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1.  Einleitung

Weltweit erkranken jahrlich ungefahr 500.000 Menschen an Kopf-Hals-Tumoren. Mit
einem Anteil von 90% treten hierbei Plattenepithelkarzinome am haufigsten auf.
Diese machen ungefahr funf Prozent der jahrlich diagnostizierten Krebserkrankungen
in Nordwesteuropa und den Vereinigten Staaten aus (van Dongen et al. 1996, Colnot
et al 2001). Das Manifestationsalter betragt durchschnittlich 60+/-15 Jahre,
zunehmend sind allerdings auch jungere Patienten betroffen (Colnot et al. 2000).
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) mussen sich
in der Regel einer Operation und einer adjuvante Radio- bzw. Radiochemotherapie
unterziehen bzw. bei fortgeschrittenen Stadien einer primaren Radiochemotherapie.
In frihen Stadien wird mit diesen Behandlungsmoglichkeiten eine gute
Uberlebensrate erzielt. Bei Patienten mit einer fortgeschrittenen Erkrankung hat sich
die Prognose in den letzten Jahrzehnten jedoch trotz Verbesserungen in der Chemo-
und Strahlentherapie nicht stark verbessert (Borjesson et al. 2004). Dabei treten in
50-60% der Falle ein Lokalrezidiv bzw. bei 15-25% lokale bzw. Fernmetastasen auf
(de Bree 1998). Hierbei spielen vor allem disseminierte Tumorzellen eine Rolle, die
trotz lokal sanierender Operationstechniken nicht entfernt werden kénnen und so zur
Situation der so genannten ,minimal residual disease” fuhren (van Dongen et al
1996).

Tumoren exprimieren auf ihrer Oberflache Moleklle, die maligne Zellen fir das
Immunsystem erkennbar machen. Derartige tumorassoziierte Antigene stellen
geeignete Zielmolekule fur immunologische Therapiestrategien dar.

Bei dem epithelialen Zelladhasionsmolektl (EpCAM) und bei Cytokeratin 8 (CK 8)
handelt es sich um tumorassoziierte Antigene, die in hohem MalRe von
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs exprimiert werden. Gegen EpCAM
gerichtete Antikorper bewahren sich bereits seit langem in der Immuntherapie und
bei der Detektion disseminierter Tumorzellen in Blut und Knochenmark (Riethmuller
et al. 1998, Chaubal et al. 1999).
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Die Radioimmuntherapie (RIT) bietet die Mdglichkeit der gezielten Radiotherapie, da
die zytotoxischen Wirkstoffe, die entsprechenden Nuklide, mittels monoklonaler
Antikorper gegen tumorassoziierte Antigene direkt an Tumorzellen binden konnen.

Radionuklidmarkierte tumorspezifische Antikorper dienen auch der diagnostischen
Darstellung von metastasierten Kopf-Hals-Malignomen. Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereichs gelten als sehr radiosensitiver Tumortyp und scheinen deshalb

sehr geeignet fur eine RIT zu sein (de Bree 1998).

lod-131 (**"]) stellt eines der ersten Radioisotope dar, die an monoklonale Antikdrper
fiir therapeutische Zwecke gebunden wurden. '®'| Iasst sich sehr gut an Antikdrper
binden und verfugt Uber eine relativ lange physikalische Halbwertszeit (HWZ) von
acht Tagen. Die durchschnittliche Reichweite der therapeutischen B-Strahlen im
Gewebe betragt 0,5 mm. Tumorzellen werden mit diesen zerstort, wohingegen
gesundes, den Tumor umgebendes Gewebe geschont werden kann.

lod-123 ('?®) als reiner y-Strahler ist besonders gut geeignet fiir den Einsatz in der

Szintigraphie und somit fur die Bildgebung.
Die Ziele dieser experimentellen Studien sind:

1. die Beurteilung der Verteilung von radionuklidmarkierten Antikorpern gegen die
tumorassoziierten Antigene EpCAM und CK 8 im Organismus von

xenotransplantierten SCID-Mausen.

2. die Beurteilung der therapeutischen Effizienz von radionuklidmarkierten
Antikdrpern gegen das tumorassoziierte Antigen EpCAM im Bezug auf das

Wachstum von xenotransplantierten Tumoren in SCID-Mausen.
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2. Literaturuibersicht

2.1. Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

2.1.1. Allgemein

Als Hauptrisikofaktoren fir Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs gelten
chronischer Alkohol- und Tabakkonsum. Durch die Einwirkung der exogenen Noxen
kommt es im Sinne einer ,Feldkanzerisierung” zu einer Schadigung der Mukosa des
gesamten oberen Atem- und Schluckweges. Auch bei den 3% der Patienten, die
keine der genannten Noxen konsumieren, konnte ein hoher Nikotinkonsum im
sozialen Umfeld nachgewiesen werden (Kastenbauer und Wollenberg 1999).
Daneben werden auch genetische Disposition, Virusinfektionen, Fehl- und
Mangelernahrung, die berufliche Exposition gegenuber karzinogenen Schadstoffen
sowie eine schlechte Mundhygiene als mitverantwortliche Faktoren genannt (Cloos et
al. 1996, Chen R et al. 2005). In den letzen Jahren ist eine Zunahme der Inzidenz
und Mortalitdt zu verzeichnen, welche auf einen steigenden Alkohol- und
Zigarettenkonsum zurlckzufuihren ist (Leitlinie Onkologie des Kopf-Hals-Bereichs
2000). Momentan sind Frauen noch seltener von der Erkrankung betroffen als
Manner. In den letzten Jahren konnte allerdings ein deutlicher Anstieg des
Frauenanteils beobachtet werden (Lang et al. 2002). Die Mortalitat hat sich in den
letzten 20 Jahren verdreifacht. 5% aller krebsbedingten Sterbefélle waren 1998
durch bdsartige Tumoren im Kopf-Hals-Bereich bedingt. In der Gruppe der Manner
zwischen 40 und 59 Jahren lag der Anteil sogar bei 10 % (Lang et al. 2002).

2.1.2. Lokalisation, Ausdehnung und histologischer Differenzierungsgrad von

Kopf-Hals-Tumoren

Hinsichtlich der Lokalisation lassen sich Plattenepithelkarzinome der Mundhohle, des
Rachens (Oro-, Hypo-, Nasopharynx), des Kehlkopfes, der Kopfspeicheldrisen, der
Nasenhaupt- und -nebenhdhlen sowie des aufleren Ohres und Mittelohrs
unterscheiden (Leitlinie Onkologie des Kopf-Hals-Bereichs 2000). Aul3erdem treten

sie im Bereich der Gesichts- und Kopfhaut auf. Im taglichen Gebrauch umfasst die
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Bezeichnung Kopf-Hals-Karzinome vor allem die Tumoren der Mundhohle, des

Oropharynx, des Hypopharynx und des Larynx.

Abbildung 1: Anatomische Ubersicht (iber die Kopf-Hals-Region (aus Chen R. et al. 2005)

Die klinische Klassifikation der Tumoren erfolgt nach dem so genannten TNM-
System. Dabei beschreibt die T-Klassifikation die lokale Ausdehnung bzw. die Grolke
des Tumors (zunehmend von T1 bis T4). Die N-und M-Klassifikationen geben
Auskunft Uber den Befall von regionaren Lymphknoten (zunehmender Befall von NO
bis N3) bzw. das Vorhandensein (M1) oder Fehlen von Fernmetastasen (MO).
Daneben gibt es die Stadieneinteilung der ,Union internationale contre le
cancer® (UICC), welche mit Stadium | und Il frihe und prognostisch gunstige, mit

Stadium Il und IV spate Tumorstadien mit schlechter Prognose umfasst.

UICC | TNM Klassifikation Tumorprogression
| T1 NO MO Frihe
Il T2 NO MO Tumorstadien
I T3 NO MO oder T1-3 N1 MO Fortgeschrittene
IV T4 oder N2-3 oder M1 Tumorstadien

Tabelle 1: Einteilung der Schweregrade von TNM-Stadien nach UICC. Stadium | und Il stellen friihe

Tumorstadien dar, Stadium Il und IV fortgeschrittene (aus Breinl, Dissertation 2003)
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Durch die histopathologische Einteilung wird der Grad der Differenzierung des
Tumors erfasst. Dabei nimmt die Differenzierung des Tumors von G1 (gut

differenziert) bis G3 (gering differenziert) ab.

2.1.3. Diagnostik und Therapie von Kopf-Hals-Tumoren

Je nach Lokalisation des Tumors ergeben sich verschiedene Leitsymptome, die erste
Hinweise auf eine Erkrankung geben koénnen. Dazu gehdéren unter anderem
Heiserkeit, Fremdkorpergefihl sowie Schluckbeschwerden (Lang et al. 2002). Die oft
spate Erstdiagnose der Erkrankungen ist dadurch bedingt, dass kleinere Tumoren oft
kaum oder nur unspezifische Beschwerden hervorrufen (Lang et al. 2002,
Boenninghaus und Lenarz 2005).

Die Diagnostik beginnt mit einer klinischen Untersuchung. Ergibt sich dabei der
Verdacht auf einen Tumor, werden bildgebende Verfahren (Sonographie, Rdntgen,
Magnetresonanz- oder Computertomographie) eingesetzt, die der Erfassung von
Tumorausdehnung und Tiefeninfiltration bzw. zur Diagnose von Lymphknoten- und
Fernmetastasen dienen. Zur genauen Erhebung der Tumorausdehnung wird meist
zusatzlich eine Endoskopie in Vollnarkose durchgefiihrt. Im Rahmen dieser ist es
durch Entnahme einer Probebiopsie moglich, die Diagnose histologisch zu sichern

(Boenninghaus und Lenarz 2005).

Die Therapie der Wahl bei resektablen Tumoren besteht in einer operativen
Entfernung des Tumors und einer adjuvanten Radio- bzw. Radiochemotherapie. Bei
der operativen Tumorentfernung wird eine RO-Resektion angestrebt, das heil3t eine
vollstandige Entfernung aller karzinomatds befallenen Gewebe. Zur Resektion des
Primartumors kommt meist die Ausraumung verschiedener Lymphknotengruppen im
Rahmen einer Neck dissection hinzu. Art und Umfang hangen dabei von der Anzahl,
Grofle und Lokalisation der Lymphknotenmetastasen und der Lage des
Primartumors ab. Dabei werden bei der heutzutage meist durchgefuhrten selektiven
Neck dissection die Lymphknotengruppen entsprechend dem typischen
Metastasierungsweg des Primartumors entfernt. Die frUher haufig durchgeflhrte
radikale Neck dissection wird heutzutage nur noch durchgefuhrt, falls zusatzliche
andere Strukturen wie Nerven, Muskulatur und GefalRe betroffen sind (Leitlinie
Onkologie des Kopf-Hals-Bereichs 2000).
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Bei ausgedehnten inoperablen Tumoren wird eine primare Radiochemotherapie
durchgefuihrt. Die Kombination von Strahlen- und Chemotherapie fiihrt dabei zu einer
erheblichen Steigerung der lokoregionaren Tumorfreiheit (Pignon et al. 2000).

Bei Rezidiven wird ahnlich verfahren. Allerdings ist bei einer Bestrahlung zu
beachten, dass frihesten zwei Jahre nach der ersten Bestrahlung eine Aufsattigung
der Strahlendosis mit 40 Gy mdglich ist.

Die Chemotherapie als Monotherapie wird momentan nur zu palliativen Zwecken bei
Patienten mit Fernmetastasen, einem inoperablem Rezidiv und bei der fehlenden
Madglichkeit einer erneuten Radiatio eingesetzt. Die First-Line-Chemotherapie besteht
dabei aus 5-Fluorouracil und Platinen (z. B. Cisplatin und Carboplatin), als Second-
Line-Chemotherapeutika werden Taxane, wie z. B. Taxol verwendet (Leitlinie
Onkologie des Kopf-Hals-Bereichs 2000).

An die Primartherapie ist eine engmaschige Nachsorge der Patienten
angeschlossen. Diese umfasst in genau definierten zeitlichen Intervallen die klinische
Untersuchung, eine radiologische Diagnostik und in ausgewahlten Fallen die erneute

Kontrollendoskopie in Intubationsnarkose.

2.1.4. Prognose von Kopf-Hals-Tumoren

Die Prognose hangt neben der anatomischen Lokalisation des Tumors von dem
Tumorstadium (besonders  hinsichtlich  des  Lymphknotenstatus), dem
histopathologischen Differenzierungsgrad und der Resektion im Gesunden (RO-
Status) ab.

Mit Ausnahme der Lippen- und Larynxkarzinome muss die Prognose als wenig
gunstig bezeichnet werden. Glottische Larynxkarzinome fallen schon im
Anfangsstadium durch Heiserkeit auf. Aul3erdem verfugen sie nur Uber wenige
Lymphbahnen. Plattenepithelkarzinome der Lippe fuhren wegen der optischen
Beeintrachtigung zu einem schnellen Arztbesuch. Andere nicht unmittelbar sichtbare
neoplastische Veranderungen werden hingegen oftmals erst wahrgenommen, wenn
durch ihre Ausbreitung bereits schwere funktionelle Stérungen vorliegen oder
Schmerzen hervorgerufen werden. Dies hat zur Folge, dass bei zwei Drittel der
Patienten bei Erstdiagnose bereits fortgeschrittene Tumorstadien (T3 oder T4, N1-3)

festgestellt werden (Lang et al. 2002). Bei Hypopharynxkarzinomen ist die Prognose
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am schlechtesten. Aufgrund ihrer anatomischen Lokalisation kommt es erst relativ
spat zu Symptomen. Zudem weisen Hypopharynxkarzinome aufgrund von vielen
Lymphabflussbahnen mit 79% die héchste Halslymphknotenmetastasierung auf. Die
5-Jahres-Uberlebensrate liegt deshalb bei unter 30% (Lang et al. 2002).

Ein weiterer fur die Prognose entscheidender Faktor sind Lymphknotenmetastasen.
Das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
fuhrt nach Abschluss der Primartherapie zu einem erhdhten Rezidivrisiko. Die 5-
Jahre—Uberlebensrate bei Lymphknotenbefall verringert sich im Vergleich zu einem
NO-Status von 80% auf 45% (Houck und Medina 1995). Dabei ist die Anzahl der
involvierten Knoten, deren Lokalisation und kapselUberschreitendes Wachstum far
die Prognose entscheidend (Houck und Medina 1995). Mit zunehmender GrolRe des
Primartumors und abnehmendem histopathologischem Differenzierungsgrad steigt
dabei die Wahrscheinlichkeit fur eine Lymphknotenmetastasierung (Remmert et al.
2001).

Die RO-Resektion bietet fur die Patienten die grofte Wahrscheinlichkeit auf
Rezidivfreiheit. Allerdings wird eine vollstandige Entfernung des Tumors mit
steigender TumorgrélRe immer schwieriger. Dies verschlechtert die Aussicht fur ein
rezidivireies Uberleben des Patienten weiter, da im Resektionsrand verbleibendes
stark dysplastisches oder malignes Gewebe sehr haufig zu einem frihzeitigem
Rezidiv fuhrt (Andratschke et al. 2006).

Zu einer Verschlechterung der Prognose kommt es ebenfalls bei einer systemischen
Ausbreitung des Tumors. Wollenberg et al. (2004) konnten in einer Studie bei einem
Drittel der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen eine systemische Verbreitung von
Tumorzellen im Blutkreislauf nachweisen. Dabei bestand ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Nachweis disseminierter Zellen im Knochenmark und
dem Auftreten eines Rezidivs. Die fruhe systemische Disseminierung und somit der
Verbleib von okkulten Tumorzellen in lokoregionalen lymphatischen Gefalden oder
anderen Organsystemen stellt ein Hauptproblem bei HNSCC dar und zeigt, dass
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches als systemische Erkrankung
anzusehen sind (Wollenberg et al. 2004, Chaubal et al. 1999). Der Verbleib
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residualer Tumorzellen trotz lokal sanierender Operationstechniken wird als ,minimal

residual disease” (MRD) bezeichnet (van Dongen et al. 1996).

Allgemein konnte die unglnstige Prognose trotz Weiterentwicklung der
diagnostischen und therapeutischen Moglichkeiten in den letzten 30 Jahren nicht
wesentlich verbessert werden (Wirtschafter et al. 2002). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
bei Patienten mit HNSCC liegt insgesamt nur bei 50-60% (Chikamatsu et al. 1999).

Insgesamt kommt es durch die Feldkanzerisierung im Zuge der Einwirkung von
exogenen Noxen bei 20-30% der Patienten zu einem Zweitkarzinom, 1% der
Patienten entwickelt ein Drittkarzinom (Kastenbauer und Wollenberg 1999). Von den
Patienten mit fortgeschrittenen Tumorstadien, die normalerweise operativ behandelt
werden und/ oder eine Radiotherapie erhalten, bekommen 50-60% ein
lokoregiondres Rezidiv (Andratschke et al. 2006). Bei 15-25% treten
Fernmetastasen, vornehmlich in Lunge, Leber und Skelett, auf, wobei
Autopsiestudien auf eine Inzidenz von 40-57% hindeuten (Wollenberg et al. 2004).
Dies ist vermutlich auf die bereits oben erwahnte, zum Zeitpunkt der Operation
bereits erfolgte Streuung der Tumorzellen zurtckzufuhren (Wollenberg et al. 1994,

van Dongen et al. 1996).

Die Zahlen machen deutlich, dass dringend neue Therapieverfahren notwendig sind,
um die Prognose von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen zu verbessern. Neuartige
Therapieansatze wie die Radioimmuntherapie lassen eine Verbesserung der
Uberlebenschancen bei einer Kopf-Hals-Tumor-Erkrankung erhoffen (Cheng et al.
2004).
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2.2. Tumorassoziierte Antigene

2.2.1. Allgemein

Bei tumorassoziierten Antigenen (TAA) handelt es sich um Proteine, die sich in
Tumorzellen oder auf deren Oberflache befinden. Dabei besitzt jeder Tumor ein
spezifisches Antigenmuster, das aus seiner malignen Transformation resultiert.
Bestimmte Tumoren besitzen regelmallig die gleichen Proteine, so dass man diese
auch als Tumormarker einsetzen kann. Die tumorassoziierten Antigene kbnnen dabei
Bestandteil von Kern, Zytoplasma oder Zelloberflache sein.

Nach Rosenberg et al. (1999) lassen sich vier verschiedene Arten von
tumorspezifischen Antigenen unterscheiden: zum einen gibt es Proteine, die auch in
normalen Geweben nachzuweisen sind, aber in vielen Tumoren uUberexprimiert
werden, wie z. B. das epitheliale Zelladhasionsmolekul (EpCAM) und der epidermal
growth factor Rezeptor (EGFR). Daneben existieren reexprimierte embryonale
Antigene auf Tumoren, die physiologischerweise nur im fetalen Organismus
nachzuweisen sind, z. B. das karzinoembryonale Antigen (CEA). Aulderdem kann es
sich bei den Antigenen um Fremdproteine viraler Genese handeln, wie z. B. die
Onkoproteine E6 und E7 aus humanen Papillomaviren oder um tumorspezifische
Neoantigene, die durch Mutation aus vorhandenen zellularen Proteinen gebildet
werden. Dazu zahlen z. B. das Zellzyklusprotein cdk 4 oder das Onkogen ras.

Uber die tumorassoziierten Antigene kann die betroffene Zelle vom kdérpereigenen
Immunsystem als maligne erkannt werden, wodurch es zur Aktivierung der
humoralen und zellularen Immunantwort kommt. Allerdings findet sich bei Tumoren
eine Anergisierung von T-Zellen, wodurch keine adaquate Tumorabwehr madglich ist.
Grinde hierfur sind, der Verlust der Expression von MHC- (major histocompatibility
complex) Molekilen (Andratschke et al. 2003), eine fehlende Expression von
kostimulatorischen Molekulen sowie eine Expression und Sekretion von

immunsuppressiven Tumorprodukten (Janeway et al. 2001).
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2.2.2. Das epitheliale Zelladhasionsmolekil (EpCAM)

Das epitheliale Zelladhasionsmolekul (EpCAM) ist ein transmembranes Glykoprotein.
In der Literatur sind viele Synonyme fir EpCAM genannt: KSA, GA 733-2, epithelial
surface antigen (ESA), epitheliales Glykoprotein 40 (EGP 40), 17-1A- Antigen
(Litvinov et al. 1994). EpCAM wurde zuerst als ,pan-carcinoma antigen“ beschrieben,
obwohl es sich vielmehr um einen Marker flr einen epithelialen Ursprung handelt

(Winter et al. 2003).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von EpCAM (aus Winter et al. 2003). Die Zahlen geben die
Position der Aminosauren wieder. SP: Signalpeptid; EGF: EGF-ahnliche Region; TM: transmembraner

Anteil

EpCAM wird durch das GA733-2 Gen kodiert, das auf dem Chromosom 4 in der
chromosomalen Region 4q lokalisiert ist, aus neun Exons besteht und eine GroRe
von ungefahr 14 Kilobasen hat (Linnenbach et al. 1993). Der offene Leserahmen von

EpCAM kodiert fur ein aus 314 Aminosauren aufgebautes Polypeptid. Dieses besteht
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aus einer Leadersequenz, einer extrazellularen Domane, einem transmembranen
und einem zytoplasmatischen Bereich. Der extrazellulare Teil beinhaltet einen
cysteinarmen und einen cysteinreichen Anteil. In der cysteinreichen Region befinden
sich zwei Epidermal-growth-factor (EGF)-ahnliche Wiederholungen, die beide eine
homologe Sequenz zu dem lamininbindenden Matrixprotein Nidogen enthalten
(Mann et al. 1989, Simon et al. 1990). Der zytoplasmatische Bereich beinhaltet ein
Internalisierungsmotiv (Hopkins 1992) und aul3erdem zwei Stellen zur Bindung von
a-Aktinin (Balzar et al. 1998).

EpCAM stellt ein epithelspezifisches, homophiles, Ca**-unabhangiges interzellulares
Adhasionsmolekul dar, das Zellaggregation vermittelt, Zellstreuung vorbeugt und die
Zellsegregation steuert (Litvinov et al. 1994). Miinz et al. (2004) konnten aufRerdem
einen Einfluss von EpCAM auf den Zellzyklus nachweisen. DarlUber hinaus reguliert
EpCAM verschiedene Gene und Proteine, die eine wesentliche Bedeutung bei der
Karzinogenese habe, wie das Onkogen c-myc oder die Cycline A und E (Minz et al.
2004). Die genaue Rolle der Funktion von EpCAM in epithelialen Zellen bzw. bei der
Tumorentstehung ist allerdings immer noch nicht geklart. Die durch EpCAM-
vermittelte Zelladhasion und die dadurch verhinderte Zellstreuung koénnte zum
Schutz vor Metastasen beitragen (Balzar et al. 1999). Ladwein et al. (2005) haben
allerdings festgestellt, dass EpCAM mit Claudin-7 interagiert. Dies hat zur Hypothese
gefuhrt, dass der EpCAM-Claudin-7-Komplex eine Tumorprogression unterstutzt, da
der Komplex haufig in Pankreas- und Kolorektalkarzinomen vorhanden ist, die jeweils
stark zur Metastasierung neigen.

Bei einem Groldteil der Plattenepithelkarzinome unterliegt EpCAM einer Tumor-
spezifischen Hyperglykosilierung (Pauli et al. 2003). Dies ist auf eine
gewebsspezifische, posttranslationale Modifikation des epithelialen Glykoproteins
zuruckzufihren. In gesundem Gewebe konnte keine bzw. nur eine sehr geringe
Glykosilierung festgestellt werden. Die Glykosilierung konnte somit einen Hinweis auf
eine differente Funktion von EpCAM in gesundem und malignem Gewebe darstellen
(Pauli et al. 2003).

Viele humane Epithelien exprimieren EpCAM auf ihrer basolateralen Zelloberflache.
EpCAM wird auf der basolateralen Zellmembran von einfachen, pseudostratifizierten

und Ubergangsepithelien, jedoch nicht von Plattenepithelien exprimiert (Litvinov et al.
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1994, Winter et al. 2003). Fur die Zervix konnte gezeigt werden, dass das
endozervikale Drisenepithel stark positiv fuir EpCAM ist, wohingegen auf dem
Plattenepithel der Ektozervix keine EpCAM- Expression nachzuweisen war (Litvinov
et al. 1996). Dabei ist die Expression von EpCAM in vielen Geweben auch nur zu
bestimmten Zeiten der Embryonalentwicklung zu finden. Keratinozyten, T-Zellen und
antigenprasentierende Zellen zeigen in der frihen Fetalzeit eine starke EpCAM-
Expression, welche in der spateren Fetalzeit wieder herabreguliert wird (Nelson et al.
1996).

Neben gesunden Adenoepithelien exprimieren auch die entsprechenden
Adenokarzinome EpCAM (Balzar et al. 1999, Went et al. 2004). Fir Tumoren nicht-
epithelialen Ursprungs konnte keine Expression von EpCAM nachgewiesen werden
(Quak et al. 1990, Balzar et al. 1999). Auf Plattenepithelkarzinomen konnte hingegen
eine so genannte ,de novo- Expression® von EpCAM nachgewiesen werden (Balzar
et al. 1990, Litvinov et al. 1994). Dies wurde bereits fur Plattenepithelkarzinome der
Lunge, des Kopf-Hals-Bereiches und der Zervix nachgewiesen (Litvinov et al. 1996,
Quak et al. 1990). In Plattenepithelkarzinomen der Haut wurde keine Expression
gefunden, wohingegen Basazellkarzinome EpCAM-positiv sind (Tellechea 1993). Bei
der Progredienz zervikaler intraepithelialer Neoplasien von Grad 1 zu Grad 3 findet
sich eine Zunahme der Expressionsstarke von EpCAM. Die de novo-Expression von
EpCAM auf Plattenepithelkarzinomen geht somit mit einer erhdhten Proliferation und

einer zunehmenden Dedifferenzierung einher (Litvinov et al. 1996).

High et al. (1996) konnten in dysplastischen Arealen der Mundschleimhaut eine
starke Expression von EpCAM in den suprabasalen und basalen Zellen nachweisen,
wohingegen normale Areale der Mundschleimhaut EpCAM-negativ sind. Auch das
Plattenepithel der Glottis zeigte in allen dysplastischen Regionen ebenfalls eine
EpCAM-Expression (Winter et al. 2003). Bereits in hyper- bzw. dysplastischem
Plattenepithel ist eine Expression des Glykoproteins nachweisbar. Es besteht jedoch
keine Korrelation zwischen der Expression von EpCAM und dem Grad der
dysplastische Veranderungen im Gewebe bei HNSCC (Andratschke et al. 2006).

Die de novo-Expression von EpCAM in HNSCC und anderen
Plattenepithelkarzinomen macht das epitheliale Membranprotein zu einem

geeigneten Zielmolekul fur die Diagnostik und die Therapie solcher Karzinome.
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In normalerweise EpCAM-negativen Plattenepithelien zeigt die de novo-Expression
von EpCAM bei dysplastischen oder malignen Veranderungen bereits in frihen
Stadien eine Abweichung der Gewebemorphologie an (Winter et al. 2003). Aufgrund
der Expression in ausschlieRlich epithelialen Malignomen kann EpCAM zur Klarung
der histologischen Herkunft entdifferenzierter Tumoren beitragen (Balzar et al. 1999).
Als geeigneter serologischer Marker wurde EpCAM bei Pankreaskarzinomen
identifiziert (Gansauge et al. 1996). Fur Mamma- und Nierenzellkarzinome konnte
EpCAM als prognostischer Marker identifiziert werden. Gastl et al. (2000) wiesen
eine Uberexpression von EpCAM in 35,6 % der untersuchten Mammatumoren nach.
Dies war hierbei mit einem schlechten rezidivfreien sowie schlechten
Gesamtuberleben verbunden. Seligson et al. (2004) wiesen EpCAM als einen neuen
Marker fur die Prognose von Patienten mit Nierenzellkarzinomen aus. Dabei zeigten
sie einen Zusammenhang zwischen der Expression von EpCAM und einem
verbesserten Uberleben.

Bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches wurde gezeigt,
dass ein Nachweis von EpCAM-positiven Zellen in Knochenmark und Blut ein
Hinweis auf disseminierte Tumorzellen darstellt. EpCAM stellt hier somit einen
geeigneten Marker zur Detektion von disseminierten Tumorzellen dar und kann damit

zum Erkennen einer MRD beitragen (Chaubal et al. 1999).

Neben seinem diagnostischem Einsatz wird EpCAM auch bereits im Rahmen von
Immuntherapien therapeutisch eingesetzt (Mellstedt et al. 2000).

Bisher existiert eine Reihe von monoklonalen Antikdrpern gegen EpCAM, die
allesamt mit der extrazellularen Domane des Glykoproteins reagieren und als
Zielmolekul dieser immuntherapeutischen Ansatze verwendet werden (Balzar et al.
1999).

Fur die adjuvante Behandlung kolorektaler Karzinome wurde 1994 als erster
kommerziell erhaltlicher Antikorper der murine, monoklonale, gegen EpCAM
gerichtete Antikorper 17-1 A unter dem Handelsnamen Panorex® (Edrecolomab)
zugelassen (llliger 1997). Riethmdiller et al. (1998) konnte bei Patienten mit
Kolonkarzinom nach Tumorresektion durch die adjuvante Gabe des monoklonalen
Antikorpers 17-1 A eine signifikante Reduktion der Haufigkeit von Fernmetastasen
zeigen, was sich unter anderem in einem verbesserten Gesamtuberleben

widerspiegelte.
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Ebenso wurde bereits bei der adjuvanten Behandlung von Brustkrebs dieser
Antikérper Erfolg versprechend eingesetzt, um Mikrometastasen im Knochenmark zu
eliminieren (Kirchner et al. 2002).

Auch bei Kopf- Hals- Karzinomen wurde bereits der bispezifische anti- EpCAM-
Antikérper BIU Il mit Erfolg bei Patienten mit fortgeschrittenen
Hypopharnxkarzinomen eingesetzt (Prof. Wollenberg, HNO Lubeck, personliche
Mitteilung). Die adjuvante systemische Gabe dieses Antikorpers im Rahmen einer

Pilotstudie konnte ein verbessertes Uberleben aufzeigen.

2.2.3. Cytokeratin 8

Epithelien werden durch so genannte intermediare Filamente vom Cytokeratintyp
charakterisiert (Bosch et al. 1988). Es wurden mindestens 20 verschiedene
Cytokeratine (CK) in epithelialen Geweben und Karzinomen identifiziert, die
wiederum in Typ |- oder Typ |l- Cytokeratine unterteilt werden (Chu et al. 2002). Die
Expression von Cytokeratinen ist vom epithelialen Zelltyp, dem Grad der
Differenzierung und dem Entwicklungsstand des jeweiligen Gewebes abhangig
(Barak et al. 2004).

Die Klassifikation und die Nummerierung der einzelnen Keratine (aufl’er denen von
Haar und Nageln) basiert auf dem Katalog von Moll et al. (1982). Zu den Typ II-
Cytokeratinen gehdéren CK1 bis CK8. Sie haben eine Grolle von 53 bis 68 kD und
bestehen aus neutralen bis basischen Proteinkomponenten. Die Typ I-Cytokeratine 9
bis 20 hingegen sind kleiner und enthalten saure Proteine. Die unterschiedliche
Beschaffenheit der Cytokeratine ist von funktioneller Bedeutung, da sie immer als
nichtkovalente Heteropolymere vorliegen, die jeweils ein Typ |- und Typ II-CK
enthalten. Cytokeratin 8 (CK8) wird immer in Verbindung mit CK 18 exprimiert (Barak
et al. 2004). Das Expressionsprofil bleibt dabei auch bei maligner Transformation
gleich, wohingegen das Ausmal} der Expression zunimmt (Brattstrom et al. 2005,
Barak et al. 2004).

Cyokeratin 8 wird durch ein Gen kodiert, das auf Chromosom 12 liegt und aus 7766
Nukleotiden besteht. Cytokeratin 8 hat, wie die anderen Typ | und Typ IlI-Keratine
neun Exons, aber im Gegensatz zu diesen statt acht nur sieben Introns, da Intron V
fehlt (Krauss et al. 1990). CK8 =zeigt wie die anderen Cytokeratine eine

charakteristische Struktur, die aus drei Hauptkomponenten besteht: einer
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nichthelikalen N-terminalen Region, einem vorwiegend helikalen zentralen Teil und
einem nicht helikalem C-terminalem Segment (Chu et al. 2002, Krauss et al. 1990).
Innerhalb der beiden Cytokeratin-Typen besteht eine hohe Homologie in dem a-
helikalen Bereich, in der Kopf- und Schwanzdomane sind jedoch merkliche
Unterschiede zu finden. Obgleich der Ungleichheit bezlglich dieser Bereiche bilden
alle Cytokeratine morphologisch ahnliche Filamente. Primar scheint also der a-
helikale Teil bei der Filamentformation eine Rolle zu spielen. Die Heterogenitat in den
Kopf- und Schwanzdomanen deutet auch im Hinblick auf die unterschiedliche
Gewebeexpression auf eine zusatzliche individuell unterschiedliche Funktion der
Cytokeratine hin (Wells et al. 1997).

CK8 gehort neben CK7, 18, 19 und 20 zu den Keratinen der einschichtigen
Epithelien (Barak et al. 2004). Das mit CK18 polymerisierte CK8 bildet ebenfalls
einen Bestandteil des Zytoskeletts. CK8 und CK18 bilden dabei Filamente, die vom
Nukleus bis zur Innenseite der Plasmamembran reichen (Gonias et al. 2001). Bei
Fraktionierung epithelialer Zellen stellt CK8 aufgrund der Interaktion mit der
Plasmamembran eine der gro3ten Komponenten der Plasmamembranfraktion dar
(Hembrough 1996b).

Die Annahme, dass Cytokeratine und andere intrazellulare Proteine auf das Zytosol
beschrankt sind, hat sich mit der Zeit als falsch erwiesen. Verschiedene intrazellulare
Proteine werden auch auf der Zelloberflache exprimiert und dienen dabei als
Rezeptoren fir verschiedene Plasmaliganden (Wells et al. 1997). Fir CK8 konnte
eine aberrante Expression an der Zelloberfliche von Hepatozyten und
hepatozellularen Karzinomzellen gezeigt werden (Hembrough et al. 1995). Godfroid
et al. (1991) konnten auch an der Zelloberflache von Mammakarzinomzellen CK8
aberrant nachweisen. Ebenso konnte auf verschiedenen HNSCC-Zelllinien sowie
Tumorbiopsien CK8 membranstandig nachgewiesen werden (Gires et al. 2005).

Untersuchungen zur membranstandigen Expression von CK8 auf humanen
Geweben haben gezeigt, dass CK8 lediglich auf Hepatozyten und sporadisch auf
Herzgewebe an der Zelloberflache exprimiert wird (Gires et al. 2005). Alle Ubrigen

Gewebe zeigen lediglich eine intrazellulare Expression dieses Cytokeratins.

Die Expression von CK8 ist mit einer erhdhten Invasivitat in vitro und in vivo

verbunden (Fukunagu et al. 2002). Auch konnte nachgewiesen werden, dass CK8
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als Plasminogenrezeptor auf Hepatozyten und einigen Brustkrebszelllinien dient. Auf
der Zelloberflache exprimiert, stellt CK8 aullerdem eine bedeutende Komponente bei
der schnellen Aktivierung von zellassoziiertem Plasminogen durch den tissue-type
plasminogen activator (tPA) dar. Plasminogen wiederum baut Bestandteile der
extrazellularen Matrix ab und aktiviert andere Proteinasen. Aktivierte Proteinasen
sind fir die Invasion von Karzinomen und deren Metastasierung verantwortlich
(Hembrough et al. 1996b). Die Expression von CK8 kann mit einem invasiven
Phanotyp korrelieren. In Ubergangszell- und Plattenepithelkarzinomen wird CK8 an
der Tumorinvasionsseite exprimiert. Maus-L-Fibroblasten, auf denen normalerweise
kein CK8 zu finden ist, zeigen nach Transfektion von CK8/18 eine erhdohte Motilitat

und Penetration von Matrigel (Hembrough et al. 1996a).

In der Immunhistochemie hilft die Bestimmung des Cytokeratintyps bei
undifferenzierten Tumoren, den Ursprung des Karzinoms zu ermitteln. AuRerdem
kann somit bei Vorliegen von Metastasen ohne Hinweis auf einen Primartumor auf
den Ursprung des Tumors ruckgeschlossen werden, da maligne Zellen ihr CK-
Expressionsmuster wahrend der malignen Transformation beibehalten (Moll 1998).
Dieses Prinzip wird bei der Diagnostik bei undifferenzierten Malignomen seit tUber 20
Jahren genutzt (Chu et al. 2002). Aufgrund des immunhistochemischen Expressions-
und Verteilungsmusters von CK8, 18 und 19, den am haufigsten in Karzinomen
vorkommenden Cytokeratinen, konnen Vorhersagen zur malignen Progression von
Osophaguskarzinomen gemacht werden (Brattstrom et al. 2005). Bei der Diagnose
von Zervixkarzinomen dient CK8 als Marker flr eine maligne Transformation, da
wahrend der malignen Transformation von gesunder Zervixschleimhaut zum
invasiven Karzinom die Expression von CK8 zunimmt (Carrilho et al. 2004).

CK8 eignet sich auferdem als Markermolekil zur Differenzierung zwischen
Leukoplakien der Mundschleimhaut, die potentielle Karzinomvorstufen darstellen
konnen. Eine de novo-Expression von CK8 konnte nur in dysplastischen Arealen von
Leukoplakien beobachtet werden, hyperplastische Leukoplakien waren CK8-negativ
(Gires et al. 2006).

Daneben befinden sich auch Cytokeratinfragmente im Serum. Es besteht dabei eine
Korrelation zwischen dem Konzentrationsanstieg im Serum und der Tumoraktivitat
(Barak et al. 2004). CK8 stellt neben CK 18 und 19 eine groe Komponente des so
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genannten tissue polypeptid antigen (TPA) dar. Die Untersuchung von TPA als
serologischer Marker ist bei Erkrankungen mit epithelzellassoziierten Karzinomen wie
Kopf-Hals-, Brust-, Kolorektal-, Lungen- und Blasenkarzinomen weit verbreitet (Barak
et al. 2004).

Gires et al. (2004) konnten erhdhte CK8-Antikorper im Serum von an Karzinomen
des oberen Aerodigestionstrakts erkrankten Patienten in frihen Krankheitsstadien
nachweisen, was die Moglichkeiten der Nutzung von CK8 als diagnostischem
Tumormarker erweitern koénnte. Bei Osophaguskarzinomen wurde eine positive
Korrelation zwischen Tumorvolumen und der Menge an zirkulierendem CK8, 18 und
19 festgestellt. Da der Spiegel an zirkulierendem CK8, 18 und 19 ebenfalls mit
anderen klinischen Parametern wie Hamoglobin oder Albumin in Zusammenhang
steht, scheint dieser die biologische Aggressivitat zu reflektieren, die wahrscheinlich
auf eine erhdhte Tumorzellaktivitdt zurtckzufuhren ist. Zusammen mit anderen
klinischen Parametern Iasst sich so eine individuelle Aussage uUber die Prognose flr

einen Patienten treffen (Brattstrom et al. 2005).

Da CK8 auf HNSCC aberrant membranstandig exprimiert wird, gesunde Gewebe
jedoch keine Expression auf der Oberflache zeigen, stellt CK8 ebenfalls ein
geeignetes Zielmolekul fir eine antikdrperbasierte Therapie dar. Da der
therapeutische Effekt von unkonjugierten monoklonalen Antikorpern haufig nicht
ausreicht, um solide Tumoren vollstandig zu eliminieren (Balzar et al. 1999), ist eine
Kombination der Antikérper mit Chemotherapeutika, Zytokinen oder Radionukliden
sinnvoll (Mellstedt 2000, Flieger 2000).

2.3. Radioimmuntherapie

2.3.1. Definition

Bei der Radioimmuntherapie (RIT) werden an Radionuklide gekoppelte Antikoérper
verwendet, die gegen tumorspezifische bzw. tumorassoziierte Antigene gerichtet
sind. Ab Mitte der 70er Jahre wurde der Weg, der heute unter dem Begriff der
Radioimmuntherapie verstanden wird, von mehreren Arbeitsgruppen beschritten
(Behr 2002).
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Durch die selektive Bindung der radionuklidmarkierten Antikdrper an Tumorzellen
wird die zytotoxische Strahlung direkt GUber den Blutkreislauf an das Tumorgewebe
transportiert und kann dort direkt wirken.

Der Erfolg einer RIT hangt von der Auswahl des Radionuklids, dem verwendeten
Antikdrper und dem zu behandelnden Tumor ab. Dabei spielen mehrere Faktoren
eine entscheidende Rolle: die Radiosensitivitdt des Tumors, die Tumorgréle, die

Tumorlokalisation sowie die Durchblutung des Tumors (Goldenberg 2003).

2.3.2. Radionuklide

Die Auswahl des Radiopharmakons erfolgt nach Strahlenenergie, physikalischer
Halbwertszeit und Strahlenart des Radionuklids. Dabei muss das Volumen des zu
behandelnden Tumors berlcksichtigt werden. AuRerdem spielen die Stabilitat des
Radionuklids nach Bindung an den Antikorper und die Kinetik derselben eine
wichtige Rolle. Eine weitere Voraussetzung fur die Anwendung eines Radionuklids
ist, dass es sich einfach und effizient an Antikorper konjugieren lasst (Goldenberg
2003).

Bezlglich der Strahlenart der Radionuklide lassen sich a-, B- und y-Strahler
unterscheiden. Fur gro3e Tumoren sind insbesondere tief eindringenden B-Emitter
geeignet, wohingegen bei kleineren Tumoren eher Radionuklide mit einer kirzeren
Reichweite, aber mit hdherem linearen Energietransfer (LET) anzuwenden sind
(Goldenberg 2003).

Die B-Emitter mit einer Halbwertszeit von einigen Tagen eignen sich besonders als
therapeutische Radionuklide. Die Reichweite von B-Teilchen betragt einige Millimeter
und ermoglicht so die Bestrahlung mehrerer Zellschichten. Durch den so genannten
.Kreuzfeuereffekt” werden auch Tumorzellen bestrahlt, die fur die Antikérper schlecht
zuganglich sind oder nur eine schlechte bzw. fehlende Antigenexpression zeigen
(Borjesson et al. 2004). ' und Yttrium-90 (*°Y) sind die meist verwendeten B-
Strahler im Bereich der RIT. Weitere B-Emitter stellen die Rhenium-Isotope '*Re und
'®8Re sowie Lutetium-177 ('""Lu) dar. Die Radionuklide unterscheiden sich beziiglich
ihrer Halbwertszeit (HWZ), dem Vorhandensein oder Fehlen einer zusatzlichen
Emission von y-Strahlen, der Energie ihrer B-Strahlen und ihrer Reichweite im
Gewebe (Koppe et al. 2005). Ein reiner B-Strahler ist Y. Aufgrund seiner hohen
Strahlungsenergie und einer Reichweite von 12 mm im Gewebe ist dieses Nuklid
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besser fiir die Behandlung groRer Tumoren geeignet (Goldenberg 2002). '*'I gehort
zu den B-Strahlern, die, wie '®*Re und "®®Re, dariiber hinaus auch (iber y-Strahlen
verfugen. Dadurch konnen diese Radionuklide auch fur szintigraphische Aufnahmen
unter der Gammakamera verwendet werden.

Mit "' liegen langjahrige Erfahrungen in der Behandlung von Tumorerkrankungen
vor. Auch in der RIT von Kopf-Hals-Tumoren im Xenotransplantatmodell zeigte sich
31| unter anderem in Verbindung mit einem anti-CD44v6-Antikdrper als geeignetes
Nuklid (Cheng et al. 2004).

a-Emitter wie die Wismuth-Nuklide 2Bi und 2°Bi oder Astatine-211 (*''At) finden
ebenfalls Anwendung im Bereich der RIT. Die a-Strahler verfugen uber einen
wesentlich hoheren LET im Vergleich zu den B-Emittern. Aufgrund der sehr geringen
Reichweite der Strahlen im Gewebe sind sie vor allem fir die Therapie von
Mikrometastasen oder zirkulierenden Tumorzellen geeignet. Allerdings verfliigen sie

nur Uber eine kurze Halbwertszeit (Goldenberg 2002).

FUr bildgebende diagnostische Verfahren sind reine y-Emitter geeignet. Dabei sind
sie so auszuwahlen, dass die Halbwertszeit des Radionuklids eine bildliche
Darstellung zum Zeitpunkt der optimalen Aufnahme des Radioimmunkonjugats
erlaubt. '?® bringt als reiner y-Strahler sehr gute Voraussetzungen fiir diesen Zweck
mit (Borjesson et al. 2003). Als weiterer y-Emitter ist unter anderem Technetium-99m
(**™T¢) zu nennen, das z. B. bereits bei radiommuntherapeutischen Studien bei Kopf-

Hals-Tumoren angewendet wurde (Colnot et al. 2003).

2.3.3. Antikorper in der Radioimmuntherapie

Neben der Auswahl des Radionuklids spielen auch die fur die RIT verwendeten
Antikdrper und die Eigenschaften des Zielantigens eine sehr grof3e Rolle.

Eine hohe und selektive Anreicherung des Antikdrpers sowie eine ausreichend lange
Verweildauer im Tumor sind wichtige Voraussetzungen fur einen effektiven Einsatz.
Beeinflusst wird dies durch zahlreiche Faktoren: AntikorpergrofRe, Antikorpertyp
sowie Ausmal der Antigenexpression auf der Zelloberflache

Mit der Hybridomatechnik erdffnete sich die Mdglichkeit, monoklonale Antikérper mit
gleich hoher Affinitat und Spezifitdt zum Antigen in groReren Mengen herzustellen
(Kohler und Milstein 1975).
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Fur die RIT werden im Allgemeinen intakte Antikdrper vom IgG-Subtyp verwendet.
Des Weiteren stehen Antikdrperfragmente (F(ab) oder F(ab’),) zur Verfligung, die
durch enzymatische Verdauung intakter IgG-Antikorper produziert werden (Koppe et
al. 2005).

Monoklonale Antikérper sind meistens murinen Ursprungs. Damit kann ihre
Immunogenitat einen limitierenden Faktor bei immuntherapeutischen Ansatzen
darstellen. Heutzutage werden daher soweit moglich humanisierte Antikorper

eingesetzt.

2.3.4. Radioimmuntherapie bei hamatologischen Erkrankungen

In vielen Studien wurde die therapeutische Effizienz von radioimmuntherapeutischen
Behandlungen bei hamatopoetische Tumoren getestet, in den meisten Fallen mit
gutem Erfolg.

Etabliert hat sich die RIT zur Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Als
erstes kommerziell erhaltliches RIK wurde *Y-Ibritumomab (Zevalin®) Anfang 2002
in den USA zur Behandlung von B-Zell-NHL zugelassen (Juweid 2002). Seit 2003
wird in der radioimmuntherapeutischen Behandlung von NHL als "*'I-Tositumomab
(Bexxar®) eingesetzt. Beide Radioimmunkonjugate haben als Zielantigen CD20, das
auf nahezu allen normalen und malignen B-Zellen exprimiert wird (Hagenbeek 2005,
Goldenberg 2002). Ein therapeutischer Erfolg ist jeweils bei ungefahr 75% der
Patienten zu verzeichnen (Larson et al. 2005). Zwar wird die Behandlung momentan
vor allem noch bei Patienten mit einem Rezidiv eingesetzt, mittlerweile gibt es aber
auch viele aussichtsreiche Ergebnisse bei einer First Line-Behandlung (Koppe et al.
2005). Auch bei T-Zell-Lymphomen und myeloischer Leukamie gibt es einige viel
versprechende therapeutische Ansatze (Goldenberg 2002).

Die guten Ergebnisse einer RIT bei hamatopoetischen Tumoren sind auf deren, im
Vergleich zu vielen soliden Tumoren, erhdhte Radiosensitivitat zurlckzufuhren
(Juweid et al 1996). AulRerdem macht die Lokalisation der Erkrankung in Blut, Milz
und Knochenmark diese Tumoren optimal flr Antikérper zuganglich (Colnot et al.
2001).
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2.3.5. Radioimmuntherapie bei soliden Tumoren

Die radioresistenteren soliden Tumoren sprechen auf die RIT wesentlich weniger an
als hamatologische Tumoren. In den letzten Jahren wurden einige Strategien
entwickelt, um die Resultate zu verbessern. Eine Etablierung der RIT ist jedoch
bisher bei soliden Tumoren noch nicht gelungen. Die Versuche gehen bisher nicht
Uber Phase I- und Phase II-Studien hinaus (Goldenberg 2003).

In ersten Phase I/ll-Studien zeigte sich die RIT mit "'l-anti-CEA bei
Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms der konventionellen Chemotherapie
deutlich Uberlegen (Behr et al. 1999). Auch verschiedene radioimmuntherapeutische
Ansatze bei Prostata und Harnblasenkarzinomen sind sehr viel versprechend
(Goldenberg 2002). Bereits 1989 erzielten Senekowitsch et al. aussichtsreiche
Ergebnisse in ersten Studien bezlglich der RIT von Mammakarzinomen. Die
intraperitoneale RIT bei Ovarialkarzinomen verlangerte die Uberlebenszeit der
meisten Patientinnen auf (iber zehn Jahre, wahrend die mediane Uberlebenszeit der
Kontrollgruppe lediglich bei 4 Jahren lag (Epenetos et al. 2000).

Li et al. (2005) konnten gute therapeutische Effekte nach der intratumoralen
Applikation von '®Rhe-Herceptin bei HER2/neu-positiven nasopharyngealen
Karzinomen in einer experimentellen Studie erzielen. Eine Tumorregression bei Kopf-
Hals-Tumoren konnten Colnot et al. (2001) mit '®Rhe-markiertem mAb U36
beobachten. Bérjesson et al. (2003) erzielten ebenfalls in Phase-I-Therapiestudien

erste viel versprechende Ergebnisse in der RIT von Kopf-Hals-Tumoren.

Erste Studien an HNSCC zeigten, dass die RIT auch hier Erfolge erzielen konnte.
Die schlechte Prognose von Kopf-Hals-Karzinomen macht dringend neue
Therapieverfahren notwendig. Dabei ist vor allem auch die fir die hohe Anzahl von
Lymphknoten und Fernmetastasen verantwortliche MRD-Situation bei HNSCC zu
bericksichtigen. Eine RIT ware hierfur ein sinnvoller Ansatz.

In der vorliegenden Studie wurde getestet, inwieweit die systemisch applizierten "*'I-
markierten Antikdrper gegen EpCAM und Cytokeratin 8 fir einen Einsatz im Rahmen
einer RIT geeignet sind. Das Modell des soliden Tumors wurde hierbei wegen der

besseren objektivierbaren Auswertbarkeit angewendet.
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3. Material und Methoden

3.1. Chemikalien und Medikamente

Bepanthen Augensalbe
Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid (DAPI)
Dulbeccos modified eagle medium (DMEM-Zellmedium)
FCS (inaktiviertes, fetales Kalberserum)
Heparin-Natrium

HEPES-Puffer

Irenat

Isofluran

Ketavet (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid)

L-Glutamin

NaCl-Lésung 0,9%

Non essential Amino Acids
Phosphatpuffer (PBS-Puffer)

Penicillin/Streptomycin

Rompun (2% Xylazinhydrochlorid)
Sodium Pyruvate (100 MM)
Trypanblau

Trypsin-EDTA

3.2. Gerite
Gamma-Counter Typ Cobra Quantum 500

Insulinspritze
Mausewaage

Narkosegerat

22

Roche

Biochrom AG, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom AG, Berlin

B. Braun AG, Melsungen
Biochrom AG, Berlin
Bayervital

Drager; Lubeck
Pharmacia & Upjohn,
Erlangen

Biochrom AG, Berlin
Delta-Pharma, Pfullingen
Biochrom AG, Berlin
PBS-Tabletten, Gibco
BRL, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Bayer Healthcare
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin

Perkin Elmer,
Deisenhofen

Braun

Sartorius, Géttingen

Drager, Lubeck
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Kleinfeld-Gamma-Kamera (Modell CX250) Fa. Picker, Espelkamp,

Deutschland

3.3. Antikorper

In der vorliegenden Studie wurden hierbei folgende monoklonale intakte Antikorper

verwendet:

- C215: Hierbei handelt es sich um einen Maus-anti-Human—Antikérper gegen
EpCAM vom Subtyp 1gGz,. Der Antikorper wurde freundlicherweise von Dr. Horst
Lindhofer, Trion Pharma GmbH Munchen, zur Verfigung gestellt. Dieser Antikorper

bindet an die extrazellulare Doméane des EpCAM-Molekuls.

- HK-8: Bei HK-8 handelt es sich ebenfalls um einen Maus-anti-Human—Antikorper
der Subklasse 1gG,,. Der Antikorper ist gegen humanes Cytokeratin 8 gerichtet.
Bezogen wurde der Antikorper von Convance Research Products, Berkeley USA, mit

deren Vertrieb uber HLSS Diagnostik in Freiburg.

- anti-CD20-Antikérper: dieser Antikdrper wurde ebenfalls von Dr. Horst Lindhofer,
Trion Pharma GmbH Muanchen, zur Verfugung gestellt. Es handelt sich ebenfalls um

einen Maus-anti-Human—Antikorper gegen EpCAM vom Subtyp 1gGaa.

3.4. Radionuklide

3.4.1. lod-131 ("*")

Als therapeutisches Nuklid wurde ™'l verwendet. Dies hat eine Halbwertszeit von
8,04 Tagen und gibt beim Zerfall eine B-Energie von 0,61 MeV und eine y-Strahlung
von 0,362 MeV ab. Die therapeutische Strahlenwirkung von "'l geht vor allem von
den B-Strahlen aus, die eine mittlere Reichweite von 0,5 mm erreichen. Die
maximale Reichweite betragt 2 mm und ist somit fur die Behandlung kleinerer
Tumoren geeignet (Pdpperl et al. 2002).

Die y—Emission von '*'| hat eine relativ hohe Energie und ist deshalb eher schlechter

geeignet flr den Einsatz in der Szintigraphie.
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31| ist das am haufigsten in der RIT eingesetzte Radionuklid. Seine groRRen Vorteile
liegen in der guten Verfigbarkeit und den geringen Kosten, zudem lasst sich "'l gut

an Proteine bzw. Antikorper koppeln (Vose et al. 2004, Cheng et al. 2004).

3.4.2. lod-123 ('#)

Als diagnostisches Nuklid wurde fiir die Szintigraphiestudie '?°| verwendet. Dieses
hat eine HWZ von 13 Stunden und ist ein reiner y-Strahler mit einer Energie von 159
keV. Mit der geringeren y-Energie als "'l weist es besser Bildgebungseigenschaften
auf, da es naher an der optimalen Energie von 140 keV fur Szintillationskameras
liegt. Durch die fehlende (-Strahlung kommt es hier zu keiner relevanten
Beeintrachtigung der Zellen. Ein weiterer Vorteil ist der, dass es - wie alle weiteren

lod-Isotope - ebenso einfach an Proteine gekoppelt werden kann.

3.5. Radiojodmarkierung

Die Markierung der  monoklonalen  Antikorper  (1-2mg/Ansatz) mit
Radioaktivitatsmengen von 185-555 MBq wurde nach einer modifizierten und
vereinfachten lodogen-Methode durchgefiihrt, wie sie von Weadock et al. (1990)
beschrieben wurde. Die Reaktion wurde in speziellen lodogen-beschichteten
Reaktionsflaschchen (500 pg lodogen) in Phosphat-Puffer (0.05 M, pH 7.4)
durchgefuhrt, wobei eine Reaktionszeit von flinf bis zehn Minuten ausreichend war.
Tragerfreies ™'l bzw. | wurden als Nal in 0.05 M NaOH (7.4 GBg/ml, ~740
MBq/ug) eingesetzt und von GE Healthcare (Ismaning, Deutschland) bezogen. Nicht
protein-gebundenes lodid wurde mittels eines Anionen-Austauschers (Dowex 1X8-
100, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) innerhalb von 3-5 Minuten entfernt.
AnschlieRend wurde die Lésung Uber einen Sterilfilter filtriert (Acrodisc HT Tuffryn
low protein binding, 0.2 um, Gelman Sciences, Ann Arbor, USA). Die
Markierungsausbeuten betrugen dabei je nach Antikorper zwischen 75% und 95%
und nach Reinigung konnte eine radiochemische Reinheit von Uber 95 % erzielt
werden. Die Integritat der Praparationen wurde mittels Gelfiltrationschromatographie
(High Performance Liquid Chromatography = HPLC) und Proteinfallung mit
Trichloressigsaure bestimmt, wobei mit beiden Methoden der proteingebundene
Anteil der Radioaktivitat Uber 95% betrug. In  der HPLC wurden
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Dimerisierungsprodukte bzw. niedermolekulare Verbindungen mit einem Anteil unter

funf Prozent gefunden.

Phosphate Buffer

i

77 =tead

Protein/Monocional Antibody
in PBS Buffer
& Radionuclide lodogen Vial

(Na™'lin NaOH)  with magnetic stir barr

l Anion Exchange Resin

lodogen Vial
with magnetic stir barr

Sterile Filter

Vent. Needle
Buffer
AirrPressuret [

lodogen Vial **'Iabeled Antibody
with magnetic stir barc  (Final Product)

Abbildung 3: Allgemeines Schema der lodierung monoklonaler

Arbeitsanleitung Dr. F.J. Gildehaus, Labor fir Radiopharmazeutische Chemie,

Nuklearmedizin, Klinikum Grof3hadern, Miinchen)

(Skizze nach
Klinik  far
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3.6. Zelllinien und Zellkultur

3.6.1. Die Hypopharynxkarzinomzelllinie FaDu

Zur Generierung von Tumoren in SCID-Mausen wurde die Zelllinie FaDu verwendet.
Dabei handelt es sich um eine Hypopharynxkarzinomzelllinie, die 1968 aus einem
Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx etabliert wurde. 1974 erfolgte die
Aufnahme von FADU in Passage 102 in die American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, Maryland, USA).

Die Tierversuche wurden allesamt mit dieser Zelllinie durchgefihrt, fir die sowohl
eine membranstandige Expression von EpCAM (Walz et al. 2004) als auch von

Cytokeratin 8 (Gires et al. 2005) nachgewiesen worden war.

3.6.2. Kultivierung der Zellen

Bei FaDu-Zellen handelt es sich um adharent wachsende Zellen. Sie wurden in
folgendem Kulturmedium gehalten: 500 ml DMEM (4,9 g/I D-Glucose), 10 ml HEPES-
Puffer, 5 ml Penicillin Streptomycin, 5 ml Non essential Amino Acids, 5 ml L-
Glutamin, 5 ml Sodium Pyruvate (100 MM) und 50 ml inaktiviertes, fetales
Kalberserum (FCS).

Sobald Zellen konfluent gewachsen sind, wachsen adharente Zelllinien schlecht.
Eine zu hohe Zellzahl fuhrt zu einer verminderten Proliferationsrate. Die Zellen
wurden deshalb, um ein Absterben der Zellkultur zu vermeiden, nach Erreichen der
maximalen Dichte ausgedinnt. Die Zellen wurden hierzu mit Trypsin enzymatisch
abgeldst und unter Verdinnung in ein neues Kulturgefald Gberfuhrt. Dabei wurde wie
folgt verfahren: der Uberstand wurde abgesaugt und der Zellrasen mehrfach mit
PBS-Puffer gewaschen. Nach Entfernen des PBS-Puffers wurde auf die Zellen ein
Gemisch aus Trypsin und EDTA aufgetragen. Die Inkubation der Zellen im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, fuhrte dazu, dass sich diese abrundeten und sich
von der Unterflache zu I6sen begannen. Um die erforderliche Einwirkzeit
abzuschatzen, wurde der Trypsinierungsprozess unter einem
Phasenkontrastmikroskop beobachtet. Die abgelésten Zellen wurden in FCS-
haltigem Kulturmedium resuspendiert, der Zusatz von Serum bewirkte eine sofortige
Inaktivierung des Trypsins. Nach einem erneuten Waschvorgang erfolgte die

Bestimmung der Anzahl der Zellen in einer Neubauer Zahlkammer mit Trypanblau
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und eine Resuspendierung in einer neuen Kulturflasche in Kulturmedium. Die Zellen
wurden je nach individueller Wachstumskinetik und Zelldichte in einem Verhaltnis
von 1:3 bis 1:10 gesplittet.

Die Kulturflaschen wurden sofort nach Abschluss des Passagierens in den
Brutschrank zurickgestellt. Um einen ungehinderten Gasaustausch bei einer 5%-
igen CO, Begasung (37°C) zu ermdglichen, wurden die Schraubverschllisse der
Flaschen dabei leicht gedffnet. Um den Anheftungsprozess der frisch eingesaten
Zellen zu gewahrleisten, erfolgten wahrend der folgenden 24 Stunden keinerlei

Manipulationen an diesen.

Mit einer DAPI-Farbung erfolgte regelmaRig eine Uberprifung aller Medien und
Kulturiberstande auf eine unerwiinschte Kontamination mit Mykoplasmen. Bei 4-6-
Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid (4-6-DAPI) handelt es sich um ein an DNA-
bindendes Fluorchrom, mit welchem sich Mykoplasmen-DNA nachweisen lasst.
Mykoplasmen erscheinen dabei als kleine, hell-leuchtende, regelmaRig geformte
Punkte und unterscheiden sich sowohl in GroRe als auch Form von Bakterien oder

Pilzen.

Zur subkutanen Injektion in die Flanke der Mause wurden die Zellen in FCS-freies

Medium aufgenommen.

3.7. Tierexperimente

3.7.1. Versuchstiere und Tierhaltung

Weibliche Severve Combined Immunodeficieny Disease (SCID)-Mause wurden aus
der Versuchstierzucht und —haltung des GSF-Forschungszentrums, Hamatologikum,
Munchen bezogen.

Zum Zeitpunkt der Einstallung waren die Tiere durchschnittlich 14 Wochen alt. Alle
Mause wurden in Kafigen mit bis zu finf Tieren in einem klimatisierten Raum mit
speziellem Lichtprogramm gehalten (12 Stunden Tag-/Nachtlichtrhythmus). Die
Temperatur betrug dort 24-26°C, die Luftfeuchtigkeit war zwischen 50 und 60%. Den

Mausen stand pelletiertes Mausefutter und Wasser ad libitum zur Verfugung. Die
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Haltung der Tiere erfolgte unter SPF (SCID-Mausstamm)-Bedingungen. Die
Einstallung der Tiere erfolgte jeweils zwei Tage vor Versuchsbeginn.

SCID-Mause verfugen Uber einen fast vollstandigen Ausfall ihres Immunsystems. Sie
wurden 1983 zum ersten Mal beschriecben und entstanden aus einer
Spontanmutation auf dem congenen Stamm C.B 17 auf den Balb/c-Stamm Uber 17
Generationen. Die SCID-Mutation ist auf Chromosom 16 zu finden (Biedermann et al.
1991). Die homozygoten SCID-Mause zeigen einen kombinierten Immundefekt, da
ein Teil der zellularen Abwehr und die Bildung von Immunglobulinen fehlt (Bosma et
al. 1989). Mause, die homozygot bezlglich der SCID-Mutation sind, haben einen
Mangel an B- und T-Lymphozyten, wahrend andere hamatopoetische Zellen wie
Erythrozyten, Megakaryozyten, Mono- oder Granulozyten in normaler Anzahl
vorhanden sind (Bosma et al. 1988). Diese Immundefizienz ist Voraussetzung fur
eine erfolgreiche Xenotransplantation humaner Tumoren, da es sonst zu

Abwehrreaktionen des Empfangertiers kommen kann (Knox et al.1992).

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern
(Tierversuchsantrag gemal} des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 25.5.1998,
Aktenzeichen 209.1/211-2531-22/04) durchgeflhrt.

3.7.2. Anasthesie und Toten der Versuchstiere

Zur Bildgebung wurden die Mause mit 0,18 ml eines Injektionsnarkotikumgemisch
(10 ml Ketavet, 8 ml Rompun, 82 ml NaCl), welches intraperitoneal verabreicht
wurde, betaubt. Zusatzlich wurde subkutan ein Depot von 0,07 ml in die Flanke
gesetzt. Die Narkosedauer betrug zwischen 30 und 45 Minuten. Wahrend des
Fehlens des Lidschlussreflexes wurde Bepanthen-Augensalbe auf der Cornea
verteilt.

Die i.v.-Injektion des Radioimmunkonjugats erfolgte unter Isoflurannarkose mit initial
2| Sauerstoff /2,5 Vol% Isofluran. Dafur wurden die Mause in eine Plastikkammer
verbracht, in die das Isofluran durch einen Schlauch eingeleitet wurde. Zur
Narkoseerhaltung wurde der Isoflurananteil auf 1 Vol% reduziert.

Die Totung erfolgte durch zervikale Dislokation nach Abschluss der Versuche oder
bei Eintritt der Abbruchkriterien.
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3.7.3. Tumormodell

Die Erzeugung solider subkutaner Tumoren erfolgte durch Injektion von 6x10° FaDu-
Zellen in die Flanke der SCID-Mause. Innerhalb von 21 Tagen konnten solide
Tumoren mit einem mittleren Durchmesser von 150 mm?* (Durchmesser 6-10 mm)
generiert werden.

Die Applikation von 0,2 ml Zellsuspension erfolgte mit einer Insulinspritze, wobei fur
jedes Tier eine eigene Nadel verwendet wurde. Zur Applikation wurden die Tiere in

rechter Seitenlage gelagert.

Abbildung 4: SCID-Maus mit xenotransplantiertem Tumor (mit Narkosemaske)

3.8. Verteilung der Radioimmunkonjugate (RIK) im murinen Organismus

3.8.1. Biodistribution

Zur Untersuchung der Verteilung der RIK in den Geweben der Versuchstiere wurden
die Mause mit Isofluran betaubt. Unmittelbar vor Injektion des RIK in eine der
lateralen Schwanzvenen wurde der Schwanz zur Dilatation der Venen in ca. 40°C
warmes Wasser getaucht und anschliellend abgetrocknet. Mittels einer Insulinspritze
wurde die Injektionslésung Uber eine der beiden lateralen Schwanzvenen injiziert.

Das Applikationsvolumen betrug dabei zwischen 100 bis 150 ul und entsprach damit
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einer Aktivitat von 0,6 bis 1 MBg. Um eine starke Anreicherung von lod in der
Schilddrise zu verhindern, bekamen die Mause Irenat Uber das Trinkwasser
verabreicht.

Nach Injektion des RIK wurden die Mause zu definierten Zeitpunkten p.i. getotet
(Tab. 2). Dann erfolgte zunachst die Entnahme einer Blutprobe (ca. 1 ml), indem der
linke Herzventrikel mit einer heparinisierten Spritze punktiert wurde. Im Anschluss
daran wurden verschiedene Organproben entnommen. Die Gewebeproben von
Herz, Lunge, Leber, Nieren, Schilddrise, Darm, Magen, Muskel, Milz und Tumor
wurden in Probenrohrchen Uberfuhrt, von denen zuvor das Gewicht bestimmt worden
war. Unverzglich nach Entnahme wurden alle Gewebe sowie Blut gewogen, wobei
das reine Organgewicht aus der Differenz zwischen organhaltigem und leerem
Probenrdhrchen errechnet wurde. Ebenso wurde mit dem entnommenen Blut
verfahren. Das Gewicht der Mauseschilddrise wurde nach Erfahrungswerten
(personliche Mitteilung Dr. Gildehaus) auf 0,5 pg festgesetzt. Von Dinndarm und
Dickdarm wurde jeweils ein ca. 1 cm langes Stick enthommen und, ebenso wie aus

dem Magen, die Ingesta durch Ausstreichen entfernt.

Abbildung 5: Die entnommenen Organe einer SCID-Maus (im Uhrzeigersinn von links oben: Leber,

Herz, Schilddrise, Lunge, Milz, Darm, Nieren).

Die von den Organproben ausgehenden Impulsraten (counts per minute, cpm)

wurden in einem y-Counter eine Minute lang gemessen. Zusatzlich wurden die
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Impulsraten mehrerer Standardproben, die 1 Prozent der Applikationsaktivitat
enthielten, ermittelt.

Das Schwanzstuck mit der Injektionsstelle und der Tupfer, der zur Stillung der
Blutung gedient hatte, wurden zur Kontrolle ebenfalls mit ausgezahlt. Diese
Zahlraten wurden dann von der applizierten Aktivitat subtrahiert. Bei den einzelnen
Organen wurden die Zahlraten fur die physikalische Halbwertszeit des Radioisotops
korrigiert.

Die cpm-Werte der einzelnen Gewebe- bzw. Blutproben wurden auf Prozent der
injizierten Aktivitat pro Gramm Gewebe/Blut umgerechnet (%ID/g). Aulderdem wurde

das Tumor/Nicht-Tumor-Verhéaltnis berechnet sowie das Nicht-Blut/Blut-Verhaltnis.

Tabelle 2: Biodistribution "*'I-HK-8 bzw. "*'-C215

Mausestamm, | Antikorper | Radionuklid | Injizierte | Messzeitpunkte | Anzahl der Tiere pro
Anzahl der Aktivitat | in Stunden p.i. Messzeitpunkt
Tiere in MBg/
Maus

SCID, 20 HK-8 | 1 8,24,48,72, | 4

96
SCID, 24 C215 | 1 1,8,24,48, |4

72, 96

3.8.2. Beobachtung der Biodistribution mittels Szintigraphie

Nach Applikation der radioaktivmarkierten Antikorper wurde die Verteilung der RIK
mittels Szintigraphie dargestellt (Tab.3). Dazu wurden die Mause mit Hilfe eines
Injektionsnarkotikums intraperitoneal narkotisiert. Die Aufnahmen erfolgten in
Bauchlage ventro-dorsal mittels einer Kleinfeld-Gamma-Kamera (Modell CX250, Fa.
Picker, Espelkamp, Deutschland). Die Aufnahmezeit betrug dabei 30 Minuten.

Nach Abschluss des Versuchs wurden die Versuchstiere getotet.

Tabelle 3: Bildgebung '*°I-HK-8 bzw. '%’I-C215

Mausestamm Antikorper Radionuklid Injizierte Zeitpunkt der Anzahl der
Aktivitat in Bildgebung Mause
MBg/ Maus in Stunden
p.i.
SCID HK-8 123 1 4:24:48 2

SCID C215 123 1 4:24:48 2
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Abbildung 6: Radioimmunszintigraphie: Beurteilung der Verteilung der *-markierten Antikorper

mittels Gamma-Kamera

3.9. Bestimmung der maximal tolerierten Dosis

Vor Beginn der Therapiestudie wurden Versuche zur Ermittlung der maximal
tolerierten Dosis (MTD) durchgeflhrt.

Die MTD wird hier als diejenige Dosis definiert, bei der es nach Applikation des
radionuklidmarkierten Antikérpers innerhalb des Beobachtungszeitraums von 21
Tagen zu einem reversiblen maximalen Gewichtsverlust von 15% im Vergleich zum
Gewicht zum Applikationszeitpunkt kommt. Hierfur wurden pro Antikoérper je vier
verschiedene Dosierungen des Radionuklids gewahlt. Fur C215 wurden 5 MBq, 10
MBq, 15 MBq und 25 MBq gewahlt. Bei HK-8 wurden 7,5, 10, 15 und 17,5 MBq

eingesetzt. Fur jede Dosierung wurden zwei SCID-Mause ohne Tumor verwendet.
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Fir die Bestimmung der MTD wurden die Tiere taglich gewogen und ihr

Allgemeinbefinden kontrolliert.

3.10. Therapiestudie

In der Therapiestudie wurde die Wirkung des RIK auf das Tumorwachstum
untersucht.

Fur die Therapiestudien wurden SCID-Mause verwendet, denen drei Wochen vor
Applikation des RIK 6x10° FADU-Zellen s.c. appliziert worden waren. Das RIK wurde
wie beschrieben (vgl. 3.9.1.) in eine der lateralen Schwanzvenen injiziert. Bei der
Therapie mit an C215 gekoppeltem '*'I wurden dabei bei je 10 Mausen 5, 15 oder 25
MBq appliziert. Gleichzeitig wurde ein unspezifischer IgG2a-Antikorper, hier ein anti-
CD20-Antikorper, appliziert, um die Fcy-Rezeptoren in Milz und Leber zu sattigen.
Die Kontrollgruppen, ebenfalls jeweils aus zehn Mausen bestehend, bekamen
entweder sterile Kochsalzlésung (NaCl) oder den unmarkierten, kalten AK *'-C215
i.v. verabreicht. Der unmarkierte AK wurde dabei ebenfalls simultan mit dem anti-CD-
20-Antikorper appliziert (Tab. 4).

Zur Dokumentation des Tumorwachstumsverhaltens wurde bei jeder Maus zweimal
pro Woche der Tumor mittels einer Schublehre zweidimensional nach Lange und
Breite ausgemessen. Mittels der Formel axb?/2 (a= Lange, b= Breite) wurde aus den
gemessenen Werten das Tumorvolumen berechnet. Die Therapieeffizienz wurde
durch das relative Tumorvolumen erfasst. Dieses ergibt sich aus der Formel Vi/Vy,
wobei Vo das Tumorvolumen zu Anfang der Studie und V; das Tumorvolumen an den
verschiedenen Messtagen p.i. darstellt.

Zusatzlich wurde jede Maus taglich gewogen, um eventuelle Abweichungen im
Fressverhalten fruhzeitig feststellen und um  Ruckschlisse auf das
Allgemeinbefinden der Tiere ziehen zu konnen. Der Allgemeinzustand der Mause
wurde taglich festgehalten, um mogliche Auswirkungen des Tumorwachstums auf
den selbigen zu erfassen.

Nach Abschluss des Versuchs, d. h. 42 Tage p.i., wurden die Mause getotet.

War bei einer Maus eine massive Verschlechterung des Allgemeinbefindens
festzustellen oder eine Gewichtsreduktion um mehr als 20 Prozent erfolgt, wurde sie

vorzeitig euthanasiert.
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Tabelle 4: Therapie mit "*'I-C215
Anzahl der Mause/ Radionuklid bzw. Injizierte An Radionuklid
Gruppe Kontrollsubstanz Radioaktivitat in gekoppelter AK
MBg/ Maus
10 ™) 25 C215+CD20
10 ) 15 C215+CD20
10 ) 5 C215+CD20
10 (Kontrollgruppe) | NaCl - -
10 (Kontrollgruppe) | - - C215+CD20
3.11. Statistische Auswertung
Fir die Zusammenfassung der einzelnen Daten wurden Mittelwert mit
Standardabweichung bzw. Median und entsprechender oberer bzw. unterer

Quartilsabstand gebildet.

Mit Hilfe des t-Tests nach Student wurde fir die vergleichende Statistik getestet, ob
zwei Stichproben aus zwei Grundgesamtheiten mit demselben Mittelwert stammen.
In allen Fallen wurde ein 2-seitiger t-Test fur unverbundene Stichproben mit
ungleicher Varianz durchgefuhrt.

Als statistisch signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5% (p<0,05)

bezeichnet.

Die Berechnung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte in tabellarischer Form und

Diagrammen mit Hilfe des Programms Microsoft Office Excel (Version 2003).
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4. Ergebnisse

4.1. Der Antikorper HK-8

4.1.1. Die Biodistribution des mit "*'I-markierten Antikorpers HK-8 in SCID-

Mausen nach systemischer Applikation

Es wurde die Verteilung des "*"l-markierten Antikdrpers HK-8 nach i.v.-Applikation in
mit FaDu-Zellen subkutan xenotransplantierten SCID-Mausen nach drei Wochen
Tumorwachstum untersucht. Die applizierte Aktivitat betrug dabei 0,6-1 MBq in 100-
150 pl Lésung pro Maus.

Zur Erfassung der Verteilung von '-HK-8 wurden die Tiere zu den Zeitpunkten 8,
24, 48, 72 oder 96 Stunden p.i. euthanansiert. Wie unter 2.9.1. angegeben, wurden
die Organe und der Tumor entnommen und deren Aktivitat in einem Gammacounter

bestimmt. Die entsprechenden Daten sind tabellarisch aufgefuhrt (Tab. 5).

8hpi. 24 h p.i 48 h p.i. T2 hp.i. 86 h p.i
%%IDfg oberer Qu oherer Qu oberer Qu oberer (Ju oberer (Qu
Gewebg Median |unterer Qui Median Junterer Quf Median Junterer Qul Median Junterer Quj Median Junterer Qu

But | 2328 133 15 30 394 10 99 108 g 59 28 575 134

2.83 1,62 0.75 1,68 1,22
0.20 0,35 0,15 0,55 0,46
Herz | 822——2 6772 3.83—s3 2.76—ao 1982

Lunge | 8.88 099 584 041 533 093 2492 050 269 0,31

0,91 0,404 0,34 0,52 0,37
Lever | 13, 78— 8,26 7.19—a 43— 2,92—o23
wiz | 105 36|—757] 52.78——5g] 59.92—55] 30.42—4 21.28—3%;
eun | 9 14F—294 4 27— 3 65—228 24— 226 —22]
wuskel| 1, 19—224 1 5o —22 4 34122 4 o511 o gol—20

Nieren | 7 85— 4 58— 3 24— 325—2 2 19—

sD 12,32 0.93 13.03 1278 11,13 994 1222 300 12 g8 128

0,94 1,51 0,92 3,13 1,36
0.41 1,08 0.88 1.43 0104
Tumor | 853——224 76554 8.33— 5 6.72— % 39031
magen | 4.02——53 353—75 294 2.21—4 1394

Tabelle 5: Verteilung des '*'l-markiertem HK-8 zum Zeitpunkt 8, 24, 48, 72, 96 h p.i. nach
systemischer Injektion im Organismus von SCID-Mausen (Werte in %ID/g, Median mit oberem und

unterem Quartilsabstand (Qu)).
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Die Aktivitat im Tumor zeigte sich initial geringer als in den Gbrigen Organen, nahm
im Laufe der Zeit aber zu und erreichte 48 Stunden p.i. ihr Maximum. Im weiteren

Verlauf zeigte sich dann ein kontinuierlicher Abfall der Aktivitat im Tumor.

Im Blut und in den gut durchbluteten Organen wie Herz, Lunge und Nieren zeigte
sich initial eine hohere Aktivitat als im Tumor, die mit zunehmender Zeit jedoch rasch
abfiel. Nach 24 h p.i. zeigte der Tumor bereits eine hdohere Aktivitat als in den
meisten Organen. Diese war auch 96 h p.i. héher als in anderen Proben, wie Herz,
Lunge und Nieren.

In der ebenfalls gut durchbluteten Leber und Milz war anfangs die hoéchste Aktivitat
zu finden. Auch hier zeigte sich in allen folgenden Messungen ein stetiger Abfall der
%ID/g. Das einzige Organ, in dem sich Uber den gesamten Zeitraum hinweg nahezu

gleich bleibende Werte fanden, war die Schilddrise.
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9,00 3

8,00 = — ~ Herz

7,00 ‘%(/ ~ Lunge
o 6,00 AN ~ lleum
0 500 — Muskel
® 4,00 \K v — Nieren

3.00 I Magen
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1,00 e ————
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8h 24h 48h 72h 96 h
Stunden p.i.

Grafik 1: Biodistribution von "*'I-HK-8 zum Zeitpunkt 8, 24, 48, 72, 96 h p.i. nach systemischer

Injektion in xenotransplantierten SCID-Mausen (Werte in %ID/g, Median).

Grafik 1 verdeutlicht den Anstieg der %ID/g im Tumor bis zum Zeitpunkt 48 Stunden
p.i.. Ab 24 Stunden p.i. zeigt der Tumor im Vergleich zu Herz, Lunge, lleum, Muskel,
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Nieren und Magen die hdchste %ID/g und im Vergleich zu diesen Organen einen
langsameren Aktivitatsverlust.
Die Bestimmung der %ID/g Gewebe gibt einen Uberblick Uber die absolute Aktivitat

der Organe zum jeweiligen Messzeitpunkt.

Um die Therapiesicherheit zu eruieren, wurde zusatzlich das T/NT-Verhaltnis, d. h.
das Verhaltnis der Aktivitat im Tumor zur Aktivitdt in den anderen entnommenen
Organproben, berechnet. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 6 aufgelistet. Ein
hohes T/NT-Verhaltnis bedeutet, dass in der entsprechenden Organprobe eine im
Vergleich zum Tumor niedrigere Aktivitat zu finden ist.

Insgesamt stieg das T/NT-Verhaltnis bei allen Organen, mit Ausnahme der
Schilddrise, im Laufe der Zeit im Vergleich zur ersten Messung an. Ab 48 h p.i. war
in allen ausgemessenen Proben mit Ausnahme von Blut, Milz und Schilddrise ein
T/NT-Verhaltnis >1 zu finden. Die Anreicherung im Tumor nahm somit im Vergleich
zu allen anderen Organen zu. Das geringste T/NT-Verhaltnis zeigte Uber den

gesamten Zeitraum hinweg die Milz, das hochste das Muskelgewebe.

Bhpi 24 hpi. 48 h p.i. T2hpi. G5 h pi.
T:NT oberer Qu oberer Qu oberer Qu oberer Qu oberer (Ju
Gewebdg Median |unterer Quf Median Junterer Juf Median Junterer Quj Median Junterer Quj Median Junterer O

Blut 0.27 000 0,49 208 067 090 0,73 2290 067 0,14

0,03 0,04 0,05 0,17 012
Herz | 0,83 1202 2 19— 225—24 2 o2}——2
unge | 0,772 1 16—t 5724 57— 4 45—

Leber | 0.45—228 0,904 1,13—=2 141—23 1,33}—1

0,02 0,06 0,16 0,16 0,12
. 0,00 0,03) 0.01 0,26 0,03)
wiz | 0,06 014—o2 01422 0.17—o2 0,18—a=
teum | 0,763 2,005 2,285 22335 1.82—ca=
muskel| 5882 618——=24 691> 53023 590—2
. 0,05 0,26 0.33 017 0,11
Nieren | 0,82 ool] 164 5o5] 298 5] 2.63 oas| 171 0.06
| o=l om0 oeo ol oss—oH oarl—oo]

0,00 0,00 0.00 0,00) 0.00
Tumer | 1,00 0,00 1,004“00 1,00 500l 1.00 500 1,004'0_00

Magen | 1.60—2od 23172 2812 285224 291}——=

Tabelle 6: T/NT-Verhaltnis der einzelnen Organe nach Applikation von ¥1-HK8 zum Zeitpunkt 8, 24,
48, 72, 96 h p.i. (Median, oberer und unterer Quartilsabstand (Qu)).
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Da sich bei systemischer Applikation immer ein gewisser Teil der RIK im Blut
befindet, wurde auflerdem das Verhaltnis der entnommenen Proben zum Blut
berechnet (Nicht-Blut/Blut-Verhaltnis, NB/B-Verhaltnis). Damit lasst sich eine
Aussage uber die Anreicherung in den entsprechenden Proben unabhangig vom
Durchblutungsstatus der jeweiligen Probe machen. Ein hohes NB/B-Verhaltnis lasst
auf eine hohe Anreicherung des RIK im Gewebe unabhangig vom Blutfluss

schlie3en. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 aufgefuhrt.

hp.i 24 hpi 48 hpi .!'Ehpi. 06 h pi.

=T I-:-be-rer U |-:.'-I:-erer -Eu |-:-Eerer Eu oDerer G | I-:.'-I:-e-rer foTT

ewebe IMedianfunterer QulMedianfunterer Jul Medianfunterer 2l Median|unterer Qul Mediznfunterer O
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
e | 1.00—2 1.00 u::l 1,00—54] 1.00 4“, 1,00 :Llﬂlm
aE 0,04 0, - 0,03 -y 0,03 o 0,02

fre: | 0.35—53 0.44—22 0.31—F 0,35 —— 0,33 —22
’ 0,05 ’ 0, . 0,05 . .03 e 0,03
unse | 0.42 ﬁ 0.42  0.43—7] 0.46—5] 0.45—H]
¥ .14 = 10 s ¢ 0,05 EE .14 e 0,03
eeber | 0,632 0,54 —21 0 62122 o 55—L1Y ¢ 55283
i . 1,438 . . 51 - 0398 - 75 . 028

L

|r~mz 4,63——== 3.46——= 4.ab4ﬁi 3,98 1 3, X
: L0 o e 0.0 p - 0,040 o - 0,27

Illeum 0,46 ol 026 0.4 934 o.05) Vo1 0,02
" ¢ 0,01 ¢ ’ 0,04

Ir.-luskel 0,08 0.09 507 912 0,03
. - 0,0 o -.’.l.-.’.IEI
Ir-.lle-ren 033 0,31 0.04 0.26 0,05
= 0,1 0,52
ko |o53 0,84 —24 1.00 =4
- ! s 0.0 ~ 0,14

Tumor | 0,27 0.49 ] 0,67 KR
’ 0,0 , 0,04

JMegen | 0,17 0.21}—=7] 0.27 o

Tabelle 7: NB/B-Verhaltnis der einzelnen Organe nach Applikation von ¥1-HK8 zum Zeitpunkt 8, 24,
48, 72, 96 h p.i. (Median mit oberem und unterem Quartilsabstand (Qu)).

FUr den Tumor und die Schilddrise konnte insgesamt Uber den Zeitraum 8 h bis 96 h
p.i. eine deutliche Steigerung des NB/B-Verhaltnisses gezeigt werden.

Die Zunahme des Tumor/Blut-Verhaltnisses wird durch Grafik 2 verdeutlicht. Der
Anstieg erfolgt bis 48 h p.i. relativ steil und erreicht 72 h p.i. sein Maximum. 96 h p.i.
ist der Quotient im Vergleich zu Herz, Lunge, lleum, Muskel, Nieren und Magen
ebenfalls grof3er. Dies spricht fur einen kumulativen Effekt im Tumor. In den Ubrigen

Organen findet sich im zeitlichen Verlauf ein annahernd konstantes Verhaltnis.
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Grafik 2: NB/B-Verhiltnis nach Applikation von "*'I-HK-8 zum Zeitpunkt 8, 24, 48, 72, 96 h p.i. (Werte
in %ID/g, Median).

4.1.2. Die Radioimmunszintigraphie mit dem '»I-markierten Antikorper HK-8

Nach einem Tumorwachstum von drei Wochen in mit FaDu-Zellen
xenotransplantierten SCID-Mausen (vgl. 3.7.3) erfolgte wie unter 3.8.2. beschrieben
die in vivo- Bildgebung 4, 24 und 48 Stunden nach Applikation des
Radioimmunkonjugats '?°I-HK-8 (Abb. 7)

4 Stunden nach Applikation von '%I-HK-8 war die hdchste Aktivitat im Blutpool zu
sehen. Im weiteren Verlauf war eine homogene Verteilung der Aktivitat in den
Eingeweiden wie Niere, Leber, Milz und Lunge zu verzeichnen. Die Aktivitat in der
Blase ist auf eine Ausscheidung von '#’|-HK-8 {iber die Nieren zuriickzufiihren. Ab 24
Stunden p.i. konnte eine deutliche Akkumulation in der Schilddriise registriert
werden. Der Tumor zeigte 48 Stunden p.i. eine Anreicherung des
Radioimmunkonjugats.
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Abbildung 7: Szintigraphische Abbildung der Anreicherung des Radioimmunkonjugats 4, 24 und 48
Stunden p.i.. Ganz oben ist zum Vergleich die xenotransplantierte SCID-Maus abgelichtet. Der Pfeil

markiert den Tumor.

4.1.3. Bestimmung der maximal tolerierten Dosis von "*'I-HK-8 in vivo

Zur Ermittlung der MTD wurden je zwei SCID-Mausen ohne Tumor 7,5, 10, 15 oder
17,5 MBq ""I-HK-8 i.v. appliziert.

Die MTD wird hier als diejenige Dosis definiert, die in einem bestimmten Zeitraum zu
einem reversiblen Gewichtsverlust der Versuchtiere um 15% im Vergleich zum
Ausgangsgewicht an Tag 0 fuhrt. Zur Bestimmung der MTD wurden taglich Gewicht

und Allgemeinbefinden der Tiere kontrolliert.
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Grafik 3: Bestimmung der maximal tolerierten Dosis von "¥1.HK-8 in SCID-Mausen. Relatives

Gewicht am entsprechenden Tag p.i. (Mittelwert).

Wie in Grafik 3 dargestellt, zeigten die Tiere, denen 7,5 oder 10 MBq injiziert worden
waren, weder im Bezug auf ihr Gewicht noch auf das Allgemeinbefinden relevante
Abweichungen. Im Gegensatz dazu zeigten die Mause mit einer Dosis von 15 MBq
und 17,5 MBq ab Tag 3 einen Gewichtsverlust, der bis Tag 11 in beiden Gruppen
ahnlich blieb. Ab Tag 11 kam es in der Dosisgruppe mit 17,5 MBqg zu einem sehr
starken Gewichtsabfall, der an Tag 14 bereits 28 % betrug und so zu einem Abbruch
des Versuchs fuhrte. Die 15 MBQq-Gruppe zeigte ebenfalls ab Tag 11 einen
kontinuierlichen Gewichtsverlust, der an Tag 19 bei uber 20% lag. Auch dieser
Versuch musste somit beendet werden.

Die MTD fiir "*'-HK-8 liegt somit bei systemischer Applikation bei 10 MBgq.



Ergebnisse 42

4.2. Der Antikorper C215

4.2.1. Die Biodistribution des mit *'I-markierten Antikérpers C215 in SCID-

Mausen nach systemischer Applikation

Entsprechend der Untersuchungen zur Biodistribution mit dem Antikorper HK-8
wurde die Verteilung von "*'1-C215 erfasst. Nach 1, 8, 24, 48, 72 und 96 h p.i. wurde

die %ID/g im Gamma Counter bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 dargestellt.

Thp.i. Bhp.i. 24 N p.l. 48N p.i. T2 hpi. 96 h pl.
W10/ oberer Qu oberer (u oberer (Ju oberer (Ju oberer Qu oberer (Qu
Gewebe | Median {unterer G Median [unterer Qi Median Junterer Qul Median funterer Oy Median Junterer Q) Median Junterer QL
| 676k 269 31— 03— o5 o312
o | 233 —2f T oa—2 o as 2% o 1oy o 1o —2e o o —2¢
e 35832 1 a1 |2 07128 03622 o2a = 01| =
comr | 122622 5,701 52l S 200 220 o] o 20722
wiz [ 41,1322 25 57 —224 16 201—291 7 14 —24 11,20 —12] 11,65 —3
T I e R [ e [ e (Y e [
o] 038310 2238 o 6228 0 0092 0 06|25 o oal—22
o] 6422 1 62— 0 0028 0 o] —22d 0132 0|22
I R e [ s [T s [ e e e [op] e
Tumer] 00521 071290 05025 0000 0604 00322
o] 25228 0700t 0712 o278 ozsl il 0 al—2n

Tabelle 8: Verteilung der '*'I-markierten anti-EpCAM-Antikdrpers C215 zum Zeitpunkt 1, 8, 24, 48, 72,
96 h p.i. nach systemischer Applikation im Organismus von SCID-Mausen (Werte in %ID/g, Median

mit oberem und unterem Quartilsabstand (Qu)).

Auch hier zeigten die gut durchbluteten Organe wie Herz, Lunge, Nieren und Darm
initial eine sehr hohe Aktivitat.

Die initial in den entnommenen Organproben gemessene Aktivitat fiel dann jedoch
nach 8 Stunden p.i. in allen Organen um die Halfte ab. Mit Ausnahme der Milz setzt
sich ein Ruckgang der %ID/g in allen Proben dann kontinuierlich bis zur letzten
Messung fort.

In Leber, Milz und Schilddrise war anfangs die hochste Aktivitat zu verzeichnen.
Diese fiel jedoch ebenfalls im weiteren zeitlichen Verlauf. Der Tumor zeigte eine im

Vergleich zu den anderen Organproben wesentlich geringere Anreicherung des RIK.
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Auch im Tumor war ein Aktivitatsverlust zwischen 1 und 24 p.i. festzustellen, danach

blieben die Werte relativ konstant.
Grafik 3 verdeutlicht den, im Vergleich zur Aktivitat im Tumor, steilen Abfall der %ID/g

in den gut durchbluteten Organen wie z. B. Herz und Nieren.
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Grafik 3: Biodistribution von "*'-C215 nach systemischer Applikation zum Zeitpunkt 1, 8, 24, 48, 72,
96 h p.i. in xenotransplantierten SCID-Mausen (Werte in %ID/g, Median).
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Das T/NT-Verhaltnis der einzelnen Proben ist in Tabelle 9 dargestellt.
Thpl Bhpi 2 hpa 4Bh pi. 2 hpl 95 hpa
T-MT oberer Qu cberer Ju oberer Qu oberer Qu cizerer Ju oberar Qu
[Gewebe] Median Junterer O Median Junterer 2 Median Juntersr S Median Juntersr O Median Junierer Qo Median Juntersr 2y
Jpue | 0.18p—5] 0.24f—5] 04s—5] o.59—2H] 08— 07—
fper: | 0.as—2 oso—5] 1283 1e9f—2H 191—5 20422
ounee | 03325 0492 os1|— osaf—25] 107—5] 1.28 3331
feeber | 0.10—2] 0122 o16p—22] o.16p—2] 011fp—8] o11f—2E
|mnz 0.03% 0035 0.04— 0.04 0.02—35 0.02 gggi
freum | 0.38—=H 04522 081}—=1 0.84 0.79}—=4] o.96}—
0.1 0,43 o244 048 = 0.53
fpeusice 2.51% 289—24 3 62—22 358 47522 5 70—22
ieren] 024221 040221 o0.59—287 035 0,60—=2 065>
o | oos—24 03— 043224 o2 0.56—55 051—%
rumor| 1,002 1,003 1.00—5] 1.00 1.00—s5g| 1.00—35
[resen| 0.31— 098} o.s2f—2 1 12— 12— 103 —F

Tabelle 9: T/NT-Verhaltnis nach Injektion von ®¥1.c215 zum Zeitpunkt 1, 8, 24, 48, 72, 96 h p.i.

(Median mit oberem und unterem Quartilsabstand (Qu)).

Insgesamt war bei Blut, Herz, Lunge und Magen ein kontinuierlicher Anstieg des

T/INT-Verhaltnisses zu verzeichnen. Bis auf kleinere Schwankungen bestand bei

lleum, Muskel, Nieren und Schilddriise ebenfalls ein Anstieg des T/NT-Verhaltnisses

von der ersten Messung 1 h p.i. bis zur letzten 96 h p.i.. In Leber und Milz war ein

geringer Anstieg bis 24 Stunden p.i. und ab 72 h p.i. wieder ein Abfall derselben

festzustellen.
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Das Verhaltnis der Anreicherung in den entnommenen Proben im Vergleich zum Blut

ist in Tabelle 10 dargestellt.

1hpi. Bhpi 24 hp.l. 48h p.i. 72hp 56 h p.i

NE/B aberar UL oberer (u oberer UL oberer Lu oberer Uu oberer (Ju
Gewebe fMedianjunterer Qu | Medianjunterer Quil Median Junterer QU Median Junterer QU Median Junterer Qu] Median Junterer QU
awe_| 1,00 —2 1,002 1.00—2 10032 1,002 1.00—22

= el 3
e 0312 035 —2 0,342 03720 o432 0402
conoe [ 0512 00824 05524 06122 o752 ool

k] =
cover | 66 —23] 200 —22] 20622 08— 6.72—12] oro—n
miz | 6,044 8,552 11,894 15.72—2=2 36,31 —== 38,35 —=

k! 5|

weum 0,512 05522 05925 07722 15|22 07222
wove | 0,072 0.0 22 0,122 0153 o212 0,132
e | o 7a—oa] 061 —e2] 075 —oa] Ted—o 1ol —ea] L=
© [s01 {07022y 172|271 27|02 722 T3l —o
rumor [ 0,18 —2% 02422 04528 0502 o.86—2% o712k
o | 064 —22 0252 05221 oo 22 o721 o2

Tabelle 10: NB/B-Verhaltnis nach Applikation von 31.C215 zum Zeitpunkt 1, 8, 24, 48, 72, 96 h p.i.

(Median mit oberem und unterem Quartilsabstand (Qu)).

Hierbei zeigte sich analog zu den Ergebnissen mit ™'-HK eine kontinuierliche
Steigung im Tumor. Ebenfalls zeigte sich flr die Nieren und den Darm ein Anstieg
des NB/B-Verhaltnisses. In den Ubrigen Organen fand sich ein Uber die Zeit konstant
bleibendes Verhaltnis. Dies zeigt, dass die Aktivitdtsanderung in den Organen allein
von der Aktivitatsanderung im Blut abhangig war. Im Gegensatz dazu ist im Tumor

von einer Aktivitatsanreicherung auszugehen.
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Grafik 4: NB/B-Verhaltnis nach Applikation von ¥11.c215 zum Zeitpunkt 1, 8, 24, 48, 72, 96 h p.i. in

xenotransplantierten SCID-Mausen (Median).

4.2.2. Die Radioimmunszintigraphie mit dem *I-markierten Antikorper C215

An SCID-Mausen wurde drei Wochen nach Xenotransplantation der FaDu-Zellen

eine Radioimmunszintigraphie durchgefuhrt (vgl. 3.8.2).

Die planaren, statischen Aufnahmen mit einer Gamma-Kamera erfolgten dabei 4, 24
und 48 Stunden nach Applikation des Radioimmunkonjugats '?*I-C215 (Abb. 8).
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Abbildung 8: Szintigraphische Abbildung der Anreicherung des Radioimmunkonjugats 4, 24 und 48
Stunden p.i.. Ganz oben ist zum Vergleich die xenotransplantierte SCID-Maus abgelichtet. Der Pfeil
markiert den Tumor.

Auch hier zeigte sich wie bei '®I-HK-8 initial die Hauptaktivitat im Blutpool. Im
weiteren Verlauf zeigte sich dann eine relativ homogene Verteilung Uber den
Eingeweiden, die zunehmend abfiel. Der Tumor zeigte nach 48 h p.i. eine

Anreicherung.

4.2.3. Bestimmung der maximal tolerierten Dosis von "*'I-C215 in vivo

Entsprechend zu HK-8 wurde vor Beginn der Therapiestudie die MTD von "*'-C215
ermittelt.
Die MTD wird hier wiederum als diejenige Dosis RIK definiert, die im Zeitraum von 21

Tagen zu einem reversiblen Gewichtsverlust der Versuchtiere um 15% im Vergleich
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zum Ausgangsgewicht an Tag 0 fuhrt. Zur Bestimmung der MTD wurden taglich das
Gewicht und das Allgemeinbefinden der Tiere kontrolliert.

Als Dosierungen wurden hier 5 MBq, 10 MBq, 15 MBq und 25 MBq gewahlt. Je zwei
Versuchstiere ohne Tumor bekamen jeweils dieselbe Dosis appliziert. Die ermittelten

Daten sind in Grafik 5 dargestellt.
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Grafik 5: Bestimmung der maximal tolerierten Dosis von '*'I-C215 in SCID-Mausen. Relatives

Gewicht am entsprechenden Tag p.i. (Mittelwert).

Das Gewicht in den Gruppen, die 10 bzw. 15 MBq erhalten hatten, schwankte
anfangs zwar leicht, erholte sich bis Tag 7 aber wieder und unterschied sich im
weiteren Versuchsverlauf nicht mehr signifikant von der 5 MBq-Gruppe. Das relative
Gewicht der Mause nach Applikation von 25 MBq fiel ab Tag 4 ab. Im Vergleich zu
der 5 MBq-Gruppe war zwischen Tag 5 und 16 eine signifikante Reduktion des
Gewichts zu verzeichnen. Ab Tag 17 konnte kein signifikanter Unterschied mehr zum
relativen Gewicht der Mause, die 5 MBq erhalten hatten, festgestellt werden. Das
relative Gewicht in der 25 MBq-Gruppe lag anschlieRend bis Tag 21 nahezu konstant
bei 0,95. Somit wurde die MTD wurde auf 25 MBq festgesetzt.
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4.2.4. Die therapeutische Wirksamkeit des mit "*'I-markierten Antikérpers C215
Je zehn Mause bekamen eine Dosis von 5, 15 oder 25 MBq "*'1-C215 appliziert. Die

Tiere in den Kontrollgruppen erhielten sterile Kochsalzlésung (NaCl) oder den
unmarkierten Antikorper.

Alle Mause waren zu Beginn des Versuchs bei sehr gutem Allgemeinbefinden. Das
mediane Gewicht lag bei 21,76 g.

Der therapeutische Effekt wurde anhand der Tumorvolumenanderung gemessen.
Hierzu wurde das relative Tumorvolumen in den einzelnen Gruppen bestimmt. Das
relative Tumorvolumen bezeichnet das zu einem bestimmten Messzeitpunkt
ermittelte Tumorvolumen im Verhaltnis zum Tumorvolumen am Tag der Injektion des
RIK. Die Uber den Beobachtungszeitraum gemessenen relativen Tumorvolumina sind

in den Grafiken 6 und 7 dargestellt.
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Grafik 6: Relatives Tumorwachstum in der Therapiegruppe mit 5 MBqg sowie den beiden

Kontrollgruppen (NaCl und unmarkierter AK) (Median mit unterem und oberem Quartilsabstand).
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Grafik 7: Relatives Tumorwachstum in den Therapiegruppen mit 15 und 25 MBq (Median).

Um Tag 17 p.i. erfolgte eine Volumenverdopplung bei den Mausen, die NaCl und
unmarkiertem  Antikdrper  erhalten  hatten. Eine  Verdreifachung  der
Ausgangsvolumina konnte in beiden Gruppen an Tag 28 p.i. festgestellt werden.
Insgesamt wurde nach NaCl-Applikation median an Tag 42 p.i. ein 7fach erhohtes
relatives Tumorvolumen, nach Gabe des kalten Antikorpers zu diesem Zeitpunkt ein
ungefahr 10facher Anstieg des Tumorvolumens festgestelit.

Eine Volumenverdopplung war in der 5 MBg-Gruppe zwischen Tag 3 und 7 p.i. zu
sehen, an Tag 17 p.i. eine Verdreifachung des Tumorvolumens. Ingesamt war zum
Zeitpunkt der letzten Messung an Tag 42 p.i. im Vergleich zum Ausgangswert ein
neunfach erhdhtes Volumen zu messen.

Im Gegensatz dazu waren nach Applikation von 15 MBq und 25 MBq die relativen
Tumorvolumina im Vergleich den Kontrollgruppen statistisch signifikant an Tag 17 p.i.
bei 15 MBq, bei 25 MBq ab Tag 10 p.i. verringert (p<0,05).

Bei den Mausen, die 25 MBq erhalten hatten, zeigte der Wert des relativen
Tumorvolumens bereits an Tag 3 p.i. eine Verminderung um den Faktor 0,18 auf
0,82. Bis zum Ende der Tumorvermessungen in der 25 MBqg- bzw. 15 MBq-Gruppe
an Tag 17 p.i. bzw. 24 p.i. konnte jeweils eine Verminderung des relativen

Tumorvolumen auf einen Wert von 0,56 bzw. 0,38 erzielt werden, das entspricht
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einer Reduktion des Tumorvolumens um 44 bzw. 62 Prozent. Nach Tag 17 bzw. 24
p.i. mussten die Mause der 25 MBQg- bzw. 15 MBqg-Dosierungsgruppe vom Versuch
ausgeschlossen werden. Diese Mause waren an Durchfall erkrankt, der zu einer
dramatischen Verschlechterung des Allgemeinbefindens fuhrte und zu einem

Gewichtsverlust der Mause um bis zu 20 %.

Es zeigte sich somit, dass die beiden hochsten Dosierungen, 15 MBq und 25 MBq,
zu einer Reduktion des Tumorvolumens innerhalb eines Zeitraum von 24 bzw. 17
Tagen fuhrten. Das relative Tumorvolumen dieser beiden Gruppen wies dabei im
Vergleich keine statistisch signifikanten Unterschiede auf.

In der 5 MBqg-Gruppe war trotz Antikorpergabe ebenso wie in den Kontrollgruppen
ein exponentielles Tumorwachstum zu verzeichnen. Aufgrund der Streuung der
Werte innerhalb der einzelnen Gruppen war das relative Tumorwachstum der
Gruppen 5 MBq, NaCl und unmarkierter Antikdrper im Vergleich nicht signifikant

unterschiedlich.
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5. Diskussion

Bisher bestehen die Therapiemdglichkeiten bei Patienten mit HNSCC in erster Linie
aus der operativen Entfernung des Tumors in Kombination mit einer Radio- bzw.
Radiochemotherapie oder der primaren Radiochemotherapie bei inoperablen Fallen.
Patienten im Stadium | und Il werden in der Regel operativ behandelt, wobei eine
Heilung bei 70-85% der Patienten erreicht wird. Bei Patienten mit fortgeschrittener
Krankheit ist die Prognose wesentlich schlechter. Der Grund hierfur ist eine zum
Zeitpunkt der Operation bereits erfolgte Streuung der Tumorzellen, so dass es trotz
lokal sanierender Operationstechniken zum Verbleib residualer Tumorzellen, der so
genannten ,minimal residual disease“ (MRD), kommt. Da Kopf-Hals-Karzinome somit
als systemische Erkrankung anzusehen sind, wird eine effektivere, systemische
Therapie dringend bendtigt, um die Prognose zu verbessern. Die Chemotherapie
stellte sich dabei nicht als ausreichend effiziente Therapieform heraus (Borjesson et
al. 2004).

Antikorper, die mit Radionukliden, Toxinen oder Enzymen verbunden sind, stellen
einen viel versprechenden Ansatz bei der Therapie solider Tumoren dar. Ihre Vorteile
bestehen in einem hohen Grad an Spezifitat fir tumorassoziierte Antigene und der
Tatsache, dass Gefalle und Interstitium in Tumoren wesentlich permeabler bezlglich
des Durchtritts von Makromolekulen sind, als in einigen anderen Geweben (Jain
1990). Die Radioimmuntherapie ist wesentlich selektiver wirksam als die
Chemotherapie oder die Bestrahlung. In Tierexperimenten scheint die RIT bei der
Behandlung von Mikrometastasen der Chemotherapie Uberlegen zu sein (Behr et al.
1997).

Die Radioimmuntherapie (RIT) bietet einen neuen, viel versprechenden
therapeutischen Ansatz in der Krebsbehandlung, bei dem radioaktivmarkierte
monoklonale Antikorper gegen tumorassoziierte Antigene verwendet werden,
wodurch es zu einer Bindung des Radioimmunkonjugats an die Tumorzellen kommit.

Die Wirkung beruht so auf einer direkten Bestrahlung der Tumorzellen.
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5.1. Zielantigene

Bei der RIT hangt der Erfolg sehr wesentlich von der Wahl des Zielantigens ab.
Erstrebenswert ist ein hoher therapeutischer Effekt bei geringer systemischer
Toxizitat. Das Zielantigen sollte folglich ein tumorspezifisches bzw. zumindest
tumorassoziiertes Antigen sein, dessen Expressionsrate im Tumor hoch bzw. héher

als im Normalgewebe ist.

5.1.1. EpCAM

Da EpCAM auf der Zelloberflache der meisten Karzinome lokalisiert ist, stellt dieses
Molekul ein attraktives Zielantigen fur die Radioimmuntherapie dar. Neben den
Plattenepithelien des Kopf-Hals-Bereiches kommt es auch in den meisten anderen
Plattenepithelien, mit Ausnahme derer der Haut, wahrend der malignen
Transformationen zu einer de novo-Expression von EpCAM (Winter et al. 2003).
Zwar wird EpCAM auch auf der Oberflache von einfachen, pseudostratifizierten und
Ubergangsepithelien exprimiert, da jedoch das Antigen auf normalen Zellen durch
die Basalmembran geschutzt wird, erfolgt keine Bindung des Antikorpers an das
Antigen. In Tumoren hingegen ist keine Basalmembran vorhanden und EpCAM-
spezifische Antikdrper kdnnen binden. (Kievit et al. 1996). Zudem ist auf Tumorzellen
die Expressionsdichte des Antigens sehr viel héher als auf normalen Epithelzellen
(Kastenbauer und Wollenberg 1999).

Als Zielantigen hat EpCAM daher schon haufig bei Immuntherapien oder der RIT
Verwendung gefunden. So steht fur die adjuvante Behandlung kolorektaler
Karzinome der anti-EpCAM-Antikoérper 17-1A unter dem Handelsnamen Panorex®
zur Verfugung (llliger 1997). Auch in der Behandlung von Brustkrebs werden gegen
EpCAM gerichtete Antikorper eingesetzt (Kirchner et al. 2002). Knox et al. (2000)
verwendeten den anti-EpCAM-AK NR-LU-10 in Verbindung mit Y*® in einer Studie
nach der ,pretargeting“-Methode mit Streptavidin/Biotin bei an metastasierendem
Kolonkarzinom erkrankten Patienten. Fur eine radioimmunologische Lokalisierung
von Kolorektalkarzinomen wurden ebenfalls Antikorper gegen EpCAM verwendet
(Kievit et al. 1996).

Aufgrund der de novo-Expression auf Plattenepithelkarzinomen stellt EpCAM ein
attraktives Zielmolekil fur eine RIT dar. Die Uberexpression im Karzinom fiihrt zu

einer starkeren Bindung der Antikorper im Tumor. Der Nachteil besteht in der
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Antigenexpression auf gesundem Adenoepithel, wodurch es bei systemischer Gabe
zu Nebenwirkungen kommen kann. Herlyn et al. (1991) und Knox et al. (2000)
berichten Uber zytostatisch induzierte Nebenwirkungen in gesunden Geweben, in
denen EpCAM exprimiert wird. Da EpCAM im Tumor in einer speziell glykosylierten
Form vorliegt, ware ein Antikdrper gegen diese Form eine Madglichkeit die

Schadigung von gesundem Gewebe zu umgehen (Pauli et al. 2003).

5.1.2. Cytokeratin 8

CK8 ist ein intermediares Filamentprotein, das normalerweise intrazellular lokalisiert
ist. Gesunde Gewebe zeigen somit keine Expression von CK8 auf der Membran mit
Ausnahme von Leber und Herz, wobei im Herz nur eine sporadische und schwache
Lokalisation auf der Membran festgestellt werden konnte (Gires et al. 2005). Im
Gegensatz hierzu konnte auf verschiedenen Plattenepithelkarzinomzelllinien und
Tumorbiopsien eine aberrante membranstandige Lokalisation nachgewiesen werden.
Unter allen untersuchten Plattenepithelkarzinomzelllinien des Kopf-Hals-Bereichs
zeigten FaDu-Zellen die hochste CK8-Expressiondichte auf der Aullenseite der
Plasmamembran.

Die aberrante Lokalisation von CK8 auf der Oberflache von Plattenepithelkarzinomen
macht CK8 als tumorassoziiertes Antigen somit zu einem geeigneten Kandidaten fur
die auf monoklonalen Antikdrpern basierende Radioimmuntherapie (Gires et al.
2004).

5.2. Die Biodistribution der Radioimmunkonjugate (RIK)
Durch die Studien zur Biodistribution der RIK in SCID-Mausen konnte die

Anreicherung der RIK im Tumor- und Normalgewebe beurteilt werden. Die Kinetik
eines Radiopharmakons ist entscheidend fir seinen mdglichen therapeutischen
Einsatz.

Die Anreicherung im Tumor und somit die Therapiesicherheit wird vor allem durch
das Tumor/Nicht-Tumor-Verhaltnis (T/NT-Verhaltnis) widergespiegelt. Insbesondere
das Tumor/Blut-Verhaltnis reprasentiert die Gegenuberstellung von therapeutischer
Effizienz und Toxizitat. Gleichzeitig wurde auch fur alle Ubrigen Proben das

Verhaltnis zum Blut (NB/B-Verhaltnis) berechnet, um einen
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durchblutungsunabhangigen Eindruck Uber die Anreicherung im Gewebe gewinnen
zu konnen.

Nach i.v.-Applikation konnte in beiden Biodistributionsstudien eine ubiquitare Aktivitat
mit malkigem T/NT-Verhaltnis erzielt werden. Insgesamt zeigte aber sowohl das
T/NT-Verhaltnis als auch das NB/B-Verhaltnis eine Zunahme der Aktivitat im Tumor
im Vergleich zu den anderen Proben. Dies beweist eine spezifische Bindung des RIK
im Tumor.

Die Grunde fur eine geringe %ID/g und T/NT-Verhaltnis sind zum einen bei den
verwendeten Zielantigenen zu suchen, die tumorassoziiert, aber nicht
tumorspezifisch sind. Zum anderen spielen unter anderem die verwendeten
Antikorper eine Rolle, die bei den SCID-Mausen zu einer Akkumulation in Leber und

Milz gefuhrt haben, sowie weitere Punkte, wie z. B. die Tumorgroi3e.

5.2.1. B¥1I-HK-8

Bei der Biodistribution von ''I-HK-8 zeigte sich als einziges im Tumorgewebe ein
deutlicher Anstieg der %ID/g bis 48 h p.i.. Danach fiel die Konzentration wieder ab.
Dies zeigt, dass eine spezifische Anreicherung im Tumor stattgefunden hat. Dies
wurde auch in der Szintigraphie deutlich, wo die RIK-Ansammlung ebenfalls 48 h p.i.
offensichtlich wurde.

Die relativ hohen Konzentrationswerte des RIK im Blut, sowohl in der Biodistribution
als auch in der Szintigraphie, spiegelten sich letztendlich in den gut durchbluteten
Organen wider. 8 Stunden p.i. war die hochste %ID/g bei Verwendung von 1 MBq
31_HK-8 in der Milz zu finden. Die Ursache hierfiir und fiir die Anreicherung in den
anderen gut durchbluteten Organen wie Herz, Lunge und Leber ist zum einen bei der
systemischen Applikation des RIK zu finden. Ein weiterer Grund fir die hohen
Konzentrationen in Milz und Leber ist vermutlich die Verwendung von I1gGgs,-
Antikdrpern, die aufgrund des endogenen IgG,,-Mangels in SCID-Mausen zu einer
Akkumulation in diesen Organen fihrt (Michel et al. 2002).

Die Anreicherung in der Schilddrise hangt mit der Dekonjugation der Antikérper
zusammen (Cheng et al. 2004). Diese fuhrt zum einen zur Abnahme der %ID/g in
den einzelnen Proben je langer die Applikation zurtckliegt. Zum anderen reichert
sich das nun freigewordene lod in der Schilddrise an und fuhrt hier zu der konstant

hohen Aktivitat im Schilddrisengewebe
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In allen anderen Proben war jedoch eine deutliche Abnahme der %ID/g im zeitlichen
Verlauf festzustellen.

Das NB/B-Verhaltnis zeigte, bei Betrachtung der Werte 8 und 96 h p.i., einen
deutlichen Anstieg der Anreicherung im Tumor und der Schilddrise. In den anderen
Proben war hingegen bei Berticksichtigung der Streuung der einzelnen Werte nur ein
geringer Anstieg oder eine Verringerung festzustellen. Der Anstieg des Verhaltnisses

Tumor/Blut ist nochmals Ausdruck fur die Anreicherung der RIK im Tumor.

Die einzelnen T/NT-Verhaltnisse nach Applikation von ®'-HK8 lassen erkennen,
dass diese im zeitlichen Verlauf kontinuierlich anstiegen. Jedoch waren nicht die
gunstigen T/NT-Verhaltnisse wie bei tumorspezifischen Antigenen festzustellen (Tsai
et al. 2000).

Da die Anreicherung in der Schilddrise im Vergleich zu der im Tumor anstieg, war
hier 96 Stunden p.i. ein kleinerer Wert als 8 Stunden p.i. zu messen. Dies hangt mit

der bereits beschriebenen Dekonjugation der markierten AntikOrper zusammen.

Insgesamt Iasst sich sagen, dass die systemische Applikation des RIK neben einer
spezifischen Anreicherung im Tumor auch zu einer unspezifischen Anreicherung in
den verschiedenen anderen Proben geflhrt hat. Da die Organe eine hodhere
Durchblutung als der xenotransplantierte Tumor aufwiesen, konnte der markierte
Antikdrper zunachst auch unspezifisch an Antigene binden, die sich aul3erhalb des
Tumors befinden. Eine intratumorale Applikation ware eine geeignete Alternative, um
diesem Effekt vorzubeugen (siehe auch 4.5.). Allerdings hat diese den Nachteil, dass
disseminierte Tumorzellen im Falle einer MRD auf diesem Weg nicht behandelt

werden konnten.

5.2.2. ¥11.c215

Der Verlauf der %ID/g bei der Biodistribution und die Szintigraphie nach Applikation
von '-C215 waren im Prinzip der Entwicklung der Werte nach Injektion von "’I-
HK8 ahnlich.

Die anfangs relativ hohe %ID/g im Blut spiegelte sich ebenfalls in den Werten der gut
durchbluteten Organe wider. Generell war eine Abnahme aller Absolutwerte im

Verlauf der Messungen 1 h p.i. bis 96 h p.i. festzustellen. In der Szintigraphie war
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eine Anreicherung des RIK bereits 24 h p.i. zu sehen, die bis 48 h p.i. zunahm. Eine
spezifische Anreicherung im Tumor konnte also auch hier nachgewiesen werden.
Das T/NT-Verhaltnis stieg bis auf Leber und Milz in allen Proben von 1 h p.i. bis 96 h
p.i. an. Im Vergleich zu allen anderen Proben, mit Ausnahme von Leber und Milz,
nahm also auch hier die Anreicherung im Tumor relativ zu. Dies zeigt, dass trotz
Abnahme der absoluten %ID/g im Tumor in diesem Zeitraum eine spezifische
Anreicherung hier vorhanden war.

Beim Verhaltnis Tumor/Blut bestand 8 h p.i. im Vergleich zu "*'I-HK8 ebenfalls kein
Unterschied. Das Maximum wurde ebenfalls 72 h p.i. erreicht. Dieser Wert betrug
nach "'-C215-Applikation aber das 3,6fache, bei *'I-HK8 lediglich das 2,7fache.
Bei der letzten Messung 96 h p.i. waren aufgrund einer relativ breiten Streuung die
Werte bei beiden RIK wieder vergleichbar.

Der Anstieg des Tumor/Blut-Verhaltnisses lasst somit den Schluss zu, dass auch
nach Injektion von "*'I-C215 eine spezifische Anreicherung im Tumor stattgefunden
hat. Im Gegensatz zur Applikation von "™'-HK8 zeigte sich hier auch ein Anstieg des
NB/B-Verhaltnisses fur Nieren, Darm, Leber und Milz. Der Anstieg in den Nieren
konnte auf eine erhohte renale Elimination dieses RIK zurlckzufuhren sein. Der
Anstieg in Milz und Leber ist mit aller Wahrscheinlichkeit auf die bereits erwahnte
Verwendung von IgGa,-Antikdrpern zurtickzufihren, die bei SCID-Mausen zu einer
unspezifischen Bindung an Fcy-Rezeptoren in Leber und Milz fuhrt. Gesteigerte
Verteilungswerte von Muskel und Darm im Vergleich zum Blut kdnnen von einer

unspezifischen RIK-Bindung kommen.

Insgesamt stellen die unabhangig vom Messzeitpunkt erreichten %ID/g im Tumor
sowohl mit HK8 mit minimal 3,9 und maximal 8,3 gemessener %ID/g als auch bei
Verwendung von C215 (Minimum 0,23, Maximum 0,99) im Vergleich zu anderen
Studien, bei denen im Durchschnitt eine %ID/g von 0,001-0,01 bei soliden Tumoren
erreicht wurde (Koppe et al. 2005) eine sehr viel versprechende Anreicherung im

Tumor dar.

5.2.3. Einfluss des verwendeten Antikorper-Subtyps auf die Biodistribution

und Bildgebung

Der hohe prozentuale Anteil der applizierten Aktivitat pro Gramm Gewebe (%ID/g) in

Leber und Milz in beiden Biodistributionsstudien und die in der Szintigraphie
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dargestellte Anreicherung in diesem Bereich sind neben der bereits angesprochenen
guten Durchblutung dieser Organe vermutlich auf die Verwendung von 1gGa.-
Antikorpern zurtuckzufuhren.

SCID- und Nacktmause zeigen eine schnelle 1gGy,-Blut-Clearance, die auf die
geringe endogene IgGy,—Konzentration zurtickzuflhren ist. Das injizierte 19G,, bindet
in diesen Mausen an den Fc-Rezeptor CD64. Dieser wird normalerweise von
endogenem, reversibel gebundenem 119Gy, oder 1IgGa, besetzt, das sich im
Blutkreislauf befindet. CD64-Rezeptoren sind vor allem in Milz und Leber lokalisiert.
Die niedrigen 19Go,-Werte von Nacktmausen sind zum einen auf deren
Immundefizienz zurlckzuflhren, eine gréRere Rolle durfte aber vermutlich deren
sterile Haltung spielen, die zu einer ungenugenden Stimulation des Immunsystems
fuhrt. Bei SCID-Mausen stellt vermutlich die SCID-Mutation die Ursache fur niedrige
1gG24-Spiegel dar (Michel et al. 2002).

SCID-Mause wiesen in verschiedenen Studien Serum-lgG,.—Werte zwischen <0,1
Mg/ml und 0,7 pug/ml auf, bei normalen Mausen wurden Werte zwischen 54 pg/ml und
1,128 pg/ml gemessen (Michel et al. 2002). Die IgGzs-Konzentrationen in SCID-
Mausen reichen somit nicht aus, die schnelle Blut-Clearance zu verhindern. Um die
schnelle 1gG,,-Clearance zu umgehen, kénnte den Mausen, zusatzlich zu den
radionuklidmarkierten spezifische Antikérpern, unspezifische 1gGoa-Antikdrper
appliziert werden. Diese wuirden durch ihre Bindung an die Fc-Rezeptoren diese
blockieren und dadurch die schnelle Clearance der spezifische Antikdrper
verhindern. In Taconic ICR SCID-Mausen bewirkte eine Dosis an 1gG,,-Antikorpern
von 250 pg eine Hemmung der Clearance fur 7 Tage, 83 ug blockierten die
Clearance fur 3 Tage und eine Dosis von 28 ug zeigte einen Effekt fur die Dauer
eines Tages (Michel et al. 2002).

Michel et al. (2005) applizierten zusatzlich zu therapeutischem 1gG,, 0,2 mg
unspezifisches IgGz,. Auch eine Coinjektion von 0,1 ml Serum von normalen Mausen

ist moglich, um die Aufnahme in der Milz zu verringern (Michel et al. 2002).

5.3. lod-131

Ein weiterer wichtiger Faktor fur eine erfolgreiche Tumorbehandlung mittels RIT stellt
die Auswahl des Radionuklids dar. Diese hangt von dem verwendeten Antikorper

und dessen Kinetik, den Eigenschaften des Antigens und dem Verwendungszweck
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des Radionuklids ab. Die Eignung des Radionuklids ist weiterhin abhangig von
seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften, seiner Stabilitdt nach
Konjugation an den Antikérper und dem Strahlungscharakter. Weitere wichtige
Aspekte sind die klinischen Gegebenheiten wie Lokalisation, Grélze, Morphologie,
Metabolismus und Radiosensitivitat des Tumors (Goldenberg 2003). Das Radionuklid
sollte aullerdem ohne groRen Kostenaufwand und ohne grol’e Umstande erhaltlich
sein und leicht mit dem Antikorper verbunden werden konnen (Borjesson et al. 2004).
Das in den Biodistributions- und Therapiestudien verwendete "'l ist gut verfugbar
und nicht teuer. "'l besitzt mit 0,61 MeV eine im Vergleich mit anderen B-Strahlern
relativ geringe Energie und hat eine mittlere Eindringtiefe von 0,5 mm (P&pperl et al.
2002). Dies vermindert das Risiko gesundes, den Tumor umgebendes Gewebe zu
zerstéren und flhrt somit zu einer geringeren Organexposition (Vose 2004,
Hagenbeek 2005). Fiir ™"l wurde ein optimaler Tumordurchmesser von 3,5 mm
ermittelt (O’'Donoghue 1995). Fir kleinere Tumoren oder Mikrometastasen scheint

31| aufgrund seiner Reichweite nicht geeignet zu sein (Hagenbeek 2005).

Ein Nachteil von "*"| ist die schnelle Dehalogenierung der Konjugate in normalen und
malignen Geweben (Li et al. 2005). Der Grund hierfur ist der Austritt von
Radiokataboliten - in diesem Fall lodotyrosin - nach Auflésung der
Radioimmunkonjugate in Lysosomen (Cheng et al. 2004). Deshalb erfordert die
Verwendung von ¥'| ein héheres Aktivitatsniveau als bei Radionukliden, die in den
Zellen verbleiben (Li et al. 2005). Freies lodotyrosin akkumuliert in der Schilddrise.
Deshalb ist deren Blockierung notwendig.

Die Blockierung der Schilddrise, die in unserem Fall mit Irenat erfolgte, wurde erst
kurz vor Applikation des Radioimmunkonjugats eingeleitet, was die relativ hohen
Schilddrisenwerte (anti-CK 8: 12,3%ID/g, anti-EpCAM: 16,2%ID/g) erklaren kdnnte.
Eine Verabreichung von Irenat oder Lugolscher Lésung uUber das Trinkwasser ab
einen Tag vor Applikation des Therapeutikums und auch wahrend der Gesamtdauer
des Experiments ware eventuell ein geeigneter Weg, um die Akkumulation in der
Schilddruse zu verhindern (Blumenthal et al. 1989).

Um die Aufnahme von Radionukliden in bestimmte Gewebe zu erhéhen, wurden
Methoden entwickelt, um das Radionuklid nach Metabolisierung der Antikdrper in den
Zellen zu halten. ™®'I wird dabei nicht direkt mit einer herkdmmlichen Methode mit

dem Antikorper verbunden, sondern uber ein Bindeglied (,residualizing label®).
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Dieses kann nicht durch lysosomale Membranen diffundieren. So kommt es zu einer
Retention von "'l nach Katabolisierung des Antikdrpers in den Lysosomen und die
Strahlung kann im Tumor wirken (Stein et al. 2005, Cheng et al. 2004).

Die hochenergetische y-Emission von 364 KeV bei '*'I fiihrt allerdings auch zu einer
hohen Strahlungsbelastung des Patienten, was die Knochenmarkstoxizitat signifikant
erhoht (Li et al. 2005). Die y-Strahlung hat au3erdem eine hohere Strahlenexposition
der Umgebung zur Folge. Daher fordert der Einsatz starke Sicherheitsvorkehrungen,
um sowohl fir Patienten als auch fur Personal die Gefahr einer Schadigung durch

die Strahlen moglichst gering zu halten (Cheng et al. 2004).

Um die starke y-Strahlung von "'l zu umgehen kénnte die Verwendung von '®Rhe
eine Alternative in der RIT von kleineren Kopf-Hals-Tumoren sein. Dieses Nuklid hat
eine HWZ von 3,7 Tagen, verfugt Uber 9% y-Strahlung mit einer optimalen Energie
zur Bildgebung (137 KeV) und 92% Prozent therapeutischer Strahlung. Wie auch bei
1 ist die Reichweite relativ gering. Gerretsen et al. (1994a) gelang im
Nacktmausmodell mit an "®*Rhe gebundenem mAb E48 IgG mit einer Dosis von 7,4
bis 22,4 MBq bei groRen Tumoren in 20-50 Prozent der Falle eine komplette
Remission. Bei kleineren Tumoren kam es bei einer Applikation von 22,2 MBq zu
einer 100%igen Remission. Zudem scheinen Patienten wesentlich hohere
Dosierungen '®Rhe-markierter Antikdrper zu vertragen als dies mit "'l der Fall ist
(Gerretsen et al. 1993).

Eine weitere Alternative stellt *°Y dar. Hierbei handelt es sich um einen reinen B-
Strahler mit einer hoheren strahlenenergetischen Wirkung (maximale Energie 2,26
MeV). Y verfiigt iber eine physikalische HWZ von 64,4 Stunden und eine mittlere
Reichweite im Gewebe von 3,6 mm. Allerdings stellt sich die Markierung hier
wesentlich schwieriger dar und die Kosten sind hdher (Popperl et al. 2002). Y ist
aullerdem eher fur die Behandlung groferer Tumoren geeignet (Borjesson et al.
2004). Paganelli et al. (1998) erzielten bei einem Patienten mit einem Kopf-Hals-
Karzinom, der zehn Wochen zuvor bereits erfolglos mit einer Radiochemotherapie
vorbehandelt worden war, bei Verwendung von 0y im Rahmen der RIT eine

komplette Remission.
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Die Gruppe der Alpha-Strahler, zu der z. B. ?"'At oder 2"Bi gehért, besitzt zwar
ebenfalls eine hdhere Energie und einen hdheren linearen Energietransfer (LET) als
31| allerdings eine kiirzere Reichweite. Aufgrund der geringen Reichweite der
Strahlen fuhrt der hohe LET selektiv zu DNS-Doppelstrangbrichen von Tumorzellen,
besonders bei Mikrometastasen oder disseminierten, zirkulierenden Tumorzellen
(Goldenberg 2002). Die sehr geringe Reichweite von a-Strahlern macht diese somit
zu sehr geeigneten Radionukliden beim Einsatz der RIT zu Therapie der minimal
residual disease (Hagenbeek 2005). Das Bestrahlungsverhaltnis von Tumor zu
Ganzkoérper kann hier bis zu 1000-mal héher sein als bei Verwendung von [3-
Strahlern, die biologische Effektivitat 5-20-mal hoher als bei B-Strahlern (Sgouros et

al. 1999, Hagenbeek 2005).

5.4. Applikationstechnik

Die intravendse Injektion des Radiopharmakons stellt zwar die zurzeit ubliche
Applikationsart dar, fuhrt aber in vielen Fallen zu einer hohen systemischen
Radioaktivitdt und mindert so die Radioaktivitatsdosis flir das Tumorgewebe. So sind
z. B. die in den Biodistributionsstudien erreichten relativ hohen Werte in Blut, Leber

und Milz unter anderem auf die intravendse Applikation zurtckzufuhren.

Einen groflen Vorteil der systemischen Applikation des RIK stellt jedoch die damit
verbundene Elimination von disseminierten Tumorzellen durch die im Blut
zirkulierenden und somit auch in tumorfernen Organen ,patrouillierenden® Antikorper
dar (Kastenbauer und Wollenberg 1999). Dies ist bei Kopf-Hals-Tumoren ein
wichtiger therapeutischer Aspekt, da bei einer Vielzahl von Patienten bereits eine

systemische Streuung der Tumorzellen vorliegt (Wollenberg et al. 2004).

Um das Problem der ubiquitaren Aktivitatsanreicherung nach systemischer
Applikation zu umgehen, wurden einige Strategien entwickelt. Am effektivsten
erscheint hierbei die intratumorale Applikation der radiomarkierten Antikdrper zu sein
(Li et al. 2005), die sich aufgrund der anatomischen Lokalisation von HNSCC auch
bei diesen Tumoren anbieten wirde.

In einer Studie mit Nacktmausen, denen Nasopharynxkarzinomzellen injiziert worden

waren, konnte gezeigt werden, dass die intratumorale Applikation von '®®Rhe-
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Herceptin zu einer hoheren im Tumor verbleibenden Dosis fuhrt als die systemische
Applikation. Gleichzeitig war eine signifikant geringere Dosis in normalen Geweben
und eine starkere Verhinderung des Tumorwachstums innerhalb von vier Wochen zu
finden. Grund hierfur ist die verstarkte Akkumulation der markierten Antikdrper im
Tumor, wodurch die Strahlungsdosis vor Ort erhoht ist. Des Weiteren wird durch die
intratumorale Injektion eine unspezifische Bindung an freie Antigene im Blut sowie
die unspezifische Aufnahme der radionuklidmarkierten Antikorper in das
retikuloendotheliale System verhindert (Li et al. 2005).

Bisher ist die lokoregionale Applikation v. a. bei malignen Glioblastomen angewendet
worden. Die Applikation von "*'|-Antitenascin-Antikdrpern fiihrte hier sowohl zu einer
Verlangerung der Remissionsdauer als auch zu einer Steigerung der Uberlebenszeit.
Nebenwirkungen traten keine bzw. nur wenige auf.

Aufgrund der verminderten systemischen Toxizitat und der erhdhten Strahlungsdosis
im Tumor, ware die intratumorale Applikation der Antikdrper auch bei Kopf-Hals-
Tumoren effektiver. Die Nachteile einer systemischen Applikation, wie die geringe,
heterogene Antikorperaufnahme und die geringe Penetration in grolere Tumoren,
kdnnten somit umgangen werden.

Allerdings werden bei lokaler Applikation des RIK bei HNSCC disseminierte
Tumorzellen nicht erfasst, was das Rezidivrisiko drastisch erhoht. Das Ziel, ein
Therapeutikum zu finden, dass gerade diese Mikrometastasen erfasst, die fur die
schlechte Prognose fortgeschrittener HNSCC verantwortlich sind, wirde damit nicht

erfullt werden.

5.5. Maximal tolerierte Dosis

Die maximal tolerierte Dosis lag in vorliegenden Studien nach Applikation von **'I-

C215 bzw. 'l —HK-8 bei 25 MBq bzw. 10 MBq. Sie war hier definiert worden, als
diejenige Dosis, die zu einer reversiblen Gewichtsreduktion von Uber 15 % des
Ausgangsgewichts  bzw. zu einer drastischen Verschlechterung des
Allgemeinbefindens fuhrte.

Die MTD unterschied sich damit bei beiden verwendeten Antikdrpern deutlich. Der
Grund hierflr liegt vermutlich unter anderem in der unterschiedlichen Biodistribution.

Dies deckt sich auch mit den Literaturangaben, in denen fur verschiedene RIK sehr
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unterschiedlich hohe maximal tolerierte Dosierungen von "'l bei Mausen angegeben
werden.

Behr et al. (1998) beschreiben einen Versuch mit "*'l gekoppeltem CO17-1A, einem
Antikorper gegen EpCAM, in einem Kolorektalkarzinom-Modell mit Nacktmausen. Die
MTD lag hier bei intravendser Applikation bei 300 puCi (entspricht 11 MBq). Mit dieser
Dosierung lie® sich bei 100-200 mg schweren Tumoren eine Verzdgerung des
Wachstums erzielen. In einer weiteren Studie zeigten Behr et al. (2000) bei
Verwendung von 'l eine MTD von 260 uCi (9,6 MBq) bei Verwendung kompletter
IgG-Antikdrper. Bei Applikation drei Tage nach Tumorinokulation zeigte sich bei
dieser Dosierung eine 90%ige Heilungsrate.

Bei Gerretsen et al. (1992) lag in einem Versuch mit HNSCC-xenotransplantierten
Mausen bei Verwendung des mADb IgG E48 die MTD bei 800 puCi (29 MBq). Bei einer
MTD von 1,2 mCi (44,4 MBq) ®'I-Mu-9-IgG gelang es Sharkey et al. (1997) eine
Stagnation des Tumorwachstums bei den meisten Tieren mit xenotransplantierten
GW-39 Kolonkarzinomen uber 120 Tage zu bewirken.

Die von Versuch zu Versuch sehr unterschiedlichen MTDs mussen also unter
anderem mit den verwendeten Antikdrpern zusammenhangen. Aulderdem verflugen
komplette IgG, mono- oder bivalente Fragmente Uber eine jeweils unterschiedliche
Clearance: je hoher das Molekulargewicht ist, desto schneller ist die Clearance und
umso geringer ist die Dosis fur das Knochenmark (Behr et al. 2000).

Einen weiteren Einfluss auf die Hohe der MTD hat die Applikationsart. Bei
intraperitonealer Injektion von an '*'l gekoppeltem 1gG1 A7 betrug die MTD 11 MBq,
bei systemischer Applikation hingegen nur 9 MBq. Die intraperitoneale Applikation
zeigte einen wesentlich besseren antitumoralen Effekt als die intravendse Applikation
(Kinuya et al. 2003). Allerdings kommt eine intraperitoneale Applikation in

vorliegendem Fall aufgrund der Tumorlokalisation nicht in Frage.

5.6. Therapiestudie mit *'I-C215

5.6.1. Therapeutische Effektivitit von '*'I-C215

Da in den Biodistributionsstudien eine spezifische Anreicherung im Tumor gezeigt
werden konnte, wurde aufgrund dieser Ergebnisse die Therapiestudie mit "*'-C215
durchgefihrt.
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In allen Gruppen mit Ausnahme derer, die 15 MBq erhalten hatte, konnte bei der
ersten Messung nach Applikation des Radioimmunkonjugats ein Anstieg der
Tumorvolumina gemessen werden. Ab diesem Zeitpunkt war in den beiden
hochstdosierten Gruppen eine Abnahme der Volumina zu beobachten, wohingegen
in der 5 MBqg-Gruppe sowie in den beiden Kontrollgruppen die Tumoren an Grolke
zunahmen.

An Tag 17 p.i. bzw. 24 p.i. mussten die Mause, die 25 bzw. 15 MBq erhalten hatten,
aus dem Versuch genommen werden. Eine weitere Auswertung der Entwicklung
ihrer Tumoren war nicht moglich. Da jedoch die Tumorvolumina im vorliegenden
Messzeitraum eine deutliche Verminderung zeigten, kann, im Hinblick auf die im
selben Zeitraum zu beobachtende Entwicklung der Tumoren in den verbleibenden
Gruppen, davon ausgegangen werden, dass die Therapie zu einem Erfolg gefuhrt
hat.

Das mediane relative Tumorvolumen betrug bei den 25 MBg-Mausen an Tag 17
0,56. Dies bedeutet eine GréRenverminderung der Tumoren um nahezu die Halfte.
Nach Applikation von 15 MBq war in dieser Gruppe zum selben Zeitpunkt ein
medianes relatives Tumorvolumen von 0,3 festzustellen. An Tag 24 p.i. zeigten die
Tumoren der 15 MBg-Gruppe weiterhin ein relatives Tumorvolumen von nur 0,38. Im
Gegensatz dazu hatte sich 17 Tage p.i. das Tumorvolumen in der 5 MBg-Gruppe
sowie in den beiden Kontrollgruppen im Mittel bereits verdoppelt, an Tag 24 p.i.
sogar um den Faktor 2,4 erhoht.

In der vorliegenden Studie konnte somit mit 15 bzw. 25 MBq Uber den beobachteten
Zeitraum eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich mit den
anderen Gruppen festgestellt werden. Der therapeutische Effekt sollte jedoch durch

Langzeitbeobachtungen weiter gesichert werden.

Die beobachtete Wirkung des mit "'l markierten anti-EpCAM-Antikdrpers C215 ist
mit aller Wahrscheinlichkeit auf die Bindung des Antikorpers an die Tumorzellen und
die dadurch erfolgte direkte Bestrahlung derselben zuruckzufuhren.

Es ist bekannt, dass 19Gz- und IgGs-Antikdrper Uber eine geringe
antikdrperabhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) verfiigen, wodurch es zu einer
Inhibiton bzw. Verringerung des Tumorwachstums durch unmarkierte Antikorper
kommt (Senekowitsch et al. 1989). Anhand von Untersuchungen in

Mischlymphozytenkulturen konnte flir beide eingesetzte Antikérper in vitro eine
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antikdrperabhangige zellulare Toxizitat beobachtet werden. Diese war jedoch nur in
Anwesenheit von Effektorzellen, d.h. Immunzellen, nachzuweisen (personliche
Mitteilung Dr. Andratschke). Die ADCC ist aber oft in vivo nicht ausreichend, da
Tumorzellen das Zielantigen meist sehr heterogen exprimieren und somit Zellen,
welche das Zielantigen nicht exprimieren der Therapie entgehen wirden. In SCID-
Mausen kann aufgrund der Immunsuppression der Versuchstiere keine
antikorperabhangige Zelltoxizitat gefunden werden, so dass die beobachtete
antitumorale Wirkung nicht auf eine immunmediierte Wirkung der Antikorper
zuruckzufihren sein kann. Dies bestatigt auch das exponentielle Wachstum in der

Versuchsgruppe, welche den unmarkierten Antikorper erhalten hatte.

Im Vergleich mit anderen Studien fallen die Ergebnisse bei Verwendung von mit "*’|
markierten mAb IgG oder F(ab’), bezuglich Dosierung und Effektivitdt sehr
unterschiedlich aus.

In vergleichbaren Studien mit HNSCC-xenotransplantierten Nacktmausen war nach
Injektion von 800 uCi (29 MBq) "'I-mAb E48 ein zu Tag O relatives Tumorvolumen
von 0,5-0,9 an Tag 17 p.i. und 0,2-0,8 an Tag 24 p.i. zu sehen. Zwei dieser Tumoren
zeigten dabei im Verlauf des Versuchs eine komplette Remission. Im Vergleich mit
Chemotherapie zeigte die RIT dabei eine signifikant héhere Hemmung des
Tumorwachstums (Gerretsen et al. 1992). Die Ergebnisse anderer RIT-Studien mit
¥1|-markierten Antikdrpern bei unterschiedlichen Tumoren im Mausmodell fallen
bezlglich Dosis und der therapeutischen Effektivitat ebenfalls sehr unterschiedlich
aus (Senekowitsch et al. 1989, Wessels et al. 1989, Sharkey et al. 1987, Cheung et
al. 1986).

Die therapeutischen Auswirkungen eines RIK scheinen also von vielen Faktoren
abhangig zu sein, so dass die unterschiedlichen Studien nur bedingt aufeinander

Ubertragbar zu sein scheinen.

5.6.2. Einfluss der TumorgroBe auf die Effektivitit von '*'1-C215

Einen weiteren wesentlicher Aspekt fur den Erfolg der RIT spielt die TumorgrofRe, da
diese im umgekehrten Verhaltnis zur therapeutischen Effektivitat steht (Gerretsen et
al. 1992). Je grolder der Tumor ist, desto geringer ist die Antikdrperaufnahme und

desto geringer ist die Dosis, die den Tumor letztendlich erreicht.
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Die Tumoren der Mause in der vorliegenden Studie hatten zu Versuchsbeginn ein
medianes  Tumorvolumen von 112 mm3.  Verschiedene Studien mit
xenotransplantierten Nacktmausen und Krebspatienten zeigten, dass die %ID/g
umso geringer ist je grolder das vorliegende Tumorvolumen. Dies hangt unter
anderem mit der Blutversorgung des Tumors, dem interstitiellen Druck und der
Transportdistanz im Tumorgewebe zusammen (de Bree 1998). De Bree et al. (1998)
konnten eine um das vierfache erhohte Antikorperaufnahme und damit Strahlendosis
in kleineren (1 cm?®) Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs im Vergleich zu groReren
Tumoren (50 cm?) nachweisen.

In einer tierexperimentellen Studie mit HNSCC-Xenografts mit einer mittleren
TumorgroRe von 14060 mm?® wurde nach Injektion von 600 pCi (22 MBq) von mit
'®Rhe markiertem IgG E48 eine um das elffache erhdhte Zeit bis zur Verdopplung
des Tumorvolumens bzw. eine komplette Regression bei einem Drittel der Tumoren
nachgewiesen (Gerretsen et al. 1994b). In einem Folgeversuch mit Tumoren mit
einem Volumen von 7517 mm*® kam es bei Applikation derselben Dosis und
derselben Antikorpermenge zu einer kompletten Regression aller Tumoren. Ebenso
wie im ersten Versuch war innerhalb von 150 Tagen kein erneutes Tumorwachstum
zu beobachten.

Allerdings gibt es auch andere Studien an gréReren Tumoren, die sehr gut auf eine
RIT ansprechen. So applizierten Gerretsen et al. (1992) Nacktmausen mit einem
Tumorvolumen zwischen 50 und 250 mm? 400 pCi (15 MBq) oder 800 pCi (29 MBq)
311.E48. Sie erzielten mit der 800 uCi-Dosis (29 MBq) bei einem Teil der Tumoren
eine komplette Remission Uber drei Monate. Mit 400 uCi (15 MBq) lie3 sich
zumindest die Zeit bis zur Verdopplung des Tumorvolumens um das Vierfache

verlangern und zwei Tumoren zeigten sogar eine Regression um 20 Prozent

Die in den verschiedenen Studien aufgeflihrten Tumorvolumina und eingesetzten
radioaktiven Aktivitdten unterscheiden sich somit untereinander und in ihrem
Ansprechen auf eine RIT erheblich. Da es sich in den genannten Versuchen auch
um verschiedene RIK handelt, lasst sich offensichtlich nur eine, fur jede Studie

individuelle, optimale Tumorgroé3e und Dosierung festlegen.
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5.6.3. Toxizitit von *'1-C215
Die MTD fir *'1-C215 wurde aufgrund der Ergebnisse der MTD-Studie auf 25 MBq

festgelegt. Trotzdem kam es in den beiden hoéchstdosierten Therapiegruppen zu
einer vermutlich strahleninduzierten Nebenwirkung in Form von starker Diarrhoe. Zu
berucksichtigen ist, dass die MTD-Studie an tumorfreien Mausen durchgefuhrt
wurde. Unter Umstanden wirkt sich das Vorhandensein des Tumors zusatzlich
beeintrachtigend auf den Gesamtorganismus aus.

Allerdings muss auch eine unspezifische Bindung der markierten Antikdrper an
Darmzellen in Betracht gezogen werden. Eine spezifische Bindung an Antigene im
Darm scheidet als Ursache aus, da in der Immunhistologie keine positiven
Farbungen in den murinen Organen zu verzeichnen waren (personliche Mitteilung Dr.
Andratschke).

Knox et al. (2000) beschreiben bei der Anwendung des anti-EpCAM-Antikérpers NR-
LU-10 ebenfalls eine dosislimitierende Diarrhoe Grad IlI-1V. In diesem Falle hatte der
Antikdrper mit der normalen gastrointestinalen Schleimhaut kreuzreagiert.

Um eine unspezifische Bindung von C215 an extratumorales EpCAM zu vermeiden,
konnte zuerst ein unmarkierter AntikOrper appliziert werden, der extratumorale
Bindungsstellen sattigt. Erst in einem zweiten Schritt wirde dann der radiomarkierte
Antikdrper appliziert werden. Eine weitere Moglichkeit, die Toxizitat zu reduzieren,
ware die fraktionierte Applikation des RIK. Eine insgesamt hohe Strahlendosis konnte
so, aufgeteilt in geringere Einzelfraktionen, ohne nennenswerte Nebenwirkungen

appliziert werden.

5.7. Tiermodell

Fur die vorliegenden Studien wurde als Tiermodell die SCID-Maus ausgewahlt. Diese
eignet sich aufgrund eines nahezu vollstandigen Ausfalls ihres Immunsystems
bestens als Xenotransplantatmodell.

Insgesamt werden Tiermodelle in der Weiterentwicklung der RIT stark eingesetzt.
Dies beruht auf der Ahnlichkeit zwischen Saugetierorganismen beziglich ihrer
Radiosensitivitat, der Toxizitdt gegenuber normalen Geweben und der
dosisabhangigen Tumorreaktion. Tiermodelle werden eingesetzt fur die Selektion

radionuklidgebundener Antikorper, fur Effektivitatsstudien und fur Vergleiche
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verschiedener Isotope. Aulierdem finden sie in Toxizitatsstudien, in Versuchen
bezlglich der Dosimetrie und der Radiobiologie und zur Optimierung bestehender

Behandlungsformen Anwendung.

Allerdings bestehen Unterschiede zwischen murinem und menschlichem Organismus
v. a. bezuglich des Korpergewichts, des Blutvolumens, der MTD, des prozentualen
Anteils an Blut, das pro Zeiteinheit durch den Tumor fliel3t sowie bezuglich der %ID/g
in allen Geweben. Der Stoffwechsel ist in kleinen Tieren wesentlich schneller als in
grolkeren Spezies. Dies hat unter anderem Auswirkungen auf die renale Clearance
und auch auf strahlungsinduzierte biologische Effekte. Allerdings besteht ein relativ
geringer Unterschied bezuglich der beiden wichtigsten Parameter, die die Antitumor-
Effektivitat und die Toxizitat bestimmen, namlich der Dosis (UCi bzw. MBq) pro
Gramm Tumor bzw. Blut. (Behr et al.1997).

Xenotransplantierte Tiere haben als Modelle fir humane Krebserkrankungen drei
hauptsachliche Nachteile. Erstens ist die Verdopplungszeit des Tumorvolumens in
der Regel kurzer als im Menschen und kann so die Antwort auf die Bestrahlung
beeinflussen. AuRerdem stammen das Gefal3system und die stromalen Strukturen
vom Empfangertier ab, was zu einer unrealistischen Durchblutungssituation des
Tumors fuhren kann. Drittens kdnnen Abwehrreaktionen des Empfangers gegen das
Transplantat entstehen (Rofstad 1985). Allerdings spielt der letzte Punkt in
vorliegendem Versuch keine Rolle, da SCID-Mause immunsupprimiert sind und eine
Reaktion gegen die implantierten Zellen deshalb unterbleibt. SCID-Mause gelten
aufgrund der schweren Immundefizienz als sehr geeignete Empfanger fur
Xenotransplantationen und sind in dieser Hinsicht Nacktmausen stark Uberlegen
(Biedermann et al. 1991).

SCID-Mause besitzen allerdings eine erhdhte Strahlenempfindlichkeit. Diese ist zwei-
bis dreimal so hoch wie bei normalen Mausen (Michel et al. 2005). Dies wiederum
konnte eine mogliche Erklarung fur die relativ geringe MTD in diesem Versuch
darstellen. Die Kryptenzellen des Darms zeigten im Vergleich zu Balb/c-Mausen eine
doppelt so hohe Empfindlichkeit gegenuber y-Strahlen. Diese scheint auf eine
mangelnde Reparatur des DNA-Doppelstrangs nach y-Bestrahlung zurickzuflhren

zu sein (Biedermann 1991).
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Fir die Ubertragbarkeit vom Mausmodell auf den Menschen ist auBerdem zu
beachten, dass die in der RIT eingesetzten Antikorper vor allem in Mausen
hergestellt werden. Dadurch kann es nach Applikation beim Menschen zu einer
Immunantwort kommen, die zur Bildung von ,humanen Anti-Maus-
Antikérpern (HAMA) fuhrt. Diese Antikorper binden an die RIK, welche sodann sehr
schnell von Leber und Milz aus dem Blut abgefangen werden, so dass keine Bindung
mehr im Tumor moglich ist. Um dieses Problem zu umgehen, werden heutzutage

vielfach humanisierte Antikorper eingesetzt (Kairemo 1996).

In vorliegenden Studien ging es primar darum, prinzipielle therapeutische
Moglichkeiten der RIT bei Kopf-Hals-Tumoren mit Antikorpern auf bestimmte
Zielantigene zu Uberprufen. Dass diese Moglichkeiten gegeben sind, wurde
hinreichend durch den Nachweis einer spezifischen Anreicherung dieser Antikorper
im Tumor und durch die Reduktion des Tumorvolumens im Xenotransplantatmodell
gezeigt. Die verschiedenen angefiihrten Aspekte beziiglich der Ubertragbarkeit von
Tiermodellen auf den Menschen sind insofern in diesen Studien eher zweitrangig.
Diese sind in weiterflihrenden Studien, die zu einer letztendlichen Anwendung der

RIK am Menschen flhren sollen, starker zu bertcksichtigen.

5.8. Probleme bei der RIT solider Tumoren

Das grofdte Problem in der RIT stellt das relativ geringe T/NT-Verhaltnis bei soliden
Tumoren dar (Li et al. 2005). Dies zeigt auch die vorliegende Studie. Dies bedeutet
zum einen, dass im Tumor im Vergleich zu den anderen Organen Kkeine
ausreichende spezifische Anreicherung stattgefunden hat und zum anderen, dass
die therapeutische Sicherheit nicht ausreichend hoch ist. Hierfur gibt es zahlreiche
Erklarungen.

Ein Grund dafur ist, dass bei soliden Tumoren oft durch die heterogene
Blutgefallbildung im Tumor die therapeutische Wirkung bei systemischer Applikation
vermindert ist. Dazu kommt, dass der interstitielle Tumordruck aufgrund fehlender
Lymphbahnen oft sehr hoch ist und so ein wirksames Eindringen der markierten
Antikorper in das Innere der soliden Tumoren zusatzlich verhindert wird. Es kommt

zur Akkumulation der Antikorper in der Tumorperipherie. Durch diese inhomogene
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Verteilung werden im Tumor keine ausreichenden Strahlungsdosen erreicht, um alle
Tumorzellen eliminieren zu kénnen (Behr et al. 1997).

Sarkome und Lymphome verfugen uber eine wesentlich bessere Perfusionsrate als
solide Tumoren. Dies zeigt sich in einer hoheren Erfolgsrate im Bereich der RIT.
Prinzipiell gilt, dass je grofker der Tumor ist, desto schlechter ist die Durchblutung
und desto mehr nekrotische Stellen existieren innerhalb des Tumors. Der
prozentuale Anteil, den Gefalde im Tumor einnehmen, betragt zwischen 1 und 20 %.
Dies ist jeweils abhangig von Tumortyp und vom —gewicht sowie der Messmethode.
Wahrend der frihen Phase des Tumorwachstums ist eine Zunahme des
Gefallsystems zu beobachten, spater jedoch nehmen Volumen, Lange und
Gesamtoberflache der GefalRe wieder ab. Durch die Reduktion der vaskularen
Oberflache kommt es zu einer Abnahme des transvaskularen Austauschs von
Molekulen. Die Zunahme der interkapillaren Distanz fuhrt zusatzlich dazu, dass die
Molekule eine grofRere Distanz im Interstitium GUberwinden missen, um alle Regionen
des Tumors zu erreichen. Mit GroRenzunahme des Tumors kommt es wegen des
Wachstums der Tumorzellen in begrenztem Raum und des Fehlens von
lymphatischen Gefallen zu einer Zunahme des interstitiellen Drucks im
Tumorgewebe, wobei der Druck im Tumor vom auf3eren Rand nach innen immer
weiter zunimmt. Dies resultiert wiederum in einer Reduzierung des Blutflusses und
der Entstehung nekrotische Regionen im Tumor (Jain 1990).

Bei der Verwendung intakter Antikorper fur die Behandlung solider Tumoren stellen
die lange Zirkulationsdauer und die geringe Tumorpenetration die groten Probleme
dar. Beides ist auf das hohe Molekulargewicht bzw. die GroRe von intaktem IgG

zuruckzufuhren (Jain 2005).

5.9. Ansatze zur Verbesserung der Radioimmuntherapie

Die zahlreichen Studien zeigen, dass das Prinzip der RIT sehr effektiv ist. Jedoch
mussen eine Vielzahl der beeinflussenden Faktoren optimiert werden, um die
Effizienz dieser Therapieform zu steigern.

Um das schlechte T/NT-Verhaltnis bei soliden Tumoren zu verbessern, gibt es unter
anderem die Methode des ,pretargeting“. Dabei wird in einem ersten Schritt ein
Antikoérper injiziert, der neben der Bindungsstelle fir den Tumor noch Uber eine

zweite Bindungsstelle verfugt. Zum Zeitpunkt der maximalen Tumoraufnahme, wenn
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der groldte Teil der injizierten Antikdper aus dem restlichen Kdrper verschwunden ist,
wird ein zweiter, an ein Radionuklid gebundener Antikdrper appliziert, der an die freie
Bindungsstelle des ersten Antikorpers bindet. Ungebundene Antikorper werden
schnell aus dem Korper wieder ausgeschieden. Neben einem hoherem T/NT-
Verhaltnis wird hierbei auch eine Reduzierung der systemischen Strahlenbelastung
erreicht, die auf einer verlangerten Zirkulation der radioisotop-markierten Antikérper
beruht (Goldenberg 2003).

Um das Problem der geringen Tumorpenetration bei Verwendung intakter Antikdrper
zu umgehen, konnten kleinere und damit besser diffundierende, hochaffine
Tragersubstanzen wie Antikérperfragmente (50-100 kD) oder Peptide (ca. 10 kD)
verwendet  werden. Dadurch  wird eine bessere Penetration der
Radioimmunkonjugate in den Tumor ermoglicht (Buchsbaum 1997). Einzelketten Fv
(scFv)—Antikorperfragmente weisen sowohl eine bessere Pharmakokinetik als auch
eine bessere Biodistribution auf. Die Aufnahme in den Tumor erfolgt aufgrund der
geringen MolekullgroRe sehr schnell. Zudem verfligen sie Uber eine geringere
Halbwertszeit im Serum. Allerdings wird das klinische Potential der
Antikdrperfragmente dadurch begrenzt, dass die effektive Dosis im Tumor aufgrund
der schnellen Elimination aus der Zirkulation niedriger ist als bei intakten IgG.
Aulerdem ist die Affinitdt von Fragmenten im Vergleich zu intakten Antikérpern

geringer, was in einer kurzeren Verweilzeit im Tumor resultiert (Jain 2005).

Auch konnte eine gleichzeitige Applikation unterschiedlicher Antikdrper, d. h. ein
Antikdrper-Cocktail gegen verschiedene tumorassoziierte Antigene zu einer erhéhten
Effektivitat einer RIT fuhren. Eine gemeinsame Applikation von AK gegen CK 8 und

EpCAM ware also denkenswert.

Eine Steigerung des therapeutischen Effekts lasst sich aul’erdem durch eine
fraktionierte Applikation der markierten Antikorper bzw. Fragmente erreichen. Dies ist
insbesondere bei der Verwendung von Radionukliden mit kurzer Halbwertszeit
sinnvoll (DeNardo et al. 2002).

Ebenso kann der Einsatz von Therapie begleitenden, die Permeabilitat des Gewebes
steigernden MalRnahmen zu einer Erhéhung des Behandlungserfolgs fuhren (Popperl

et al. 2002). Die Kombination mit zellpenetrierendem Penetratin flUhrte bei soliden
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Tumoren zu einer erhdhten Tumorretention, wobei die totale Tumoraufnahme nicht
beeinflusst wurde. Die verlangerte Verweilzeit im Tumor erhdht die Halbwertszeit des
Radioimmunkonjugats im Tumor, was wiederum zu einer erhohten Dosis im Tumor

fuhrt, ohne normale Gewebe zu beeinflussen (Jain 2005).

Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der antitumoralen Wirkung ist die Kombination
von RIT und antiangiogenetischen Therapieansatzen (Kinuya et al. 2004). Auch zur
Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren und deren Metastasen scheinen antivaskulare
Strategien ein viel versprechendes Konzept darzustellen, wobei durch Kombination
mit radioimmuntherapeutischen Methoden das Potenzial gesteigert werden konnte
(Dellian et al. 2002).
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6. Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) haben, vor allem im
fortgeschrittenen ~ Stadium, wegen  einer  hohen Rate an lokalen
Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen eine schlechte Prognose. Aus diesem
Grunde ist man auf der Suche nach effektiven adjuvanten Therapiemadglichkeiten.

Das Prinzip der Radioimmuntherapie scheint hierfir sehr viel versprechend zu sein.

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs exprimieren die tumorassoziierten
Antigene EpCAM und CKS8.

Ziel dieser Arbeit war es, die Biodistribution und die therapeutische Wirksamkeit der
an "'l bzw. '?® gekoppelten Antikdrper gegen EpCAM und Cytokeratin 8 (C215 und

HK-8) in vivo im SCID-Mausmodell zu untersuchen.

Zunachst wurden Studien zur Biodistribution durchgeflihrt. Zu definierten Zeitpunkten
nach i.v.-Applikation von "'Il-markierten 1gG,a-Antikdrper C215 bzw. HK-8 wurden
Mause euthanasiert und der prozentuale Anteil der injizierten Dosis pro Gramm
Gewebe (%ID/g) in den einzelnen Organen sowie im Tumor bestimmt.
Szintigraphiestudien mit '?%I-C215 und '#’I-HK-8 ergaben ebenfalls Aufschliisse iiber
die systemische Verteilung der Radioimmunkonjugate (RIK). Zudem wurde die
therapeutische Wirksamkeit von ''1-C215 untersucht. Hierzu wurden den
xenotransplantierten Mausen 25, 15 oder 5 MBq des RIK systemisch verabreicht. Die
Kontrollgruppen erhielten entweder den unmarkierte Antikorper oder sterile

Kochsalzl6sung.

In den Untersuchungen zur Biodistribution und in der Szintigraphie liel® sich eine
spezifische Anreicherung der markierten Antikdrper im Tumor nachweisen. Die
erreichten Tumor/Nicht-Tumor- (T/NT-) Verhaltnisse waren bei Vergleich beider RIK
ahnlich. Durch Anstieg der T/NT-Verhaltnisse nahezu aller Proben, konnte in beiden
Fallen eine stetige Zunahme der RIK-Anreicherung im Tumor nachgewiesen werden.
Das Nicht-Blut/Blut-Verhaltnis zeigte ebenfalls sowohl fiir '*'I-CK8 als auch *'I-C215

eine spezifische Anreicherung im Tumor.
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Das Problem eines relativ hohen Anteils beider RIK in Milz und Leber konnte durch
zusatzliche Applikation von unspezifischem CD20-1gG,, verhindert werden, da dieser
Effekt unter anderem auf einen Mangel an endogenem IgG2a in SCID-M&ausen
zuruckzufihren ist.

In der Therapiestudie zeigten die Mause, denen 15 MBq injiziert worden waren, 24
Tage p.i. ein im Vergleich zum Applikationszeitpunkt relatives Tumorvolumen von
0,38. Bei den Mausen, die 25 MBq erhalten hatten war an Tag 17 p.i. ein relatives
Tumorvolumen von 0,56 zu verzeichnen. Es war also zu einer deutlichen Reduktion
des Tumorvolumens um 44 bzw. 62 Prozent gekommen. Dies konnte jedoch nur auf
Kosten einer hohen Toxizitat erreicht werden.

In der Therapiegruppe, die 5 MBq erhalten hatte und in den beiden Kontrollgruppen
(NaCl oder unmarkierter Antikorper) war kein antitumoraler Effekt festzustellen. Hier

zeigte sich erwartungsgemal} ein exponentielles Tumorwachstum.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass Antikorper gegen
EpCAM gut geeignet sind fur eine radioimmuntherapeutische Behandlung von
HNSCC, da die applizierten Antikorper in ausreichender Menge ihr Target, d. h. die
Tumorzellen erreichten. Allerdings erwiesen sich die gewahlten Dosierungen von 15

und 25 MBq "*"-C215 bei tumortragenden Mausen als radiotoxisch.
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7. Summary

Biodistribution and therapeutic efficiency of the radiolabeled antibodies HK-8
and C215 against the HNSCC-associated antigens CK8 and EpCAM in SCID-

mice

There is a poor prognosis for head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC),
especially for patients with advanced stages of disease. Despite improvements in
locoregional treatment modalities, the rate of locoregional recurrence and distant
metastasis is still high, due to residual cancer cells and an early dissemination. A
more tumor-selective systemic therapy is needed. Radioimmunotherapy (RIT) seems

to be a very promising therapeutic possibility.

The tumor associated antigens EpCAM and CK8 are expressed by HNSCC.

The aim of this study was, to assess in vivo the biodistribution and therapeutic
efficacy of "'I- or '®®|-labeled antibodies against EpCAM and Cytokeratin 8 (C215
and HK-8) in vivo in SCID-mice.

At first, studies were conducted about the biodistribution of the
radioimmunoconjugates in xenotransplantated SCID-mice. For biodistribution, mice
were euthanasized at given times after iv. injection of ™'l-labeled 1gGas-antibody
C215 or HK-8. The percent injected dose per gram tissue (%ID/g) of every taken
organ and the tumor was determined. The szintigraphic analysis with '?*-C215 and
'2|.HK-8 gave further information on the systemic distribution of the
radioimmunoconjugates.

The therapeutic efficacy was investigated for '*'I-C215. Therefore xenotransplantated
mice were treated with 25, 15 or 5 MBq intravenously. Control animals received

unlabeled antibody or sterile sodium chloride.

The studies showed a specific accumulation of the radiolabeled antibodies in the
tumor concerning the biodistribution and the szintigraphy. The tumor-to-non-tumor-
(T/NT) -ratios of both radioimmunoconjugates were similiar. Due to the increase of
the T/NT-ratios in nearly all samples, a continuous rise of radioimmunoconjugat-

accumulation in the tumor could be demonstrated. Also the non-blood/blood- (NB/B)-
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ratio showed for *'I-CK8 as well as for *'I-C215 a specific accumulation in the
tumor.

The problem of a relative high fraction of the two radioimmunoconjugates in spleen
and liver has been avoided by an additional application of non-specific CD20-IgG2a.

This effect is caused by a very low concentration of endogenous IgGz, in SCID-mice.

In the experimental groups of the therapeutic approach, the application of 15 or
rather 25 MBq "*"-C215 resulted in a obviously reduction of the tumor volume in the
period of 24 or rather 17 days. The mice who received 15 MBq showed at this time a
relative tumor volume of 0,38 in comparison to the time of injection. In the 25 MBqg-
group a relative tumor volume of 0,56 could be measured at day 17 p.i. This indicates
a reduction of the tumor volume about 44 or rather 62 percent. However, this could
only be obtained at the expense of a high systemic toxicity.

In the mice, treated with 5 MBq and in both control groups (NaCl or unlabeled
antibody) no therapeutic effect could be found. The tumors showed an exponential

growth in this case as expected.

These data suggest radioimmunotherapy with '*'I-C215 to be a feasible approach for
the treatment of HNSCC. It could be shown, that the administered antibodies have
reached their target, the tumor cells, in adequate amounts. However, the choosen

dosages of 15 and 25 MBq *'I-C215, seem to be too toxic for mice with tumors.
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