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1. Einführung 

1.1. Pankreatische neuroendokrine Tumoren 

Neuroendokrine Tumoren (NET) stellen eine heterogene Entität maligner Neoplasien 

dar. Die Primärlokalisation ist häufig der Gastrointestinaltrakt, aber auch die Lunge und 

das Pankreas sowie weitere endokrine Drüsen können betroffen sein (1). Innerhalb 

der Gruppe neuroendokriner Neoplasien (NEN) werden gut differenzierte NET von 

schlecht differenzierten neuroendokrinen Karzinomen (NEC) abgegrenzt (2). Nach 

Malignitätsgrad (G) eingestuft werden die NET abhängig von der Expression von Ki-67 

oder der Mitoserate als G1, G2 oder G3. Mehr als zwei Drittel der NEN weisen eine 

relativ niedrige Teilungsrate auf (entsprechend G1- oder G2-Tumoren), wobei der An-

teil dieser niedrig malignen Neoplasien an allen neudiagnostizierten NEN zunimmt (3). 

In den letzten Jahrzehnten ist darüber hinaus eine deutliche Zunahme der Inzidenz 

von NEN insgesamt beobachtet worden (1, 3). Häufig erfolgt die Diagnose jedoch erst 

in fortgeschrittenen Stadien, in denen eine vollständige Resektion nicht mehr möglich 

ist. Systemische Therapieansätze spielen dann eine wichtige Rolle im Management 

(2). Aktuelle Leitlinien empfehlen die Auswahl der Therapie in Abhängigkeit der Primär-

lokalisation sowie des Malignitätsgrades und biologischer Tumoreigenschaften (2, 4). 

Bei pankreatischen neuroendokrinen Tumoren (pNET) kommen neben der seit Lan-

gem etablierten Chemotherapie mit Streptozotocin und 5-Flourouracil nach positiven 

randomisierten kontrollierten Studien nunmehr weitere Substanzen wie die Somatosta-

tin-Analoga (SSA) Octreotid und Lanreotid sowie Everolimus oder Sunitinib zum Ein-

satz (5-9). 

Daneben konnte mit der NETTER-1-Studie auch für die Peptidrezeptor-Radiotherapie 

(PRRT) mit [177Lu]Lu-DOTA-TATE eine signifikante Verlängerung des mittleren pro-

gressionsfreien Überlebens bei Patienten mit metastasierten NET des Mitteldarms ge-

genüber einer Monotherapie mit Octreotid gezeigt werden (10). Für pNET liegen da-

gegen keine Daten aus einer Phase-III-Studie für [177Lu]Lu-DOTA-TATE vor. In retro-

spektiven Analysen von Patienten, die mit [177Lu]Lu-DOTA-TATE behandelt wurden, 

konnte in dieser Subgruppe jedoch ein gutes Ansprechen beobachtet werden (11, 12).  

Die Verfügbarkeit einer größeren Anzahl systemischer Therapieoptionen stellt zwar ei-

nen großen Fortschritt dar, eine dauerhafte Remission kann jedoch in der Regel nicht 

erreicht werden. Die simultane Behandlung mit verschiedenen Therapieoptionen 
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könnte daher ein Ansatz sein, die Wirksamkeit für die betroffenen Patienten weiter zu 

verbessern. In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombination von Everolimus und 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE bei pNETs im Kleintiermodell hinsichtlich Toxizität und Effektivi-

tät evaluiert. 

 

1.2. Somatostatin-Rezeptor-Expression als Grundlage von Bildge-

bung und Therapie 

Seit etwa 1985 ist bekannt, dass neuroendokrine Tumorzellen Somatostatin-Rezepto-

ren (SSTR) in hoher Dichte exprimieren (13, 14). Durch diese Erkenntnis ließ sich die 

Wirkung des wenige Jahre zuvor vorgestellten synthetischen Somatostatin-Analogons 

Octreotid erklären (15). Schnell wurde begonnen, sich dieses Wissen für die nuklear-

medizinische Diagnostik und Therapie zu Nutze zu machen. Es gelang, mit 

[111In]In-Pentreotid eine chemische Verbindungen aus einem Somatostatin-Analogon 

und einem Radionuklid zu entwickeln, die sich klinisch zur Bildgebung oder Therapie 

von NET einsetzen ließ (16, 17).  

Seither wurde mit verschiedenen Ansätzen versucht, die Bildqualität und die 

Sensitivität nuklearmedizinischer Verfahren zur Diagnostik SSTR-exprimierender 

Tumoren zu verbessern. Erste vielversprechende Ergebnisse mit dem Chelator 

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure (DOTA) in Verbindung mit 

Octreotid (DOTATOC) wurden 1997 veröffentlicht. Im Rattenmodel konnte in den 

Zielgeweben eine höhere Aktivität beobachtet werden, wenn mit dem Betastrahler 90Y 

oder mit 111In markiertes DOTATOC zum Einsatz kam als beim bisherigen Standard 

111In-Pentreotid (18). Darüber hinaus wurde ebenso bereits 1997 eine erfolgreiche 

Behandlung eines Patienten mit [90Y]Y-DOTATOC beschrieben, sowie der erfolgreiche 

diagnostische Einsatz von [111In]In-DOTATOC bei im Vergleich zu [111In]In-Pentreotid 

geringerer unerwünschter Strahlenexposition der Nieren (19).  

Eine weitere Neuerung stellte die Einführung des Radiopharmakons DOTA-TATE dar. 

In Verbindung mit dem Betastrahlers 177Lu ([177Lu]Lu-DOTA-TATE) zeigte es im Rat-

tenmodell einen besseren therapeutischen Effekt als [177Lu]Lu-DOTATOC und wies 

insbesondere eine hohe Affinität zum SSTR Typ 2 (SSTR2) auf (20). 
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Es folgte der experimentelle klinische Einsatz dieser Substanz an einer großen Zahl 

von Patienten mit NET. 2017 wurde von der Gruppe um Eric Krenning in Rotterdam 

eine entsprechende umfangreiche Fallserie publiziert. Die Ansprechrate in der Sub-

gruppe von 112 Patienten mit nicht funktionell aktiven Tumoren pankreatischen Ur-

sprungs betrug 59 % (12). 

Etwa gleichzeitig konnten Deppen et al. zeigen, dass eine Bildgebung mit kombinierter 

Positronen-Emissions-Tomographie und Computer-Tomographie (PET/CT) unter Ver-

wendung von [68Ga]Ga-DOTA-TATE eine höhere Sensitivität in der Detektion von Tu-

morläsion bei Patienten mit NET aufweist als die kombinierte Single-Photon-Emissi-

ons-Computertomographie und Computer-Tomographie (SPECT/CT) mit [111In]In-

Pentreotid, was bei 36 % der analysierten Patienten zu einer Änderung der Thera-

piestrategie führte (21). Mittlerweile werden in der klinischen Routine zur PET-Bildge-

bung daher mit 68Ga beladene Radiopharmaka empfohlen (2). Neue Konzepte zur wei-

teren Optimierung der Somatostatinrezeptor-Bildgebung unter Verwendung des Radi-

oisotops 18F werden derzeit klinisch und präklinisch getestet und haben erste erfolgs-

versprechende Ergebnisse geliefert (22, 23). 

Naheliegend erscheint der parallele Einsatz von [68Ga]Ga-DOTA-TATE und [177Lu]Lu-

DOTA-TATE. So soll durch die Verwendung des gleichen SSA anhand des 

[68Ga]Ga-DOTA-TATE-PET eine möglichst adäquate Vorhersage des Uptakes des the-

rapeutischen Radiopharmakons durch das Tumorgewebe gewährleistet werden. Aus 

diesem Grund stellt die vorherige SSTR-PET/CT Bildgebung auch eine obligate Vo-

raussetzung vor Durchführung einer Peptid-Rezeptor-Radionuklidtherapie (PRRT) 

dar. 

In die einzige derzeit vorliegende Phase-III-Studie, in der die Effektivität von 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE evaluiert wurde (NETTER-1), wurden ausschließlich Patienten 

mit intestinalen NET eingeschlossen. Auch wenn mit einem signifikant höheren pro-

gressionsfreien Überleben der primäre Endpunkt erreicht wurde, konnte kein statisti-

scher Vorteil beim Gesamtüberleben gezeigt werden. Es fand sich lediglich eine ten-

denzielle Überlegenheit von 48,0 gegenüber 36,3 Monaten (10, 24). Dennoch wird 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE bei intestinalen NET als Zweitlinientherapie Leitlinien-konform 

eingesetzt, sofern für alle Tumorläsionen eine SSTR-Expression in der 

[68Ga]Ga-DOTA-TATE-PET nachweisbar ist. Für pNET ist die Empfehlung schwächer, 

denn es liegen wie oben dargestellt bisher lediglich retrospektive Daten vor (2, 25).  
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1.3. Stellenwert des mTOR-Inhibitors Everolimus 

Everolimus ist ein Inhibitor von mTOR (mechanistic Target of Rapamycin), einer Se-

rin/Threonin-Kinase, die in der Regulation von Zellwachstum, -teilung und Überleben 

eine wichtige Rolle spielt. Die Substanz ist in verschiedenen Indikationen in der medi-

kamentösen Tumortherapie zugelassen (26). Die randomisierte kontrollierte Phase-III-

Studie „RAD001 in Advanced Neuroendocrine Tumors, Third Trial“ (RADIANT-3) 

konnte zeigen, dass bei Patienten mit nicht resektablen oder metastasierten pNET 

(G1/G2) nach einer Tumorprogression eine Verlängerung des medianen progressions-

freien Überlebens auf 11 Monate unter Everolimus gegenüber 4,6 Monaten unter Pla-

cebo erreicht werden kann (6). Das Gesamtüberleben war tendenziell, jedoch nicht 

statistisch signifikant verbessert (27). Dennoch wird Everolimus gemäß den Empfeh-

lungen der ENETS von 2023 in dieser Indikation leitliniengerecht als Zweitlinienthera-

pie eingesetzt, wobei die Empfehlungen der ESMO von 2020 bei G2-Tumoren ab ei-

nem Ki-67 von 10 % die Anwendung sogar in der ersten Linie als gerechtfertigt ansa-

hen (2, 4). 

Everolimus wurde darüber hinaus als therapeutische Möglichkeit untersucht, Tumoren 

gegenüber ionisierender Strahlung zu sensibilisieren. Eine solche Sensibilisierung ist 

in vivo für Modelle von Mamma-, Kolon-, Pankreas- sowie oralen und zervikalen Plat-

tenepithelkarzinomen beschrieben (28-31). Zusätzlich konnte ebenso in vivo an Mäu-

sen gezeigt werden, dass ein strahlungsresistenter Klon einer Zelllinie eines oralen 

Plattenepithelkarzinoms durch die Behandlung mit Everolimus erneut gegenüber the-

rapeutischer Gamma-Strahlung sensibilisiert werden kann (32). 

1.4. Kombinationstherapie als mögliche Option zur Erhöhung der 

Effektivität 

Wie in den vorangegangenen Abschnitten dargelegt, zeigen sowohl Everolimus als 

auch [177Lu]Lu-DOTA-TATE eine therapeutische Wirkung bei Patienten mit fortgeschrit-

tenen pNET niedrigen oder intermediären Malignitätsgrades. Dabei fehlen für 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE derzeit noch prospektive Daten.  

Das berichtete objektive Therapieansprechen ist mit 5 % für Everolimus (RADIANT-3) 

gering. Die bereits erwähnten Ergebnisse aus Rotterdam [177Lu]Lu-DOTA-TATE schei-
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nen mit 59 % objektivem Ansprechen nummerisch deutlich überlegen zu sein, auf-

grund der retrospektiven Untersuchung und der unterschiedlichen Einschlusskriterien 

sind die Daten jedoch kaum vergleichbar.  

Somit kann bei einem großen Teil der Erkrankten mit den bisher verfügbaren Thera-

pieoptionen keine relevante Reduktion der Tumorlast erreicht werden. Eine weitere 

Optimierung der Therapiestrategien erscheint wünschenswert.  

Aufgrund der bereits dargestellten Sensibilisierung von Tumorgewebe gegenüber io-

nisierender Strahlung durch die Behandlung mit Everolimus ist ein synergistischer Ef-

fekt bei der gleichzeitigen Anwendung von [177Lu]Lu-DOTA-TATE denkbar. Eine even-

tuelle klinische Evaluierung dieser Strategie sollte im vorliegenden Promotionsprojekt 

durch Daten aus einem Tiermodel unterstützt werden. 

 

1.5. Toxizität 

Die Nieren haben sich als besonders vulnerabel gegenüber der Toxizität der PRRT von 

erwiesen. Dies triff auch für die Behandlung mit [177Lu]Lu-DOTA-TATE zu. Die toxi-

schen Effekte können in der klinischen Anwendung durch die gleichzeitige Verabrei-

chung von Aminosäurelösungen weitgehend vermieden werden (10, 11). Auch das 

Knochenmark ist von der Toxizität der PRRT betroffen. Die Häufigkeit des Auftretens 

von schwerer Lymphozytopenie (Common Terminology Criteria for Adverse Events, 

CTCAE Grad 3 oder 4) als unerwünschter Arzneimittelwirkung beträgt in der retrospek-

tiven Analyse von Brabander et al. 50 %, in der prospektiven NETTER-1-Studie wird 

sie dagegen lediglich mit 9 % beziffert (10, 12). Everolimus weist ebenso eine erhebli-

che Hämatotoxizität auf. So traten in der RADIANT-3-Studie schwere Fälle von Anämie 

oder Thrombozytopenie (CTCAE Grad 3 oder 4) bei 6 % beziehungsweise 4 % der 

Patienten die Everolimus erhielten auf, während solche Ereignisse in der Place-

bogruppe nicht beobachtet wurden (6). 

Durch die gleichzeitige Anwendung beider Therapeutika ist daher auch vor dem Hin-

tergrund der Sensibilisierung gegenüber strahleninduzierten Schäden durch 

Everolimus eine (über-)additive Zunahme dieser unerwünschten Wirkungen denkbar. 

Aus diesem Grund stellte die Untersuchung von Nephro- und Myelotoxizität einen 

Schwerpunkt des vorliegenden Projekts dar. 
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1.6. Evaluation der Nephrotoxizität und funktionelle Bildgebung der 

Nieren mit [99mTc]Tc-MAG3-Szintigraphien 

Die Jaffé-Reaktion zur Bestimmung der Kreatinin-Konzentration ist seit langem als 

Standardmethode zur Überwachung der Nierenfunktion klinisch etabliert. Sie beruht 

auf der Komplexbildung zwischen Kreatinin und Picrinsäure und liefert beim Menschen 

eine sehr gute Übereinstimmung mit Referenzmethoden wie der Hochleistungsflüssig-

keitschromatographie (HPLC). Bei Mäusen und Ratten scheint das Blut jedoch einen 

Farbstoff zu enthalten, der bei der notwendigen kolorimetrischen Messung eine syste-

matische Abweichung verursacht (33). 

Neuere Ergebnisse deuten zumindest darauf hin, dass in diesen Modellorganismen 

wenigstens ein linearer Zusammenhang zwischen den Messergebnissen mittels Es-

says auf Basis der Picrinsäure und der HPLC besteht. Jedoch können die Ergebnisse 

bei der Verwendung von Picrinsäure bereits durch minimale nicht sichtbare Hämolyse 

weiter verfälscht werden (34). 

Ähnlich häufig zur Evaluation der Nierenfunktion wird in der klinischen Routine die 

Messung der Harnstoffkonzentration im Plasma bzw. des im Harnstoff gebundenen 

Stickstoffs (blood urea nitrogen, BUN) verwendet. Sie ist ebenso einfach verfügbar, 

weist jedoch eine geringe Sensitivität auf und lässt bei Anstieg keine Rückschlüsse auf 

die geschädigte anatomische Struktur zu (35).  

Die szintigraphische Bildgebung der Nieren mit dem Tracer [99mTc]Tc-MAG3 hat sich 

für die Messung geringer Veränderungen der Nierenfunktion im Mausmodell als geeig-

neter als die Messung von Kreatinin und Harnstoff erwiesen. Mit hoher Sensitivität 

kann sie Veränderungen der tubulären Funktion detektieren (36). 

Radioaktiv markierte Peptide werden in den proximalen Tubuli der Nieren über den 

Megalin/Cubilin-Rezeptorkomplex reabsorbiert. Entsprechend führte die Verabrei-

chung von [177Lu]Lu-DOTA-TATE bei zunehmender absorbierter Dosis in den Nieren 

im Mausmodell zu einer selektiven Reduktion des Anteils der proximalen Tubuli, wo-

hingegen Glomeruli und distale Tubuli nicht betroffen waren (37).  Daher kann ange-

nommen werden, dass die Nierenszintigraphie mit [99mTc]Tc-MAG3 eine sehr sensitive 

Methode darstellt, auch eine diskrete Schädigung der Nieren durch 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE frühzeitig erfassen zu können.  
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1.7. Zielsetzung der Arbeit 

Ziel des vorliegenden Forschungsprojekts war es, zunächst zu evaluieren, ob durch 

eine Kombination der etablierten Pharmaka Everolimus und [177Lu]Lu-DOTA-TATE die 

Toxizität der Therapie inakzeptabel gesteigert wird. In einem zweiten Schritt sollte die 

mögliche synergistische therapeutische Wirkung untersucht werden.  
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2. Zusammenfassung 

2.1. Versuchsablauf 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Toxizität sowie die Effektivität einer möglichen 

Kombinationstherapie von Everolimus und [177Lu]Lu-DOTA-TATE in zwei aufeinander 

aufbauenden Versuchsreihen untersucht. Die detaillierten Versuchspläne sind in den 

beiden entsprechenden Veröffentlichungen dargestellt (38, 39) und seien im Folgen-

den noch einmal kurz zusammengefasst: 

Für die Toxizitätsuntersuchung wurden weibliche Lewis-Ratten als Modellorganismus 

genutzt. Es erfolgte eine Einteilung in vier Gruppen, wovon die ersten beiden keine 

PRRT erhielten, Gruppe 1 ein vom Hersteller von Everolimus (Novartis®) zur Verfü-

gung gestelltes Placebo, Gruppe 2 Everolimus. Die Gruppen 3 und 4 wurden mit 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE behandelt, Gruppe 3 zusätzlich mit dem Placebo, Gruppe 4 mit 

Everolimus. An der Hälfte der Ratten jeder Gruppe wurden bis zum Ende des Beobach-

tungszeitraums ausschließlich laborchemische Untersuchungen durchgeführt, nämlich 

die Bestimmung von Kreatinin und BUN zunächst einmal wöchentlich und zwischen 

Woche 8 und Woche 16 alle 14 Tage. Zusätzlich erfolgte die Erstellung eines Differen-

tialblutbilds nach 16 Wochen bei Euthanasie. Die andere Hälfte der Ratten wurde für 

sequenzielle planare [99mTc]Tc-MAG3-Szintigraphien eingesetzt um die tubuläre Funk-

tion im Zeitverlauf zu untersuchen. Eine Autopsie mit Fixierung der Nieren erfolgte bei 

allen Tieren am Ende des sechszehnwöchigen Beobachtungszeitraums. 

Für die Planung der Untersuchung der Effektivität wurde zunächst ein Pilotversuch mit 

dem bereits bekannten Modellorganismus (weibliche Lewis-Ratten) durchgeführt. Hier 

zeigte sich leider kein Wachstum der pankreatischen, SSTR-2-positiven, aus Ratten 

stammenden Zellinie AR42J. Im nächsten Schritt wurden immundefiziente Nacktratten 

verwendet (Rowett Nude, RNU). Es kam zwar zu einem Tumorwachstum, dieses un-

terschied sich aber in seiner Dynamik erheblich zwischen den Versuchstieren, sodass 

die Zeitpunkte der geplanten [177Lu]Lu-DOTA-TATE-PET-Scans nicht sinnvoll im Vo-

raus festzulegen gewesen wären. 

Aus diesem Grund erfolgte der Wechsel hin zu Nacktmäusen (CD-1). Die Dynamik des 

Tumorwachstums war hier hoch, jedoch ausreichend homogen in den untersuchten 

Tieren, sodass ein Versuchsplan erstellt werden konnte. Dieser beinhaltete die Imp-

fung mit Tumorzellen und einen Ausgangs-[68Ga]Ga-DOTA-TATE-PET-Scan fünf Tage 
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später. Die Tiere wurden analog zu den Toxizitäts-Versuchen in vier Gruppen eingeteilt. 

Unmittelbar nach dem Ausgangs-Scan erhielten die Mäuse aus den Gruppen 3 und 4 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE in einer Dosis von 200 MBq, die Behandlung mit Everolimus 

beziehungsweise dem Placebo wurde bei allen Tieren begonnen. Mit einem kalibrier-

ten Messschieber wurde das Tumorwachstum perkutan überwacht und zudem nach 

einer, zwei und vier Wochen erneut jeweils ein [68Ga]Ga-DOTA-TATE-PET durchge-

führt. Bei übermäßigem Tumorwachstum erfolgte die Euthanasie der Tiere und es wur-

den zum Toxizitätsmonitoring ein Blutbild angefertigt und die Nieren histopathologisch 

untersucht. 

 

2.2. Ergebnisse und Interpretation 

Die Tiere in den Gruppen, die Everolimus erhielten, nahmen langsamer an Gewicht 

zu. Die Kreatininkonzentration als Marker der Nierenfunktion stieg in diesen Gruppen 

im Beobachtungszeitraum auch weniger stark an. Kreatinin ist ein Abbauprodukt im 

Stoffwechsel der Muskulatur und die Kreatininkonzentration im Allgemeinen abhängig 

von der Muskelmasse. Deswegen erscheint eine Interpretation des geringeren Krea-

tininwerts nach Everolimustherapie als Folge einer geringeren Muskelmasse plausib-

ler als eine tatsächlich bessere Nierenfunktion bei Tieren, die Everolimus statt Placebo 

erhalten haben. Auch das BUN zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen. Dies ist in erster Linie bei intravasalem Volumenmangel erhöht. Unter der 

Annahme, dass alle ansonsten gesunden Versuchstiere, die stets freien Zugang zu 

Wasser hatten, während des gesamten Versuchszeitraums in der Regel euvoläm wa-

ren, ist auch hieraus kein Rückschluss auf eine unterschiedliche Nierenfunktion in den 

verschiedenen Gruppen möglich. 

Everolimus führte zu einer signifikanten Zunahme von Erythrozytenzahl, Hämoglobin 

und Hämatokrit und der Neutrophilenzahl, jedoch zu einer signifikanten Abnahme so-

wohl der Thromobozytenzahl als auch der Leukozyten- und Lymphozytenzahlen. Die 

massive Auswirkung auf die Lymphozytenzahlen sowie die Thrombopenie als uner-

wünschte Wirkung sind aus der klinischen Anwendung von Everolimus bekannt. In kli-

nischen Studien bewirkte Everolimus jedoch eine Tendenz zur Anämie. Eine mögliche 

Erklärung ist der wesentliche höhere Anteil, den die lymphoide Zellreihe bei der Ratte 

im Vergleich zum Menschen an der Hämatopoese einnimmt. 
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In den [99mTc]Tc-MAG3-Szintigraphien konnte in Woche 16 in den Gruppen mit 

Everolimus ein höherer und späterer Peak der spezifischen Aktivität in den Nieren be-

obachtet werden. Allerdings war die Abnahme der relativen Aktivität in den Nieren wäh-

rend der weiteren Untersuchungszeit also die sogenannte „late excretion“ vergleichbar. 

Da [99mTc]Tc-MAG3 in erster Linie tubulär sezerniert wird, lässt sich hieraus eine bes-

sere Funktion der Tubuli nach der Behandlung mit Everolimus ableiten. Einleuchtend 

erscheint diese Interpretation zumindest für den Vergleich der Gruppen 3 und 4, die 

beide PRRT erhalten hatten. [177Lu]Lu-DOTA-TATE wird tubulär in Abhängigkeit vom 

Megalin-Rezeptor resorbiert. Es ist bekannt, dass die Expression von Megalin durch 

Everolimus inhibiert wird. Somit könnte in den Tieren, die die Kombinationstherapie 

erhalten haben, die in den Tubuli absorbierte Strahlendosis geringer gewesen sein als 

in den Tieren mit PRRT und Placebo. Leider wurde im Rahmen der hier dargestellten 

Versuche keine Autoradiographie oder renale Dosimetrie durchgeführt, die diese Er-

klärung stützen könnte. 

Demgegenüber zeigten die Nieren in Gruppe mit der Kombinationtherapie in der his-

topathologischen Untersuchung stärkere Schädigungen als in der Gruppe, die das Pla-

cebo und die PRRT erhalten hatte. Auch in den Gruppen, die keine PRRT erhalten 

hatten, erschienen die Nieren nach Everolimus stärker morphologisch verändert als 

nach dem Placebo. Jedoch waren diese Unterschiede insgesamt nicht statistisch sig-

nifikant. Insgesamt waren die Unterschiede in den gemessenen Parametern gering 

ausgeprägt. Wir folgern daraus, dass zumindest in diesem Modell die Nephrotoxizität 

der PRRT mit [177Lu]Lu-DOTA-TATE nicht wesentlich durch die gleichzeitige Therapie 

mit Everolimus gesteigert war.  

Auch wenn das Versuchsziel in der Untersuchung mit Tumor-tragenden Mäusen pri-

mär die Untersuchung der Effektivität der Kombinationstherapie war, wurden zum To-

xizitätsmonitoring auch hier das Blutbild quantitativ und die Nieren histopathologisch 

untersucht. Die durch Everolimus hervorgerufenen Veränderungen waren nicht statis-

tisch signifikant. Allerdings konnte nach der Therapie mit PRRT eine signifikante Zu-

nahme sowohl der Neutrophilen- als auch der Lymphozytenzahl beobachtet werden. 

Ein solcher Effekt ist in der Untersuchung an Ratten nicht aufgefallen und möglicher-

weise eine temporäre Veränderung, da der Abstand zwischen Therapie und Ver-

suchsabbruch in der Untersuchung an Mäusen wesentlich geringer war. 
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In der Histologie wurde wie erwartet eine signifikante Nephrotoxizität nach PRRT beo-

bachtet. Diese wurde durch die Kombination mit Everolimus nicht zusätzlich gesteigert. 

Die AR42J-Tumoren wuchsen in den Tieren, die mit PRRT behandelt wurden, zu-

nächst deutlich langsamer. Dadurch konnten diese Tiere vom Therapiebeginn an ins-

gesamt 4 Wochen nachbeobachtet werden, während die Beobachtungsdauer bei Mäu-

sen ohne PRRT bis zur Beendigung des Versuches bei maximal 2 Wochen lag. Die in 

dieser Zeit sowohl mittels Messschieber als auch durch Auswertung der [68Ga]Ga-

DOTA-TATE-PET bestimmten Tumorvolumina zeigten eine gute Übereinstimmung und 

waren an Tag 19 in den Tieren mit PRRT signifikant geringer als in den Tieren ohne 

PRRT. Zwischen Everolimus und Placebo bestand kein signifikanter Unterschied. 

Die Tumor-to-Background-Ratio war unter der Behandlung mit Everolimus höher als 

unter Placebo, auch wenn dies wie erwähnt keinen zusätzlichen therapeutischen Nut-

zen brachte. 

Insgesamt lässt sich aus der vorliegenden Untersuchung kein klarer Hinweis auf eine 

verbesserte Effektivität durch die Kombination von Everolimus und 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE ableiten. Vielmehr ist auch ein gewisses Signal in Richtung ei-

ner erhöhten Toxizität zu beachten, auch wenn dieses nicht signifikant ist. Zur Optimie-

rung der systemischen Therapie bei neuroendokrinen Tumoren ist daher aus unserer 

Sicht dieser Ansatz leider nicht sehr vielversprechend. 
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3. Summary 

3.1. Experimental procedure 

In the present work, the toxicity and efficacy of a possible combination therapy of 

everolimus and [177Lu]Lu-DOTA-TATE were examined in two successive trials. The de-

tailed experimental plans are presented in the two corresponding publications (35, 36) 

and are briefly summarized below: Female Lewis rats were used as a model organism 

for the toxicity study. They were divided into four groups, of which the first two received 

no PRRT, group 1 received a placebo provided by the manufacturer of everolimus, and 

group 2 received everolimus. Groups 3 and 4 were treated with [177Lu]Lu-DOTA-TATE, 

group 3 additionally with the placebo, group 4 with everolimus. Until the end of the 

observation period, only laboratory chemical tests were carried out on half of the rats 

in each group, namely the determination of creatinine and BUN initially once a week 

and between weeks 8 and 16 every 14 days. In addition, a differential blood count was 

performed after 16 weeks at euthanasia. The other half of the rats were used for se-

quential planar [99mTc]Tc-MAG3 scintigraphies to examine tubular function over time. 

An autopsy with fixation of the kidneys was carried out in all animals at the end of the 

sixteen-week observation period. To plan the study of efficacy, a pilot test was first 

carried out with the already known model organism (female Lewis rats). Unfortunately, 

there was no growth of the pancreatic, SSTR-2-positive, rat-derived cell line AR42J. In 

the next step, immunodeficient nude rats were used (Rowett Nude, RNU). Although 

tumor growth was observed, its dynamics differed significantly between the test ani-

mals. Therefore, it would not have been sensible to determine the dates of the planned 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE PET scans in advance. For this reason, the switch to nude mice 

(CD-1) was made. The dynamics of tumor growth was high, but sufficiently homoge-

neous in the examined animals so that an experimental plan could be designed. This 

included vaccination with tumor cells and a baseline [68Ga]Ga-DOTA-TATE PET scan 

five days later. The animals were divided into four groups as in the toxicity experiments. 

Immediately after the initial scan, the mice from groups 3 and 4 received 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE at a dose of 200 MBq, and treatment with everolimus or placebo 

was started in all animals. The tumor growth was monitored percutaneously using a 

caliper and a [68Ga]Ga-DOTA-TATE PET was carried out again after one, two and four 

weeks. If tumor growth was excessive, the animals were removed from the experiment, 
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a blood count was taken to monitor toxicity and the kidneys were histopathologically 

examined. 

 

3.2. Results and interpretation 

The animals in the groups that received everolimus gained weight more slowly. The 

creatinine concentration, a marker of kidney function, also increased less in these 

groups during the observation period. Creatinine is a breakdown product in muscle 

metabolism and the creatinine concentration generally depends on muscle mass. 

Therefore, an interpretation of the lower creatinine value after everolimus therapy re-

sulting from lower muscle mass seems more plausible than an actual improved kidney 

function in animals that received everolimus instead of placebo. The BUN also showed 

no significant differences between the groups. This is primarily increased due to intra-

vascular volume deficiency. Assuming that all otherwise healthy test animals that al-

ways had free access to water were generally euvolemic throughout the entire experi-

mental period, it is not feasible to draw any conclusions about different kidney function 

in the different groups. 

Everolimus resulted in a significant increase in erythrocyte counts, hemoglobin and 

hematocrit, and neutrophil counts, but a significant decrease in both platelet counts 

and leukocyte and lymphocyte counts. The massive impact on lymphocyte counts and 

thrombocytopenia as an undesirable effect are known from the clinical use of everoli-

mus. However, in clinical trials, everolimus caused a tendency toward anemia. A pos-

sible explanation is the significantly higher proportion that the lymphoid cell line plays 

in hematopoiesis in rats compared to humans. 

In the [99mTc]Tc-MAG3 scintigraphs, a higher and later peak of specific activity in the 

kidneys was observed at week 16 in the everolimus groups. However, the decrease in 

relative activity in the kidneys during the further examination period, the so-called “late 

excretion”, was comparable. Since [99mTc]Tc-MAG3 is primarily secreted in the tubules, 

this suggests that the tubules function better after treatment with everolimus. This in-

terpretation seems plausible, at least for the comparison of groups 3 and 4, both of 

which had received PRRT. [177Lu]Lu-DOTA-TATE is absorbed tubularly depending on 

the receptor megalin. Megalin expression is known to be inhibited by everolimus. Thus, 

in the animals that received the combination therapy, the radiation dose absorbed in 
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the tubules may have been lower than in the animals that received PRRT and placebo. 

Unfortunately, no autoradiography or renal dosimetry was performed in the experi-

ments presented here that could support this explanation. 

In contrast, the kidneys in the group that received the combination therapy showed 

greater damage in the histopathological examination than in the group that received 

the placebo and PRRT. Even in the groups that did not receive PRRT, the kidneys 

appeared more morphologically changed after everolimus than after placebo. How-

ever, these differences were not statistically significant. Overall, the differences in the 

measured parameters were minor. We conclude that, at least in this model, the ne-

phrotoxicity of PRRT with [177Lu]Lu-DOTA-TATE was not significantly increased by con-

current therapy with everolimus. 

Even though the aim of the experiment in the study with tumor-bearing mice was pri-

marily to investigate the effectiveness of the combination therapy, the blood count was 

also examined quantitatively and the kidneys histopathologically examined to monitor 

toxicity. The changes induced by everolimus were not statistically significant. However, 

after therapy with PRRT, a significant increase in both neutrophil and lymphocyte 

counts was observed. Such an effect was not noticed in the study on rats and may be 

a temporary change, as the interval between therapy and termination of the experiment 

was significantly smaller in the study on mice. 

As expected, significant nephrotoxicity after PRRT was observed in histology. This was 

not further increased by the combination with everolimus. 

The AR42J tumors initially grew significantly slower in the animals treated with PRRT. 

This meant that these animals could be followed up for a total of 4 weeks from the start 

of therapy, while for mice without PRRT it was a maximum of 2 weeks. The tumor 

volumes determined during this time both using calipers and by evaluating the 

[68Ga]Ga-DOTA-TATE-PET showed good agreement and were significantly lower on 

day 19 in the animals with PRRT than in the animals without PRRT. There was no 

significant difference between everolimus and placebo. 

The tumor-to-background ratio in mice treated with Everolimus was higher than in 

those receiving placebo, although as mentioned this did not provide any additional 

therapeutic benefit. 
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Overall, no clear indication of improved efficacy through the combination of everolimus 

and [177Lu]Lu-DOTA-TATE can be derived from the present study. Rather, a certain 

signal towards increased toxicity should be considered, even if it is not significant. In 

our opinion, the investigated approach is unfortunately not very promising for optimiz-

ing systemic therapy for neuroendocrine tumors. 
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4. Beitrag zu den Publikationen 

4.1. Beitrag zur Publikation „Toxicity of a combined therapy using 

the mTOR-inhibitor everolimus and PRRT with 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE in Lewis rats” 

Erstellung eines Zeitplans für die Versuchsdurchführung. Organisation des Zugangs 

zu erforderlichen Ressourcen (Platz im Tierstall, Zeitliche Verfügbarkeit technischer 

Assistenten und der Gammakamera). Koordinierung der Herstellung der Radiophar-

maka. Kontaktherstellung zur Arbeitsgruppe für vergleichende experimentelle Patho-

logie der Technischen Universität München (PD Dr. med. vet. Katja Steiger und Dr. 

Hsi-Yu Yen). 

Schulungen und Qualifikationsnachweis in der Versuchstierkunde und im Strahlen-

schutz. Bestellung und Betreuung der Versuchstiere. Verabreichung der Pharmaka 

und Radiopharmaka, Blutabnahmen, Narkotisierung der Versuchstiere, Durchführung 

der Szintigraphien. Prozessierung und Auswertung der Rohdaten. Erstellung von Mat-

lab-Code zur Datenextraktion und Berechnung der Fractional Uptake Rate (FUR). 

Euthanasie der Ratten am Versuchsende, Organentnahme und Konservierung, Ein-

bettung. 

Dateneingabe, Visualisierung und statistische Auswertung sowie Interpretation der er-

hobenen Daten. 

Verfassung des Manuskripts und Bearbeitung der Kommentare im Review-Prozess. 

 

4.2. Beitrag zur Publikation „Evaluation of the Efficacy of a Com-

bined Treatment Using the mTOR-Inhibitor Everolimus and 

[177Lu]Lu-DOTA-TATE in Nude CD1 Mice with SSTR-Expressing 

Pancreatic AR42J Xenograft Tumors” 

Versuchsdurchführung wie im ersten Teilversuch. Erstellung eines konkreten Zeit-

plans, Organisation der Versuche. Bearbeitung laufend anfallender Aufgaben im Um-

gang mit den Versuchstieren. 

Inokulation der Versuchstiere mit den AR42J-Tumorzellen. 
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Herstellung des PET-Tracers [68Ga]Ga-DOTA-TATE im Heißlabor, Qualitätskontrolle 

mittels High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC). Im Rahmen der PET-Mes-

sungen Durchführung der Inhalationsnarkose, Anlage eines venösen Gefäßzugangs 

und Verabreichung des Tracers. Nachprozessierung und Auswertung der Messdaten. 

Euthanasie der Versuchstiere sowie Konservierung und Einbettung der Organe. 

Statistische Auswertung der erhobenen Daten. Erstellung graphischer Darstellungen. 

Interpretation der Daten. Verfassung des Manuskripts zur Veröffentlichung. Einreichen 

des Manuskripts bei einem wissenschaftlichen Journal und Beantwortung der Kom-

mentare im Rahmen des Review-Prozesses zusammen mit meinem Betreuer. 
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5. Veröffentlichung I 
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6. Veröffentlichung II 
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