dadurch kommt es
zur Phosphorylierung sowohl spannungs- auch als ATP-abhdngiger Kaliumkanile (Ki/atp). Die
resultierende Zelldepolarisation fiihrt zur Offnung spannungsabhingiger Calciumkanile VDCC (von
engl. voltage-dependent calcium channels). Verstarkt wird dies durch das cAMP-aktivierte Protein
Epac 2 (von engl. exchange protein directly activated by cAMP 2), das ebenso die Schliefung der Karp
und gleichzeitig die Ausschittung von Calciumionen aus dem Insulin Promoter Factor 1 (PDX1) des
Endoplasmatischen Retikulum (ER) fordert, was die intrazellulare Calciumionenkonzentration weiter

erhoht (30).

Insulin selbst wird durch die Phosphorylierung des PDX1 durch PKA aus Proinsulin gewonnen und in
insulinbeladenen Vesikeln, die aus zinkgebundenen Insulinhexameren und C-Peptidketten bestehen
ins Zellplasma freigesetzt (31). Durch die erhéhte Calciumionenkonzentration im Zellinneren kommt

es dann zur Exozytose in deren Verlauf das Insulin in den Blutkreislauf sekretiert wird (30).

1.3.2 Insulin
Die zellulare Glucoseaufnahme steuert Insulin durch Bindung an den transmembranen Insulinrezeptor

(IR), der zur Familie der Tyrosinkinaserezeptoren gehért. Durch Bindung eines Insulinmolekiils an die
beiden extrazelluldren a-Untereinheiten des Rezeptors kommt es zu einer Konformationsdnderung
und die beiden B-Untereinheiten, die in der Zellmembran lokalisiert sind und deren Enden bis ins
Zellinnere reichen, ndhern sich an (32). Dabei kommt es zur Autophosphorylierung der intrazelluldren
Tyrosinreste und es bildet sich eine Bindungsstelle fiir das Insulinrezeptorsubstrat (IRS-1), das an das
Rezeptorende bindet und durch eine weitere Phosphorylierung aktiviert wird. Im nachsten Schritt
bindet es an die Phosphoinositid-3-kinase (PI3K), die die Umsetzung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP;) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) katalysiert, das als sekundarer
Botenstoff dient und die Phosphatidylinositolabhdngige Proteinkinase (PDK1) aktiviert. Diese aktiviert
die Proteinkinase B (PKB), die durch die Aktivierung von SNARE-Proteinen (von engl. soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) zur Dissoziation Glucose Transporter 4 (GLUT4)-
tragender Vesikel flhrt, die sich in die Zellmembran einfligen und diese fiir Glukosemolekiile (Glc)

permeabel machen.
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Abb. 3: Vereinfachter Mechanismus der insulininduzierten Glucoseaufnahme (32).

(IR: Insulinrezeptor (mit a- und B- Untereinheiten, IRS-1: Insulinrezeptorsubstrat 1, PI3K:
Phosphoinositid-3-kinase, PIP: Phosphatidylinositol-4,5-bis-(;) bzw. 3,4,5-tris(s)phosphat, PDK1:
Phosphatidylinositolabhéngige Proteinkinase 1, PKB: Proteinkinase B, SNARE: soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor, GLUT4: Glucose Transporter 4, Glc: Glucose.)

1.3.3 Exendin-4
Exendin ist ein Inkretinmimetikum, das eine ca. 50%ige Struktursimilaritat gegeniiber humanem GLP-1

aufweist (Abbildung 4) (33, 34).

O Unterschiede in der
Primarstruktur

Abb. 4: Vergleich der Struktur von humanem GLP-1 (hGLP-1) und Exendin-4 (35).

Ahnlich wie dieses bindet es an den GLP-1R und stimuliert dadurch die Insulinausschiittung im

Pankreas. Aufgrund der strukturellen Unterschiede besitzt es gegenliber der humanen
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Dipeptidylpeptidase IV eine erhéhte Verweildauer im Blutpool (33). Diese Eigenschaft macht es zu

einem geeigneten Werkzeug im Rahmen der Diabetesbehandlung.

Durch Funktionalisierung mit Chelatoren oder Farbstoffen findet es auBerdem im Gebiet der
Diabetesforschung Anwendung. Die GLP1R-Bildgebung unter Verwendung von radionuklidmarkiertem
Exendin-4, wurde erfolgreich zum Nachweis von Insulinomen bei menschlichen Patienten
durchgefiihrt (36). Die Bindung und Internalisierung von radionuklidmarkiertem Exendin-4 durch
GLP-1R-positive Zellen wird beglinstigt, wenn Exendin-4 an den Lysinen entweder an Position 12 oder
40 funktionalisiert wurde (37). Eine Studie zur Biodistribution von ®®Ga-markiertem Exendin-4 in
Mausen ergab eine hohe spezifische Aufnahme und Signalakkumulation in Lunge und
Bauchspeicheldriise sowie in geringerem Male in Magen und Darm, deren Signal blockiert werden
konnte, wenn kurz vor der Tracerapplikation unmarkiertes Exendin-4 verabreicht wurde, wahrend das
starke Signal in der Niere als Ausscheidungsorgan nicht blockiert werden konnte (37). Dieses
Biodistributionsmuster der Exendin-4-GLP-1R-Bildgebung stimmte mit dem berichteten GLP-1R-

Expressionsmuster (iberein (38).

Die Insulinom-Theranostik ist ein Schwerpunkt der Exendin-4-Bildgebung, wie in einer kirzlich
erschienenen Ubersicht von Jansen et al. zusammengefasst (39). Auch die Bildgebung von Betazellen
der Bauchspeicheldriise mit Exendin-4 wurde bereits in Tiermodellen mit PET durchgefiihrt(40). Eter
et al. zeigten, dass es moglich ist, das lebensfahige Betazelltransplantat bei Mdusen in vivo mittels
Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie (SPECT) mit In-markiertem Exendin-3 zu
bestimmen (41). Darliber hinaus wurde die Transplantation menschlicher Inselzellen in die Leber
diabetischer M3use unter Verwendung von [#Ga]®®Ga-D0O3A-VS-Cys*’-Exendin-4 fiir die Positronen-
Emissions-Tomographie-Bildgebung (PET) durchgefiihrt und zeigte die allgemeine Eignung zur
Behandlung von Hyperglykdmie mit transplantierten Inselzellen und die Verwendung von Exendin-4

als Mittel der Wahl wiahrend des Uberwachungsprozesses (42).

1.4 Grundlagen der Nuklearmedizin

1.4.1 Aligemein

Die Nuklearmedizin kennt mehrere bildgebende Verfahren um das Innere des menschlichen Korpers
zu untersuchen. Zur Diagnostik wird dem Patienten hierbei ein Radiopharmakon verabreicht, das sich
gezielt im Korper anreichert und je nach Nuklid via PET oder SPECT detektiert wird. Um die
diagnostischen Bilddaten mit der Anatomie des Patienten abzugleichen, werden die Korperstrukturen
im Zuge der PET und der SPECT fiir gewdhnlich durch Daten der Magnetresonanztomographie (MRT)
oder Computertomographie (CT) Uberlagert. Die MRT basiert dabei auf der magnetischen Resonanz
angeregter Atomkerne im externen Magnetfeld, die je nach Gewebetyp unterschiedlich ausfallt. Bei

der CT handelt es sich hingegen um eine Methode, die Gewebe aufgrund der Absorptionseigenschaft
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von Rontgenstrahlen wiedergibt. Hieraus ergeben sich dann nutzbare Aussagen (iber die
Biodistribution des Radiopharmakons und das Krankheitsbild des Patienten, die im Idealfall zur

zielgenauen Behandlung beitragen.

1.4.2 Grundlagen der Positronen-Emissions-Tomographie
Im Zuge dieser Publikation wurden Studien mithilfe eines praklinischen PET-Scanners durchgefiihrt.

Die PET ist eine hochsensitive Bildgebungsmethode im nuklearmedizinischen Bereich und setzt dabei
auf Nuklide, die beim Zerfall Positronen (e*) freisetzen (Beta-Plus-Strahler). Diese treten bei der

Umwandlung eines Kernprotons (p*) in ein Neutron (n) auf (Gleichung 1).
p*r>n+et+v, (Gl. 1)

Da es sich bei Positronen um die Antiteilchen der Elektronen handelt, die zusammen mit Protonen und
Neutronen die Grundlage der natiirlich vorkommenden Elemente ausmachen, besitzen Positronen in
der Umwelt nur eine eingeschrankte Reichweite bevor sie auf ein Elektron treffen. In diesem
Zusammenhang kommt es zur Annihilation, der Paarvernichtung von Elektronen und Positronen.
Treffen beide Teilchen aufeinander, so bilden sie ein Positronium, das in kirzester Zeit in zwei

hochenergetische Photonen mit 511 keV zerfallt (Abbildung 5) (43).

Positronenstrahler

*_Emissi Kollision
e Em|55|on}o S
er [

Peptid O Positronium %

ﬂ / Patient

3¢ Annihilation

P /
511 keV

o)
%
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>
(¢}

-

\

y-Detektoren

Abb. 5: Grundschema der Funktionsweise der PET-Bildgebung (43).

Besitzt das Positronium geringen Impuls so entspricht der Winkel zwischen beiden abgestrahlten
Photonen exakt 180°. Diese ausgesandte Gammastrahlung nutzt die PET um mithilfe mehrerer
ringférmig angebrachter Detektoren unter Bericksichtigung der Zeitabweichung der eintreffenden
Signale die Linie der Annihilationsphotonen (Koinzidenzen) zu identifizieren. Die Detektoren bestehen

aus Szintillationskristallen und Dioden oder Photomultipliern, die die Koinzidenzen messen. Wahre
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Koinzidenzen, sog. Trues, entstehen, wenn beide Quanten des Annihilationsprozesses ohne Streuung
und Absorptionsverluste gemessen werden (44). Die Sensitivitat der PET steigt dabei mit der Anzahl
der Trues. Im nachsten Schritt werden die gesammelten Daten der Trues rekonstruiert und der

Ursprungsort der Strahlung kann (iber geeignete Software sichtbar gemacht werden.

Die PET wird in der Nuklearmedizin herangezogen, um mithilfe eines radioaktiven Tracers, des
Radiopharmakons, eine Krankheit bspw. einen Tumor genauer zu lokalisieren oder metabolische
Vorgange im Korper nachzuvollziehen. Die Ortsauflésung eines praklinischen PET-Gerats, wie es in
dieser Arbeit verwendet wurde, ist ca. 1 mm. Durch Verkniipfung mit der MRT oder der CT kann die

Aktivitatsverteilung im PET-Bild genauer lokalisiert und beobachtet werden (Abbildung 6) (45).

Abb. 6: Sagittale (oben) und coronale (unten) Ganzkdrperansicht eines PET-Tracers im Mausmodell

(Farbskala), Gberlagert mit kombiniertem CT (Grauskala) (45).

1.4.3 Autoradiographie
Zur Verifizierung von in vivo-Ergebnissen bietet die Autoradiographie (AR) eine sensitive Methode zur

Kontrolle erhaltener Daten (46). Im Zusammenhang mit Vorversuchen kann sie in vitro zur Anwendung
kommen, sie wird in der Praklinik jedoch in der Regel nach durchgefiihrten Scans ex vivo angewandt.
Bei der exvivo-Methode werden dem Versuchsobjekt post mortem Organe bzw. Korperpartien
entnommen und in ein Fixiergel eingebettet. Dieses besteht in der Regel aus einer wasserloslichen
Kombination aus Glykolen und Harzen (primar Polyvinylalkohol und Polyethylenglykol), die bei
ca. -10 °C gefriert. Im nachsten Schritt werden die eingefrorenen Korperteile auf einem Probenhalter

fixiert und es werden mittels Rotationsmikrotom Schnitte angefertigt (Abbildung 7).
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Abb. 7: Kryostat mit Rotationsmikrotom (links) und beladener Probenhalter mit Gewebeprobe in
gefrorenem Kryoeinbettmedium Tissue-Tek® im Schnittprozess (rechts).
Die Schnittdicke variiert dabei je nach Wunsch und Gewebeart meist zwischen 1 und 60 um

Schnittdicke.

Nach Anfertigung der Schnitte werden diese mit einem Objekttrager aufgenommen und eine Imaging
Platte (IP) wird der Strahlung liber einen gewissen Zeitraum (meist nuklidabhéngig) ausgesetzt (47).
Die IP besteht dabei aus mehreren Schichten und ist auen mit einer Schutzschicht umgeben. Die
duRerste, aktive Schicht besteht aus einem fotostimulierbaren Phosphor (lat. fiir Leuchtstoff) oder kurz
PSP (48). Sie besteht bspw. aus amorphen, europiumdotierten Bariumfluorobromid. Durch die
Dotierung mit Eu**-Kationen entstehen in der Kristallstruktur Gitterfehler, sog. F-Zentren (49). Durch
die Anregung mit y-Quanten, deren Ursprung die AR-Schnitte sind, kommt es zu einer fotoelektrischen
Absorption. Hierbei werden Elektronen aus dem Valenzband des Kristalls in das Leitungsband gehoben

(Abbildung 8).

1. Anregung 2. Speicherung 3. Auslesen
M : :He—NeALaser
™ 1 1 (rotes Licht)
\4 1 !
| Leitungsband \ - T\
I
o | &
/ g \ Emission
1 € 1 L
/ F-Zentrum | F-Zentrum 1 F-Zentrum \ blauen Lichts Dictekior
I I \

Valenzband

1 1
Abb. 8: Prinzip der Autoradiographie mit PSP-IPs.
Beim Versuch in das Valenzband zurickfallen, landen die Elektronen jedoch in den F-Zentren, wo sie

zwischenzeitlich gespeichert werden. Nach Beendigung des Inkubationszeitraums der IP wird diese in
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einen CR-Reader gelegt. Durch Anregung eines Helium-Neon-Lasers springt das Elektron zurick in das
Leitungsband und von dort, unter Aussendung eines blauen Lichtquants, zurlick in das Valenzband.
Durch Detektion des blauen Lichts und Fotomultiplikation des Signals kann dann ein Bild der
Gewebeschnitte bzw. der Radioaktivitatsakkumulation im Gewebe erstellt werden (47).

1.5 Radiochemie

1.5.1 Radiopharmaka in der Nuklearmedizin
Die Radiochemie beschéaftigt sich mit der Synthese der radioaktiven Verbindungen, den

Radiopharmaka zur therapeutischen und diagnostischen Anwendung im Rahmen der Nuklearmedizin
sowie der Entwicklung neuer Radiopharmaka und deren Etablierung im klinischen Gebrauch. Ein
diagnostisches Radiopharmakon wird in diesem Kontext auch als Radiotracer oder Tracer (engl.

trace = Spur) bezeichnet.

Im Grundaufbau besteht ein Radiopharmakon aus zwei Teilen: Zum einen dem biologisch aktiven Teil.
Dieser entspricht meist einer Aminosaurenkette (Antikorper, Peptide, bspw. Exendin), kann aber auch
aus anderen Verbindungen wie einem Zuckergrundkdrper (2-Fluor-2-desoxyglucose), Nukleosiden
(2-Fluoro-Thymidin) oder anderen organisch aktiven Molekiilen bestehen (ML-10) (50-53). Den
zweiten Teil Gbernimmt ein radioaktives Nuklid, welches je nach Zerfallsart therapeutisch oder
diagnostisch wirksam ist. Die Wahl des geeigneten Nuklids hdngt hierbei von dessen Halbwertszeit und
der Zerfallsart ab. Fiir die diagnostische Anwendung sind sowohl Gammastrahler wie lod-123 und
Technetium-99m (bei SPECT) als auch Beta-Plus-Strahler wie Fluor-18 und Gallium-68 (bei PET)
geeignet (54-57). Alphastrahler wie Actinium-225 und Beta-Minus-Strahler wie Lutetium-177 hingegen

kommen im Zuge der Therapie zum Einsatz (58, 59).

Nichtmetallische Nuklide wie Kohlenstoff-11 und Fluor-18 sind in der Regel kovalent an den biologisch
aktiven Teil des Radiopharmakons gebunden und eignen sich dadurch zur Einbringung in kleinere
Molekiile (60, 61). Bei groReren Peptiden gibt es gerade fir Fluor-18 auch andere Bindungs-
moglichkeiten. So wird es bei SiFAlin-TATE Uiber ein kovalent gebundenes Silizium-Atom im Rahmen
eines Isotopenaustauschs gebunden oder beim Fibroblasten-Aktivierungsprotein-Inhibitor (FAPi) tiber

ein bereits komplexiertes Aluminium-lon (Abbildung 9) (62, 63).

Abb. 9: Chelator der NODAGA-Familie (rot) mit komplexiertem [*F]Aluminiumfluorid in FAPI-74 (63).
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Das Prinzip der Komplexierung metallischer lonen nutzt man in der Radiopharmazie auch zur
Einbringung anderer metallischer Nuklide wie Gallium-68, Technetium-99m oder Lutetium-177. Die
Chelatoren komplexieren die Radionuklide (iber elektronenreiche, elektronegative Atome wie
Sauerstoff, Schwefel oder Stickstoff und stabilisieren sie somit gegeniber dem Metabolismus.
Wichtige klinische Chelatoren sind hierbei 2,2°2,2’-1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-
tetraessigsaure (DOTA) und 1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsdure-4,7-essigsdaure (NODAGA) und
deren Derivate (64, 65). Da SPECT und PET sehr empfindlich sind, kann im Zuge der Diagnostik mit
kleinen Tracermengen gearbeitet werden. Eine typische Tracermenge bei einer FDG-Untersuchung

liegt generell unter 1 ng (66).

1.5.2 Rezeptorabhangigkeit und molare Aktivitat
Radiotracer bestehen in der Regel aus einem Rezeptorligand oder einem Molekiil, welches von

Korperzellen aufgenommen und verstoffwechselt wird. Wahrend jedoch bspw. FDG als Zuckerimitat
in Zellen aufgenommen wird und die Menge des FDG im Vergleich zum unmarkierten Blutzucker
physiologisch unbedeutend ist, ist die Tracermenge und das Verhaltnis von markiertem (,,heiem®) zu
unmarkiertem (, kaltem) Tracer bei Untersuchungen mit Rezeptorliganden oftmals entscheidend fur

die Bildqualitat.

Bei Rezeptoren handelt es sich um modifizierte Proteine, Gber die Signalverbindungen (Proteine,
Antikorper, Signalmolekiile wie Dopamin etc.) nach einem Schliissel-Schloss-Prinzip an die
Zelloberflache andocken kénnen. Im Zuge dessen wird im Zellinneren eine Signalkaskade ausgeldst,
die die Membran fiir unterschiedliche lonen und Verbindungen durchldssig macht oder Nervenimpulse
weitergibt. Durch die Entwicklung und Synthese maRgeschneiderter Verbindungen nutzt die
Radiopharmazie dieses Prinzip aus, um auch Radiopharmaka zielgenau an bestimmte Zelltypen zu
transportieren. Dank der lokalen Rezeptorexpression auf der Zelloberflache und im Rahmen der PET-
Untersuchung demnach auch lokalen Akkumulation der Radioaktivitdt kénnen so z.B. Tumore

diagnostisch dargestellt oder im Zuge einer Therapie iberpriift werden.

Da viele Rezeptoren partiell auch auf anderen Gewebetypen vorkommen und ein Teil der
Radioaktivitat schon auf dem Weg zum Target zerfallt und somit auch umliegendes, gesundes Gewebe
betrifft, versucht man im Zuge der Untersuchung mit moglichst geringen Radioaktivititsmengen
auszukommen, die jedoch moglichst gute Signale im Interessensgebiet liefern. Des Weiteren ist die
Anzahl an Rezeptoren auf der Zelloberfliche begrenzt. Im Idealfall bindet an jeden Rezeptor ein
Tracermolekiil. Dies wird in der Realitat aufgrund mehrerer Faktoren jedoch nicht erreicht. So ist es
nicht gewahrleistet, dass jedes Nuklid im Syntheseprozess automatisch einen geeigneten, unbesetzten
Chelator oder eine freie Substitutionsposition findet. Freie Nuklide miissen dann nach der Markierung

aus dem Ansatz entfernt werden. Auch missen sowohl kovalent bindende als auch metallische
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Zerfallsprodukte sowie weitere Verunreinigungen berlcksichtigt werden. Im Falle der F-18-Tracer
spielt bspw. Wasser eine wichtige Rolle, da dieses die Positionen der Abgangsgruppen des Precursor
hydrolisieren kann. Bei metallischen Nukliden hingegen sind es hauptsachlich Tochternuklide und
metallische Verunreinigungen, die um die freien Bindungsstellen der Chelatoren konkurrieren. Aus
rein physikalischer Sicht ist es durch den radioaktiven Zerfall selbst bereits ausgeschlossen, dass man

durchweg 100% markierte Substanz zur Verfliigung hat.

Daraus resultierend ergibt sich bei rezeptoraktiven Radiotracern die Problematik, dass nicht jeder
Rezeptor automatisch ein heiRes Tracermolekiil na+ bindet, sondern diese mit kalten, aber (aufgrund
des Rezeptoragonisten) biologisch ebenso aktiven Nebenprodukten ns um die Andockstelle
konkurrieren. Bei diesen ist es deshalb oft wiinschenswert, ein moglichst grolRes Verhaltnis von na= zu
na zu haben. Ein aussagenkraftiges Mal? hierfir ist die sog. molare Aktivitdt A, (67, 68). Diese gibt das

Verhéltnis von Aktivitdt A pro biologisch aktiver Stoffmenge n wieder (Gleichung II).

AA*
nA+nA*

MBq
nmol

in [ ] ; mit Aa+ = Aktivitat in MBg  (GI. 1)

m

Unter Berlicksichtigung weiterer moglicher markierter Verunreinigungen (B) sowie restlichen
Precursors (C) wird daraus die ,,scheinbare” molare Aktivitdat ApparentAn, (von engl. apparent molar

activity) abgeleitet (Gleichung Il1).

Apx+ Ap*
ny+ nyx* +ng +nB*+ Nc

ApparentA,, = (Gl. 1)

Aufgrund mehrerer Faktoren kann diese Gleichung meist jedoch deutlich vereinfacht werden. So
besitzen die beiden meistgenutzten PET-Nuklide Fluor-18 und Gallium-68 mit Sauerstoff-18 bzw.
Zink-68 zwei stabile Tochternuklide und die Variablen um B entfallen komplett. Im GMP-konformen
Syntheseprozess wird weiterhin eine definierte Stoffmenge nges hochreinen Precursors verwendet und
Nebenprodukte na oder restliche Precursormengen nc haben oft eine zum Produkt na+ vergleichsweise
biologische Aktivitat. Da na, na+ und nc in Summe der Ansatzmenge ng.s des Precursors entsprechen,

kann Gleichung lll vereinfacht werden (Gleichung IV).

Axr

Apparentl,, = A, = (Gl 1v)

Nges

Diese wird normalerweise auf den Injektionszeitpunkt t berechnet, da sie erst dann physiologisch
relevant wird. Da die eingesetzte Aktivititsmenge meist nicht quantitativ gebunden wird, muss im
Realfall auch die radiochemische Markierungsausbeute RCY (von engl. Radiochemical Yield)
beriicksichtigt werden. Diese wird im Rahmen einer HPLC- oder DC-Kontrolle bestimmt und kann als
Korrekturfaktor mit in die Berechnung aufgenommen werden. Bei Precursoren mit hohem

Molekulargewicht wie bspw. DOTA-funktionalisiertem Exendin-4 kann dabei davon ausgegangen
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werden, dass sich markiertes Radiopharmakon, restlicher Precursor und ggf. kaltes, markiertes
Nebenprodukt in der Retention beim Aufreinigungsschritt nicht wesentlich voneinander
unterscheiden, d.h. das Verhaltnis der Verbindungen ist im Ansatz wie auch bei der Injektion gleich
und es kann zur Bestimmung der molaren Aktivitdt auf die erweiterte Gleichung IV zuriickgegriffen
werden. Ungebundenes Nuklid hingegen kann durch die Aufreinigung in der Regel leicht entfernt
werden und spielt in der Schlussbetrachtung keine Rolle. Unter Beriicksichtigung der

Korrekturfaktoren fiir RCY und t ergibt sich somit Gleichung V:

_ RCYx A(t)
Nges

A (O (Gl. V)

; mit A(t) = Ap * e%zm (Ao = Startaktivitat, T, = Halbwertszeit)
Um nun moglichst hohe molare Aktivitdten An(t) zum Injektionszeitpunkt zu erhalten, missen mehrere
Faktoren bericksichtigt werden (67). Flr generatorbasierte Tracer ist die Qualitdt und Handhabung
des Generators ausschlaggebend. Generatoren bieten den Vorteil, dass sie dem Anwender eine
zyklotronunabhangige Tracersynthese erlauben. Im Grundaufbau bestehen sie aus einem
matrixgebundenen Mutternuklid, das eine lange Halbwertszeit besitzt und langsam in das
Tochternuklid zerfillt. Wichtige klinische Generatoren sind hierbei der %°Mo/**™Tc-Generator fiir
SPECT und der %8Ge/*®Ga-Generator fir PET (69, 70). Die entstandenen Tochternuklide werden mit
geeignetem Losungsmittel eluiert. Bei Technetium-99m ist dies bspw. eine 0,9%ige Natriumchlorid-
Losung. Gallium-68 lasst sich mit einer 0,1 M Salzsdaure von der Matrix I6sen, wahrend die
Mutternuklide sich in beiden Fillen unter diesen Bedingungen nicht eluieren lassen. Ein %Ge/%®Ga-
Generator besitzt ca. 4 h nach einer Elution wieder sein grofStes Elutionsvermogen. Um die Menge am
Gallium-68-Tochternuklid Zink-68 zu begrenzen und dabei hohe Gallium-68-Aktivitdten zu erhalten, ist
es sinnvoll das Galliumeluat ca. 3-4 h nach der letzten Elution zu verwenden (71). Auch metallfreie
Elution und Handhabung der Synthesekomponenten und gezielte Elution im Bereich des
Elutionsmaximums erhdhen die Reinheit des Eluats und damit die maximale molare Aktivitat. Fir
Fluor-18-Tracer sind die Qualitit des bestrahlten [*¥0]H.0, des Targets und der Komponenten bis zum
Abschluss des Syntheseprozesses ausschlaggebend. Allgemein tragt vor allem auch ein sinnvoller und
standardisierter Synthese-, Aufreinigungs- und Applikationsprozess dazu bei, gute Ergebnisse zu

erzielen.

1.6 Ziel

Ziel dieser Arbeit war es, die Durchfiihrbarkeit der in vivo-Betazell-Darstellung modifizierter
Schweineinselzelltransplantate an verschiedenen Transplantationsstellen in einem NSG-Mausmodell
mittels PET/CT zu untersuchen. Als Radioligand-Peptid fur die Bindung an den porzinen GLP1-R
wihlten wir ®8Ga-markiertes [Nle4 Lys**(Ahx-DOTA)NH;]Exendin-4. Zu diesem Zweck wurde die
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Markierung und Aufreinigung des Syntheseansatzes soweit perfektioniert, dass mit hohen molaren
Aktivitdten zur Verbesserung des Radiosignals im Transplantat gearbeitet werden konnte (45, 72). ®8Ga
ist Uiber einen ®8Ge/*®Ga-Generator leicht verfiigbar und wird in der klinischen und préklinischen PET-

Bildgebung routinemaRig eingesetzt. Die AR wurde als ex vivo-Referenz fiir die PET-Signale verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1. Grundschema der Arbeit.
Abbildung 10 liefert eine schematische Ubersicht des zeitlichen Ablaufs der Studie. Ferner sind auch

die beteiligten Projektpartner aufgefihrt.

Genzentrum LMU :
Prof. E. Wolf & Team ' \

Nuklearmedizin LMU
Bereitstellung M.Sc. F. Lindheimer

LEA29Y-NPICCs
, Radiomarkierung
Diabeteszentrum LMU

Prof. J. SeiRler & Team Exendin-4

Projektpartner - \ /

» PET-Scan [

Transplantation 2B
NSG-Mause
Y in vivo- und ex vivo-
Autoradio- nuklearmedizinische
graphie Untersuchung und
Nuklearmedizin LMU Analyse
Prof. S. Ziegler & Team
A 4

Scan-Schema Datenanalyse /

Abb. 10: Grundschema der Arbeit.

2.2 Materialien

[Nle Lys*(Ahx-DOTA)NH,]exendin-4 wurde von Peptide Speciality Laboratories (Heidelberg,
Deutschland) synthetisiert. Ultrapure Wasser und absolutes Ethanol (Gradient Grade fiir HPLC) wurden
von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. HEPES wurde von AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
bezogen. Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) wurde von der B. Braun SE (Melsungen,
Deutschland) bezogen. [®®Ga]GaCl; wurde von einem ®8Ge/*®Ga-Generator mit 0,1 M Salzsiure von

Eckert & Ziegler Radiopharma (Berlin, Deutschland) eluiert.

PET-Scans wurden an einem nanoscan PET/CT (Mediso Ltd., Hungary) durchgefiihrt. Zur Analyse der
PET-Daten wurde die Bildanalyse-Software von PMOD (PMOD Technologies LLC, Ziirich, Schweiz)

verwendet.

Kryoschnitte fir die Autoradiographie wurden an einem Leica CM15010 Kryostat (leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) erstellt und eine Imaging Platte des Typs BAS-IP TR2025 (FUJI

Photo Film Co., Ltd., Tokyo, Japan) der Strahlung ausgesetzt. Zur Auslesung der Autoradiographiedaten
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wurden ein Computer Radiography-(CR-)Reader (v.1.4.1, Elysia-raytest GmbH) und die Aida Image
Analyzer Software (v.4.50.010, Elysia-raytest GmbH) genutzt.

2.3 Radiomarkierung und Aufreinigung des Exendin-4

350 pL [®Ga]GaCls-Eluat aus der Hauptfraktion (zwischen 1,5 mL und 2,5 mL der gesamten Elution,
nadellos eluiert) wurden in ein 1,5 mL Eppendorf-GefaR mit 40 uL HEPES-Puffer (2,5 M, pH 7) und 2 pL
Exendin-4 (0,2 mM in ultrapure Wasser) gegeben. Die Losung wurde 10 min bei 95°C und 900 rpm
gemischt und die Markierungsausbeute mittels HPLC (Agilent Serie 2302, Chromolith RP-18e, 100 mm
x 4,6 mm, Flussrate 2,0 mL/min, 99,9% H,O0 + 0,1% TFA zu 99,9% MeCN + 0,1% TFA innerhalb von 7 min)
bestimmt (Abbildung 11).

(0]
o ( N/\\T [5*Ga]GaCl, LA 3

s8G4- >
N ) 2.5 M HEPES (pH 7) N7 T

i \\/N oH 10 min @ 95 °C, 900 rpm J: \/L/N/\*O
o 5 \‘< o / L<

Abb. 11: Struktur (oben) des verwendeten Exendin-4-Derivates und Markierungsvorgang (unten)
des DOTA-Chelators mit Gallium-68.

Die Aufreinigung erfolgte mit einer 50 mg C8-Festphasenextraktionskartusche von Waters (Boston,
USA). 2 mL ultrapure Wasser wurden zum Konditionieren der Kartusche verwendet. Nach dem Beladen
wurde die Kartusche mit 2 mL Wasser und fraktioniert mit 600 pL EtOH (20%), 75 pL EtOH (50%) und
schlieRlich 300 puL EtOH (50%) eluiert, die die Hauptaktivitdt mit einer Reinheit von mehr als 99%
enthielt (Uberprift mittels HPLC). Die letzte Fraktion wurde mit PBS formuliert, um weniger als

10% (v/v) EtOH im Endprodukt zu erhalten und zur Applikation bereitgestellt.

2.4 Tierexperimente

2.4.1 Tiermodelle und Transplantation
Zur Durchfiihrung der Experimente wurden NSG-Mause (The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine,

USA)) mit STZ (180 mg/kg Kdrpergewicht, einmalige intraperitoneale Injektion) Typ-1-diabetisch
gemacht. Temperatur und Feuchtigkeit des Tierstalls wurden durchgehend kontrolliert und der Stall

wies einen 12 h-Tag-Nacht-Zyklus auf.
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NPPICCs aus eins bis finf Tage alten LEA29Y-Schweinen wurden isoliert und in vitro kultiviert. 2500 bis
3000 NPICCs wurden subcapsular in die linke Nierenkapsel (n =3), intramuskuldr in den rechten

Oberschenkelmuskel (n = 3) sowie subcutan in die Inguinalfalte (n = 1) der NSG-Mause injiziert.

Die Tierexperimente wurden im Rahmen giiltiger Tierversuchsantrage nach behérdlichen Vorschriften

durchgefihrt.

2.4.2 In vivo-Bildgebung und Analyse
Nach Reifung der NPICCs und Erreichen eines normoglykdmischen Blutzuckerlevels (sieben bis zehn

Wochen post Transplantation), wurden die Tiere in den Tierstall der Klinik und Poliklinik fur
Nuklearmedizin des LMU Klinikums, Minchen transferiert. Nach einer Eingewdhnungsphase von zwei
Wochen, wurde mit den PET-Experimenten begonnen. Die Mause wurden mit 2% Isofluran narkotisiert
und auf dem praklinischen PET/CT-Scanner platziert. Die Narkose wurde mit 1.5% Isofluran in einem

Sauerstoffstrom von 2 L/min aufrechterhalten.

In Abhdngigkeit der erwiinschten zu applizierenden Aktivitdt wurde der markierte Tracer mit einer
1 mL-Spritze aufgezogen und mit 0,9%-iger Natriumchloridlésung auf ein Gesamtvolumen von 200 bis
250 pL gebracht. Die Spritze wurde dann in einer Bleiabschirmung zum préaklinischen PET/CT-Geréat
transportiert. Dort wurde der Tracer den Tieren jeweils (iber die Schwanzvene appliziert und die

Messung gestartet.

Mittels der dazugehdrigen Software von Mediso, wurden die erhaltenen Rohdaten nach Einpflegung
der Messparameter rekonstruiert. Die erhaltenen PET- und CT-Bilddaten wurden mit pmod liberlagert
und Volumes of Interest (Vols) im Rahmen der Datenauswertung in betreffende Regionen
implementiert. Zur Vergleichbarkeit der Daten wurden aus den Vols standardisierte Uptake-Values

(SUVs) berechnet und die einzelnen Organe und Regionen gegeneinander aufgetragen.

2.5 Autoradiographie

Direkt nach Durchfiihrung des PET-Scans wurden die Tiere durch eine Uberdosis Isofluran (5 L/min
Isofluran- und 2 L/min Sauerstoff-Flow) und darauffolgender zervikaler Dislokation euthanasiert. In der
anschliefenden Sezierung wurden den Tieren Nieren, ein Stiick Oberschenkelmuskulatur und (beim
Tier mit dem Inguinalfaltentransplantat) ein Stlick im Bereich der Leiste enthommen, in Tissue-Tek
O.T.C. eingebettet, in einer Box mit Trockeneis platziert und eingefroren. Danach wurden am Kryostat
bei -20 °C 16 um dicke Schnitte erstellt und diese auf vorbereiteten Objekttragern aufgenommen. Eine
Fotoplatte wurde auf den Schnitten platziert und diese den Schnitten iber Nacht (ca. 16 h) ausgesetzt,
bevor die Fotoplatte am CR-Reader ausgelesen wurde und die Daten per Aida Imager Software

analysiert wurden.
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3. Ergebnisse

3.1 Radiomarkierung
Die radiochemische Ausbeute lag in einem Bereich zwischen 51% und 98% (durchschnittlich 86,4%)

mit molaren Aktivitaten zwischen 232,9 und 459,3 MBg/nmol (durchschnittlich 312,4 MBg/nmol) zum
Zeitpunkt der Injektion. Die Aufreinigung ergab endgiiltige Fraktionen von bis zu 300 MBq mit einer
Reinheit von Gber 99% (Abbildung 12).

ADCT A ADCYT CHANNEL A

mA markiertes
’000“: Exendin
800
8203 ungebundenes
4003 _Gallium-68
200 1 T . : 1 .
1 2 3 4 5 6 min
ADCT A ADCT CHANNEL A
s 3 markiertes
2000 Exendin
1500 -
1000 =
500
i 2 3 4 s 6 min

Abb. 12: HPLC-Diagramm der Markierung (oben) und Kontrolle der Reinheit nach Aufreinigung
(unten) (Radioaktivsignal).

3.2 PET-Bildgebung

Resultate der in vivo-Bildgebung fiir spédte (30 bis 40 min p.i.) PET-Bilder sind in Abbildung 13
dargestellt. Nur im Falle der in den Beinmuskel transplantierten NPICCs war ein Signal im Bereich des

Transplantats deutlich zu erkennen.

Abb. 13: Beispiele von PET-Bildern (coronaler Schnitt, Min. 30 bis 40 p.i., liberlagert von

koregistrierten CT-Bildern) von NPICCs an verschiedenen Transplantationsstellen (von links nach
rechts: Bein, Niere, Leistenfalte; der gelbe Pfeil zeigt auf die Transplantationsstelle).

27



Der SUV in Organen ohne transplantierte NPICCs zeigt eine hohe Aufnahme in der Niere (SUV 9,29 +

1,02), aber nur eine geringe Akkumulation im Beinmuskel (0,37 £ 0,13) und im Lebergewebe (0,48 +

0,12) (Abbildung 14).

0-—i e ——

|
Leber Niere Beinmuskel

Abb. 14: Durchschnittlicher SUV im letzten Frame (Min. 30 bis 40, n = 7) in verschiedenen
untersuchten und moglichen Transplantationsstellen.

Ein kontinuierlicher Anstieg der Aktivitatskonzentration im Transplantationsbereich der NPICCs
gegenliber der Referenzregion wurde bis zu 30 Minuten bei den Tieren mit Transplantat im

Beinmuskel, aber nicht in der Niere festgestellt (Abbildung 15).
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Abb. 15: Ratio zwischen dem durchschnittlichen Uptake im Transplantat und der Referenzregion
in Bein und Niere (Mittelwerte, n = 3).

Flr das Transplantat in der Inguinalfalte konnte das Verhaltnis nicht bestimmt werden, da das Volumen

der Blase wahrend des Scanvorgangs zunahm, was eine genaue Lokalisierung verhinderte.
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Die durchschnittlichen Ergebnisse des mittleren SUV im letzten Bild sind in Abbildung 16 dargestellt.

Ein signifikanter Unterschied im SUV konnte nur fir Transplantate im Beinmuskel festgestellt werden.
n.s. % %k %k
El Transplantat —

1.50
Referenz 4 55-

1.00+

Suv

0.754
0.50
0.254

0.00-
Niere Inguinalfalte Beinmuskel

Abb. 16: SUVs in Transplantatregion und Referenzgewebe nach Erreichen eines Plateaus (letzter
Frame, Min. 30 bis 40; n = 3 (Niere und Beinmuskel), n = 1 (Inguinalfalte)). a) Mittelwert des
mittleren SUV im Kugelvolumen (r = 2 mm), b) Mittelwert des maximalen SUV im Beintransplantat
gegeniiber dem Mittelwert im Muskel (t-Test, P=0,007).

3.3 Autoradiographie

Die Transplantate in der Niere und der Leistenfalte konnten wahrend der Sektion visuell eindeutig

lokalisiert werden (Abbildung 17).

Abb. 17: Lokalisation des Transplantats in a) der linken Niere (links; Vergleich mit der rechten
Niere) und b) der Leistenfalte wahrend des Schnitts (gelbe Pfeile weisen auf das Transplantat).

Die NPICCs in der Muskulatur der HintergliedmaRe konnten bei der Praparation nicht mit dem Auge
vom umgebenden Gewebe unterschieden werden, waren aber in der AR deutlich nachweisbar

(Abbildung 18).
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Abb. 18: AR-Resultate der Transplantationsorte in (von links nach rechts) Beinmuskel, Niere und
Inguinalfalte.

Das Signal der in die Niere transplantierten NPICCs konnte via AR nicht von der hohen Aufnahme des
Organs unterschieden werden. Die in die Leistenfalte transplantierten NPICCs wurden in der AR

deutlich nachgewiesen.
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4. Diskussion

Die Radiomarkierung von Exendin-4 mit Gallium-68 war erfolgreich mit guten Ausbeuten und hohen
molaren Aktivitdten, die es uns ermoglichten, mit hohen Aktivitaten und niedrigen Peptid-zu-Subjekt-
Verhdltnissen zu arbeiten. Hohe molare Aktivitaten erlauben hierbei besonders die Detektion kleiner
Transplantate mit geringer Rezeptordichte (67). Der Reinigungsprozess flihrte zu hoch konzentrierten

Fraktionen mit Aktivitdtskonzentrationen bis zu 1 MBg/uL.

Nur die NPICC-Transplantate im Beinmuskel des Mausmodells konnten in vivo dank hoher Aufnahme
des [*8Ga]Ga-Exendin-4 nachgewiesen werden. Im Zuge der ex vivo-AR konnte die Peptidaufnahme im
Transplantat der Inguinalfalte nachgewiesen werden, was aufgrund der grofen Nahe zur Blase im

in vivo-PET nicht moglich war.

Die Nierenkapsel erwies sich als ungeeignet fiir den in vivo-Nachweis lebensfahiger Betazellen mittels
[*®Ga]Ga-Exendin-4-Bildgebung, da aufgrund des Vorhandenseins von GLP-1R in den glomeruldren
Kapillaren und GefaBwanden der Mausniere nicht einmal ein AR-Signal in der Nahe der extrem hohen
Aufnahme von [*8Ga]Ga-Exendin-4 in der Nierenrinde nachweisbar war (73). Dies macht die Niere zu

einem weniger geeigneten Ort fur die in vivo-Bildgebung von NPICCs.

Der hohe Kontrast zwischen Transplantat und Hintergrund in der Beinmuskulatur kann die
Uberwachung der Lebensfihigkeit der Betazellen mittels PET mit Exendin-4 erleichtern. Mit einem
Kontrast von etwa 4 zu 1 fiir 2500 Inseldquivalente (IEQ) ist das Verhaltnis der durchschnittlichen
Aufnahme niedriger als die zuvor von Li et al. verdffentlichten Werte fiir die Leber von etwa 4 zu 1 fur
1000 IEQ (42). Unter Verwendung der maximalen Aufnahme in der Transplantationsregion konnte das
Verhdltnis auf 17,6 erhoht werden (Abbildung 16). Kinftige Experimente zur longitudinalen
in vivo-Uberwachung kénnten daher von der Verwendung des maximalen SUVs von

[*8Ga]Ga-Exendin-4 als Indikator profitieren.

Die Eighung des Muskels zur Detektion transplantierter Inselzellen mit einem [*In]In-Exendin-3 als
SPECT-Tracern wurde bereits durch Eter et al. und Buitinga et al. untersucht (41,74). Hierbei handelte
es sich jedoch in zwei Fallen um murine Inselzellen. Buitinga et al. untersuchten des Weiteren die
Transplantationsmoglichkeit humaner Inselzellen in NSG-Ma&usen, verzichteten jedoch auf eine
Kontrolle der Transplantatsviabilitat durch Aufbau eines humanisierten Immunsystems (74). Die
Verwendung von [*!In]In-Exendin-3 ermdglicht jedoch Dank der héheren Halbwertszeit des Indium-

111 (2,8 Tage) eine langere Untersuchungsperiode.

Da die Leber nur eine geringe Akkumulation aufweist und besser durchblutet ist als der Beinmuskel,
kénnte sie ein glnstigerer Ort fir die Untersuchung der Inselzelltransplantation sein. In einem an diese

Arbeit anschlieBendem Projekt wurde die Transplantation von LEA29Y-NPICCs in der Schweineleber
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untersucht (75). Hierbei wurde post Transplantation ein erhdhter SUV festgestellt, der fur die

Akkumulation des Tracers im Organ spricht.

In einer Proof-of-Concept-Studie von Jansen et al. wurden humane Spenderzellen in die Leber von T1D-
Patienten transplantiert und deren Viabilitdt und Funktion Gber einen ldngeren Zeitraum untersucht
(75). Die anfangliche Normoglykamie der Studienteilnehmer mit Inselzelltransplantat nahm im Verlauf
des Kontrollzeitraums (bis zu funf Jahre) wieder ab und die AbstoRung bzw. erneute Zerstorung der
Betazellen wurde fiir moéglich erachtet. Die in der Doktorarbeit verwendeten NPICCs liefern hier
aufgrund der LEA29Y-Expression an der Zelloberflache einen Vorteil da sie gegeniiber des humanen
Immunsystems eine erhohte Stabilitdt versprechen und langfristig zur Normalisierung des

Blutzuckerspiegels und zur Insulinunabhangigkeit der Patienten beitragen konnen (14).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fiir die Uberwachung des langfristigen Uberlebens und der
Stabilitat transplantierter NPICCs in vivo mit radioaktiv markiertem Exendin-4 ein ausreichender
Abstand zu den Ausscheidungsorganen erforderlich ist, wenn die Signale dieser Organe nicht
unterdriickt werden kénnen, und daher hat sich der Hinterbeinmuskel als der am besten geeignete
Transplantationsort erwiesen. Der verwendete Tracer kann aufgrund der hohen molaren Aktivitat auch
im Rahmen einer zukiinftigen humanen Therapie mit transplantierten NPICCs als wertvolles Tool zur

Kontrolle der Transplantatsviabilitdt dienen.
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