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1. Einleitung

Maligne Tumore stellen nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die zweithidufigste
Todesursache in Deutschland dar. Dabei zeigt sich ein riickldufiger Trend der malignen Tumore als
Todesursache seit 1990, wobei die absolute Zahl der Todesfille wegen der steigenden
Lebenserwartung zunimmt. Aufgrund riickldufiger Tendenz der Sterblichkeit an Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems wird vermutet, dass in 15-20 Jahren maligne Tumorerkrankungen die
hiufigste Todesursache darstellen.

Die fiinf hédufigsten Malignome als Todesursache bei Minnern sind das Bronchial-, Kolorektale,
Prostata-, Magen- und das Pankreaskarzinom. Frauen versterben am héufigsten am Mamma-,

Kolorektalen, Bronchial-, Ovarial-, Pankreas- und Magenkarzinom (Becker et al, 2002).

1.1 Konventionelle Tumortherapien

Die Diagnostik maligner Tumore hat sich durch Fortschritte in der Bildgebung und Einfiihrung
endoskopischer  Verfahren verbessert. Die  Weiterentwicklung der  konventionellen
Therapieverfahren, d.h. der Tumorchirurgie, der medikamentosen antineoplastischen
Systemtherapie und der externen Bestrahlung von Tumoren ist dank verbesserter
Operationsmethoden, besser  vertrdglicher =~ Chemotherapeutika und computergestiitzter
Dosisberechnungen erheblich vorangekommen. Trotz der bisherigen Fortschritte stofen die
beschriebenen Therapien ab einem gewissen Krankheitsstadium an ihre Grenzen. Diese Situation
erfordert verbesserte Therapien fiir die jeweiligen Tumorentititen. Die medikamentdse
antineoplastische Systemtherapie beinhaltet etablierte Therapieverfahren wie die zytostatische
Chemotherapie, die Hormontherapie und die Immuntherapie. Daneben gibt es weitere
Therapieansitze, die sich derzeit im experimentellen Stadium befinden. Dazu gehoren die zelluldre
Immuntherapie, die Zytokintherapie, die Therapie der Inhibition von Wachstumsfaktoren und —
rezeptoren, die Neoangiogenese-differenzierungs-induzierende Therapie sowie verschiedene

Ansitze zur Gentherapie (Junginger Th. et al; 2004).

Die chirurgische Therapie strebt die Entfernung der gesamten Tumormasse durch Resektion an.
Der Erfolg der chirurgischen Therapie hédngt dabei nicht nur von der vollstindigen
Tumorentfernung (Ry-Resektion), sondern auch von der Beherrschung intraoperativer Risiken wie
Narkose, Blutverlust wihrend der Operation sowie postoperativer Komplikationen wie Blutungen,
Infektionen, Anastomoseninsuffizienzen und Wundheilungsstorungen ab. Sowohl bei der
Vermeidung als auch bei der Behandlung von Komplikationen wurden in den letzten Jahrzehnten
groB3e Fortschritte gemacht. Durch die verbesserte Operationstechnik verringerte sich die Letalitit
zum Beispiel nach totaler Gastrektomie von 25 auf 13% im Zeitraum von 1959 bis 1976 (Gall et al,
1982). Heute ist die postoperative Letalitdt nach Magenresektion geringer als 5% (Siewert et al;

2001).
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Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) beim Magenkarzinom verbesserte sich nach kurativer totaler
Gastrektomie von 6 auf 20% im Zeitraum von 1950-1969 (Gall et al, 1982).

Die Chemotherapie wird {iiberwiegend zur Behandlung von hédmatologisch-onkologischen
Erkrankungen und innerhalb von multimodalen Therapiekonzepten zur Behandlung von soliden
Tumoren verschiedener Gewebe eingesetzt. Ziel der Chemotherapie ist die irreversible Inhibierung
der Zellteilung mittels geeigneter Zytostatika. Da Tumorzellen eine deutlich hohere
Proliferationsrate aufweisen als die meisten Normalgewebe, werden Tumorzellen bevorzugt durch
Chemotherapie abgetttet. Es werden jedoch auch Zellen stark proliferierender Gewebe, wie der
Schleimhédute oder des Knochenmarks eliminiert. Zytostatika konnen auch zytotoxisch und
zytolytisch wirken (Erbar et al; 2002). Vor der Einfiihrung der Chemotherapie betrug das 1-Jahres-
Uberleben (1-JUR) im Falle einer Akuten Myeloischen Leukimie entsprechend dem natiirlichen
Verlauf der Erkrankung nur 2%. Mit dem Einsatz von Zytostatika werden 60-80 % der Patienten in
Vollremission gebracht und 20-40% bleiben 5 Jahre rezidivfrei (Beckers; 2001); (Freund, 1999).
Die Behandlungsméglichkeiten von hiamatologischen Neoplasien wurden durch die Myeloablative
Therapie stark erweitert. Die Myeloablative Behandlung, d.h. die vollstindige Elimination der
Vorlduferzellen des Blut bildenden Systems, wurde erst in Verbindung mit anschlieBender

Knochenmarktransplantation moglich.

Bei der perkutanen Strahlentherapie werden Tumorzellen gezielt durch Zufuhr von
hochenergetischer, ionisierender y-Strahlung, Elektronen, Rontgenstrahlung (kleine Hauttumore,
oberflichliche Metastasen) und Strahlung von umschlossenen Radionukliden (Afterloading: “Co,
¥Cs und "**Ir) inaktiviert. Sie wird als alleinige Therapie z.B. bei malignen Lymphomen oder dem
Prostatakarzinom angewandt. In Kombination mit Chirurgie und Chemotherapie wird sie bei
gynikologischen, HNO- und vielen anderen soliden Tumoren angewandt. Circa 60-70% aller
Patienten mit Malignomen werden im Verlauf ihrer Krankheitsgeschichte bestrahlt. Circa 30% aller

Heilungen sind auf Strahlentherapie zuriick zu fiithren (Kauffmann G. et al, 1996).

Radio- und Chemotherapie konnen in Verbindung mit chirurgischer Therapie neoadjuvant,
intraoperativ oder adjuvant eingesetzt werden. Die neoadjuvante und adjuvante Anwendung ist
sinnvoll, wenn der Tumor primir nicht resektabel ist oder noch ein mikroskopischer Rest des
Tumors im Operationsgebiet verblieben ist (R;-Resektion). Neoadjuvante Malnahmen dienen zur
Verkleinerung des Primértumors und zur Senkung des lokoregionalen Rezidivrisikos. Im Fall des
Osophaguskarzinoms und des Rektumkarzinoms ist die Wirksamkeit nachgewiesen, beziiglich des
Langzeitiiberlebens liegen jedoch noch keine Ergebnisse vor (Junginger Th. et al; 2004). Zur
Ausschaltung von okkulten Mikrometastasen werden Radio- bzw. Chemotherapie adjuvant
eingesetzt. Beim Kolonkarzinom (Stadium II und III, UICC) ist die adjuvant durchzufithrende

Chemotherapie Teil der empfohlenen Standardtherapie (Harder und von Flie M.; 2001). Beim
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Mammakarzinom konnte die radikale Mastektomie durch Einsatz der adjuvanten Strahlentherapie
von Brust erhaltenden Operationsverfahren abgelost werden (Holzel et al, 2001). Die Radikalitit
des Operationsverfahrens bei malignen Weichteiltumoren an den Extremitéiten konnte durch die
Kombination mit Radiotherapie ebenfalls verringert werden (Rosenberg et al, 1982);(Junginger et
al, 2001). Durch Kombination von Radio- und Chemotherapie werden synergistische, d.h. sich
gegenseitig verstirkende, Effekte erzielt. Bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen gilt die
préoperative Radiochemotherapie als empfohlene Standardtherapie (Budach et al, 1998). Beim
kleinzelligen Bronchialkarzinom wurde bisher ausschlielich Radiochemotherapie angewandt.
Chemotherapie kombiniert mit monoklonalen Antikdrpern gegen Tumorantigene ist ebenfalls
Erfolg versprechend. So erwies sich die Anwendung von Bevacizumab (bindet am EGFR
(epidermal growth factor receptor)) mit 5-Floururacil und Leukovorin an 104 Patienten mit
metastasiertem Kolonkarzinom in einer randomisierten klinischen Studie iiberlegen gegeniiber der
alleinigen Anwendung von 5-Floururacil und Leukovorin (Kabbinavar et al, 2003). Fiir
Patientinnen mit metastasierten Mammakarzinomen, die das Onkogen Her2/neu iiberexprimieren
ist zusitzlich zur Chemotherapie mit Taxanen die Behandlung mit Trastuzumab (Handelsname
Herceptin), einem AK gegen die Oberflichendoméne Her2 des Onkogens zugelassen. Die Therapie
mit Trastuzumab in Verbindung mit Taxanen und einem Platinsalz (zweifache Chemotherapie)
fiihrte zur Verlingerung des Uberlebens im Vergleich zur Behandlung mit Trastuzumab und einer

Monochemotherapie (Luftner et al, 2005).

Alle hier vorgestellten Therapieformen sind nach wie vor in ihrem Einsatz limitiert.

Die Chirurgie gelangt an ihre Grenzen, wenn Tumore benachbarte Gewebe infiltrieren, die nicht
reseziert werden konnen wie z.B. Gefédlle, Nerven und lebenswichtige Organe.

Die Einsetzbarkeit der Chemotherapie wird durch die toxische Wirkung auf Epithelien im
Gastrointestinaltrakt und Knochenmarkszellen begrenzt. So treten als unerwiinschte Folgen der
Chemotherapie Durchfille, Immunschwiche, Blutungsneigung und peripherer Sauerstoffmangel
auf. AuBerdem wird der Behandlungserfolg von der Empfindlichkeit der Tumorentitiit gegeniiber
dem verwendeten Chemotherapeutikum bestimmt.

Fiir die Anwendbarkeit der externen Strahlentherapie sind die Strahlensensibilitit des bestrahlten
Tumors, sowie der angrenzenden Gewebe entscheidend. Durch exakte Berechnung und Festlegung
der Strahlendosis im Bestrahlungsfeld wird versucht, die Wirkung auf anliegendes gesundes
Gewebe zu minimieren.

Um den Erfolg der Therapie zu maximieren und die Nebenwirkungen gering zu halten, werden die
drei aufgezeigten Behandlungsmodalititen wie erwihnt auch miteinander kombiniert (multimodale
Therapiekonzepte). Strahlentherapie wirkt dabei ausschlieBlich lokal, wéhrend zytostatische

Therapie auch vereinzelte, bereits migrierte Zellen (Mikrometastasen) erfasst.
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Zur weiteren Steigerung der Therapieeffizienz bzw. besseren Vertrdglichkeit werden supportive
Therapien eingesetzt. Dazu gehoren z.B. Hyperthermie, d.h. kurzzeitige Erwdarmung des Tumors
auf 42°C, zur Steigerung der Wirkung von externer Bestrahlung und Chemotherapie oder der

Einsatz von Wachstumsfaktoren, der die Folgen der Myelosuppression ausgleichen soll.

1.2 Spezifische Tumortherapien

Da die beschriebenen Therapien auch gesundes Gewebe schidigen, wird nach Therapieansitzen
gesucht, die spezifisch nur Tumorzellen eliminieren. Solche Ansitze sind moglicherweise mittels
Gentherapie und Immuntherapie umsetzbar.

Die Gentherapie nutzt das molekulare Wissen iiber die Entstehung von Tumoren. Dabei wird die
Wirkung mutierter Gensequenzen, die fiir die Tumorgenese verantwortlich sind, durch
Implementierung von genetischer Information mittels Vektoren ausgeglichen (Pschyrembel, 2005).
Somit wird gezielt versucht, Tumorzellen abzutdten. Als Vektoren dienen u. a. Viren und Plasmide
(Talmadge, 2004). Momentan befindet sich diese Therapieform im experimentellen Stadium, wird
jedoch im Rahmen von Studien schon klinisch angewandt.

Als ein so genanntes ,Selbstmordgen® wird das Gen fiir die herpesvirale Thymidinkinase
bezeichnet. Nach Implementierung des Gens in Tumorzellen werden diese selektiv durch Gabe von
Ganciclovir abgetotet. Ganciclovir wird von allen Zellen aufgenommen, kann jedoch nur in Zellen
mit viraler Thymidinkinase zum Monophosphat verstoffwechselt werden. Nachdem das
Nucleosidanalogon von zelluldren Kinasen zum Triphosphat phosphoryliert wurde, verursacht es
nach Einbau in die DNA dort einen Abbruch. Die betroffenen Zellen sind dadurch teilungsunfihig.
Diese Form der Gentherapie wurde bereits in einer Vielzahl von experimentellen Studien an
Zellkulturen und an Tiermodellen erfolgreich eingesetzt. Als Beispiele seien die erfolgreiche
Anwendung beim Prostatakarzinom (Satoh et al, 2005) und Mammakarzinom (Gadal et al, 2004)
genannt.

Im Fall des malignen Glioms konnte nach Einfithrung von toxischen Transgenen in die
Erbsubstanz mittels Retroviren in einer klinischen Phase-III-Studie keine signifikante
Verlidngerung des Uberlebens erreicht werden. Dies konnte mit der geringen Transduktionsrate in
vivo oder mit der Applikationsstrategie der Retroviren zusammenhéngen (Rainov und Ren, 2003).
Die Implementierung der Gene fiir Interleukin (IL) 6 und des 16slichen agonistischen Rezeptors
fiihrte beim malignen Melanom in einer polnischen Studie an 220 Patienten zu signifikant
verlingertem Uberleben. In mehr als 25 % der Fille war die Therapie klinisch erfolgreich
(Wysocki et al, 2002). Die Implementierung von Tumorsuppressorgenen verbessert
moglicherweise die Empfindlichkeit im Hinblick auf Chemotherapie und Bestrahlung, wie in
klinischen Studien iiber die Gentherapie beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom gezeigt

werden konnte. Beziiglich der Effizienz von Vektoren, der Erforschung von Genen und
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Kombinationsstrategien mit herkdmmlichen Therapien sind die Grenzen der biotechnologischen

Entwicklung in der Gentherapie noch nicht erreicht (Roth und Grammer, 2004).

Unter Immuntherapie werden Verfahren zur gezielten Auslosung immunologischer Reaktionen
zusammengefasst. Bei der Tumorbehandlung wird die Immuntherapie durch Verabreichung von
Antikorpern, von immunmodulatorischen Substanzen wie z.B. Zytokinen (IL 2, Interferon), von
speziellen immunogenen Proteinen oder reifen dendritischen Zellen durchgefiihrt. Beim Non
Hodgkin Lymphom (NHL) wird die Verabreichung von Antikorpern gegen CD20 (CD: cluster of
differentiation) als Standardtherapie durchgefiihrt. Daneben findet die Hoch-Dosis-Chemotherapie
mit anschlieBender Stammezelltransplantation oder die Verabreichung von Antikdrpern in
Kombination mit Chemotherapie bzw. die Radioimmuntherapie mit *’Y gekoppelten CD20-AK
(Zevalin) Anwendung (Hennessy et al, 2004). Im Folgenden sind Beispiele der zahlreichen
Entwicklungen, die sich noch in der experimentellen Phase befinden, beschrieben. An Metastasen
von Melanomen werden Transkriptionsprofile genau untersucht, um durch die aktive
Immunisierung kombiniert mit der systemischen Gabe von IL 2 die T-Zell-vermittelte Zerstérung
von Tumorzellen zu ermdglichen (Wang et al, 2004). Die Behandlung von CEA-exprimierenden
metastasierten Adenokarzinomen des Gastrointestinaltraktes und der Lunge sei als weiteres
Beispiel genannt. Hier werden die Patienten mit eigenen dendritischen Zellen, die ein von CEA
abgeleitetes Peptid prisentieren, geimpft (Ueda et al, 2004). Die Impfung mit dendritischen Zellen,
die mit Tumorlysat behandelt und mittels Tumornekrosefaktor o zum Ausreifen gebracht wurden,
erfolgte auch an Patienten mit malignem Melanom im Stadium IV (Nagayama et al, 2003). Die
Therapien zeigen keine schwerwiegenden Nebenwirkungen, hemmen aber die Tumorprogression
nur unzureichend. Abschlieend kann festgehalten werden, dass vorrangig aktive Immunisierungen

Gegenstand der Forschung zur Abtotung disseminierter Tumorzellen sind (Paukovits et al, 2004).

1.3 Therapie bei fortgeschrittenen Tumoren und Therapieresistenz

In Stadien ausgedehnter Tumorerkrankung fithrt auch die Anwendung von multimodalen
Therapiekonzepten nur zu einer eingeschrinkten Prognoseverbesserung, auch aufgrund der
Ausbildung von Resistenzen gegeniiber Chemo- oder Strahlentherapie bei bestimmten Neoplasien.
Das sei am Beispiel der Peritonealkarzinose beim Magenkarzinom niher ausgefiihrt. Bei 30-50%
der Patienten im Rezidiv nach kurativer Gastrektomie ist eine Peritonealkarzinose zu
diagnostizieren. Das durchschnittliche Uberleben nach peritonealer Aussaat betriigt nur 5 Monate
(Lee et al, 2003). Fiir die Patienten, deren Magenkarzinom primir nicht resektabel ist, wurde eine
Prognoseverbesserung durch die Durchfiihrung pridoperativer Chemotherapie mit Cisplatin, 5-
Fluorouracil und Leukovorin erreicht (Ott et al, 2003). Dagegen hat sich die postoperative
Chemotherapie als nicht wesentlich Prognose verbessernd herausgestellt (Schuhmacher et al,

2001). Im Fall der Peritonealkarzinose fiihrt die Kombination von lokaler Chemotherapie unter
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Hyperthermie mit zellreduzierender Chirurgie zu einem medianen Uberleben von 10 Monaten
(Glehen et al, 2004). Trotz dieser Fortschritte in der Therapie des Magenkarzinoms ist eine
nachhaltige Verbesserung der Prognose bei peritonealer Aussaat vorerst nicht erreichbar (Ott et al,
2003), u. a. weil sich ein GroBteil der Neoplasien als chemoresistent erweist. Einen spezifischen
Angriffspunkt zur Therapie konnen die molekularen Verdnderungen in den Tumorzellen, die mit
dem diffusen Magenkarzinom einhergehen, darstellen. Der diffuse Typ des Magenkarzinoms fiihrt
hiufiger als der intestinale Typ zur Peritonealkarzinose. Ferner korreliert die Verdnderung des E-
Cadherin/beta-Catenin-Komplexes (Oberflichenmolekiil bzw. integrale Proteine der Zellmembran)
mit undifferenzierten Stadien und hohergradigen Stadien des Magenkarzinoms nach Borrmann. Die
Veridnderung des  Beta-Catenins  zeigt einen  signifikanten = Zusammenhang  mit
Lymphknotenmetastasierung, wéhrend der Beta-Catenin Wildtyp signifikant mit verbesserter
Prognose einhergeht (Zhou et al, 2002). Fehlende Expression des Oberflichenmolekiils E-Cadherin
kommt in 65% der diffusen Magenkarzinome vor (Chen et al, 2003).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass aufgrund geringer Effizienz bestehender
Therapiemodalititen im Falle fortgeschrittener Tumorerkrankungen und angesichts vieler
potentieller molekularer Angriffspunkte (Onkogene, Tumorsuppressorgene und

Tumorzellantigene) die Entwicklung neuer Therapien notwendig und viel versprechend erscheint.

1.4 Radionuklidtherapie

Erfolgreiche Ansitze zur Entwicklung spezifischer Behandlungsmethoden von malignen
Erkrankungen finden sich in der Nuklearmedizin, wobei offene Radionuklide zur internen
Bestrahlung eingesetzt werden. So lassen sich maligne Erkrankungen mittels Radioiodtherapie,

Radiopeptidtherapie oder Radioimmuntherapie behandeln.

Bei der Radioiodtherapie mit "*'I und Radionuklidtherapie mit *’Sr reichern sich die Radionuklide
in Schilddriisenzellen und Schilddriisenkarzinomzellen (Ausnahme Calcitonin-produzierende
Schilddriisenkarzinomzellen) bzw. Knochen spezifisch an.

Die Radionuklidtherapie von Malignomen anderer Gewebe wird mit geeigneten Carriern (z.B.
Antikorper) fiir die Nuklide durchgefiihrt. Dabei wird die unspezifische Bestrahlung von gesundem
Gewebe minimiert.

Die Radiopeptidtherapie kann angewendet werden, wenn ein maligner Tumor einen Rezeptor iiber-

bzw. exklusiv exprimiert, an den Nuklid-markierte Peptide selektiv binden.

Bei der Radioimmuntherapie werden Radionuklide an Antikorper (AK) gekoppelt, die am
ausgewihlten Tumorantigen selektiv binden. Die Kopplung der Radionuklide an die Antikorper
erfolgt bei °'T durch elektrophile aromatische Substitution an Tyrosin-Reste des AKs. Metallische

Nuklide dagegen werden mittels geeigneter Chelate an AK gebunden. Aufgrund zahlreicher
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Variablen, wie z.B. Transport der Konjugate zum Tumor, Bindungsverhalten der Konjugate,
Verstoffwechslung der Konjugate und des Radionuklids, Tumorgrofle, Retention im Tumor usw.,
gestaltet sich die Dosimetrie aufwendig. Bei der perkutanen Strahlentherapie ist dagegen die
Berechnung der Dosis an Hand der Bestrahlungsgeometrie, der Eigenschaften der Strahlenquelle

und der Gewebearten im Bestrahlungsfeld exakter durchzufiihren.

Die klassische und hiufigste Anwendung von Radionukliden zur Behandlung von Malignomen
stellt die Therapie von Schilddriisenkarzinomen mit BIT dar, die 1946 von Seidlin, Marinelli und
Oshry eingefiihrt wurde. 'T (t,,=8,02 d) zerfillt mittels f (606 keV, 85%) und y-Zerfall (365 keV,
15%), wobei die zytotoxische Wirkung nahezu ausschlieflich vom B-Anteil ausgeht. Aufgrund
spezifischer Anreicherung von "'I im Schilddriisengewebe und einer maximalen Reichweite der
Strahlung von 2 mm im Gewebe, ist ein starker Dosisabfall auBerhalb der Schilddriise
gewihrleistet. Diese nebenwirkungsarme Therapie wird als Behandlungsmethode bei immunogener
Hyperthyreose und autonomen Adenomen eingesetzt, wenn die thyreostatische Therapie nicht
greift, oder Kontraindikationen zur Operation bestehen. Nach chirurgischer Resektion wird die
Radioiodtherapie additiv beim Schilddriisenkarzinom angewandt, um restliches Tumorgewebe
beziehungsweise Metastasen zu abladieren. Handelt es sich um nicht iodspeicherndes, malignes
Gewebe, ist die perkutane Bestrahlung indiziert.

Weitere Anwendungen der Radionuklidtherapie sind die palliative Behandlung von Schmerzen bei
Skelettmetastasen mit **Sr, die intrakavitire Therapie bei Pleura- oder Peritonealkarzinose mittels
*y-Silikat und die Radiosynoviorthese mit *Y, '"®Re und 'Er bei rheumatoider Arthritis
(Kauffmann G. et al, 1996). Diese Behandlungsmethoden werden jedoch im Vergleich zur
Radioiodtherapie selten durchgefiihrt.

Peptid-Rezeptor-Systeme lassen sich sowohl fiir die Diagnostik als auch fiir die Therapie maligner
Erkrankungen heranziehen.

Etabliert hat sich die Therapie von Somatostatinrezeptor-Typ 2 positiven neuroendokrinen
Tumoren in inoperablen oder metastasierten Stadien mit radiomarkierten glykosylierten
Peptidrezeptorliganden, wie z.B. [QOY] DOTA-TOC (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N',N",N""'-
tetraacetic acid-Tyr(3)]octreotide) oder ['"Lu] DOTA-TOC (Kwekkeboom et al, 2005). Die
Therapie bewirkt teilweise bzw. komplette Remission, sowie die Reduzierung der Schmerz- und
Karzinoidsymptomatik. Da sich die markierten Peptide in der Niere anreichern, wirken sie auch
nephrotoxisch. Mittels Nephroprotektiva kann diese Nebenwirkung kontrolliert werden. Die
ibrigen Nebenwirkungen sind Erbrechen unmittelbar nach der intravendsen Injektion bei 23 % und
Panzytopenie bei 5 % der Patienten.

Weitere geeignete Rezeptoren, die von malignen Tumoren exprimiert werden und an die

Radionuklid-gekoppelte Liganden binden, sind: Somatostatinrezeptor Typ 1 (Bronchialkarzinoid,
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Sarkom, Prostatakarzinom und Insulinom), der Rezeptor fiir den Subtyp VPAC 1 des pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (Neuroendokrine Tumore), der Rezeptor fiir Vasoaktives
intestinales Peptid (Adenokarzinom, kleinzelliges Bronchialkarzinom) und
Cholezystokininrezeptor-Subtyp 2 (medulldres Schilddriisenkarzinom, Insulinom, Vipom,

Bronchialkarzinoid und Astrozytom).

Tumorzellen, die bestimmte Antigene iiberexprimieren oder exklusiv exprimieren, konnen mittels
Radionuklid-gekoppelter Antikorper gezielt abgetotet werden.
Aufgrund der enormen Fortschritte in der Erforschung molekularer Mechanismen der
Karzinogenese ist heute eine Vielzahl von tumorassoziierten Antigenen bekannt. Es seien
nachfolgend nur diejenigen Antigene aufgefiihrt, die bereits Gegenstand klinischer Forschung im
Hinblick auf Radioimmuntherapie sind (Goldenberg, 2002).
Hématologische Neoplasien exprimieren z. B. CD-Antigene (CD: cluster of differentiation), die
verschiedene Typen und Differenzierungsstadien von Lymphozyten charakterisieren. NHL
exprimieren verstirkt CD20, CD22 oder HLA-DR (Histokompatibilititsantigen) auf der
Zelloberflache. Im Fall der myeloischen Leukédmie werden CD33 und NCA9S5 iiberexprimiert und
daher als Zielstruktur fiir Antikérper bei der Radioimmuntherapie genutzt.
Fir die Radioimmuntherapie solider Tumore wurden AntikOorper gegen folgende Antigene
eingesetzt:
* CEA (Karzinoembryonales Antigen) beim medulldren Schilddriisenkarzinom,
Ovarialkarzinom, Bronchialkarzinom und Kolorektalen Karzinom
* Tenascin und EGFR beim malignen Gliom
* MUCI1 (epitheliales Muzin 1) beim Ovarialkarzinom, Mammakarzinom und
Blasenkarzinom
* TAG-72 (Glykoprotein von Adenokarzinomen) beim Ovarialkarzinom, Kolorektalen
Karzinom, Mammakarzinom und Prostatakarzinom
Maligne Gliome exprimieren hidufig Tenascin, ein extrazelluldres Matrix-Glykoprotein. Anti-
Tenascin-AK, mit Y oder "' markiert, dienen zur intrakavitiren, lokoregionalen
Radioimmuntherapie bei malignen Gliomen in Verbindung mit chirurgischer Resektion, externer
Bestrahlung und Chemotherapie. Bei der intrakavitiren lokoregionalen Radioimmuntherapie wurde
in klinischen Studien ein verldngertes Uberleben (medianes Uberleben von 79 Wochen) im
Vergleich zu einer historischen Kontrollgruppe (medianes Uberleben ca. 40 Wochen, verwendete
Therapien: konventionelle Strahlentherapie und Chemotherapie) verzeichnet (Goetz et al, 2003;
Reardon et al, 2002). Fiir die gleiche Indikation stehen *''At-gekoppelte AK zur Verfiigung, die
wegen der Reichweite der a-Strahlung im Bereich von wenigen Zelldurchmessern im Hinblick auf

die Toxizitdt fiir das librige Gehirngewebe viel versprechend sind (Zalutsky et al, 2001).
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Radionuklide zur Therapie

Als Radionuklide fiir eine spezifische Therapie, mit der selektiv Tumorzellen eliminiert werden
sollen, eignen sich a- und B-Emitter, deren Strahlung eine maximale Reichweite von wenigen mm
aufweist. Fiir die Behandlung von soliden Tumoren mit Knétchen im mm-Bereich werden in der
Regel B-Emitter eingesetzt. a-Strahler eignen sich aufgrund ihrer relativ geringen Reichweite von
ca. 100 um fiir die Therapie von intrakavitiren Tumorzellclustern und Einzelzellen. Einige a- und
B-Emitter emittieren zusétzlich y-Strahlung, die zur Diagnostik und Dosimetrie verwendet werden

1311
s

kann. Die y-Komponente verschiedener Strahler (z.B. *PBi) ermoglicht zu dem die

Lokalisation der Nuklide im Korper mittels Szintigrafie.

B-Emitter

P ist der am hiufigsten verwendete B-Emitter. Die Anwendung zur Radioiodtherapie der
Schilddriise entspricht dem heutigen Standard. Im Rahmen der Radioimmuntherapie ist "'l
gekoppelt an AK, gerichtet gegen CD20, zur Therapie des NHL in den USA zugelassen. Die
zusitzliche Aussendung von y-Strahlung von "'I wird zur Dosimetrie und Therapieplanung
genutzt.

Die leicht durchfithrbare Bindung von "*'I an Antikorper mittels der Todogenmethode stellt einen
Vorteil fiir die Radioimmuntherapie dar. Das metallische Nuklid *°Y, als reiner B-Emitter, und
weitere metallische B-Strahler mit zusétzlicher y-Emission wie z.B. 88Re, "Re, Cu und ""Lu
werden mittels Chelatierung an AK gekoppelt und zur Radioimmuntherapie von Tumoren (NHL,

Blasenkarzinom und Ovarialkarzinom) in klinischen Studien erprobt (Goldenberg, 2002). Die

wichtigsten Daten dieser B-Emitter sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Ausgewdhlte Eigenschaften einiger therapeutisch eingesetzter p-Strahler

Nuklid Halbwertszeit (h) Zerfallsenergie (MeV) Max‘ggﬁeﬁgiz’nﬂ%ite in
'%Re 17 2,1 11,0
13 193 0,6 2,0
Ly 161 0,5 1,5
'*Re 91 1,1 5,0
¥Cu 62 0,6 1,8
Oy 64 2,3 12,0

Klinische Anwendung von "I und *°Y bei der Therapie des NHL

Die Radioimmuntherapie beim NHL hat sich in mehr als zwanzig Jahren von experimentellen
Anfangen bis zur klinischen Anwendung im Routinebetrieb entwickelt. Das Oberfldchenantigen

CD20 dient dabei als Angriffspunkt fiir radiomarkierte Antikorper.
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Das NHL hat in Deutschland eine Inzidenz von 5-10/100.000 Einwohnern jdhrlich, wobei die
Haufigkeit zunimmt. 80-85% dieser Lymphom-Entitiit betreffen die B-Zellreihe, davon sind iiber
90% CD20 positiv und kénnen mit Radioimmuntherapie behandelt werden (Wood, 2001).

Die radiomarkierten Antikorper sind Y ibritumomab (Zevalin) und B tositumomab (Bexxar). In
Deutschland ist bisher nur Zevalin zugelassen. Beide Substanzen zeigen Erfolg versprechende
Resultate an Patienten mit NHL im Vergleich zu bisher angewendeten Therapien. Bexxar
verlangerte die Dauer der Remission im Vergleich zur alleinig angewendeten Chemotherapie. Bei
54-71% der Patienten zeigte die Therapie Erfolg, im Fall der neu diagnostizierten Erkrankungen,
ohne bisherige Vortherapie, war in 63% der Fille eine komplette Remission zu verzeichnen (Vose,
2004).

Die Standardtherapie beim hochmalignen B-Zell-NHL, dessen Krankheitsverlauf ohne Therapie
nach Wochen bis Monaten tddlich endet, ist nach wie vor Chemotherapie in Kombination mit
Strahlentherapie. Die Behandlungsméglichkeiten des hochmalignen NHL wurden durch die Option
der hochdosierten Chemotherapie zur Myeloablation in Verbindung mit der autologen
Stammzelltransplantation Mitte der neunziger Jahre erweitert. Weitere Ergédnzungen der Therapie
aller B-Zell-NHL stellen seit 1997 die Immuntherapie mit Rituximab (humaner MAK gegen CD20)
und der Einsatz von den bereits erwihnten "*'I- und **Y-gekoppelten Antikorpern dar (Hennessy et
al, 2004).

Die Radioimmuntherapie mit *’Y-ibritumomab und die Immuntherapie mit Rituximab wurden in
einer klinischen Studie an Patienten mit rezidivierendem bzw. nicht ansprechendem niedrig-
malignen NHL miteinander verglichen (Witzig et al, 2002). Es zeigte sich, dass die Therapie mit
Y -ibritumomab der Immuntherapie mit kaltem AK beziiglich der Ansprechrate (80 bzw. 56%) als
auch beziiglich der medianen Dauer der Remission (14 bzw. 12 Monate) signifikant tiberlegen war.
Die nach der Behandlung mit Radioimmunkonjugaten auftretende Myelosuppression erwies sich

als reversibel.

o-Emitter

a-Emitter geben ihre hohe Energie (> 3 MeV) auf einer Strecke von 80-100 pm ab, was zu einem
hohen linearen Energietransfer (LET) von ca. 100 keV/um (zum Vergleich LET von °Y: 0,2
keV/um) fiihrt. Daher induzieren o-Partikel in hohem Mafle Doppelstrangbriiche in der DNA, die
fiir die Zellen aufgrund fehlerhafter Reparatur oft letal sind.

Seit den 70iger Jahren wird die Abtdtung von Siuger-Zellen durch a-emittierende Radionuklide
wie z.B. **Am, **Pu und **°Rn untersucht. Anfang der 80iger Jahre standen die Effekte von a-
Strahlern auf den Zellzyklus (Hieber et al, 1981), auf die Induktion von Knochensarkomen (Taylor
et al, 1983) und die Wirkung auf Blutzellen (Purrott et al, 1980) im Fokus der Untersuchungen.
Bereits 1988 wurde mit *'*Bi erstmals ein a-Strahler zur intraperitonealen Radioimmuntherapie im
Tierversuch eingesetzt. Dazu wurde ein monoklonaler IgM-AK verwendet, der spezifisch das

murine T-Zell Antigen Thy 1.2 auf neuroektodermalen Oberflidchen erkennt (Macklis et al, 1988).
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Die Verfiigbarkeit von a-Emittern wurde verbessert und es wurde intensiv daran gearbeitet, die
Kopplung der Radionuklide an Antikérper (u.a. Chelatchemie) zu optimieren (Chappell et al,
2000)(Nikula et al, 1995); (Milenic et al, 2001). Aktuell werden als a-Emitter (t;,) mit passenden
Halbwertszeiten (t;,) Nuklide wie *’Bi (45 min) und *''At (7,2 h) in der klinischen Forschung
verwendet. *Ac (10 d) ist das Mutternuklid von *"’Bi, das in den vorliegenden Untersuchungen
zur Anwendung kam. ’Ac wurde bisher nur in experimentellen Studien verwendet (Miederer et al,

2004).

Die therapeutische Effizienz eines **’Ac-markierten AKs trastuzumab, gerichtet gegen das
Onkogen her2/neu, wurde in einem Mausmodell mit intraperitonealem Ovarialkarzinom sowie an
Spheroiden aus Mammakarzinomzellen untersucht. Im Mausmodell bewirkte die Therapie mit
*Ac-trastuzumab (8-17 kBq) eine Verdreifachung der Uberlebensdauer im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (Borchardt et al, 2003). Das Volumen von Zell-Sphéroiden konnte mit
Aktivitdtskonzentrationen von 1-18 kBg/ml maximal auf die Hilfte reduziert werden (Ballangrud
et al, 2004).

Die Therapie mit *"’Bi-markierten Antikorpern (7,4 MBq) gegen mutiertes E-Cadherin an

Magenkarzinomzellen im Mausmodell der Peritonealkarzinose zeigte eine signifikante

Uberlebensverlidngerung gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe (Huber et al, 2003).

Erste klinische Studien mit *’Bi-195 HuM-AK gegen CD33 exprimierende Zellen wurden schon
an Patienten mit akuter myeloischer Leukimie bzw. chronischer myelomonozytischer Leukimie
durchgefiihrt (Jurcic et al, 2002). Mit der beschriebenen Therapie konnte in 93% eine Reduktion
der zirkulierenden Blasten und in 78% eine Reduktion des Prozentsatzes der Blasten im
Knochenmark erreicht werden.

Viel versprechend erscheint die Anwendung von *''At-gekoppeltem AK gegen das Tumorantigen
MOv18 im Mausmodell des Ovarialkarzinoms. Die Therapie reduzierte im Tierexperiment Aszites
sowie Tumorwachstum und zeigte eine Verlingerung der Uberlebenszeit ohne toxische

Nebenwirkungen (Andersson et al, 2003).
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Zytotoxizitit von *"’Bi-Immunkonjugaten gegen ein
tumorspezifisches Antigen in vitro zu analysieren und zu quantifizieren.

Als Zielstruktur fiir den verwendeten Antikorper (anti-A9-E-Cadherin) diente ein mutiertes E-
Cadherin Zelladhésionsmolekiil mit Deletion von Exon 9 (A9-E-Cadherin). Der a-Emitter 213Bj
wurde mittels des Chelators SCN-CHX-A-DTPA an anti-A9-E-Cadherin gekoppelt. Zur
Quantifizierung der unspezifischen Wirkung wurden einerseits WT-E-Cadherin-exprimierende
Zelllinien (L 929 WT, MDA WT) mit 213Bj-anti-A9-E-Cadherin, andererseits A9-E-Cadherin-
exprimierende Zelllinien (L 929 A9, HSC, MPE-600) mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin (unspezifisch)
inkubiert. Die spezifische Wirkung wurde nach Applikation von *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten an allen A9-E-Cadherin-exprimierenden Zelllinien quantifiziert.

Die zytotoxische Wirkung der *"*Bi-Immunkonjugate wurde mittels klonogener Tests quantifiziert.
Die Untersuchung 2I3Bj-induzierter Chromosomenaberrationen diente dazu, das AusmaB von
mikroskopisch sichtbaren Schidden in der Erbsubstanz der behandelten Zellen zu ermitteln.

Als mogliche Einflussfaktoren auf die Zytotoxizitit wurden die Anzahl der A9-E-Cadherin-
Molekiile pro Zelle sowie die Bindung an die Zelloberfliche bzw. die Internalisierung der *"’Bi-
Immunkonjugate untersucht.

Zur Abschitzung der jeweiligen *"’Bi-Dosis wurde ein vereinfachtes Modell erstellt, in dem die
Absiittigung der Antigene (A9-E-Cadherine) in Abhingigkeit von der Konzentration der *"’Bi-

Immunkonjugate beriicksichtigt wurde.
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3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Losungen, Kits und Antikorper

Chemikalien:

Natriumazid (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Natriumchlorid p.A. (Merck, Darmstadt, Deutschland)
pH-Streifen (Merck)

Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA) (Sigma)
NaOH

Glycin (Merck)

Losungen:

Gesittigte Methylen-Blau-Losung (99prozentiger Alkohol (23%), KOH (1%), 4 Wochen gereift bei
37°C)

Glycinpuffer fiir Internalisierungsversuche: 50 mM Glycin, 150 mM NaCl (pH 2,8)

Waschpuffer fiir Internalisierungsversuche: 28 mM Natriumacetat, 150 mM NaCl (pH=3)
Salzlosung CASYton (Schirfe System, Reutlingen, Deutschland) zur Verdiinnung von

Zellsuspensionen zur Bestimmung der Zellzahlen

Durchfluflzytometrie (FACS-Analyse):

SHE-AK: AK murinen Ursprungs, der E-Cadherin erkennt (Takara, Genevilleiers, Frankreich)
Anti-Maus IgG, FITC-markiert (Sigma)

DAKO Quifikit®, Kit zur Quantifizierung von Antigenbindungsstellen (DAKO, Glostrup,
Dinemark)

Isoton II (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)

Waschpuffer : 0,1 % Natriumazid, 0,1 % BSA in PBS

1%ige BSA-Losung in PBS

Elution von *"’Bi:

Natrium-Jodid ACS Reagant (Sigma)
Suprapur®30%ige HCI (Merck)
L-Ascorbinséure (Sigma)
Ammoniumacetat (Sigma)
Trinatriumcitrat (Merck)

Chelating-Resin (Iminodiacetic Acid) Chelex 100 (Sigma)
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Herstellung von Chromosomenpréparaten:

Hypotone Losung: 25% HANK'S Salzlosung (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Fixativ: 25% Essigsdure, 75% Methanol

Giemsa-Farbelosung : Gurr® (BDH laboratory supplies, Pooles, England), 1:20 verdiinnt in Weise-
Puffer

Weise-Puffer: Kaliumdihydrogenphosphat (7mM) und Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Merck) (16mM) in 1000 ml Aqua dest. (pH 7,2)

Mitosegift Colcemid

Proteinbestimmung:

,,BioRad protein assay Kit” (Bio-Rad Laboratories Incorporation, Hercules, USA)

Antikorper:
CY-3-markierter Sekundir-AK (Ziegen-Ig gegen Ratten-IgG), (Chemicon International, Temecula,
USA) zur Detektion von Ratten-IgG Primér-AK (anti-A9- und anti-A8-E-Cadherin)

3.1.2 Zellkulturmedien und Losungen fiir die Zellkultur

Séamtliche Losungen fiir die Kultivierung von Zellen wurden von Biochrom bzw. Gibco BRL
Invitrogen (Carlsbad, USA) bezogen:

Fetales Kilberserum (FKS), Charge 611A

PBS

Medium fiir MPE 600:

Medium 199 mit EARLE’S Salzen mit 2,2 g/l NaHCO; und N-acetyl-L alanyl-Glutamin (stabilem
Glutamin) + 10% FKS + Glucose (3,6 g/l) + Insulin (9 mg/l)

Medium fiir MDA A9, L.929 A9, MDA WT und L 929 WT:

DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose, 3,7 g/l NaHCOj; und stabilem Glutamin (DMEM) +10% FKS + 91
LE. Penicillin und 91 mg/ml Streptomycin (P/S) +Geniticin (1 g/I)

Medium fiir HSC und HTB-135:

DMEM+10% FKS +P/S

3.1.3 Verbrauchsmaterial

cellstar (greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland):
-Beschichtete Zellkulturflaschen aus Polystyren mit und ohne Filterkappe, 175 cm? (550 ml), 75
cm? (250 ml) und 25 cm? (50 ml) steril verpackt
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-Well-Gewebekulturplatten, beschichtet und steril verpackt
-5 ml PS-Rundbodenrdhrchen
-15 ml Zentrifugen-Réhrchen mit Spitzboden

Corning Inc. (New York, USA):

-Petrischalen: 60mm x15mm mit Zahlgitter, Kantenlinge 2mm
-Zellkulturflaschen in Dreiecksform, 25 cm?
-Zellkulturflaschen, 25 cm?, mit Filterkappe

-50 ml Zentrifugen-Réhrchen mit Spitzboden

-tissue-culture-Rohrchen, 10 cm?, (Techno Plastic Product AG, Trasadingen, Schweiz)

-Deckglédser (18 mm x 18 mm)

-Objekttrager

-Eppendorf cups

-ITLC™-SG Papier fiir Chromatographie (Gelman Sciences, Ann Arbor, USA)
-PD-10 Saulen (Sephadex™ G 25M) (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)
-Glaswolle

-Filmmaterial: Farbfilm ISO 400/24° (Kodak), Schwarzweif3diafilm Scala ISO 200/ 24° (Agfa)

3.1.4 Geriite

Auflichtmikroskop Axiovert 10 mit Fluoreszenzeinrichtung (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
Zellzihlgerdt CASY-1 (Schirfe System, Reutlingen, Deutschland)

Brutschrank Heraeus 6000 (Heraeus, Hanau, Deutschland)

LaminAir® HB 2472 Flow Bank (Heraeus)

Megafuge 1.0 (Heraeus)

Trockenschrank (Heraeus)

ELISA-Reader (Behring Diagnostika, Frankfurt a. Main, Deutschland)

Photometer UVIKON 931 (Kontron Instruments, Mailand, Italien)

v-Counter 1480 Wizard ™ 3 (Wallac, Turku, Finnland)

Analysenwaage LA 230 S (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Feinwaage BL 1500 S (Sartorius)

Wasserbad (Kottermann, Uetze-Hénigsen, Deutschland)

Epics XL FACS (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA)

Milli-Q UF-Plus Membrapure (Millipore, Billerica, Mass., USA) zur Herstellung von

entionisiertem Wasser
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137Cs—Strahlenquelle 0,7 Gy/min in 10/2001 (GSF GmbH, Neuherberg, Dosisleistung von ca. 0,7
Gy/min)
Kleinbild-Spiegelreflexkamera X 300 S (Minolta, Unterfohring, Deutschland)

3.1.5 Software

SigmaPlot (Systat Software Inc., Point Richmond, CA, USA)
SAS-Statistik-Paket, (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA)

3.1.6 Zellen

Es wurden acht adhirente Zelllinien verwendet.

Fiinf davon wurden am Institut fiir Pathologie der Technischen Universitit Miinchen stabil
transfiziert (Handschuh et al, 1999):

* MDA-MB-435S WT (MDA WT), humanes duktales Mammakarzinom, transfiziert mit WT-E-
Cadherin

* MDA-MB-435S A9 (MDA A9), humanes duktales Mammakarzinom, transfiziert mit A9-E-
Cadherin

* MDA-MB-435S A8 (MDA A8), humanes duktales Mammakarzinom, transfiziert mit A8-E-
Cadherin

¢ L. 929 A9, murine Fibroblasten, transfiziert mit A9-E-Cadherin

¢ L. 929 WT, murine Fibroblasten, transfiziert mit WT-E-Cadherin

* HTB-135 (ATCC number), auch bekannt unter HS 746 T, humanes Magenkarzinom
* MPE-600, humanes Mammakarzinom mit A9-E-Cadherin-Expression
* HSC M2-45 (HSC), humanes Magenkarzinom (Siegelringzellen) mit A9-E-Cadherin-

Expression

3.1.7 Tumorspezifische Antikorper

Die monoklonalen IgG,, Antikdrper (MAK) anti-A9-E-Cadherin (6H8-Klon) und anti-A8-E-
Cadherin (7H1-Klon) wurden wie bei Becker beschrieben an der GSF hergestellt (Becker et al,
1999b);(Becker et al, 1999a). Die spezifischen Antikorper anti-A9-E-Cadherin und anti-A8-E-
Cadherin sind respektive gegen E-Cadherin mit Deletion des Exons 9 bzw. Deletion des Exons 8
gerichtet. Diese durch Mutation verdnderten E-Cadherine konnten an Magenkarzinomen des
diffusen Typs nachgewiesen werden, wihrend sie an nicht entarteten Referenzgeweben nicht

nachweisbar waren (Becker et al, 1994). Die Chelatierung der MAK mit SCN-CHX-A""-DTPA -
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Vorraussetzung fiir die Markierung mit >"’Bi - wurde am Institut fiir Transurane der Europiischen

Kommission in Karlsruhe durchgefiihrt (Nikula et al, 1995).

\Y4

S
A
WZ N~ —DTPA
H

Abbildung 1: Schematisch dargestellte Bindung des Chelats SCN-CHX-A ""-DTPA an den AK

Abbildung 1 zeigt schematisch die Bindung des Chelats an den MAK (Mirzadeh et al, 1990). Die
DTPA-Gruppe des Molekiils bindet das *"Bi-lon, wihrend die Isothiocyanatgruppe die
Verbindung zu einer Lysinseitenkette des MAK herstellt. Pro AK-Molekiil sollten ca. 3
Chelatmolekiile zufillig iber Lysinreste gekoppelt werden.

Von jedem chelatierten MAK wurden die in Tabelle 2 zusammengefassten Chargen mit

unterschiedlichen Proteinkonzentrationen verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Chargen chelatierter MAK

MAK Charge Proteinkonzentration (mg/ml)
6H8 1 4,2
6H8 2 4,0
6H8 3 2,6
6H8 4 12,8
7H1 5 1,8
7H1 6 14,5
7H1 7 7,6
6H8 8 6,1
6H8 9 1,3
3.1.8 Radionuklide

¥ Ac/*"Bi-Generatorsystem (370-600 MBq) zur Gewinnung von *"Bi (Institut fiir Transurane der
Europidischen Kommission, Karlsruhe)

" 1, (Mallinckrodt, Petten, Holland)

1251 (Mallinckrodt, Petten, Holland)
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3.2 Zellkultur

3.2.1 Morphologie der verwendeten Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien unterschieden sich hinsichtlich der erforderlichen Kulturbedingungen
ebenso wie hinsichtlich ihrer Morphologie. Die Identitit der Zellen wurde regelmifig
mikroskopisch iiberpriift. Die Expression von A9- bzw. WT-E-Cadherin wurde in groBeren
Zeitabstdnden mittels DurchfluBzytometrie (FACS-Analyse) oder Immunfluoreszenz tiberpriift. Die
Zelldichte und der Vitalititsgrad der Zellen wurden mikroskopisch beurteilt.

Die Abbildungen 2-5 zeigen die adhdrenten Zelllinien in Kultur, bei guter Vitalitdt und geringer
Zelldichte. In Tabelle 3 sind gemittelte Daten des Zellzdhlgerites beziiglich Zellvolumen und
Zelldurchmesser von Zellen in Suspension dargestellt. In Suspension nach dem Ablosen mittels

EDTA zeigen die Zellen kugelformige Morphologie.

Tabelle 3: Zellvolumen und Zelldurchmesser einiger verwendeter Zelllinien in Suspension (gemittelte Daten
des Zellzdhlgerdites)

Zellvolumen
Zelllinie . . n Zelldurchmesser in pm
(Mittelwert £SD in pl)
HTB-135 4,5+0,54 4 20,5
HSC 3,0+0,82 16 17,9
L 929 A9 0,98+0,14 14 12,3
L 929 WT 0,86+0,10 13 11,8

Abbildung 2: HTB-135, 200-fach




3. Material und Methoden 28

Abbildung 3: HSC, 200-fach

100 pm

Abbildung 4: L 929 WT, 200-fach
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Abbildung 5: L 929 A9, 200-fach

3.2.2 Kulturbedingungen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C unter 5% CO,-Sittigung geziichtet. Bei gelblicher
Verfarbung des Mediums aufgrund von Substratmangel bzw. Anhdufung saurer
Stoffwechselprodukte wurde das Medium erneuert bzw. wurden die Zellen abgel6st und in neue

Zellkulturgefifle umgesetzt.

3.2.3 Ablosen und Zihlen der Zellen

Alle Schritte zur Prozessierung der Zellen wurden unter einer LaminAir® Flow Bank (Heraeus)
mit vorgewdrmten Losungen und Nihrmedien durchgefiihrt. Vor dem Ablosen wurden die Zellen
einmal mit PBS gespiilt, um Calcium-Reste aus dem Medium und Detritus zu entfernen. Danach
wurden die Zellen mit ca. 6 ml (175 cm2-Flasche) 1 mM EDTA in PBS fiir ca. 10 min bei 37°C
inkubiert und anschlieBend mittels Klopfen abgelost. Die Zellsuspension wurde in 6 ml Medium
fiir 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in frischem Nidhrmedium
resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden Aliquots der Zellsuspension in isotoner

Salzlosung verdiinnt und im Zellzdhlgerit gezihlt.



3. Material und Methoden 30

3.3 Bestimmung von Verdopplungszeit und optimalen

Proliferationsbedingungen

Die Zellproliferationsgeschwindigkeit ist zelllinienspezifisch und abhéngig von der ausgesiten
Zellzahl pro Fliche. Sie wurde mittels Bestimmung der Zellzahl zu verschiedenen Zeiten nach
Aussaat ermittelt.

Die optimalen Proliferationsbedingungen wurden mit klonogenen Tests untersucht. Dabei wurden
20-1.200 Zellen pro Well ausgesit und Klone, bestehend aus 50-100 Zellen, 8-20 d spiter

mikroskopisch ausgezihlt.

3.3.1 Ermittlung der Verdopplungszeit

Zu diesem Zweck wurden je 1#10° Zellen der Zelllinien HSC, L 929 A9, L. 929 WT, MDA A9 und
MDA WT in 15 ml Medium in 75 cm? Kulturflaschen ausgesit. In tdglichem Abstand wurden die
Zellzahlen bis 10 d nach Aussaat bestimmt. Als Ausgangswert diente die Zellzahlbestimmung nach
24 h. Dieser Wert beriicksichtigt den jeweiligen Zellverlust beim Ablosen der Zellen bzw. nicht
vitale Zellen, die nach Aussaat nicht wieder adhirent werden.

Alternativ wurde die Verdopplungszeit auch nach Aussaat von 1,5%10° Zellen der Zelllinien HSC,
L 929 A9, MDA A9 und MDA WT in 5 ml Medium in tissue-culture-Rohrchen mit 10 cm? Flache

ermittelt.

3.3.2 Beeinflussung der Klonogenitiit durch Verinderung der
Wachstumsbedingungen

Der Einfluss unterschiedlicher Bedingungen wurde jeweils an Hand der plating efficiency (PE)
untersucht. Die PE als MaB fiir die Klonogenitét gibt den Anteil der ausgesiten Zellen wieder, der
Kolonien bildet. Bei der Auswertung ist folgendes zu beachten: Ein Klon sollte mindestens aus 50
Zellen bestehen. Die Zuordnung der Zellen zu Klonen sollte eindeutig moglich sein. Die Klone

sollten untereinander nicht konfluieren.

Mediumwechsel nach 24 h
Bei 40, 80, 120 und 160 Zellen/Well der Zelllinie HSC wurde 24 h nach Aussaat in 24-Well-

Platten in je 6 Wells pro Ansatz das Medium erneuert und in den anderen 6 Wells nicht. Die
Anzahl der Klone wurde nach 8 d bestimmt. L 929 WT wurden in Anzahlen von 40, 80, 120 und
200 Zellen/Well eingesit und ebenso in jeweils 6 Wells ein Mediumwechsel durchgefiihrt/bzw.

nicht durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden nach durchschnittlich 10 d ausgewertet.
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Zugabe von Pyruvat zum Kulturmedium

An Hand von MDA WT und MDA A9 wurde die Klonogenitit bei Verwendung zweier
verschiedener Medien verglichen. Zum einen wurde Kulturmedium ohne Pyruvat verwendet, zum
anderen wurde Kulturmedium versetzt mit 110 mg/l Pyruvat zu den Zellen gegeben. Pyruvat wird
Zellkulturmedien zugesetzt um die Kultivierbarkeit und Vitalitdit von Zellen positiv zu
beeinflussen. Das Endprodukt der Glykolyse ist Substrat fiir die Glukoneogenese
(Kohlenhydratstoffwechsel) sowie den Citratzyklus (Fettstoffwechsel). Dieses Experiment wurde
in 96-Well-Platten (5-25 Zellen/Well MDA A9), sowie in 24-Well-Platten (30-200 Zellen/Well
MDA A9 und MDA WT) durchgefiihrt und nach 15 d (MDA-WT) bzw. 20 d (MDA A9)

ausgewertet.

Verwendung von konditioniertem Medium

Konditioniertes Medium bezeichnet Medium, das nach 2 d aus einer Kulturflasche mit adhdrenten
Zellen gewonnen und mittels Zentrifugation gekldrt wurde. Jeweils drei Ansdtze mit Zellzahlen
von 200, 300, 400, 600, 900 und 1.200 HTB-135 pro Well in 24-Well-Platten wurden mit
Normalmedium und jeweils drei Ansétze mit konditioniertem Medium behandelt. Die Auswertung

fand 11 d nach Aussaat statt.



3. Material und Methoden 32

3.4 Das *’Ac/*"’Bi-Generator-System zur Gewinnung von *’Bi

Das **Ac/*"’Bi-Generatorsystem wurde vom Institut fiir Transurane der Europiischen Kommission

(Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt.

3.4.1 Aufbau

Das **Ac/*"’Bi-Generatorsystem ist folgendermaBen aufgebaut (Apostolidis et al, 2001): In einer
Sédule aus Fluorpolymer (5,5 cm x 0,64 cm) ist in saurem Milieu (1,5 M HCI) Ac an das
Kationen-Austauscherharz AGMP-50 gebunden. Damit moglichst wenig **’Ac bei der Elution von
*Bi verloren geht, befindet sich das *>Ac am Ende des zufiihrenden Schlauchs der Siule. Sollte
sich *’Ac dort vom Harz 16sen, kann es erneut vor Verlassen der Sdule am nicht radioaktiven Harz
binden (Abbildung 6).

2 Ac ist ein metallisches Radionuklid, das mit einer ti» von 10,0 d iiber mehrere T6chter zu
metallischem *’Bi und schlieBlich zu stabilem **Bi zerfillt (Abbildung 7). Abgesehen von **Pb

(t1,=3,3 h) hat 2BBj im Vergleich zu den anderen Tochternukliden die lingste t;, von 45,6 min.

Anschluss fiir abfiihrenden Verbindungsschlauch

Geportes Polyethylen—

Geportes Polyethylen—

Anschluss fiir zuflihrenden Verbindungsschlauch

Abbildung 6: Aufbau des **Ac/*"” Bi-Generator-Systems (Einzelheiten siehe Text)

3.4.2 Elution von *"’Bi und Markierung der Antikorper

Die Elution wurde nach der Vorschrift des Instituts fiir Transurane (Karlsruhe), abgeleitet von
McDevitt et al, 1999 durchgefiihrt. Alle Losungen, die fiir die Elution nétig waren, wurden fiir
jeden Generator frisch hergestellt und iiber das Chelatierungs-Harz Chelex 100 von Metallen

gereinigt. Der Generator wurde 2 bis max. 8 h vor Elution mit 0,01 M HCI gespiilt. Zur Gewinnung
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von *"*Bi als (BiI4)'/(BiIS)2’ wurde eine Mischung aus 300 pl 0,2 M Nal und 300 pl 0,2 M HCl im
Zeitraum von 2 min sehr langsam iiber die Sdule geschickt. Der resultierenden gelblich gefédrbten
Losung -verursacht durch Iod, erzeugt mittels radiolytischer Oxidation- wurden 100 pl L-
Ascorbinsidure (50 mg/ml; pH=5,5) zur Radioprotektion sowie 100 pl 3 M Ammoniumacetat zur
pH-Einstellung zugesetzt (Sollbereich: 5,0-5,5, iiberpriift mittels pH-Papier). Ammoniumacetat
bewirkt zudem eine Reduktion des Iods zu farblosem lodid wodurch sich die Losung schlagartig
entfirbt.

Zu den 800ul *"’Bi-Losung mit einem pH-Wert von 5,3 wurde der MAK (50-130 pg) pipettiert.
Die gesamte Losung wurde gut durchmischt und fiir 5-10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Vor Zugabe von PBS ad 2,5 ml wurden 10 pl entnommen, um die Markierungseffizienz zu

tiberpriifen (E,, E4, Eg).

225A¢ (10 d)

o]

221Fr (4,8 min)

o]

2177t (32 ms)

o]

213Bj (46 min)
2% 98%

209T] (2,2 min) 213pg (4,2 us)

o]

209pp (3,3 h)

s

209B; (stabil)

Abbildung 7: Zerfallsschema von **’Ac nach ICRU

Zur Entfernung von freiem *’Bi wurde die Losung (2,5 ml) auf eine PD-10 Siule aufgetragen. Die
*PBi-MAK-Konjugate wurden mit 2 ml PBS abgetrennt (Gelfiltration). Vom Produkt nach
Gelfiltration wurde ebenfalls ein 10 ul Aliquot zur Uberpriifung der Abtrennung des freien *"Bi
entnommen (P,). Mittels ITLC-Chromatographie mit 0,05 M Trinatriumcitrat (pH 5,5) als
Laufmittel wird freies **Bi (mobile Phase, Ex und Pg) von MAK-gebundenem 23Bj (stationére
Phase, E4 und P,) getrennt.

Wichtige Parameter zur Beurteilung der Qualitit der Markierung des MAK mit *"°Bi sind die
Markierungseffizienz (%) unmittelbar nach der Markierung (M=EA*100/Ex+Eg), die
radiochemische Reinheit (%) der Radioimmunkonjugate nach der Gelfiltration (P= P5*100/Ps+Pg)
und der AK-Verlust (%) durch die Gelfiltration (L=100%(1-PA/E,)).
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Die Markierungseffizienz beziffert den Anteil des eingesetzten *"°Bi, der an den MAK gekoppelt
ist. Die radiochemische Reinheit gibt Aufschluss dariiber, welcher Prozentsatz des *"’Bi nach
Aufreinigung iiber die PD 10 Saule am MAK gebunden (P,) bzw. frei (Pg) vorliegt.

Die Aktivititskonzentration (kBq/ml) ldsst sich mit Hilfe der Markierungseffizienz berechnen, die
spezifische Aktivitit (kBg/ug) der *’Bi-Immunkonjugate lisst sich mit Hilfe von AK-Verlust und

radiochemischer Reinheit berechnen.
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3.5 Markierung der Antikérper mit '*’I und ""'In

3.5.1 Markierung mit '*I

1251 (t1,=59,4 d) zerfillt mittels Elektroneneinfang, die dabei frei werdende Energie der y-Strahlung
betrdgt 35,5 keV und die Auger-Elektronen der verschiedenen Schalen weisen Energien im Bereich
von 3,2-34,5 keV auf. Der therapeutische Effekt ist auf die Wirkung der Auger-Elektronen
zuriickzufiihren.

Die Markierung mit '*I wurde freundlicherweise von Hr. Dr. G. Reidel bzw. Hr. W. Linke
durchgefiihrt. Dabei wird '*°I als I' durch elektrophile aromatische Substitution an Tyrosin-Reste
des unchelatierten MAK gebunden. Als Oxidationsmittel wird Iodogen verwendet.

Die Reaktion wurde in einem mit 150 pg Iodogen (geldst in 200 ul Chloroform) beschichteten
Eppendorf-Cup mit 300 pg MAK in 50 pul PBS und etwa 60 MBq "I (als Na'*I in 10-20 ul
NaOH) fiir 30 min bei RT durchgefiihrt. Die Markierungseffizienz des '*’I-markierten MAK wurde
mittels Diinnschichtchromatographie mit Aceton, Butanol, Wasser und Ammoniak (65:20:5:10) als
Laufmittel durchgefiihrt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration des '*I-markierten AKs
erfolgte mittels Bradford-Test (bio-rad protein assay) mit y-Globulin als Standard. Dabei wird die
Farbinderung nach Interaktion von Protein mit dem Farbstoff Coomassie Blue photometrisch bei
595 nm bestimmt.

Fiir die Erstellung der Standardgerade wurden je 0,7 ml PBS, 0,2 ml Coomassie-Farblosung und -
Globulin-Standard in 0,1 ml PBS (1,41; 2,82; 5,64 und 11,28 ug) gegen einen Leerwert gemessen
(je 3-fach). Die Proben wurden in maximal 0,1 ml PBS mit 0,7 ml PBS und 0,2 ml Coomassie-
Losung (je 2-fach) gegen den Leerwert bestimmt. Die Messung erfolgte innerhalb von 5-10 min
nach Mischung der Ansitze (empfohlender Messzeitraum vom Hersteller: 5-60 min nach

Mischung).

3.5.2 Markierung mit ''In

""In (t,,=2,8 d) ist ein Auger-Elektronen-Emitter mit auftretenden y-Energien von 171,3 und 245,4
keV. Die Auger-Elektronen der verschiedenen Schalen haben Energien im Bereich von 0,51-25,4
keV. '""In zerfillt zu stabilem Cadmium.

Das metallisches Nuklid '"'In wird mittels Chelator CHX-A"-DTPA am AK gekoppelt (McDevitt
et al, 1999; Nikula et al, 1995; Nikula et al, 1999). Zur Markierung chelatierter MAK mit B i)
wurden 0,4-6,4 MBq '"'InCl;-Losung (3-73 ul), gelost in Eisen(III)-Chlorid (0,04 M HCI) mit
MAK (30-60 pg) in PBS bei pH 5,0 (eingestellt mit 0,01M HCI) fiir 5-10 min bei RT inkubiert.
Der Reaktionsansatz wurde mit PBS auf 2,5 ml aufgefiillt. Die Abtrennung von freiem '''In

erfolgte mittels Gelfiltration iiber eine PD 10 Siule. Der markierte MAK wurde mit 2 ml PBS aus
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der Sidule herausgewaschen. Die Effizienz der Markierung, die radiochemische Reinheit und der

AK-Verlust bei der Gelfiltration wurden analog zu I3Bj bestimmt (siehe 3.4.2).

3.6 Untersuchungen zur Antigenexpression und Antigendichte sowie

Internalisierung der *"’Bi-Immunkonjugate

3.6.1 Antigennachweis mittels Immunfluoreszenz

Folgende Zelllinien wurden so hinsichtlich der Expression von A9-E-Cadherin analysiert: MDA
WT, MDA A9, HTB-135, HSC, L 929 A9 und L 929 WT. 5%10° Zellen pro Well wurden auf eine
6-Well-Platte 24 h vor Versuchsbeginn ausgesit. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die
Zellen je dreimal mit 1 ml PBS gespiilt. Mit 1 ml unchelatiertem 6H8-MAK als Primirantikorper
(anti-A9-E-Cadherin, 40-100 pg/ml) wurden die Zellen fiir 1 h bei Zimmertemperatur inkubiert.
Nach Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem Cy3-markierten Sekundir-AK (anti-Ratte-
IgG, aus der Ziege) fiir 30 min. Das Emissionsmaximum des Fluoreszenzfarbstoffes Cy3 liegt bei

570 nm. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

3.6.2 Quantifizierung von E-Cadherin an der Zelloberfliche mittels

Durchflusszytometrie (FACS)

Samtliche Arbeiten dazu wurden am Institut fiir Pathologie der TUM durchgefiihrt.

Die Expression von E-Cadherin wurde zweimal im Abstand von 3 Monaten iiberpriift.

Von L 929 A9, L 929 WT und HSC wurden je 1*10° Zellen (100 pul) mit dem murinen AK gegen
E-Cadherin (SHE-MAK) in Sittigungskonzentration fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die niedrige
Temperatur sollte eine Internalisierung der AK verhindern. Nach zweimaligem Waschen mit
Waschpuffer (siehe 3.1.1) wurden die Zellen mit 50 pl Sekundir-AK (Anti-Maus IgG, FITC-
markiert, Verdiinnung 1:50) fiir 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden nach
einem letzten Waschvorgang in Isoton-II-Losung aufgenommen, um anschlieBend die
Fluoreszenzintensitit (mfi = mean fluorescence intensity) der verschiedenen Zellen im FACS-Gerét
zu messen. Die gewonnenen Daten wurden mit geeigneter Software (Expo V 2.0 Cytometer
Software), zugehorig zum FACS-Gerit (Beckman Coulter) analysiert und dargestellt.

Alle Ansidtze wurden zweifach durchgefiihrt. Fiir jede Zelllinie wurde eine Negativkontrolle -
inkubiert nur mit Sekundér-AK- mitgefiihrt. Zentrifugiert wurde jeweils nach dem Waschen bei
300 g und 4°C fiir 4 min.

Fiir die Bestimmung der Antigenanzahl pro Zelle wurde der Dako Quifikit Assay verwendet. Zur
Erstellung der Standardgerade wurden ,,beads® mit einem Durchmesser von 10 um verwendet, die
0, 3.200, 15.000, 52.000, 183.000 und 689.000 murine AK an ihrer Oberfliche besitzen. Diese

,beads* wurden genau wie die mit Primédr-AK inkubierten Zellen mit Sekundir-AK inkubiert und
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deren mfi ebenso im Durchfluzytometer gemessen. Mittels Kalibrierungsbeads wurde am Gerét
der passende Intensitétsbereich eingestellt.

Folgende Zelllinien wurden analysiert: MDA A9 (1 Messwert, ohne Kontrolle), L 929 A9, HSC
(zwei Messwerte), und MDA WT und L 929 WT (1 Messwert). Die Inkubation der Zellen erfolgte,
wie oben beschrieben. Statt 50 pul Sekundir-AK wurden 100 pl verwendet. Jeweils 100 ul der Eich-
und Kalibrierungsbeads wurden nach einmaligem Waschen auch mit 100 pl Sekundidr-AK
inkubiert. Die Inkubationszeit fiir den Sekundér-AK betrug 45 min bei volliger Dunkelheit auf Eis.
Vor der Messung im FACS-Gerét wurden alle Ansitze noch zweimal gewaschen und in 500 pl
Waschpuffer resuspendiert.

Mit Hilfe der Gleichung fiir die Standardgerade wurden die mfi-Werte in die Anzahl der Antigene
umgerechnet. Von mehreren Proben wurde jeweils der Mittelwert gebildet und um den Wert der

Kontrolle korrigiert.

3.6.3 Bestimmung von Antigendichte mittels ,,Scatchard*‘-Analyse

Die ,,Scatchard“-Analyse basiert auf der Sattigung zelluldrer Antigene mit radioaktiv markiertem
AK. Es wurden jeweils 1¥10° Zellen in 100 ul PBS/1% BSA mit 100 ul radioaktiv-markiertem
anti-A9-E-Cadherin vermischt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die MAK-Konzentrationen
betrugen dabei entweder 50, 100, 200, 400, 600 und 800 ng/ml (50-800 ng/ml) oder 500, 1.000,
2.000, 4.000 und 6.000 ng/ml (500-6.000 ng/ml) (Ausnahme Versuch 7). Folgende Zelllinien
wurden analysiert: L 929 A9 (2x), L 929 WT (1x), MDA A8 (1x), MDA A9 (6x), MDA WT (2x),
MPE-600 (3x), HSC (2x) und HTB-135 (1x).

Im Experiment Nr.7 wurden die Zellen in PBS mit Zusatz von Natriumazid suspendiert und bei
4°C inkubiert, weil Natriumazid die Internalisierug von Rezeptoren verhindert ohne die Bindung zu
beeintrichtigen (personliche Mitteilung Jorg Mages).

Pro MAK-Konzentration wurden ein bzw. drei Ansitze analysiert. Nach Inkubation wurden die
Proben dreimal mit 1 ml PBS gewaschen (Zentrifugation: 1.200 rpm, 3 min, RT), wobei alle
Uberstinde einer Probe in einem Rohrchen gesammelt wurden. Die Aktivititen in Zellen und
gesammelten Uberstinden wurden im y-Counter gemessen. Tabelle 16 im Anhang zeigt eine
Ubersicht iiber alle 18 Experimente, Versuch (V.) 1-18 (5 Experimente mit 5T anti-A9-E-
Cadherin, Proteinkonzentration 28 pg/ml; 13 Experimente mit 213Bi—anti—A9-E-Cadherin).

Die fiir die Scatchard-Experimente verwendeten >"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate hatten
unverdiinnt eine durchschnittliche Aktivitiatskonzentration von 14 MBg/ml und eine
durchschnittliche spezifische Aktivitit von 0,5 MBq/ug AK. Der Median der Markierungseffizienz
bzw. der Reinheit betrug 90+8,5% bzw. 94+10% (n=12).
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Fiir die Auswertung wurde das Verhiltnis gebundene MAK (B)/freie MAK (F) (B/F) auf der y-
Achse und die Masse der gebundenen MAK (B) auf der x-Achse aufgetragen (Scatchard-Plot). Mit
den Werten wurde eine Regressionsgerade erstellt, deren Schnittpunkt mit der x-Achse die
maximale Anzahl der gebundenen MAK (B,,,,) darstellt (Repke und Liebmann; 1987). Die Masse
von B« (ng) wurde, wie in Gleichung 1 dargestellt, in die Anzahl der Antigene umgerechnet. Die
Scatchard-Analyse eignet sich zur Erfassung der Grofenordnung der Antigenbindungsstellen und
der Assoziationskonstanten, sie wird heutzutage jedoch zunehmend von exakteren Methoden (z.B.
FACS-Analyse) abgelost.

Aus der Formel fiir die Regressionsgeraden (Gleichung 2) wird fiir B/F=0 (Schnittpunkt mit der x-
Achse) B, berechnet.

M -Z-A
m=M,k -n=—">m""
NA
m-N ,
= Gleichung 1
M7 ( gD

m= Masse des maximal gebundenen MAK (g)

M,,= 150.000 g/mol (Molekulargewicht eines IgG-AK)

n= Stoffmenge (mol)

Z= Zellanzahl

A= Anzahl der maximal gebundenen MAK (=Anzahl der Antigene)
Np= 6,02*%10% mol™ (Avogadro-Konstante)

8- (4 e e

B=x (Gleichung 2)
B= Anteil der an Zellantigenen gebundenen MAK am eingesetzten MAK

F= Anteil der freien MAK im Uberstand am eingesetzten MAK

Kp= Dissoziationskonstante

B...x= Maximale Anzahl an gebundenen MAK
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m= Steigung der Regressionsgeraden

t= Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der y-Achse

3.6.4 Kinetikexperimente zur Internalisierung von
Radioimmunkonjugaten

A9-E-Cadherin-exprimierende Zellen bzw. WT-E-Cadherin-exprimierende bzw. Zelllinien, die
kein E-Cadherin exprimieren wurden mit 1. bzw. "n-markiertem anti-A9-E-Cadherin bei 4°C,
25°C bzw. 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inkubation erfolgte 1. die Trennung
von Zellen und Uberstand und 2. die Ablosung gebundener Radioimmunkonjugate (RI) von der
Zelloberflache mit saurem Glycinpuffer (50 mM, pH 2,8, (McDevitt et al, 2001)) bzw. saurem
Natrium-Acetat-Puffer (28 mM, pH 3,0, (Schottelius et al, 2005)). Die Radioaktivitit der
verschiedenen Fraktionen (Uberstand, Gebundene RI und Internalisierte RI) wurden zu jedem
Zeitpunkt gemessen.

Die verwendeten '''In-Immunkonjugate entstammen aus 13 verschiedenen Markierungsreaktionen.
Die Mediane der Markierungseffizienz bzw. Reinheit beziiglich der Markierung betrugen 91+9%
bzw. 93+8%.

3.6.4.1 Kinetik ohne Auswaschung ungebundener Radioimmunkonjugate

Tabelle 17 im Anhang zeigt ausgewihlte Versuchsbedingungen der 26 Experimente, die hierzu
durchgefiihrt wurden (V. 19-44).

In den Experimenten 19-39 wurden je nach Zelllinie (L 929 A9 (7x), L 929 WT (6x), HSC (7x) und
HTB-135 (1x)) zwischen 8,0%10" und 4,0%10° Zellen pro Well (in Vorversuchen als optimal
ermittelt) in 24-Well-Platten ausgesit. Zu Versuchsbeginn wurden adhérente Zellen in DMEM/1%
BSA kultiviert, zur Reduktion unspezifischer Bindung der RI (personliche Mitteilung Dr. M.
Schottelius). Die Zellen wurden mit '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (0,33-0,45 ug/Well,
spezifische Aktivitit 1-115 kBg/pg MAK) bei 4°C, 25°C oder 37°C zwischen 2 und 240 min
(maximal 10 Zeitpunkte: 0, 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 150, 180, 240 min) inkubiert.

Nach Inkubation wurde das Medium mit den RI abgesaugt. Es erfolgte einmaliges Waschen mit
250 pl FKS-freiem Medium. Beide Uberstinde wurden vereinigt und als Fraktion ., Uberstand*
gemessen. Zell-gebundene RI wurden nach 5 min Inkubation mit 250 pl Natriumacetat-
Waschpuffer abgelost und nach einmaligem Waschen als Fraktion ,,Gebundene RI* gemessen. Um
die Fraktion ,Internalisierte RI“ zu erhalten, wurden die Zellen mit 250 ul NaOH von der
Unterlage abgelost und lysiert. Die Wells wurden danach ein weiteres Mal mit NaOH ausgespiilt.
Die gemessenen Aktivitdten in den einzelnen Fraktionen wurden in Prozent der Gesamtaktivitit
angegeben.

In 4 Experimenten (40-43) wurden 1,2 -2,2%107 Zellen (MDA A9, MDA WT, L 929 A9 und L 929
WT) als Suspension in PBS/1% BSA mit '*I-anti-A9-E-Cadherin-Konjugat (0,15 pg in 100 pl) fiir
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30 min bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Gesamtansatz bei 37°C inkubiert und zu
verschiedenen Zeitpunkten (0, 60, 120, 180, 300, 420 min) Aliquots mit je 1,0*106 Zellen
entnommen. Mit den Aliquots wurde folgendermafen verfahren: Die nicht gebundenen RI im
Uberstand nach Zentrifugation und im Uberstand nach einmaligem Waschen mit PBS wurden
verworfen. AnschlieBend wurden die Aliquots mit Glycinpuffer (50mM, pH 2,8) fiir 30 min bei
4°C inkubiert, um die an der Zelloberfliche gebundenen RI abzulosen. Nach Zentrifugation und
einmaligem Waschen mit PBS resultierte die Fraktion ,,Gebundene RI“. Die verbliebenen
Zellpellets wurden als Fraktion ,Internalisierte RI*“ gemessen. Bei der Auswertung wurden die
gemessenen Werte folglich nicht auf die Gesamtaktivitit sondern auf die Summe der Aktivitit von
gebundenen und internalisierten AK bezogen.

Der Versuch 44 wurde mit 9,5%10° L 929 WT als Suspension in DMEM/1% BSA mit "n-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugaten (140 kBqg/ug MAK, 49,3 pug/ml, Volumen 200 pl) durchgefiihrt. Die
Zellen wurden zunichst mit den RI fiir 80 min auf Eis inkubiert. Aus dem Gesamtansatz wurden
nach 0-, 60-, 120- und 240- miniitiger Inkubation bei 37°C Aliquots mit je 1,0%10° Zellen
entnommen. Die Aliquots wurden zentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen, dabei wurden alle
ungebundenen RI entfernt. Die abpipettierten Volumina entsprechen der Fraktion ,,Uberstand. Um
an der Zelloberfliche gebundenen RI abzuldsen, wurden die Aliquots fiir 6 min bei 4°C mit
Natriumacetat-Waschpuffer (28 mM, pH 3,0) inkubiert. Diesem Schritt folgte die Zentrifugation
und das einmalige Waschen, um die Fraktion ,,Gebundene RI“ zu erhalten. Die Zellpellets
entsprachen der Fraktion Internalisierte RL. In allen Fraktionen wurde die Radioaktivitit von ''In

bestimmt.

3.6.4.2 Kinetik nach Auswaschung ungebundener Radioimmunkonjugate

Tabelle 18 im Anhang zeigt die Versuchsbedingungen fiir die 16 Experimente (V. 45-60) mit L 929
A9 (5x), L 929 WT (5x), HSC (4x) und HTB-135 (2x). In den Experimenten wurden adhérente
Zellen in 24-Well-Platten verwendet. Der Inkubation mit '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
(0,34-0,55 ng MAK pro Well, 75-147 kBg/ug MAK) fiir 5 min bei 25°C bzw. 60 min bei 4°C
folgte ein Mediumwechsel, bei dem alle ungebundenen RI entfernt wurden. In den Versuchen 50-
60 wurde zusitzlich einmaliges Waschen durchgefiihrt. AnschlieBend folgte die Inkubation bei
37°C fiir 0-180 min (maximal 9 Zeitpunkte: 0, 2, 5, 10, 30, 60, 90, 150, 180 min nach
Mediumwechsel). Nach der Inkubation wurden die Proben genauso weiterbehandelt wie in Kapitel

3.6.4.1 fiir die Versuche 19-39 beschrieben.
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3.7 Quantifizierung zelluliiren Uberlebens mittels klonogenem Test nach

B7Cs-Bestrahlung

Die Zellen wurden in 25 cm? Kulturflaschen 24 h vor Bestrahlung ausgesit. In Vorversuchen
wurde fiir jede Zelllinie ermittelt, bei welcher Zellzahl nach etwa 19 d 100 Klone/Flasche vorlagen.
Ausgehend von der Zellzahl fiir die Kontrolle wurden fiir die niedrigste Dosis die 3,3fache und die
jeweils néchst hoheren Dosen die 10fache, die 33fache bzw. die 100fache Anzahl der Zellen
ausgesdt, um in jeder Flasche in etwa die gleiche Anzahl an Klonen zu erhalten. Die
Zellkulturflaschen wurden jeweils in 4 bzw. 10 ml Medium in unterschiedlicher Position zweimal
mit der gleichen "*’Cs-Dosis bestrahlt, um die Dosisinhomogenitit <5% zu halten. *’Cs emittiert y-
Strahlung mit einer Energie von 662 keV (t;,=30 a). Innerhalb der nichsten 19 d nach Bestrahlung
wurde stichprobenartig die Klondichte und die Farbe des Mediums beurteilt. Bei Bedarf wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen. 13-19 d nach Bestrahlung wurden die Zellklone (>50 Zellen)
mikroskopisch ausgezéhlt, wobei alle Flaschen einer Versuchsreihe und Zelllinie am gleichenTag
ausgewertet wurden.

In den Tabellen 4-6 sind Bestrahlungsdosis, Bestrahlungszeit, Zelllinie und Zellzahl fiir die

verschiedenen Experimente zusammengefasst.

Tabelle 4: Versuchsdaten zur 137Cs-Bestrahlung von HSC und HTB-135 (V.63-64)

. Anzahl HSC Anzahl HTB-
Dosis in Gy Bestr.ahlu.ngszen pro 25 cm?- 135 pro 25
nmin Flasche cm?-Flasche
0 0 1000 5000
5,9 2*2,8 3300 16500
6,3 24,5 10000 50000
8,4 26,0 33000 165000
10,1 27,2 100000 500000

Tabelle 5: Versuchsdaten zur 137Cs-Bestmhlung von L 929 und HSC (V.65-68)

| Anzahl L 929 A9 | Anzahl L929 A9 | AnzahlL 929 WT Anzahl HSC
Dosis in Gy Bestréhluhgszelt pro 25 cm2- pro 25 cm2- pro 25 cm2- pro 25 cm2-
nmin Flasche Flasche Flasche Flasche
0 0 200 5000 200 700
3,9 22,8 660 16500 660 2300
5,3 2*3,8 2000 50000 2000 7000
6,8 2*4,9 6600 165000 6600 23000
8,4 26,0 20000 500000 20000 70000
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Tabelle 6: Versuchsdaten zur 137Cs-Bestrahlung von L 929 WT (V.69)

. Anzahl L 929 WT
o Bestrahlungszeit
Dosis in Gy o pro 25 cm?-
in min
Flasche
0 0 180
3,9 22,8 594
5,6 2*4,0 1800
8,3 26,0 5940
11,7 2'8,4 18000

Zur Darstellung der Ergebnisse in Uberlebenskurven (Uberleben nach '*’Cs-Bestrahlung in
Abhingigkeit der Dosis in Gy) wurde eine Parameterschitzung mithilfe des Sas-Statistik-Pakets
durchgefiihrt. Der Parameterschitzung wurde eine linear-quadratische Dosis-Wirkungsbeziehung
fiir das Zelliiberleben zu Grunde gelegt. Es wurden die Parameter o und o/f geschitzt. Diese
Parameter sind in der Funktion enthalten, die die Uberlebenskurve der Zellen nach dem linear-

quadratischen Modell beschreibt (Gleichung 3).

a-D?

—a-D—

y=e PP = A (Gleichung 3)

y = Uberleben = Klone/Flasche = Aussaat * PE

o = zellulidre Strahlenempfindlichkeit im linearen Bereich der Uberlebenskurve [a]=Gy"
B = zellulire Strahlenempfindlichkeit im quadratischen Bereich der Uberlebenskurve [B]=Gy™
D = Strahlendosis [D]=Gy
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3.8 Quantifizierung zelluliiren Uberlebens mittels klonogenem Test nach

Inkubation mit 213Bi-Immunkonjugaten

Die klonogenen Tests wurden mit verschiedenen Zelllinien zunéchst in 96-Well-Platten und spéter
in 24-Well-Platten durchgefiihrt. Die Aussaat in 96-Well-Platten wurde durchgefiihrt, weil die
photometrische Auswertung des klonogenen Wachstums mittels XTT-Vitalitdtstest nur mit 96-
Well-Platten moglich war. Nachdem Ergebnisse zeigten, dass sich die photometrische Auswertung
als nicht praktikabel erwies, wurde die Durchfiihrung der klonogenen Tests in 24-Well-Platten
favorisiert.

Nach Vorversuchen, zur Aussaat in 24-Well-Platten mit verschiedenen Zelllinien (Tabelle 19,
Anhang), konnte fiir jede Zelllinie eine geeignete Zellzahl fiir die klonogenen Tests ermittelt

werden.

Die Variablen zur Vorgehensweise, Zelllinie, MAK und MAK-Charge, MAK-Konzentration,
ausgesidte Zellzahl, Aktivititskonzentration und Anzahl der Wells pro Ansatz, sind jeweils
tabellarisch im Anhang in den Tabellen 20-24 dargestellt.

Die fiir die klonogenen Tests verwendeten >"’Bi-Immunkonjugate wiesen eine durchschnittliche
Aktivitdtskonzentration von 37+19 MBg/ml und eine durchschnittliche spezifische Aktivitit von
1,3+1,0 MBg/pg AK auf. Die Mediane fiir Markierungseffizienz bzw. Reinheit betrugen 98+13,6%
bzw. 97£11% (n=42). Entsprechend verdiinnte RI wurden in Aktivitdtskonzentrationen bis zu
2.000 kBg/ml zu den Zellen in 1,5 ml Medium pipettiert (max. Volumen der RI 50 pl). Die
Inkubationszeit war variabel. Im Falle eines Mediumwechsels nach Inkubation zur Entfernung der
*Bj-Immunkonjugate, wurden die Zellen 24 h vor Inkubation ausgesiit. Die Proteinkonzentration
der RI mit der hochsten Aktivititskonzentration in einem Experiment wurde jeweils fiir die
Kontroll-Platte verwendet. Nach 10-19 d wurden die Klone (>50 Zellen) lichtmikroskopisch
ausgezihlt. Das Uberleben wurde normiert (Klonanzahl bezogen auf die Klonzahl der Kontrolle) in
% angegeben.

Zur Darstellung der Ergebnisse in Uberlebenskurven wurde eine Parameterschitzung durchgefiihrt.
Der Parameterschitzung mit Hilfe des Sas-Statistik-Pakets wurde eine exponentielle Dosis-
Wirkungsbeziehung entsprechend der Verwendung von a-Strahlung fiir das Zelliiberleben zu
Grunde gelegt. So wurden fiir jeden Versuch die Parameter k und o geschitzt. Diese Parameter sind
Teil der Funktion, die die Uberlebenskurve der Zellen beschreibt (Gleichung 4) (Dr. Kummermehr
GSF, personliche Mitteilung).

y=e" (Gleichung 4)
y = Uberleben

x = Aktivitdtskonzentration [x]=kBg/ml

o = zelluldre Strahlenempfindlichkeit [a]=ml/kBq

k = natiirlicher Logarithmus von y
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Neben der Darstellung in Uberlebenskurven wurde bei einem Teil der Experimente auch eine
andere Form der Auswertung vorgenommen. Dabei wurde das bindre Ereignis, ob ein oder mehrere
Klone (Nicht-Heilung) oder keine Klone gebildet wurden (Heilung), ausgewertet. Die Anzahl der
Wells ohne Klone (Heilung) wurde zur Gesamtzahl der Wells in Bezug gesetzt. Dieser Parameter
wird tumor cure probability (tcp) genannt.

Die tcp, aufgetragen in Abhédngigkeit der applizierten Aktivititskonzentration, ergibt eine sigmoide
Kurve, so dass die Haufigkeit von O iiberlebenden Zellen p(0) aufgrund der Poisson-Verteilung

beschrieben wird durch Gleichung 5:

k—x-a

pl0)=e” =e (Gleichung 5)
p(0): Wahrscheinlichkeit, dass 0 Klone in einem Well gebildet werden
Ubrige Variablen siehe Gleichung 4

3.8.1 Experimente in 96-Well-Platten

Von MPE-600, MDA-WT (2x) und MDA A9 (2x) wurden jeweils 20-150 Zellen in 100 ul Medium
pro Well mit bis zu 462 kBg/ml *“Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten ohne Mediumwechsel
inkubiert (Versuche 74-78). In den Experimenten 75 und 76 wurden identische Ansétze mit bzw.
ohne Vorinkubation von kaltem MAK (10 ul/Well, Konzentration 100 pg/ml) 3 h vor Zugabe der
RI behandelt. Weitere Daten zur Versuchsdurchfithrung jedes einzelnen Experimentes stehen im

Anhang in Tabelle 20.

3.8.2 Experimente in 24-Well-Platten

Die Zellen wurden stets mit 0,6 bis 1,5 ml Medium pro Well inkubiert. Fiir L 929 A9, L. 929 WT,
MPE-600, MDA A8, HTB-135 und HSC wurden in Vorversuchen als optimale Zellzahl zur
Aussaat respektive 40, 40, 200, 50, 300/600 und 80 Zellen pro Well ermittelt. Die Ergebnisse der
Vorversuche sind im Anhang in Tabelle 19 zusammengefasst. Anhand der PE kann die
Klonogenitdt der verschiedenen Zelllinien, trotz unterschiedlicher Zellzahlen bei Aussaat,
miteinander verglichen werden. Wuchsen zu wenige Klone, bzw. erreichte die PE nicht einen fiir
die Zelllinie charakteristischen Mindestwert in den Kontrollen (HTB-135: <0,01; HSC: <0,1), der
empirisch festgelegt wurde, wurde ein Versuch nicht gewertet. Als optimal wurde eine Klonanzahl

von 10-50 in einem Well angesehen.

Jeweils 90 min nach der Behandlung mit *"*Bi-Immunkonjugaten wurde in 28 Versuchen (V.107-
134) das Medium gewechselt. Die Daten zum Versuchsaufbau sind in Tabelle 24 im Anhang
zusammengefasst. Dabei wurden HSC mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten, HSC mit *"*Bi-
anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten, L 929 A9 und L 929 WT mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-
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Konjugaten inkubiert. Die verwendeten maximalen Aktivititskonzentrationen waren dabei

respektive 1.950, 1.787, 2.057 und 1.914 kBqg/ml.

22 Experimente (V. 85-106) wurden mit >"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten mit einer
Inkubationszeit von 45 min mit anschlieBendem Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Versuchsdaten
zeigt Tabelle 23 im Anhang.

HSC wurden mit Aktivititskonzentrationen bis zu 1.558 kBg/ml behandelt (7 Experimente). Die
maximalen Aktivitdtskonzentrationen betrugen jeweils 473 kBqg/ml fiir L 929 A9 (2x) und L 929
WT (4x), 428 kBqg/ml fiir HTB-135 (4x), 1.780 kBg/ml fir MDA A9 (2x) und 313 kBqg/ml fiir
MDA WT (3x).

In den Versuchen 80-82 wurde nach der Zugabe der *"*Bi-Immunkonjugate zu MPE-600, MDA-A9
und MDA-WT kein Mediumwechsel durchgefiihrt. Im Experiment 80 wurden zusitzlich identische
Ansidtze mit bzw. ohne Vorinkubation von kaltem MAK behandelt. Den jeweiligen
Versuchsaufbau zeigt Tabelle 21 im Anhang. In zwei Experimenten mit MDA WT und MDA A9
(V. 83 und 84) wurde nach 30 min Inkubation mit *"’Bi- anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten ein
Mediumwechsel durchgefithrt. Die Versuchsbedingungen sind in Tabelle 22 im Anhang

zusammengefasst.
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3.9 Analyse von chromosomalen Aberrationen nach Inkubation mit *"’Bi-

Immunkonjugaten
Dazu wurden 1,2-6,5%10° Zellen (HSC, HTB-135, L 929 A9, L. 929 WT, MDA A9 und MDA WT)

in 75 cm?-Zellkulturflaschen in 15 ml Medium ausgesit, nach 24 h mit *"*Bi-Immunkonjugaten (bis
777 kBg/ml) fiir 90 min inkubiert und 18-24 h nach Inkubation abgelost (*"’Bi-Immunkonjugate:
durchschnittliche spezifische Aktivitit 778+306 kBq/ug; Median der Markierungseffizienz 98+3%,
Median der Reinheit 96+4% (n=14)). Zur Arretierung in der Metaphase wurde zur Zellsuspension
Colcemid (0,15 pg/ml) gegeben.

Zur Priparation der Chromosomen nach der ,,Bombing Methode* wurden die Zellen 3 h nach
Zugabe des Colcemids in hypotoner Losung (siehe 3.1.1) fiir 14 min bei 37°C inkubiert. Danach
folgte eine 20-miniitige Inkubation in Fixativ (25% Essigsiure, 75% Methanol). Die Zellen wurden
anschliefend aus einer Hohe von 5 cm auf kalte, befeuchtete Objekttriger getropft. Die Firbung
nach Giemsa fand fiir 5 min in der Firbelosung statt. Fiir die mikroskopische Auswertung wurden
die Chromosomen von je 100 Zellkernen hinsichtlich struktureller Verdnderungen analysiert.

Die Chromosomenpriparation wurde von Frau Haney und die Analyse der Chromosomenschiden
von Herrn Professor E. Schmid an der GSF in Neuherberg durchgefiihrt.

Details zu den einzelnen Versuchen wie Zelllinie, Zellzahl, MAK, spezifische Aktivitit und
Aktivitdtskonzentration sind in den Tabellen 25-27 im Anhang angegeben. Kontrollen ohne MAK-

Behandlung bzw. mit Inkubation der Zellen mit kaltem MAK wurden fiir jede Zelllinie mitgefiihrt.

Die Daten zur Versuchsdurchfithrung mit Magenkarzinomzellen (HSC und HTB-135, V. 136-142)
sind in Tabelle 25 im Anhang dargestellt. Die Chromosomenaberrationen von HSC wurden in 5
Versuchen nach der Behandlung mit maximal 777 kBg/ml *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
(6H8-AK) und in 3 Versuchen mit maximal 733 kBg/ml *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten
(7H1-AK) untersucht.

Mit L 929 Fibroblasten (murin) wurden 8 Versuche (V.143-150) nach Inkubation mit *'*Bi-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugaten mit einer Aktivititskonzentration bis zu 370 kBg/ml jeweils an L 929
A9 (4x) und L 929 WT (4x) durchgefiihrt (siehe Tabelle 26 im Anhang).

Die Durchfithrung der 6 Experimente (151-156) mit MDA-Zellen ist im Anhang in Tabelle 27
dargestellt. Jeweils 3 Versuche wurden mit MDA A9 und MDA-WT mit einer maximalen

Aktivititskonzentration von 167 kBg/ml der *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate durchgefiihrt.
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3.10 Abschiitzung der **Bi-Dosis nach Inkubation mit *"’Bi-

Immunkonjugaten

Die Abschitzung wurde fiir klonogene Tests und die Versuche zur Induktion von
Chromosomenaberrationen (Inkubationszeit jeweils 90 min) durchgefiihrt.

Als Berechnungsgrundlage dienten die >

Bi-Aktivititskonzentration, die spezifische Aktivitit der
*Bi-Immunkonjugate sowie der errechnete gebundene Anteil und der experimentell ermittelte
internalisierte Anteil der Radioimmunkonjugate. Zusitzlich wurden folgende Annahmen zur
Vereinfachung der Dosisberechnung getroffen (in Zusammenarbeit mit Prof. Roos,
Strahlenbiologie, Ludwigs-Maximilians-Universitidt Miinchen (LMU) Miinchen):

1. Die von *"’Bi freigesetzte Energie wird vollstindig vom Medium und den darin befindlichen
Zellen absorbiert.

2. Zellen und Medium besitzen die gleiche Masse und Dichte wie Wasser.

3. Zellen sind kugelformig.

3.10.1 Berechnung der Absiittigung der A9-E-Cadherine an der
Zelloberfliche mit 213Bi-Immunkonjugaten

Abhingig von der Assoziationskonstante K, des verwendeten Antikorpers, der Zellkonzentration,
der Anzahl der Antigenbindungsstellen pro Zelle und der Antikorperkonzentration wurde der
Anteil der besetzten Antigene pro Zelle mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes berechnet
(Gleichung 6).
_ [Antigen — Antikorper — Komplex] — k x-T
“  [Antigene — frei]-[Antikorper — freil f-F f-(1—-x)-T

(Gleichung 6)

Fiir alle Versuche mit A9-E-Cadherin-exprimierenden Zellen, behandelt mit 23Bj-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten, wurde ein experimentell ermittelter K,-Wert fiir 6H8-MAK (1,82”‘108 1/mol)
verwendet. Fiir die iibrigen Antigen-AK Konstellationen mit unspezifischer Bindung (A9-E-
Cadherin-exprimierende Zellen, inkubiert mit anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten; WT-E-Cadherin-
exprimierende Zellen, inkubiert mit anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten und HTB-135, inkubiert mit
anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten) wurde ein um 2 Zehnerpotenzen niedriger liegender K,-Wert
(1,82*%10° 1/mol) angenommen. Das Massenwirkungsgesetz (Gleichung 6) wurde zur Berechnung
der Antikdrpermenge umgeformt (Gleichung 7) und in Form einer quadratischen Gleichung
(ax?+bx+c=0, Gleichung 8) dargestellt und aufgelost (Gleichung 9). Die Diskriminante b2-4ac>0
entspricht dem Term (T+t+1/K,)?-4Tt.
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x-T
fere—
K, - (I-x)-T
t=f+B=L+x-T
K, -1-x)-T

T-x* —(T+t+KL)-x+t:0

a

1 1
o P v ) (T+t+K—u)J_r (T+t+K—a)2—4-T-t
) 2-a 2-T
GroBenbezeichnungen:
V = Volumen [V]=1
M,,= Molekulargewicht [M,,]=g/mol
m = Masse des MAK [m]=¢g
t = Konz. des gesamten MAK [t]=mol/l
f = Konz. des freien MAK [f]=mol/1
b = Konz. des gebundenen MAK [b]=mol/1
T = Konz. der gesamten Antigene [T]=mol/l
F = Konz. des freien Antigens [F]=mol/l
B = Konz. der mit MAK besetzten Antigene  [B]=mol/l
k = Konz. der Antigen-MAK-Komplexe [k]=mol/l
x = Anteil der Antigene, die besetzt sind O<x<1

1-x = Anteil der Antigene, die frei sind

Zusammenhinge:
B=b=k

t=f+b

B=T*x
F=T*(1-x)

Konstanten:

K, (6H8) = 1,82*10® I/mol

K, (7H1, bzw. unspezifische Antigen-AK-Wechselwirkung) = 1,82*%10° I/mol

N = Avogadro Konstante = 6,02*10* mol™
Mu(MAK) = 1,5%10° g/mol

(Gleichung 7T)

(Gleichung 8)

(Gleichung 9)
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3.10.2 Rechenweg zur Abschétzung der Dosis

3.10.2.1 Dosisbegriff

Nach der Internationalen Kommission fiir radiologische Einheiten und Messungen (ICRU) ist die
Dosis folgendermal3en definiert:

Dosis ist der Quotient aus AE und Am, wobei AE die absorbierte Energie in einem
Volumenelement und Am die Masse der Materie in dem Volumenelement ist. Die Dosis gibt die

Strahlungsenergie an, die durch Absorption an eine bestimmte Materiemenge iibertragen wird.

3.10.2.2 Konstanten, Gréenbezeichnungen und Zelldaten

Konstanten:

Halbwertszeit (t;) von *"Bi: tip= 45,58 min=2.734,8 s

Energie eines a-Teilchens (E,), emittiert von 23B;: E,=8,375 MeV=1,34*10"%J
Molekulargewicht des Antikorpers M,,(MAK) M,,(MAK)=1,5%10" g/mol

LET: linearer Energietransfer von 2B, gemittelt LET=61,3 keV/um
Groflenbezeichnungen:

N: Anzahl der Atome dimensionslos
Ny: Anzahl der zellgebundenen Atome dimensionslos
N,: Anzahl der nicht gebundenen Atome dimensionslos
N;: Anzahl der internalisierten Atome dimensionslos
A: Aktivitit [A]=Bqg=1/s
D: Dosis [D]=J/kg=Gy
E: Energie [E]=]

m: Masse [m]=k

a: Aktivititskonzentration [a]= kBq/ml
V: Volumen [V]=m

Vy: Zellvolumen [Vz]=m

P: spezifische Aktivitit [P]=kBqg/g

B: Zahl der besetzten Antigene dimensionlos
e: in der Zelle deponierter Anteil von E, (Bardies und Myers, 1990) dimensionslos
Z: Anzahl der Zellen dimensionslos
p: Dichte von Wasser [p]l=g/cm3

Na: Anzahl der Teilchen pro mol (Avogadro-Konstante) [NA]=mol'1

1: Streckenléinge innerhalb der Zelle [l]=pum
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i: Verhiltnis zwischen internalisierten und gebundenen *“Bi-Atomen nach 90 min
dimensionslos
(experimentell ermittelt aus Internalisierungsexperimenten bei 37°C ohne Auswaschung
der RI (V.31-39: L 929 A9 und HSC: n=3, L 929 WT n=2, HTB-135 n=1) bei 35-96fachem

Uberschuss von >"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten zur Anzahl der Antigene)

Zelldaten:

Zellvolumina und Zellradien wurden mit Hilfe des Zellzdhlgerites ermittelt.

Zellvolumen HTB-135 VZ=4,5*10'9ml
Zellradius HTB-135 r=10,2 pm
HTB-135:1=0,17 Zur Ermittlung: nach 90 min, V. 35

Zellvolumen HSC V,=3,0%10"ml
Zellradius HSC r=8,9 um
HSC: i=0,8 Zur Ermittlung: Mittelwert nach 90 min aus V. 31, 34 und 37

Zellvolumen L 929 WT V,=0,86%10"ml
Zellradius L 929 WT r=5,9 um
L 929 WT: i=0,32 Zur Ermittlung: Mittelwert nach 90 min aus V. 33 und 39

Zellvolumen L 929 A9 V, =0,98*10ml
Zellradius L 929 A9 r=6,2 um
L 929 A9: i=1,05 Zur Ermittlung: Mittelwert nach 90 min aus V. 32, 36 und 38

3.10.2.3 Rechenweg

Das Konzept zur Dosisberechnung wurde gemeinsam mit Hr. Prof. Roos von der Strahlenbiologie
der LMU Miinchen erarbeitet.

Die verabreichte Aktivitit bestimmt die Gesamtanzahl der vorhandenen *"’Bi-Atome (zu Beginn
der Inkubationszeit, sieche Grundlegende Formeln, S.51). Die Anzahl der Atome setzt sich
zusammen aus:

N,: *"*Bi-Atome, die sich frei im Medium befinden, N;: *’Bi-Atome, die an die Zellen iiber AK
gebunden sind und N;: 2I3Bj-Atome, die an internalisierten RI in der Zelle zerfallen.

Das Modell von Bardies liefert in Abhidngigkeit von der Energie der a-Teilchen (E,) und des
Zellradius (r) den Anteil von E,, der von Zellen absorbiert wird (Bardies und Myers, 1990). Dieser

Anteil nimmt mit steigender Energie (steigender Reichweite) und kleiner werdendem Zellradius ab,
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er wird fiir die Ermittlung der Dosis, resultierend aus N, verwendet. In diesem Modell ist der sich
iiber die Bahnlidnge eines a-Teilchens verdndernde LET beriicksichtigt. Demnach erhilt man fiir
einen Zellradius von 5 um einen absorbierten Anteil von 0,025 und fiir einen Zellradius von 10 pm
einen absorbierten Anteil von 0,05 bei einer Energie der a-Teilchen von 8,4 MeV (entspricht *"*Bi).
Um die von Zellen absorbierte Energie, verursacht durch N; (internalisierte 213Bi—Atome) zu
berechnen, wird ein konstanter mittlerer LET von 61,3 keV/um angenommen. Die Strecke 1 in der
Zelle, auf der die Energie deponiert wird, wird als 75% des Zellradius angenommen (Kellerer,
1984).

Die Energie ausgehend von N; und N,, die nicht von den Zellen absorbiert wird, weil die

Bahnlinge des a-Teilchens iiber die Zelle hinaus geht, wird vom Medium absorbiert.

Aufgrund dieser Uberlegungen ergeben sich 5 Dosiskomponenten fiir die Zellen, die addiert die
Gesamtdosis ergeben:

D, ist der Anteil der Dosis, der sich aus Zerfillen von nicht gebundenen 2I3Bi-Atomen innerhalb
von 90 min (0,75*N,) ergibt (Gleichung 10).

Aus der Energie der Zerfille von zellgebundenen Atomen (N,) ergeben sich zwei
Dosiskomponenten.

D, ist der Anteil der Dosis, der sich aus dem von Zellen absorbierten Anteil der Energie ergibt
(Gleichung 11).

Dj; ist der Anteil der Dosis, der sich aus der Energie ergibt, die vom Medium absorbiert wird
(Gleichung 12).

Aus der Energie der Zerfille von internalisierten Atomen (N;) ergeben sich zwei Dosisanteile.

D, ist der Anteil der Dosis, der sich aus der Energie ergibt, die von der Zelle absorbiert wird
(Gleichung 13).

Ds ist der Anteil der Dosis, der durch die Energie aus Zerfillen von N; entsteht, die vom Medium
absorbiert wird (Gleichung 14).

D; und D5 erwiesen sich um mehrere Zehnerpotenzen geringer als die iibrigen Dosisanteile (uGy-
Bereich) und wurden deshalb vernachléssigt. Die Gesamtdosis ergibt sich daher aus den

Dosisanteilen Dy, D, und D4 (Gleichung 15).

Grundlegende Formeln:

Ne=a Lo
In2
A=a-V

N=N,+N, +N,

N,=i-N,
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Rechenweg:
E .075.("'V'Tl/z_P'M'B'Tl/z
E,-N,-0,75 E,-0,75-(N-N 7 In2 N,-In2
D, ="¢ Vu _La - ( h): v 4 (Gleichung 10)
D, = zb 'Ea'Ze — P]\./M\./B.Y]/ZZ. ?x'; (Gleichung 11)
Z.p. A Z.p. ‘In
N,-E_ -(1- P-M-B-T,,-E, -(1-
D,=—" Va( e): v V”2 1”’ 2( e) (Gleichung 12)
LET 3 r-N
LET -1-N, 4
= — p’ = - 42 p (Gleichung 13)
- Z- L -Z-
3
E,-N,—LET-—-r-N,
D, = ” 4 (Gleichung 14)
P
E -075-(“'V'T“2—P'M'B'T“2J LET-2.r-N
a n2 N, -In2 M-B-T, -E. - g
D=D,+D,+D, = n 4 1n +PMBT1,2 E, €. 4
V-p N,-V,-p-Z-In2 V,-Z-p

(Gleichung 15)
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4. Ergebnisse
4.1 Zellkultur

Die Proliferationsraten der einzelnen Zelllinien waren wie erwartet unterschiedlich. Auch innerhalb
einer Zelllinie waren Passage-bedingte Schwankungen zu verzeichnen. Die Linien MDA WT,
MDA A8 und MDA A9 lieBen sich nach mehreren Passagen zum Teil nicht mehr weiter
kultivieren. Bakterien- sowie Pilzwachstum und Temperaturschwankungen im Brutschrank

konnten als Ursache ausgeschlossen werden.

4.2 Quantifizierung der Zellproliferation an Hand von

Verdopplungszeiten

Die Aussaat von je 1#10° Zellen der Zelllinien HSC, L 929 A9, L. 929 WT, MDA A9 und MDA
WT in 75 cm? Kulturflaschen bzw. 1,5%10° Zellen der Zelllinien HSC, L 929 A9, MDA A9 und
MDA WT in 10 cm? Zellkulturgefiien ermoglichte die tigliche Zellzahlbestimmung bis 10 d nach
der Aussaat. Als durchschnittliche Verdopplungszeiten (Anzahl der Einzelwerte) ergaben sich fiir
HSC 36430 h (3), fiir HTB-135 49 h (1), fiir L 929 A9 2242 h (4), fiir L 929 WT 26 h (1), fiir
MDA A9 23+1 h (2) und fiir MDA WT 25+1 h (2).

Die Zellzahlen wurden in Abhéngigkeit der Zeit graphisch aufgetragen. Da die Zellproliferation
mathematisch als Exponentialgleichung beschrieben wird (Gleichung 16), wurde der exponentiell
verlaufende Teil der Kurve der Berechnung der Verdopplungszeiten zu Grunde gelegt. Die
Exponentialfunktion stellte eine Trendlinie (berechnet mit Excel) dar, deren Korrelationskoeffizient
jeweils mit angegeben wurde (aufgefiihrt im Anhang in Tabelle 28, neben anderen Daten zu den
Einzelversuchen). Fiir jede Zelllinie ist jeweils das Experiment mit groitem Korrelationskoeffizient
2 zur Trendlinie in Abbildung 8 graphisch dargestellt. Die Berechnung der Verdopplungszeiten
(x,-x,) erfolgte aus den graphisch ermittelten GroBen a (Zellzahl) und b (Exponent) nach Gleichung
17. Die Gleichung stellt den Berechnungsansatz und die Umformung nach der Verdopplungszeit

dar.

y=a-e"" (Gleichung 16)

X, =X =——* (Gleichung 17)
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x: Zeitdifferenz (h)
y: Zellzahl
a: Zellzahl (ermittelt aus der graphisch dargestellten Proliferationskinetik)

b: Exponent (ermittelt aus der graphisch dargestellten Proliferationskinetik)

e: Eulersche Zahl: 2,71828
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Abbildung 8: Proliferationskinetiken verschiedener Zelllinien (Einzelheiten siehe Text 4.2)
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4.3 Einfluss unterschiedlicher Kulturbedingungen auf die

Zellproliferation in Multi-Well-Platten

Bei L 929 WT hatte ein Mediumwechsel 24 h nach Aussaat von 40, 80, 120 und 200 Zellen/Well
eine durchschnittliche PE (sieche Kapitel 3.3.2) von 0,64 zur Folge, wihrend die PE ohne
Mediumwechsel 0,62 betrug.

Bei HSC verursachte der Mediumwechsel 24 h nach Aussaat von 40, 80, 120 und 160 Zellen/Well
eine deutliche Steigerung der durchschnittlichen PE von 0,32 auf 0,45 (Abbildung 9).

0,80

o
[
o

plating efficiency (PE)
o
iy
o

o
w
o

0,20 -

0,10 4

0,00 -

ausgesate Zellen/Well

Mediumwechsel B kein Mediumwechsel

Abbildung 9: Plating efficiency (PE) nach Klonogenem Test (Wachstumszeit 8 d) in Abhdngigkeit von der
ausgesdten Zellzahl (40, 80, 120 und 160 Zellen/Well) bei HSC in 24-Well-Platten mit bzw. ohne
Mediumwechsel nach 24 h: Der Mediumwechsel bewirkte eine deutliche Erhohung der PE

Bei MDA-WT in 24-Well-Platten wurde durch die Ergéinzung des Mediums mit Pyruvat (110 mg/1)
die PE je nach Zellzahl (30-200 Zellen/Well) auf das 3-27fache gesteigert. Zum Beispiel wurden
nach Aussaat von 50 Zellen pro Well in Medium ohne Pyruvat nur 1 Klon, in Medium mit Pyruvat
dagegen durchschnittlich 9 Klone registriert. Der positive Effekt von Pyruvat hinsichtlich der
Koloniezahl schwichte sich mit zunehmender Anzahl ausgesiter Zellen ab.

Bei MDA A9 in 24-Well-Platten bewirkte die Zugabe von Pyruvat keine Anderung der
Zellproliferation. Hier waren die Klonzahlen bei allen eingesiten Zellzahlen (30, 50, 70, 100, 150
und 200) mit bzw. ohne Pyruvat in etwa gleich (3-5, 11-12, 9, 11-13, 12, 11-18). In Gegenwart von
Pyruvat im Kulturmedium in 96-Well-Platten erhohte sich die PE von MDA A9 2-4fach.



4. Ergebnisse 56

Die Verwendung von konditioniertem Medium (geklirtes Medium einer 2 d alten Kultur) bei HTB-
135 fiihrte annéhernd zu einer Verdopplung der Klonanzahl (1,9-2,6fache PE) bei Ausplattierung
von 200-600 Zellen pro Well.
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4.4 Untersuchungen zum Nachweis und zur Quantifizierung von A9-E-
Cadherin an der Zelloberfliache sowie zur Internalisierung von anti-A9-

E-Cadherin

4.4.1 Darstellung von A9-E-Cadherin an HSC, MDA A9 und L 929 A9

mittels Immunfluoreszenz

Die Zelllinien MDA A9, MDA WT, L 929 A9, L 929 WT, HTB-135 und HSC wurden adhérent mit
anti-A9-E-Cadherin als Primérantikérper inkubiert. Anti-Ratten-IgG, markiert mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 wurde als Sekundidr-AK zum Nachweis gebundener Primirantikorper
verwendet. Kontrollen wurden nur mit dem Sekundir-AK inkubiert. Ein Fluoreszenzsignal als
Nachweis der Expression von A9-E-Cadherin war bei MDA A9, HSC (Abbildung 10) und L 929
A9 (Abbildung 11) zu beobachten.

Die entsprechenden Kontrollen zeigten erwartungsgeméill keine Fluoreszenz. MDA WT, L 929
WT, und HTB-135, die WT-E-Cadherin bzw. gar kein E-Cadherin exprimieren, zeigten keine
Fluoreszenz nach Inkubation mit anti-A9-E-Cadherin (Primédr-AK) und Cy3-AntiRatte-AK
(Sekundir-AK).

Abbildung 10: Nachweis der A9-E-Cadherin-Expression mittels Cy3-Immunfluoreszenz an HSC-Zellen
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Abbildung 11: Nachweis der A9-E-Cadherin-Expression mittels Cy3-Immunfluoreszenz an L 929 A9 Zellen

4.4.2 Nachweis und Quantifizierung von E-Cadherin mittels

Durchflusszytometrie (FACS)

4.4.2.1 Nachweis von E-Cadherin an der Zelloberfldche

Der Nachweis von E-Cadherin-Molekiilen (WT-E-Cadherin und A9-E-Cadherin) an der
Zelloberfliche von L 929 A9, L 929 WT und HSC erfolgte durch Messung der
Fluoreszenzintensitdt (mfi-Wert) nach Markierung. Die Markierung der Zellen wurde mittels
Primérantikorper gegen E-Cadherin und nachfolgend mit FITC-markiertem Sekundirantikorper
durchgefiihrt. Kontrollen wurden ausschlieBlich mit Sekundirantikorper markiert (Kapitel 3.6.2).

Diese Messungen wurden im Abstand von 3 Monaten zweimal durchgefiihrt um jeweils den
Antigenbesatz zu iiberpriifen. Beim ersten Versuch betrugen die durchschnittlichen mittels FACS
ermittelten mfi-Werte fiir L. 929 A9, L. 929 WT und HSC 93, 61 und 148. Die entsprechenden
Werte der Kontrollen lagen mit 2, 2, und 5 weit darunter. Beim zweiten Experiment betrugen die
durchschnittlichen mfi-Werte fiir L 929 A9, L 929 WT und HSC 47, 38 und 82 bzw. 12, 19 und 9
fir die Kontrollen. Die Resultate belegen, dass alle untersuchten Zellen zu den jeweiligen
Zeitpunkten E-Cadherin exprimiert haben. Die Fluoreszenzintensititen waren bei der zweiten
Messung, 3 Monate nach der 1. Messung, bei allen Zelllinien geringer. Ohne Korrelation zu der
genauen Anzahl an Antigenen mittels Standardgerade lésst sich allerdings iiber einen evtl. Verlust

von E-Cadherin-Molekiilen an der Zelloberfldche keine Aussage treffen.
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4.4.2.2 Bestimmung der Anzahl der E-Cadherin-Molekiile pro Zelle

Dazu wurde mittels Durchflusszytometrie zunédchst eine Standardgerade erstellt, die die
anschlieende Zuordnung der mittels Durchflusszytometrie ermittelten mfi-Werte zur Anzahl der
pro Zelle exprimierten E-Cadherine ermoglichte (siehe Kapitel 3.6.2).

Die ermittelte Anzahl der E-Cadherine pro Zelle (Mittelwert, korrigiert um die Kontrolle) betrug
fir MDA A9 280.200, fir MDA WT 262.000, fiir L 929 A9 163.400, fiir L 929 WT 125.500 und
fiir HSC 356.500.

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 29 im Anhang fiir alle untersuchten Zelllinien

zusammengefasst.

4.4.3 Bestimmung der Antigendichte ausgewihlter Zelllinien mittels
sScatchard*-Analyse

Der Bestimmung liegt jeweils ein Sittigungsexperiment mit steigenden Konzentrationen von RI,
die spezifisch an A9-E-Cadherin binden, zu Grunde (3.6.3). Es wurde der Quotient aus B
(zellgebundene RI) und F (nicht gebundene RI) gegen die Masse der gebundenen AK aufgetragen.
Aus der resultierenden Regressionsgeraden mit negativer Steigung ldsst sich die maximal
bindungsfihige Anzahl an RI (=Anzahl an Antigenen) ermitteln. Fiir den Fall, dass die
Regressionsgerade keine oder eine positive Steigung aufweist, zeigt diese Methode an, dass eine
unspezifische Bindung der AK vorliegt.

Von 18 Experimenten mit anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten zeigten 6 Regressionsgeraden mit
positiver oder keiner Steigung, darunter Experimente mit MDA A8 und HTB-135 ohne A9-E-
Cadherin-Expression. Die anderen 12 Experimente mit MDA A9, L. 929 A9, L 929 WT, HSC und
MPE-600 konnten aufgrund negativer Steigung der Regressionsgeraden zur Bewertung
herangezogen werden.

Demnach exprimieren MDA A9 durchschnittlich (2 Experimente mit '*I-anti-A9-E-Cadherin und 3
Experimente mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin) 76.000 A9-E-Cadherine pro Zelle. L 929 A9 besitzen
durchschnittlich 32.000 A9-E-Cadherine pro Zelle (‘*’I- und *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin). Fiir HSC
ergaben zwei Experimente eine durchschnittliche Anzahl von 75.000 E-Cadherinen pro Zelle. Fiir
MPE-600 errechneten sich durchschnittlich (2 Versuche) 80.000 A9-E-Cadherine pro Zelle. Fiir L
929 WT wurden nach dem Scatchard-Plot 16.000 E-Cadherine pro Zelle errechnet. In Tabelle 30
im Anhang sind die Ergebnisse fiir alle Versuche dargestellt, deren Scatchard-Plots negative

Steigungswerte zeigten.
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Das positive Ergebnis fiir L 929 WT {iberrascht, weil anti-A9-E-Cadherin WT-E-Cadherin nicht
erkennen sollte. Dagegen wurde erwartet, dass anti-A9-E-Cadherin an HTB-135 und MDA A8 nur
unspezifisch bindet. In je einem Experiment mit A9-E-Cadherin-exprimierenden MDA A9 (V.14)
und MPE-600 (V.5) ergaben die Scatchard-Plots entgegen der Erwartung keine negativen

Steigungswerte.

Auffallend ist, dass die ermittelten Anzahlen fiir A9-E-Cadherin-Molekiile pro Zelle mittels

Scatchard-Analyse deutlich geringer sind, als mittels Durchflusszytometrie.

4.4.4 Kinetikexperimente zur Internalisierung von
Radioimmunkonjugaten

Die Internalisierung von RI gegen A9-E-Cadherin wurde bei unterschiedlichen Temperaturen mit
verschiedenen Zelllinien ohne bzw. mit A9-E-Cadherin-Expression untersucht. Dabei wurde die
Internalisierung (i) wihrend der Inkubation mit RI gegen A9-E-Cadherin und (ii) nach Entfernung
der '"'In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten ermittelt. Zu (i) sind
Methode und Ergebnisse in den Kapiteln 3.6.4.1 und 4.4.4.1 beschrieben, zu (ii) in den Kapiteln
3.6.42und 4.44.2.

4.4.4.1 Internalisierung wihrend der Inkubation mit Radioimmunkonjugaten (anti-A9-E-

Cadherin)

Fiir diese Experimente wurden adhirente Zellen (Monolayer) bzw. Zellen in Suspension mit RI
gegen A9-E-Cadherin fiir Zeitraume von 0-4 h bzw. 0-7 h bei 4°C, 25°C bzw. 37°C inkubiert.
Anschliefend wurden nicht gebundene RI mit dem Medium (Uberstand) entfernt. Die an der
Zelloberflache gebundenen RI wurden mittels Natriumacetat- bzw. Glycinpuffer abgelost, die
internalisierten RI wurden im Zellpellet gemessen (siehe 3.6.4.1). Die einzelnen Fraktionen,
Uberstand, gebundene RI und internalisierte RI ergaben die Gesamtmenge an radioaktiv
markiertem MAK (Ausnahme V. 40-43, siche 4.4.4.1.1 und 4.4.4.1.2). Gebundene und
internalisierte RI hatten gemessen an der Gesamtaktivitit vergleichsweise geringe Anteile, von
0,01-20 %.

Die Auswertung zeigt den Verlauf der Bindung und Internalisierung wihrend der Inkubation der
Zellen mit den '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten, wobei zwischen 17 und 166fach mehr MAK-
Molekiile als Antigene vorhanden waren. Drei Experimente bei 37°C (V. 37-39) mit L 929 WT, L
929 A9 und HSC sind exemplarisch in Abbildung 12 graphisch dargestellt (nur Internalisierung).
Hier ist zu sehen, dass L 929 A9 und HSC im Zeitverlauf deutlich mehr RI internalisiert haben als
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L 929 WT. Zwischen 10 min und 180 min schwankt die Internalisierung geringfiigig zwischen

1,3% und 1,7% fiir HSC und L 929 A9, danach nimmt sie langsam ab.
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Abbildung 12: Internalisierungskinetik von '!'In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bei 37°C (V. 37-39) bei
Zelllinien mit A9-E-Cadherin-Expression (L 929 A9, HSC) bzw. ohne A9-E-Cadherin-Expression (L 929 WT)

4.4.4.1.1 Zelllinien mit Expression von A9-E-Cadherin

Die Internalisierung der '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate von HSC-Zellen wurde in insgesamt 7
Experimenten bei drei verschiedenen Inkubationstemperaturen (4°C, 25°C und 37°C) analysiert.
Bei 4°C wurden durchschnittlich 1,4+0,3% internalisiert und 0,7+0,1% der RI gebunden, wobei die
Kinetik zeigt, dass beziiglich Bindung keine wesentliche Verinderung wihrend des
Beobachtungszeitraums und beziiglich Internalisierung nur ein schwacher Anstieg bis auf maximal
1,7% wihrend des Versuchs stattfand. In den 3 Experimenten bei 25°C waren die maximal
internalisierten Anteile der RI (2,4; 12,4 und 2,0%) jeweils grofer als die gebundenen (0,6; 3,1 und
0,9%). Im Zeitverlauf nahm die Bindung um das 3-30fache bis mindestens 60 min nach
Versuchsbeginn zu. Die Internalisierung nahm iiber die Zeit bis mindestens 120 min nach
Versuchsbeginn um das 10-30fache zu. Bei 37°C lagen die Werte von HSC fiir Bindung zwischen
0,6 und 1,9% und die Werte fiir Internalisierung zwischen 0,4 und 1,6%. Die maximale
Schwankungsbreite pro Zeitpunkt beziiglich Bindung und Internalisierung betrug innerhalb eines
Experimentes das Zwei- oder Dreifache. Die detaillierten Versuchsergebnisse der Experimente mit

HSC (V.19, 22, 25, 28, 31, 34, und 37) sind in Tabelle 31 im Anhang zusammengefasst.
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Die 7 Experimente zur Internalisierung von '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten mit L 929 A9
zeigten unterschiedliche Resultate im Hinblick auf Bindungs- und Internalisierungskinetiken (0-
240 min) bei verschiedenen Inkubationstemperaturen. Bei 4°C war der gebundene Anteil (max.1,4
%) der MAK stets hoher als der internalisierte Anteil (max. 0,7%), wobei im Zeitverlauf ein
schwacher Anstieg beider Fraktionen in den ersten 60 min zu verzeichnen war. Bei 25°C betrugen
die Anteile der internalisierten RI zwischen 0,3 und 18,8%, wihrend die Anteile fiir die
gebundenen RI 0,1-3,9% betrugen. Die Kinetik zeigt beziiglich Bindung und Internalisierung einen
starken Anstieg tiber mindestens 120 min (gesamte Inkubationsdauer 180 min) um das 3-20fache.
Bei 37°C waren Bindung und Internalisierung in etwa gleich. Es wurden durchschnittlich 1,1+£0,2%
der RI gebunden und durchschnittlich 1,3+0,3% der RI internalisiert. Die Werte zeigten keine
groBen Verdnderungen im Zeitverlauf der Kinetik. Die betreffenden Ergebnisse der Experimente

mit L. 929 A9 (V. 20, 23, 26, 29, 32, 36 und 38) sind in Tabelle 31 im Anhang dargestellt.

Die Versuche 40 und 42 wurden mit '*I-anti A9-E-Cadherin-Konjugaten an L 929 A9 (0-420 min)
und MDA A9 (0-300 min) durchgefiihrt. Dabei wurde der Uberstand nach der jeweiligen
Inkubationszeit mit den ungebundenen RI verworfen. Die RI wurden mit Glycin von der
Zelloberfliache abgelost. Die Anteile gebundener und internalisierter RI addierten sich zu jeweils
100%. Die internalisierten Anteile der RI betrugen fiir MDA A9 fiir die verschiedenen Zeitpunkte
zwischen 61% und 72% (Maximum nach 120 min) und fiir L 929 A9 zwischen 55% und 88%
(Maximum nach 420 min). Bei MDA blieben die Werte in etwa tiber 300 min konstant, wihrend
bei L 929 A9 die gebundenen RI kontinuierlich ab- und die internalisierten RI kontinuierlich
zunahmen. Die einzelnen Versuchsergebnisse sind in Tabelle 31 im Anhang zusammengefasst (V.
40 und 42). Die Abbildung 13 bezieht sich neben V. 41 und 43 auch auf die hier dargestellten

Experimente.

4.4.4.1.2 Zelllinien mit Expression von WI-E-Cadherin bzw. ohne Expression von E-Cadherin

HTB-135 Zellen wurden in einem Experiment bei 37°C mit '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
fir einen Zeitraum von 120 min inkubiert. Dabei wurden 1,2+0,2% der RI gebunden und
0,2+0,05% internalisiert. Die Werte waren wihrend der gesamten Inkubationszeit in etwa konstant.

Die detaillierten Ergebnisse dieses Experimentes (V. 35) sind in Tabelle 32 im Anhang dargestellt.

Bindung und Internalisierung der '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate von L 929 WT wurden bei
4°C (1 Experiment), 25°C (3 Experimente) und 37°C (2 Experimente) beobachtet. Sowohl bei 4°C
als auch bei 37°C blieben die Werte fiir Bindung und Internalisierung iiber den Zeitverlauf
weitgehend konstant: bei 4°C wurden 0,5+0,1% der RI gebunden und 0,1+0,05% internalisiert; bei
37°C betrugen die durchschnittlichen Werte fiir Bindung 1,0+0,3% und fiir Internalisierung
0,240,1%. Bei 25°C war von 0-180 min ein 10-39facher Anstieg fiir Bindung und Internalisierung
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zu verzeichnen. Von den Zellen wurden maximal 3,9% der RI gebunden und maximal 19,7% der
RI internalisiert. Beziiglich detaillierter Ergebnisse der entsprechenden Versuche (V. 21, 24, 27, 30,

33 und 39) sei auf Tabelle 32 im Anhang verwiesen.

Die Versuche 41 und 43 wurden mit '*I-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten an L 929 WT und MDA
WT durchgefiihrt. Ungebundene RI wurden nach Inkubation mit dem Uberstand verworfen. Die
Ablosung der gebundenen RI von der Zelloberfliche erfolgte mit Glycin. Die gebundenen und
internalisierten RI ergaben addiert jeweils 100%. Im Unterschied zu MDA A9 und L 929 A9
(maximal 72% bzw. 88% internalisierte RI) waren bei den Zelllinien mit Expression von WT-E-
Cadherin die Werte fiir die gebundenen RI hoher als fiir die internalisierten RI: bei MDA WT
betrug der Anteil gebundener RI zwischen 60% und 75% wihrend der 420-miniitigen Inkubation
bei 37°C, bei L 929 WT zwischen 69% und 48% mit kontinuierlicher Abnahme iiber 300 min.
Internalisiert wurden maximal 43% der RI von MDA WT und 52% von L 929 WT. Tabelle 32 im
Anhang zeigt die Versuchsergebnisse von V. 41 und 43. In Abbildung 13 sind die Ergebnisse
graphisch dargestellt.
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Abbildung 13: Internalisierungskinetik der ""'In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate bei 37°C von MDA-Zellen
und murinen Fibroblasten mit Expression von A9-E-Cadherin bzw. WT-E-Cadherin (Versuche 40-43)

Zusammenfassend ldsst sich festhalten: Die Ergebnisse zur Bindung und Internalisierung von RI
(anti-A9-E-Cadherin) bei Zellen mit Expression von WT-E-Cadherin, ohne Expression von E-
Cadherin bzw. mit Expression von A9-E-Cadherin entsprechen nicht den Erwartungen. Z.B. fillt

auf, dass sich HTB-135 ohne Expression von A9-E-Cadherin und HSC mit A9-E-Cadherin-
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Expression bei 37°C beziiglich Bindung von '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten kaum
unterschieden (HTB-135: 1,0-1,4%; HSC: 0,6-1,9%). Die Internalisierung der RI war bei HSC
etwas hoher (0,4-1,6%) als bei HTB-135 (0,2-0,3%).

L 929 A9 internalisierten bei 4°C und 37°C einen groferen Anteil der RI als L 929 WT (z.B. bei
37°C: L 929 A9 1,3+0,3%, L 929 WT 0,240,1%). Die Werte fiir die Bindung der RI waren fiir
beide Zelllinien bei allen Temperaturen in etwa gleich und zeigten eine dhnliche Kinetik.

Der Vergleich der Internalisierung von '*I-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bei MDA und L 929
zeigt, dass bei MDA die Werte mit geringen Schwankungen in etwa konstant blieben, wihrend bei
L 929 die Werte jeweils unabhingig von A9- bzw. WT-E-Cadherin-Expression {iiber den
Zeitverlauf zunahmen. Die Ergebnisse sind graphisch in Abbildung 13 dargestellt. Von den
Zelllinien mit A9-E-Cadherin-Expression (MDA A9 bzw. L 929 A9) waren zum jeweiligen
Zeitpunkt der Kinetik mehr RI internalisiert als gebunden, wogegen von Zelllinien mit WT-E-
Cadherin-Expression (MDA WT und L 929 WT) jeweils mehr RI gebunden als internalisiert

waren.

4.4.4.2 Internalisierung nach Entfernung der nicht gebundenen '''In-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugate

Bei diesen Experimenten wurden adhédrente Zellen (L 929 A9, L 929 WT, HSC und HTB-135) in
24-Well-Platten bei 4°C fiir 60 min bzw. bei 25°C fiir 5 min mit '''In-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten inkubiert. AnschlieSend wurden nicht gebundene RI mit dem Medium entfernt und die
Zellen in frischem Zellkulturmedium bei 37°C weiter inkubiert. Die Anteile gebundener und

internalisierter RI wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (maximal 9 Zeiten: 0, 2, 5, 10, 30, 60, 90,

150, 180 min) untersucht (siehe Kapitel 3.6.4.2).

4.4.4.2.1 Zelllinien mit Expression von A9-E-Cadherin

Der maximal internalisierte bzw. maximal gebundene Anteil der '''In-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugate von HSC zu den jeweiligen Zeitpunkten nach Entfernung der RI, anschlieend an die
60-miniitige Inkubation bei 4°C betrugen 13% (10 min) bzw. 2% (10 min). Im weiteren Verlauf
nahmen die Werte sowohl fiir Bindung als auch fiir Internalisierung weiter ab.

Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 25°C lagen die Anteile fiir gebundene RI nach Entfernen
der ungebundenen RI (im Folgenden auch Mediumwechsel genannt) zwischen 6% und 18% fiir
HSC iiber den Zeitraum von 180 min. Die Anteile der internalisierten RI betrugen respektive
zwischen 8% und 47%. Die Werte fiir Internalisierung waren ca. 60 min nach dem Mediumwechsel
am hochsten. Die Finzelergebnisse sind im Anhang in Tabelle 33 (V. 45, 50, 53 und 57)
dargestellt.

Die Bindung und Internalisierung der '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate von L 929 A9 wurde

zwischen 10 und 180 min nach Entfernen der RI (nach 60 min Inkubation bei 4°C) gemessen. Die
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Werte fiir Internalisierung (12-30%) waren dabei in etwa viermal so hoch wie die Werte fiir
Bindung (1-7%).

Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 25°C waren die Werte fiir Internalisierung (untersuchter
Zeitraum 0-180 min) mit 5-70% nur etwa 2-3fach so hoch wie die Werte fiir Bindung mit 5-21%.
Auffallend war, dass die hochsten Werte 10 min nach Mediumwechsel zu beobachten waren. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 33 im Anhang (V. 46, 48, 51, 55 und 59) zusammengefasst.

4.4.4.2.2 Zelllinien mit Expression von WT-E-Cadherin bzw. ohne Expression von E-Cadherin

An HTB-135 wurde die Bindung und Internalisierung von '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
nach einer 5-miniitigen Inkubation bei 25°C durchgefiihrt. 0-180 min nach Entfernung der nicht
gebundenen RI betrugen die Werte fiir Bindung zwischen 1 und 23% und fiir Internalisierung
zwischen 15 und 45%. Dieses Ergebnis ist nicht erwartungsgemif3, da HTB-135 Zellen kein A9-E-
Cadherin exprimieren und die Bindung und Internalisierung unspezifischer Art sein muss. Die
Ergebnisse mit HTB-135 (V. 54 und 58) sind im Anhang in Tabelle 34 dargestellt.

Mit L 929 WT wurden die Bindung und Internalisierung von '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
sowohl nach 60 min Inkubation bei 4°C als auch nach 5 min Inkubation bei 25°C untersucht. Nach
60 min Inkubation bei 4°C waren nach dem Mediumwechsel geringfiigig mehr RI gebunden (1-
2%) als internalisiert (0,2-2%). Wihrend des Zeitverlaufs von 0-180 min blieben die Werte in etwa
konstant. Nach 5 min bei 25°C waren nach dem Mediumwechsel meist deutlich mehr RI
internalisiert (33-52%) als gebunden (11-16%). Auch hier blieben die Werte wihrend des
untersuchten Zeitraumes in etwa konstant. Tabelle 34 im Anhang zeigt die Versuchsergebnisse im

Uberblick (V. 44, 47, 49, 52, 56 und 60).

Bei Zusammenschau der Ergebnisse fiir die Inkubation bei 25° fiir 5 min vor dem Mediumwechsel
mit verschiedenen Zelllinien, ldsst sich iiber die Internalisierung feststellen, dass unabhingig von
der Expression des A9-E-Cadherins &hnlich hohe Maximalwerte erreicht wurden (HTB-135: 45%,
HSC: 47%, L. 929 WT: 52%, L 929 A9: 70%). Wurden die Zellen dagegen fiir 60 min bei 4°C vor
dem Mediumwechsel mit '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten inkubiert, betrugen die
Maximalwerte fiir Internalisierung bei HSC 13%, bei L 929 WT 2% und bei L 929 A9 30%.

Beziiglich der Internalisierungskinetiken (meist im Zeitraum von 0-180 min) nach Entfernung der
Radioimmunkonjugate lésst sich feststellen, dass ein Anstieg der Werte allenfalls in den ersten 10
min zu beobachten war, die Werte in den meisten Fillen jedoch konstant blieben. Eine Ausnahme
davon machten die Ergebnisse bei HSC-Zellen, hier war in den Versuchen 50, 53 und 57 bis 60
min nach Kinetikbeginn ein Anstieg der Werte zu verzeichnen (von 33 zu 47%, von 11 zu 15% und

von 29 zu 38%).
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4.5 Uberleben ausgewiihlter Zelllinien nach Bestrahlung mit *’Cs

Das Uberleben der Zellen sollte nach Bestrahlung mit '*’Cs in Abhingigkeit der applizierten Dosis
(Gy) untersucht werden. Nach einer Dosisabschitzung der verabreichten Aktivititen bei der
Behandlung mit *"’Bi konnte die resultierende Strahlendosis in Gy bestimmt werden. Dies sollte
den direkten Vergleich der Auswirkungen von a-Strahlung (*"’Bi) und y-Strahlung (**’Cs) an den
gleichen Zelllinien ermdglichen (siehe Kapitel 4.8 und 5.7).

Dazu wurden entsprechend der zu applizierenden Dosis L 929 WT, L 929 A9, HSC und HTB-135
in verschiedenen Zellkonzentrationen in 25 cm?-Zellkulturflaschen ausgesit und 24 h spéter mit
7Cs bestrahlt (bis zu 11,7 Gy). 13-19 d nach Bestrahlung wurde die Anzahl der Klone bestimmt.
Aus der Klonanzahl in Abhingigkeit von der Dosis (Gy) ergaben sich die Uberlebenskurven, deren
Parameter nach dem linear-quadratischen Modell berechnet wurden. Die MaBe fiir die
Strahlenempfindlichkeit stellen o und o/f dar (siehe Kapitel 3.7). a gibt die Steigung im linear
verlaufenden Teil der Uberlebenskurve an. Dabei gilt die Beziehung: je groBer o, desto steiler ist
der Verlauf der Uberlebenskurve. Das bedeutet, dass die Schidigung der Zellen bei gleicher Dosis
mit steigendem o groBer wird. B ist ein Parameter, der den Verlauf der Uberlebenskurve im
quadratischen Bereich beschreibt. Je hoher die Werte fiir o/f sind, desto flacher verlduft die
sogenannte Schulter der Uberlebenskurve, die ein MaB fiir die Reparaturfihigkeit der Zellen
darstellt (Kauffmann G. et al, 1996). Die Werte o und o/ sind in der mathematischen Formel fiir
die Uberlebenskurve enthalten, sind jedoch nicht direkt in den Kurven abzulesen. Fiir alle
Uberlebensdaten einer Zelllinie wurde die Berechnung dieser Parameter durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 7 und Abbildung 14 dargestellt.

L 929 A9 zeigte sich gegeniiber "*’Cs-Bestrahlung am wenigsten empfindlich, gefolgt von L 929
WT, HSC und HTB-135 als empfindlichste Zelllinie. Die o/f-Werte betrugen respektive 127, 51,
21 und <0 Gy. Der Wert fiir HTB-135 scheint dabei nicht korrekt zu sein. Es konnte sein, dass die
Berechnung, die nur an Hand von 2 Datenpunkten neben der Kontrolle ausgefiihrt wurde (bei den
restlichen Dosierungen waren keine Klone mehr zu sehen), wegen der wenigen Datenpunkte die

tatsdchlichen Verhiltnisse nicht wieder gibt.

Tabelle 7: Die Parameter a und o/} zur Beschreibung der Uberlebenskurven nach dem linear-quadratischen
Modell nach Bestrahlung verschiedener Zelllinien mit °’Cs (4-11,7 Gy): a ist ein Map3 fiir die Steigung des
exponentiell verlaufenden Teils der Uberlebenskurve, o/f bestimmt den Verlauf des parabelformig
verlaufenden Teils der Uberlebenskurve und stellt ein Map3 fiir die Reparaturfihigkeit der Zellen dar

95% Konfidenzintervall von a 95% Konfidenzintervall von o/
V.-Nr. Zelllinie ain Gy a/Bin Gy
Grenze unten Grenze oben Grenze unten Grenze oben
63, 68 HSC 0,54 0,49 0,59 20,6 13,6 27,6
65, 66 L 929 A9 0,34 0,33 0,35 127,0 43,2 210,7
67, 69 L929 WT 0,43 0,37 0,48 50,9 3,2 98,5
64 HTB-135 0,91 0,88 0,93 -2,7E+54 -
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Abbildung 14: Uberlebenskurven nach Bestrahlung mit "’Cs (Maximaldosis 8,4-11,7 Gy) fiir L 929 A9
(schwarz), L 929 WT (blau), HSC (rot) und HTB-135 (griin), die Symbole repriisentieren die einzelnen
Datenpunkte, die Linien die Uberlebenskurven nach Berechnung der Parameter a und o/f (linear-
quadratisches Modell)

Ein Beispiel fiir morphologische Veridnderungen der Zellen nach Bestrahlung zeigt Abbildung 15.
L 929 A9 zeigten nach Bestrahlung mit 3,9 Gy im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle innerhalb
einzelner Klone auch deutlich vergroferte Zellen. Ab einem Druchmesser von 20 pm, der hier
iberschritten wurde, sind Zellen nicht mehr in der Lage sich zu teilen (Barrandon und Green,
1985).
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100y

Abbildung 15: L 929 A9 nach Bestrahlung mit ’Cs: a unbestrahlter Kontroll-Klon, b Klon nach
Bestrahlung mit 3,9 Gy, rot umrandet sind stark vergrofierte teilungsunfihige Zellen
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4.6 Uberleben ausgewihlter Zelllinien nach Inkubation mit *"’Bi-

Immunkonjugaten

Fiir klonogene Tests wurden unterschiedliche Anzahlen von Zellen in 96- oder 24-Well-Platten in
der Regel 24 h vor Inkubation mit *"*Bi-Immunkonjugaten ausgesit. Die Inkubation mit den RI
erfolgte entweder unbegrenzt (d.h. ohne Mediumwechsel) oder mit Mediumwechsel nach 45 min
bzw. 90 min. Die *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate (6H8-AK) bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-
Konjugate (7H1-AK) wurden in Aktivitdtskonzentrationen bis zu 2.000 kBg/ml appliziert. Nach
10-19 d wurden die Klone gezihlt und zu den Klonen der Kontrollen (Behandlung mit kaltem
MAK) in Bezug gesetzt. Daraus wurde das normierte Uberleben in % (im Folgenden auch nur als
Uberleben bezeichnet) berechnet, wobei die Anzahl der Klone in der Kontrolle jeweils 100%
Uberleben entsprach. Siamtliche Daten sind im Anhang in den Tabellen 35 und 36 fiir ausgew:hlte
Versuche dargestellt und werden in den folgenden Kapiteln (4.6.1 - 4.6.4) detailliert besprochen.
Das Uberleben wurde entweder logarithmisch oder linear gegen die Aktivititskonzentration
(kBg/ml) aufgetragen. Die lineare Darstellung hat den Vorteil, dass die Standardabweichung der
Mittelwerte auch im negativen Bereich dargestellt werden kann. Um die Uberlebenskurven auch an
Hand der mathematischen Parameter zur Beschreibung der Uberlebenskurven vergleichen zu
konnen, wurden diese Parameter fiir jedes Experiment berechnet. Ergebnisse, deren Berechnung
mit dem Sas-Statistik-Paket nur als anndhernd gelten kann, sind gekennzeichnet (*). Der
Berechnung wurde eine exponentielle Dosis-Wirkungsbeziehung zu Grunde gelegt. Die Parameter
heilen o und k. Der a-Wert ist ein Mal} fiir die zelluldre Strahlenempfindlichkeit und wird in
ml/kBgq*10® angegeben. Graphisch veranschaulicht bestimmt der o-Wert die Steigung der
Uberlebenskurve. Der k-Wert bezeichnet den natiirlichen Logarithmus der klonogenen Zellzahl pro

Well und ist dimensionslos (siehe auch Kapitel 3.8, Gleichung 4).

Fiir die Uberlebensdaten (ohne Berechnung der Parameter der Uberlebenskurve) folgender
Versuche wurde eine einfache Varianzanalyse (Konfidenzintervall 90%) durchgefiihrt:

HSC, inkubiert mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (6H8-AK) bzw. *"’Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten (7H1-AK) und L 929 A9 sowie L 929 WT, inkubiert mit *’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten (6H8-AK). Die Varianzanalyse ergab einen signifikanten Unterschied des
Uberlebens von L 929 A9 und L 929 WT, wihrend zwischen dem Uberleben von HSC, behandelt

mit *’Bi-6H8 bzw. *"’Bi-7H1 kein signifikanter Unterschied festzustellen war.

Die k-Werte sdamtlicher Versuche bewegten sich im Bereich von 0,50-4,11 (entspricht einer Anzahl
von klonogenen Zellen zwischen 2 und 60). Die grofiten Schwankungsbreiten hatten dabei die
Zelllinien MDA WT (0,80-3,67) und L 929 A9 (0,50-3,36). Die geringste Schwankungsbreite
wiesen MDA A9 (1,82-3,16) und L 929 WT (1,54-3,14) auf, wihrend sich die Streuungsbreite von
MPE-600 (0,52-2,28), HTB-135 (1,46-3,52) und HSC (2,13-4,11) dazwischen befand.
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Die a-Werte siamtlicher Experimente befanden sich im Bereich von 0,8-179 ml/kBq*103.

Der a-Wert als Ma8 fiir die Strahlenempfindlichkeit variierte am stérksten bei MPE-600 (14,6-179
ml/kBg*103) und MDA A9 (2,7-69,3 ml/kBq*103). Beit MDA WT (1,5-19,6 ml/kBq*103), L 929 A9
(2,3-15,4 ml/kBq*103) und HSC (1,7-13,7 ml/kBq*103) ist die Variationsbreite #hnlich grofl und
bei HTB-135 (3,8-10,7 ml/kBq*10%) und L 929 WT (0,8-4,8) am geringsten. Die 95%-
Konfidenzintervalle der Parameter k und a sind bei vorangehenden Angaben nicht beriicksichtigt.

Sie sind fiir jeden einzelnen Versuch in den Tabellen 8-15 angegeben.

4.6.1 Uberleben von MPE-600 nach Inkubation mit >’Bi-
Immunkonjugaten

Es wurden zwei verschiedene Experimente durchgefiihrt, jeweils ohne Entfernung der RI.

In den unbestrahlten Kontrollen betrugen die PEs bei Aussaat von 50 und 100 Zellen pro Well in
96-Well-Platten zwischen 0,1 und 0,15. Auf 24-Well-Platten wurden 10 und 20 Zellen pro Well
ausgesit. Die PEs waren dabei zwischen 0,15 und 0,23 und bei 0,05 und 0,04.

Im ersten Experiment (V.74) wurden 50 und 100 Zellen/Well in 96-Well-Platten ausgesit und mit
*IBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten mit 2, 36 und 113 kBq/ml inkubiert. Daraus resultierten
durchschnittliche Klonzahlen zwischen 0,3 und maximal 15 Klonen/Well. Das normierte
Uberleben (Mittelwert + SD) betrug bei einer Zellzahl von 50/Well 100+70% (Kontrolle),
136+93% (2 kBq/ml), 37+31% (36 kBq/ml) und 6£10% (113 kBqg/ml), bei 100 Zellen/Well betrug
das normierte Uberleben respektive 100+54%, 101£57%, 30£23% und 2+4%. Die Berechnung der
Parameter zur mathematischen Darstellung der Uberlebenskurve ergab fiir a Werte von 29 (50
Zellen/Well) und 33 (100 Zellen/Well) ml/kBq*10°. Die Parameter bedingen parallel verlaufende
Uberlebenskurven. Hieraus ist abzuleiten, dass die Variation der Zellzahl in diesem Fall zu keiner
Anderung der Steigung der Uberlebenskurve fiihrte.

Im zweiten Experiment (V.80) wurden 10 und 20 Zellen/Well in 24-Well-Platten ausgesit. Die
Inkubation mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (5 und 15 kBg/ml) erfolgte zum einen ohne
Vorinkubation und zum anderen nach Vorinkubation der Zellen mit kaltem anti-A8-E-Cadherin
(Zugabe von 1 pgin 10 pl PBS, 3 h vor Zugabe der RI).

Bei einer Aussaat von 10 Zellen/Well bildeten sich bei der Kontrolle und 5 kBg/ml in etwa gleich
viele Klone unabhingig von der Vorinkubation. Ohne Vorinkubation betrug das normierte
Uberleben (Mittelwert + SD) respektive 100£70% und 71£71%, mit Vorinkubation 100+88% und
70+48%. Bei der Aktivititskonzentration von 15 kBg/ml fiel das Uberleben in den Wells mit
Vorinkubation niedriger (3£12%) aus als ohne Vorinkubation (29+52%). Diese Ergebnisse fiihrten
auch zu deutlichen Unterschieden bei o: 82 ml/kBq*10® ohne Vorinkubation und 179 ml/kBq*10°

mit Vorinkubation.
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Bei einer Aussaat von 20 Zellen/Well betrug das Uberleben bei der Kontrolle, 5, und 15 kBg/ml
ohne Vorinkubation entsprechend 100+72%, 70+56% und 35+41% und mit Vorinkubation
100+59%, 86+41% und 50+29%. Der Wert o, der in den Uberlebenskurven die Steilheit angibt,
betrug fiir die Wells ohne Vorinkubation 70 ml/kBq*10° und fiir die Wells mit Vorinkubation 47
ml/kBq*10°. Der k-Wert, der die Klonogenitit der Zellen wiedergibt, lag fiir die Proben mit 10
Zellen/Well etwa bei 0,5 (entspricht 1,6 Klonen) und fiir die Proben mit 20 Zellen/Well etwa bei
1,5 (entspricht 4,5 Klonen). Die Ergebnisse der Berechnung der Parameter fiir die

Uberlebenskurven k und a sind in der Tabelle 8 zusammengefasst.

Die Annahme, dass eine Vorinkubation der Zellen mit kaltem AK eine schiitzende Wirkung ausiibt,
konnte mit dem vorliegenden Experiment an A9-E-Cadherin exprimierenden Zellen mit *"’Bi-anti-
A8-E-Cadherin-Konjugaten nicht gepriift werden. Das entsprechende Experiment mit *"’Bi-anti-

A9-E-Cadherin-Konjugaten musste leider wegen zu geringer PE von der Auswertung

ausgeschlossen werden.

Tabelle 8: Errechnete Parameter fiir die Uberlebenskurven (bei exponentieller Dosis-Wirkungsbeziehung)
von MPE-600 nach Inkubation mit bis zu 15 kBg/ml *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (V.74) und *"*Bi-
anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (V.80), a in ml/kBq*10° bestimmt die Steigung der Uberlebenskurve, k gibt
den natiirlichen Logarithmus des Uberlebens an, Das 95% Konfidenzintervall gibt die Schwankung der
Parameter an, die mit den zu Grunde liegenden Daten (Klone/Well) moglich sind, A: ohne Vorinkubation, B:
mit Vorinkubation mit kaltem anti-A8-E-Cadherin

95% Konfidenzintervall von k . 95% Konfidenzintervall von a
V.- | Well- ain
N Platt PE k /kBg*10° Bemerkung
r atte Grenze unten Grenze oben | M/EA Grenze unten Grenze oben
74 96 | 0,10 1,31 1,23 1,39 29,1 249 33,2 50 Zellen/Well (Z.)
74 96 | 0,15] 2,28 2,23 2,33 33,0 30,0 36,0 100 Z.
10 Z., ohne
80 0,17 0,54 0,27 0,82 81,7 38,5 124,9 Vorinkubation (A)
80 o4 0,23 1,52 1,35 1,69 69,9 45,0 94,8 20Z.,A
10Z., mit
80 0,15] 0,52 0,22 0,81 178,5 104,2 252,8 Vorinkubation (B)
80 0,191 1,37 1,19 1,54 46,7 22,8 70,6 20Z.,B

4.6.2 Uberleben von MDA-Zellen nach Inkubation mit ***Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten

Es wurden 6 Experimente mit MDA A9 und 7 Experimente mit MDA WT jeweils mit *'*Bi-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugaten mit verschiedenen Inkubationszeiten (keine Entfernung der RI, 30 min,
45 min Inkubation mit anschlieBendem Mediumwechsel) durchgefiihrt. Die verwendeten
Aktivititskonzentrationen lagen im Bereich von 0,2 — 1.780 kBg/ml. Fiir die Versuche wurden
sowohl 96-Well-Platten als auch 24-Well-Platten verwendet.

Der Vergleich der Ergebnisse fiir MDA A9 und MDA WT soll zeigen, ob A9-E-Cadherin

exprimierende Zellen selektiv durch *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate geschidigt werden.
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Die unbestrahlten Kontrollen ergaben fiir MDA A9 bei einer Aussaat von 50, 70 bzw. 100 Zellen
pro Well in 96-Well-Platten PEs zwischen 0,13 und 0,23. In 24-Well-Platten lag die PE bei einer
Aussaat von 120 bzw. 400 Zellen/Well zwischen 0,03 und 0,08. Alle Experimente wurden in die
Auswertung mit aufgenommen.

Fir MDA WT konnten in 96-Well-Platten nach Aussaat von 20 und 150 Zellen pro Well PEs von
0,12-0,40 erzielt werden. In 24-Well-Platten betrug die PE nach Aussaat von 180, 200 bzw. 400
Zellen pro Well zwischen 0,02-0,21.

4.6.2.1 Inkubation mit kaltem anti-A9-E-Cadherin in 96-Well-Platten vor der Inkubation
mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten

In 96-Well-Platten wurden zwei Experimente (V.76 und V.75) mit MDA A9 (50 und 100
Zellen/Well) und MDA WT (20 Zellen/Well) parallel jeweils mit und ohne Vorinkubation mit
kaltem MAK durchgefiihrt. Zur Vorinkubation wurde in jedes Well 1 ug anti-A9-E-Cadherin in 10
ul 3 h vor Zugabe der RI gegeben. Die RI wurden nicht entfernt.

MDA A9 wurden mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in Aktivititskonzentrationen von 54
und 193 kBg/ml (mit Vorinkubation) bzw. 58 und 210 kBq/ml (ohne Vorinkubation) behandelt.
Bei einer Aussaat von 50 Zellen/Well wuchsen zwischen 2 und 11 Klone/Well. Das Uberleben
betrug fiir die Proben mit Vorinkubation 100+45% (Kontrolle), 72+40% (54 kBqg/ml) und 31+28%
(193 kBg/ml). Der berechnete a-Wert stellt nur eine Anniherung dar und betrug 6,2 ml/kBq*10°.
Ohne Vorinkubation mit kaltem AK fiihrte die Behandlung zu einem Uberleben von 100+36%
(Kontrolle), 83+31% (58 kBg/ml) und 39+37% (210 kBg/ml). Die Berechnung von o ergab einen
als annihernd zu betrachtenden Wert mit 4,3 ml/kBq*10°. Bei einer Aussaat von 100 Zellen/Well
lieBen sich pro Well zwischen 9 und 18 Klone zdhlen. In den Wells mit Vorinkubation betrug das
Uberleben 100+33% (Kontrolle), 68+21% (54 kBq/ml) und 48+20% (193 kBg/ml). Die
nachfolgende Berechnung der Parameter der Uberlebenskurve ergab ein als anndhernd zu
betrachtendes o von 3,7 ml/kBq*10’. Ohne Vorinkubation mit kaltem MAK betrug das normierte
Uberleben jeweils 100x16% (Kontrolle), 93+27% (58 kBq/ml) und 56+28% (210 kBg/ml) und «
2,7 ml/kBq*10°.

MDA WT wurde mit Aktivititskonzentrationen der '

Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate von 17
und 59 kBg/ml (mit Vorinkubation) sowie 18 und 64 kBg/ml (ohne Vorinkubation) inkubiert. Es
bildeten sich zwischen 5 und 8 Klone/Well. Das Uberleben betrug fiir Wells mit Vorinkubation
100+46% (Kontrolle), 76+36% (17 kBg/ml) und 74+39% (59 kBg/ml) sowie fiir Wells ohne
Vorinkubation 100£35% (Kontrolle), 80+30% (18 kBg/ml) und 67+30% (64 kBg/ml). Die a-Werte
betrug nach Berechnung 4,2 ml/kBq*10° (mit Vorinkubation) und als annihernd zu betrachtender
Wert fiir die Wells ohne Vorinkubation 5,8 ml/kBq* 10°.

Die Ergebnisse belegen, dass eine Vorinkubation mit Uberschuss an kaltem AK keinen positiven

Einfluss auf das Uberleben hat.
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Als natiirlicher Logarithmus der klonogenen Zellen stimmen die k-Werte von 1,86 — 2,88
(entspricht Klonzahlen von 7-18) mit den tatséchlichen Klonzahlen von 2-18 weitgehend iiberein.

Die a-Werte lagen im Bereich zwischen 2,7 und 6,2 ml/kBq*10’ fiir MDA-Zellen.

4.6.2.2 Inkubation mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 96-Well-Platten ohne

Entfernung der Radioimmunkonjugate

In den Experimenten V.77 und V.78 wurden MDA WT (150 Zellen/Well) und MDA A9 (70
Zellen/Well) in 96-Well-Platten jeweils mit 121 und 462 kBg/ml *“Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten inkubiert, wobei die RI nicht entfernt wurden.

Daraus resultierten bei MDA WT durchschnittlich 18 (Kontrolle), 11 (121 kBg/ml) und 3 (462
kBg/ml) Klone/Well, was Uberlebenswerten von respektive 100+21%, 63+22% und 16£25%
entsprach. Der Parameter o fiir die Uberlebenskurve betrug 3,0 ml/kBq*10°.

MDA A9 zeigte dagegen ein Klonwachstum bei den entsprechenden Aktivitdtskonzentrationen von
durchschnittlich 9 (Kontrolle), 3 (121 kBg/ml) und 0,4 (462 kBg/ml) Klonen/Well, entsprechend
einem Uberleben von respektive 100+43%, 30+30% und 4+22%. Der Wert o betrug 8,1
ml/kBq*10°.

Die Uberlebenskurven zeigen, dass A9-E-Cadherin exprimierende MDA-Zellen sensibler auf die

RI reagieren als WT-E-Cadherin-exprimierende Zellen (siehe Abbildung 16 b).

4.6.2.3 Inkubation mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 24-Well-Platten mit

verschiedenen Inkubationszeiten

Weitere Experimente wurden in 24-Well-Platten ohne Entfernung der RI, nach Inkubation von 30
min und nach Inkubation von 45 min durchgefiihrt.

Ohne Entfernung der RI der Aktivitdtskonzentrationen von 9 und 17 kBg/ml (V.81 und V.82) der
*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate konnte zwischen MDA WT (180 Zellen/Well) mit Uberleben
von respektive 100£20% (Kontrolle), 93+26% (9 kBg/ml) und 62+24% (17 kBg/ml) und MDA A9
(120 Zellen/Well) mit Uberleben von jeweils 100+32% (Kontrolle) 103+47% (9 kBg/ml) und
56£31% (17 kBg/ml) nahezu kein Unterschied festgestellt werden. Dementsprechend sind die a-
Werte mit 19,6 ml/kBq*10® fir MDA WT und 29,7 ml/kBq*10® fir MDA A9 in der gleichen
GroBenordnung.

In Experiment 83 und 84 wurden jeweils 400 Zellen MDA WT und MDA A9 pro Well mit 52 und
103 kBg/ml der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate fiir 30 min inkubiert. Das Uberleben war bei
MDA A9 mit 100£36% (Kontrolle), 29+19% (52 kBq/ml) und 24+16% (103 kBg/ml) deutlich
geringer als bei MDA WT mit respektive 100£29%, 82+21% und 70+£18%.

Mit einer Inkubationszeit der RI von 45 min und einem anschlieBenden Waschvorgang vor Zugabe
von frischem Medium wurden insgesamt 3 Experimente mit MDA WT (V.102-104) und 2
Experimente mit MDA A9 (V.105 und V.106) durchgefiihrt. Dabei wurden beide Zelllinien mit
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identischen Aktivititskonzentrationen der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate bis zu 313 kBg/ml
inkubiert. Im Versuch 102 wurden MDA WT mit bis zu 1.780 kBg/ml inkubiert.

In den Experimenten 103 (MDA WT) bzw. 105 (MDA A9) ergaben sich bei 0-2, 4, 8, 16 und 31
kBg/ml Uberlebenswerte von 100+25% (Kontrolle), 98+27% (2 kBg/ml), 88+19% (4 kBg/ml),
70+28% (8 kBg/ml), 80+18% (16 kBg/ml) und 65+12% (31 kBg/ml) bzw. respektive 100+67%,
75+28%, 54+11%, 46+33%, 32+19% und 39+27%. Das geringere Uberleben fiir MDA A9 spiegelt
sich auch in einem ca. siebenfach hoheren a-Wert (69,3 ml/kBq*103) fiir MDA A9 als fiir MDA
WT (10,0 ml/kBq*10’) wieder. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 16 a graphisch dargestellt.
Auch bei hoheren Aktivititskonzentrationen der RI bis maximal 313 kBqg/ml zeigte sich die A9-E-
Cadherin exprimierende Zelllinie sensibler gegeniiber den *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
als die WT-E-Cadherin exprimierende Zelllinie (V. 106 und 104). Dies belegen folgende Werte fiir
das Uberleben: 100+44% (Kontrolle), 79+42% , 95+43% und 45+16% (MDA WT) und 100+37%
(Kontrolle), 115+62%, 40+26% und 5+6% (MDA A9) bei Aktivitidtskonzentrationen von 7, 61 und
313 kBg/ml.

In Experiment 102 wurden MDA WT mit 3, 31, 330 und 1.780 kBg/ml *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten inkubiert. Daraus resultierte Uberleben von 100+132% (Kontrolle), 52+56%, 61+44%,
254+40% und 8+18%. Der a-Wert als Mab fiir die Strahlenempfindlichkeit der MDA-WT Zellen lag
hier mit 4,0 ml/kBq*10’ in der gleichen GréBenordnung wie in den vorangegangenen Versuchen

(2,3; 10,0; 19,6 und 3,5 ml/kBq*10°%).
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Abbildung 16: Uberleben von MDA WT bzw. MDA A9 nach Inkubation mit *"* Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten; A9-E-Cadherin-exprimierende Zellen zeigen deutlich geringeres Uberleben als WT-E-
Cadherin-exprimierende Zellen. Die Datenpunkte mit Balken entsprechen den Mittelwerten + SD (teilweise
wegen logarithmischer Darstellung nur Darstellung der oberen SD méglich). Die Uberlebenskurven wurden
an Hand des berechneten a-Wertes erstellt

a Versuche in 24-Well-Platten mit Aktivititskonzentrationen bis 31 kBqg/ml und Inkubation fiir 45 min

b Versuche in 96-Well-Platten mit Aktivititskonzentrationen bis 462 kBqg/ml und ohne Entfernung der RI
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Mit Ausnahme der Experimente in 24-Well-Platten ohne Entfernung der RI nach Inkubation
zeigten alle Experimente sowohl in 96-, als auch in 24-Well-Platten, dass das Uberleben von MDA
A9 durch Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten stirker reduziert wurde als das von
MDA WT. Das konnte sowohl fiir vergleichsweise geringe Aktivititskonzentrationen bis zu 31
kBg/ml, als auch relativ hohe bis zu 500 kBq/ml gezeigt werden (siche Abbildung 16).

Die berechneten Parameter o und k fiir die Uberlebenskurven sowie deren Konfidenzintervalle sind
fir MDA WT in Tabelle 9 und fiir MDA A9 in Tabelle 10 zusammengefasst.

Fir die Versuche 84 und 106 wurden wegen sehr niedriger PEs (0,05 und 0,06) keine

Berechnungen durchgefiihrt.

Tabelle 9: Errechnete Parameter der Uberlebenskurven (bei exponentieller Dosis-Wirkungsbeziehung) von
MDA WT nach Inkubation mit 0-462 kBg/ml *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten; o in ml/kBg*10°
bestimmt die Steigung der Uberlebenskurve; k gibt den natiirlichen Logarithmus des Uberlebens an; Das
95% Konfidenzintervall gibt die Schwankung der Parameter an, die mit den zu Grunde liegenden Daten
(Klone/Well) in 95% der Falle moglich sind, A: ohne Vorinkubation, B: mit Vorinkubation mit kaltem anti-
A9-E-Cadherin, Parameter, die als anndhernde Werte gelten, sind mit * gekennzeichnet

B ~ 95% Konfidenzintervall von k : 95% Konfidenzintervall von a

V.- | Well ain

Nr. [Platte] PE | K I/kBg*10° Bemerkung
r.[Fave Grenze unten | Grenze oben |M"*P9 1% 1Grenze unten | Grenze oben

75 96 | 0,40 |2,02* 1,91* 2,14* 5,8* 2,4* 9,2* 20Z., A

75| 96 | 0,35] 1,86 1,73 1,99 4,2 0,4 7,9 20Z.,B

771 96 | 0,02 |2,88" 2,83 2,92* 3,0* 3,7* 4,3* ohne Waschen

81 24 |1 0,13] 3,48 3,44 3,53 19,6 15,1 24,0 ohne Waschen

45 min Inkubation (Ink),
103| 24 | 0,26 | 3,66 3,62 3,71 10,0 7,5 12,6 waschen (w),
Mediumwechsel (MW)

83| 24 | 0,09] 3,56 3,49 3,62 3,5 2,4 4,5 30 min Ink, w, MW
104| 24 | 0,16 ] 3,39 3,34 3,43 2,3 1,9 2,7 45 min Ink, w, MW
102] 96 | 0,02 | 2,88 2,83 2,92 4,0 3,7 4,3 45 min Ink, w, MW

Tabelle 10: Errechnete Parameter der Uberlebenskurven (bei exponentieller Dosis-Wirkungsbeziehung) von
MDA A9 nach Inkubation mit 0-462 kBg/ml *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten; o in mi/kBq*10° bestimmt
die Steigung der Uberlebenskurve; k gibt den natiirlichen Logarithmus des Uberlebens an; Das 95%
Konfidenzintervall gibt die Schwankung der Parameter an, die mit den zu Grunde liegenden Daten
(Klone/Well) in 95% der Fdlle moglich sind, A: ohne Vorinkubation, B: mit Vorinkubation mit kaltem anti-
A9-E-Cadherin, Parameter, die als anndhernde Werte gelten, sind mit * gekennzeichnet

95% Konfidenzintervall von k . 95% Konfidenzintervall von a

V.- | Well- ain
Nr. | Plate| TE | K I/kBq*10° Bemerkung

r atte Grenze unten | Grenze oben |MVKE4 Grenze unten | Grenze oben
76 96 | 0,23| 2,45* 2,38* 2,53* 4,3* 3,3* 5,3* 50Z., A
76 96 0,16 | 2,78* 2,72* 2,85" 2,7 2,0* 3,5% 100Z., A
76 96 | 0,15] 2,01* 1,89* 2,13* 6,2* 4,8* 7,5* 50Z.,B
76 96 | 0,18| 2,88* 2,80* 2,96* 3,7* 3,0* 4,5* 100Z., B
78 96 | 0,30| 2,18* 2,11* 2,24* 8,1* 7,3* 8,9*
82 24 |1 0,08]| 2,32 2,20 2,44 29,7 17,7 41,7
105| 24 | 0,03| 1,82 1,69 1,95 69,3 56,6 81,9
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Die Empfindlichkeit o von MDA WT gegeniiber der Behandlung mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten bewegte sich bei Versuchen in 24-Well-Platten von 2,3 bis 19,6 ml/kBq*10’ und bei
Versuchen in 96-Well-Platten zwischen 3,0 und 5,8 ml/kBq*103. Die hohen a-Werte (19,6 und
10,0 ml/kBq*10’) fanden sich bei den Versuchen 81 und 103 mit sehr niedrigen
Aktivitdtskonzentrationen (bis 31 kBg/ml) in 24-Well-Platten. Der Parameter o variierte fiir MDA
A9 in 96-Well-Platten zwischen 2,7 und 8,1 ml/kBq*lO3 und in 24-Well-Platten zwischen 29,7 und
69,3 ml/kBq*10°.

4.6.3 Uberleben von Magenkarzinomzelllinien nach Inkubation mit
213Bi- Immunkonjugaten

Mit HTB-135 wurden 4 Experimente und mit HSC 15 Experimente jeweils in 24-Well-Platten
durchgefiihrt. HTB-135 exprimiert im Gegensatz zu HSC kein A9-E-Cadherin. Das Uberleben von
HTB-135 und HSC wurde nach Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (bis 428
kBg/ml) verglichen. Die Inkubation erfolgte fiir 45 min, danach wurden die Zellen vor Zugabe von
frischem Medium einmal mit PBS gewaschen (Kapitel 4.6.3.1).

Das Uberleben von HSC wurde nach Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw.
*Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (binden nicht an A9-E-Cadherin) bei
Aktivitdtskonzentrationen bis 1.950 kBg/ml verglichen. Die Inkubationszeit betrug 90 min, die
Entfernung der RI erfolgte durch Mediumwechsel (Kapitel 4.6.3.2).

Mit beiden experimentellen Ansitzen sollte die die spezifische zytotoxische Wirkung von *"Bi-

anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten an A9-E-Cadherin exprimierenden Zellen analysiert werden.

Die PEs von unbehandelten (nur kalter MAK) HTB-135 Zellen bei Aussaat von 300, 500 und 600
Zellen pro Well (aus 4 Experimenten) variierten zwischen 0,01 und 0,05. In zwei Experimenten
davon wurde die niedrigste Aktivititskonzentration (V.99: 1kBg/ml, V.101: 13 kBqg/ml) als
Kontrolle verwendet, weil in der eigentlichen Kontrolle keine Klone gewachsen waren.

Bei HSC variierte die PE unbehandelter Kontrollen aus 15 Experimenten bei Aussaat von 80
Zellen/Well von 0,24 bis 0,77. Die Héufigkeitsverteilung der Klone/Well aller Kontrollwerte
(n=325 Wells) ist in Abbildung 17 dargestellt. Die Ergebnisse scheinen nicht normalverteilt zu
sein. Die Héufigkeitsverteilung erstreckt sich vielmehr ,,bandformig® bis zu etwa 60 Klonen/Well

und nimmt dann ab.

Fiir HSC konnte die Uberlebensrate von Experimenten mit 45 min Inkubationszeit mit den
Uberlebensraten aus Experimenten mit 90 min Inkubation fiir den Aktivititsbereich bis etwa 600
kBg/ml miteinander verglichen werden. Dabei unterschied sich das normierte Uberleben in beiden
Gruppen (45 min und 90 min) bei der hochsten Aktivititskonzentration (428 und 673 kBg/ml) mit

jeweils 4% nicht. Der durchschnittliche Wert fiir o aus den Experimenten mit 45 min
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Inkubationszeit (V.89, 90 und 91) betrug 9,2 ml/kBq*10°. Der durchschnittliche Wert fiir o aus den
Versuchen mit 90 min Inkubationszeit (V.108, 109, 115 und 116) betrug 4,3 ml/kBq*103. Der
Unterschied der Werte im Sinne einer geringeren Schéidigung der Zellen bei einer Inkubationszeit
von 90 min lédsst sich nur durch Schwankungen der Klonzahlen erkldren und ist als gering

anzusehen.

Anzahl der Wells

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110
Klone pro Well

Abbildung 17: Hdufigkeitsverteilung von Wells mit gleicher Klonzahl bei Aussaat von 80 HSC- Zellen/Well

aus den Kontrollen (325 Einzelwerte): Anndhernd bandformige Verteilung der Klonzahlhdufigkeit zwischen
0 und 65 Klonen/Well

4.6.3.1 Uberleben von HTB-135 und HSC nach Inkubation mit >"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-

Konjugaten

Mit HSC und HTB-135 standen zwei Magenkarzinomzelllinien zur Verfiigung, von denen eine A9-
E-Cadherin exprimiert (HSC) und die andere nicht (HTB-135). Fiir beide Zelllinien wurde das
Uberleben nach Inkubation mit *“’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten im klonogenen Test
ermittelt. Dazu wurden dreimal je zwei Experimente mit HSC und HTB-135 parallel (Versuch
89/99, 90/100 und 91/101) in 24-Well-Platten durchgefiihrt, wobei 300, 500 oder 600 Zellen der
Zelllinie HTB-135, bzw. 80 Zellen der Zelllinie HSC pro Well ausgesit wurden. Die Inkubation
mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bis 428 kBg/ml erfolgte fiir 45 min. Vor Zugabe von
frischem Medium nach Entfernung der RI wurden die adhirenten Zellen einmal mit PBS

gewaschen.
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Nach Inkubation von HTB-Zellen mit RI in Aktivitdtskonzentrationen von 1, 12, 140 und 316
kBg/ml (300 Zellen/Well, V.99) betrug das Uberleben 100+58%, 86+54%, 30+26% und 0,5+2%
(0-4 Klone/Well). Bei HSC (V.89) betrug das Uberleben entsprechend 1, 12, 140 und 316 kBg/ml
100£28% (unbehandelte Kontrolle), 39+18%, 36£18%, 10+7% und 3+5% (1-24 Klone/Well). An
Hand dieser Ergebnisse wurde fiir HTB-135 ein a-Wert von 10,7 ml/kBq*10° und ein k-Wert von
1,46, fiir HSC ein a-Wert von 12,1 ml/kBq* 10° und ein k-Wert von 2,7 berechnet.

In zwei weiteren Versuchen (V.100/V.90) konnten bei 26 und 272 kBg/ml Uberlebenswerte von
100 +28% (Kontrolle), 67+25% und 32+16% fiir HTB-135 und 100+18% (Kontrolle), 82+24% und
21£12% fiir HSC ermittelt werden. Dabei wuchsen 5-15 HTB-135-Klone und 4-20 HSC-Klone.
Die a-Werte betrugen fiir HTB-135, bzw. HSC 3,8 bzw. 5,7 ml/kBq*lO3, die k-Werte 2,6 bzw. 3,0.
Die Datenpunkte und die mit den Parametern o und k erstellten Uberlebenskurven sind in
Abbildung 18 in halblogarithmischem Malstab dargestellt.

In einem dritten experimentellen Ansatz mit HTB-135 (V.101) bzw. HSC (V. 91) iiberlebten bei
Aktivitdtskonzentrationen von 13, 41, 83 und 428 kBg/ml der RI 100£30%, 80+£31%, 574+24% und
20£10% bzw. 100£24%, 40+22%, 29+15% und 4+6%. In V.101 wurde die niedrigste
Aktivititskonzentration als Kontrolle verwendet, weil in der eigentlichen Kontrolle keine Klone
gewachsen waren. Die Werte o fiir HTB-35 bzw. HSC errechneten sich zu 3,9 ml/kBq*10® bzw.
9,8 ml/kBq*lOS. Die k-Werte waren mit 2,3 (HTB-135) und 2,8 (HSC) #hnlich hoch wie in den
vorher beschriebenen Versuchen.

Ein einzelnes Experiment mit HTB-135 (V.98) ergab fiir Aktivitétskonzentrationen der RI von 20
und 101 kBg/ml normierte Uberlebensraten von 100£16% (Kontrolle), 96+16% und 41+15% (13-
32 Klone). Die berechneten Werte o und k betrugen hier 9,0 ml/kBq*10’ und 3,5.

Fiir die beschriebenen Experimente sind die Parameter o und k mit Konfidenzintervallen in Tabelle
11 zusammengefasst. In Abbildung 19 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. Alle Mittelwerte
der Experimente mit HSC und HTB-135 sind als Einzelpunkte mit der jeweiligen SD erfasst.
Stellvertretend sind die Uberlebenskurven derjenigen zwei Experimente mit den hochsten
Aktivitdtskonzentrationen (bis 428 kBg/ml) (V. 91: HSC, V.101: HTB-135) an Hand der
berechneten a- und k-Werte aufgezeichnet.

In der Regel wurde das Uberleben von HSC durch die *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate stirker
reduziert als das von HTB-135 (Ausnahme: 12 kBg/ml in V.100/V.90). Dabei waren die
Unterschiede bei Aktivititskonzentrationen bis zu 140 kBq/ml stidrker ausgepridgt als bei
Aktivitdtskonzentrationen ab 272 kBg/ml. Auch die a-Werte waren fiir HTB-135, entsprechend
flacher verlaufenden Uberlebenskurven, fiir alle Experimente niedriger (3,8-10,7 ml/kBq*103) als
fiir HSC (5,7-12,1 ml/kBq*103). Der Unterschied entspricht der Hypothese wonach *"*Bi-anti-A9-
E-Cadherin-Konjugate Zellen mit A9-E-Cadherin (HSC) spezifisch und damit stérker schidigen als
Zellen ohne A9-E-Cadherin (HTB-135). Jedoch ist der Unterschied angesichts der groflen Streuung
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der Daten als sehr gering anzusehen. Das Uberleben von Zellen ohne A9-E-Cadherin-Expression
wurde nach Behandlung mit **Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten vergleichsweise stark reduziert.
Die k-Werte, die dem natiirlichen Logarithmus der klonogenen Zellen entsprechen, lagen fiir HTB-
135 zwischen 1,46 und 3,52. Das entspricht zwischen 4 und 34 Klonen nicht bestrahlter Zellen.
Diese Werte decken sich gut mit den tatséchlich ermittelten Kontrollwerten zwischen 4 und 32
Klonen/Well. Die berechnete Uberlebenskurve stimmt daher gut mit den erhobenen Werten
iberein. Die berechneten k-Werte fiir HSC betrugen zwischen 2,7 und 2.,9. Fiir nicht bestrahlte
Zellen ergeben sich aus diesen Werten Klonzahlen von 15 bis 18 pro Well. Diese Werte
entsprechen nicht ganz den tatsdchlich ermittelten Kontrollwerten (19-24 Klone/Well). Daher
diirfte die Uberlebenskurve an Hand der berechneten Parameter das tatsichliche Uberleben eher
unterschitzen. Das wiederum relativiert den geringen Unterschied des Uberlebens zwischen HTB-

135 und HSC.

Normierte Uberlebensrate

0.1 ~
® HSC-45
® HTB-135
0.01 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Aktivitatskonzentration [kBg/ml]

Abbildung 18: Uberleben von HSC (80 Zellen/Well) und HTB-135 (500 Zellen/Well) nach 45-miniitiger
Inkubation mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 24-Well-Platten; Halblogarithmische Darstellung;
unbehandelt, Aktivititskonzentrationen 26 und 272 kBq/ml; Die Mittelwerte sind als Datenpunkte mit der
jeweiligen SD dargestellt; die Geraden entsprechen den aus o und k berechneten Uberlebenskurven; das
Uberleben von HSC wird stirker reduziert als das von HTB-135
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Tabelle 11: Errechnete Parameter fiir die Uberlebenskurven (mit exponentieller Dosis-Wirkungsbeziehung)
von HTB-135 und HSC nach Inkubation mit bis zu 428 kBg/ml *"° Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten fiir 45
min; o (ml/kBq*10°) bestimmt die Steigung der Uberlebenskurve; k gibt den natiirlichen Logarithmus des
Uberlebens an; das 95% Konfidenzintervall gibt die Schwankung der Parameter an, die mit den zu Grunde
liegenden Daten (Klone/Well) in 95% der Fille moglich sind, D1: geringste Aktivitdtskonzentration DI statt
Kontrolle fiir die Berechnung der PE verwendet

Normiertes Uberleben [%]

-25

95% Konfidenzintervall von k ain 95% Konfidenzintervall von a
V-Nr. Zelllinie PE k VKBG* 107
Grenze unten Grenze oben | MVKEA Grenze unten Grenze oben
99 HTB-135 | 0,013 (D1) | 1,46 1,31 1,61 10,7 8,3 13,2
100 HTB-135 0,03 2,57 2,49 2,66 3,8 3,0 4,6
101 HTB-135 0,02 (D1) | 2,26 2,17 2,36 3,9 3,1 47
98 HTB-135 0,05 3,52 3,47 3,58 9,0 7,8 10,3
89 HSC 0,30 2,70 2,64 2,77 12,1 10,7 13,6
90 HSC 0,25 2,95 2,88 3,03 5,7 49 6,5
91 HSC 0,24 (D1) | 2,80 2,70 2,89 9,8 8,2 11,5
150 -
125 F

100 Jr
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Abbildung 19: Normiertes Uberleben der Zelllinien HSC (rot) und HTB-135 (griin) nach 45-miniitiger
Inkubation mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten mit Aktivititskonzentrationen bis 428 kBg/ml; Die
Datenpunkte mit Fehlerbalken stellen alle Mittelwerte des Uberlebens + SD dar. Die Uberlebenskurven
entsprechen den Werten aus V.101 und V.91 (HTB-135: a=3,9 ml/kBq*103 k=2,3 und HSC: 0=9,8
ml/kBq*10° k=2,8). Das Uberleben von HTB-135 wird maximal auf 20%, das von HSC maximal auf 4%
eingeschrankt.
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4.6.3.2 Uberleben von HSC nach Inkubation mit hohen Aktivititskonzentrationen von

*IBj-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten und *"*Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten

Fiir sémtliche Experimente wurden 80 Zellen/Well in 24-Well-Platten 24 h vor Inkubation mit den
RI ausgesit. Die Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (6H8-AK) bzw. *'’Bi-anti-
A8-E-Cadherin-Konjugaten (7H1-AK) erfolgte fiir 90 min. Die Versuche sollten zeigen, welchen
Einfluss die Verwendung eines unspezifischen Antikdrpers im Vergleich zu einem spezifischen
AK fiir A9-E-Cadherin an einer A9-E-Cadherin exprimierenden Zelllinie im Hinblick auf das
Uberleben hat.

Es wurden jeweils 6 Experimente mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"*Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten durchgefiihrt. Die Aktivitdtskonzentrationen betrugen bis zu 1.950 kBg/ml.
In den unbehandelten Kontrollen (nur Zugabe von kaltem MAK) bildeten sich zwischen 9 und 62
Klone/Well. Die fiir alle Experimente berechneten k-Werte lagen im Bereich zwischen 2,13 und
4,11. Das entspricht Klonzahlen von 8-61 Klonen/Well und gibt die tatsichlichen Verhiltnisse
damit gut wieder.

Im Folgenden ist jeweils das Uberleben der hochsten Aktivititskonzentration pro Versuch
dargestellt. Die gewachsenen Klone bei jeder Aktivititskonzentration der RI gehen in die
Berechnung von a mit ein, so dass bei der Berechnung von a alle Aktivititskonzentrationen
beriicksichtigt werden.

In jeweils 2 Experimenten (*"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate: V.119+V.120, *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugate: V.115+V.116) wurden maximale Aktivititskonzentrationen von 150-300
kBq/ml verwendet. Dabei wurde das Uberleben nach Behandlung mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-
Konjugaten bzw. *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten auf maximal 33+21% (300 kBg/ml) und
19£10% (162 kBg/ml) bzw. 36+28% (243 kBq/ml) und 37+11% (150 kBqg/ml) reduziert. Sowohl
spezifische (anti-A9-E-Cadherin) als auch unspezifische (anti-A8-E-Cadherin) *"’Bi-Konjugate
wirken gleichermallen zytotoxisch. Dies zeigen auch die o-Werte fiir den entsprechenden
Aktivitédtsbereich (bis 300 kBg/ml), die 3,7 (V.119) und 9,9 (V.120) ml/kBq*103 fiir 21Bi-anti-A8-
E-Cadherin-Konjugate und 4,4 (V.115) und 6,7 (V.116) ml/kBq*103 fiir *13Bj-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugate betrugen.

Jeweils zwei weitere Versuche (*"°Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate: V.111+V.112, *"’Bi-anti-A9-
E-Cadherin-Konjugate: V.108+109) wurden mit maximalen Aktivititskonzentrationen zwischen
500 und 700 kBq/ml durchgefiihrt. Dabei wurde das Uberleben, nach Behandlung mit *"’Bi-anti-
A8-E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten auf maximal 0,4+1% (500
kBg/ml) und 18+19% (600 kBq/ml) bzw. 4+5% (700 kBq/ml) und 24+20% (650 kBq/ml)
reduziert. Die errechneten a-Werte betrugen 13,7 (V.111) und 2,9 (V.112) ml/kBq*103 bzw. 3,4
(V.108) und 2,5 (V.109) ml/kBg*103. Auch in diesem Aktivititsbereich ist kein eindeutiger

Unterschied hinsichtlich des Uberlebens zu konstatieren.
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Bei jeweils einem Experiment (*"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate: V.118, *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugate: V.114) wurden bis maximal 1.000 kBg/ml der RI appliziert. Diese
Aktivititskonzentration reduzierte das Uberleben auf 9+9% nach Behandlung mit *'*Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten bzw. auf 18+11% nach Behandlung mit *“Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten. Die o-Werte betrugen respektive 2,1 (V.118) und 3,0 (V.114) ml/kBq*103. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 20 in halblogarithmischer Achsenteilung

213

zeigt, dass die Zellen durch die *’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate im Vergleich zu *"’Bi-anti-A8-

E-Cadherin-Konjugate geringfiigig stirker geschiadigt werden.

1 4

2

©

(2]

C

o ]

e}

Q@

@

e}

D 0.1+

2

ks

£

o

Z

B HSC-45, 6H8-AK
® HSC-45, 7H1-AK
0.01 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Aktivitatskonzentration [kBg/ml]

Abbildung 20: Uberleben von HSC (80 Zellen/Well) nach 90-miniitiger Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten (6H8-AK, blau) und mit *’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (7HI-AK, schwarz) in
24-Well-Platten (halblogarithmische Darstellung); Die Datenpunkte mit Fehlerbalken stellen alle
Mittelwerte + SD (teils nur die obere eingezeichnet) dar; Die Uberlebenskurven wurden aus den berechneten
a- und k-Werten erstellt. *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate reduzierten das Uberleben in diesen
Experimenten stiirker als *"Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate

Die hochsten applizierten Aktivititskonzentrationen an RI bis 2.000 kBq/ml bei *"’Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten bzw. *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (V.117 bzw. V.113) reduzierten
das Uberleben auf 3+4% bzw. 0,3%1%.

Die Ergebnisse samtlicher Experimente mit HSC und HTB-135 sind im Anhang in Tabelle 35

zusammengefasst.
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Innerhalb beider Versuchsgruppen, HSC, inkubiert mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten
sowie HSC, inkubiert mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten zeigten die Uberlebensdaten groBe
Schwankungen. Daher ist an Hand des normierten Uberlebens kein signifikanter Unterschied
festzustellen.

Die Inkubation von HSC mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten fiihrte zu Uberlebenskurven
mit o-Werten zwischen 1,7 (V.117) und 13,7 (V.111) ml/kBq*103. Dabei ldsst sich abhingig vom
verwendeten Aktivitéitsbereich erkennen, dass die Werte fiir Experimente bis etwa 600 kBg/ml
hoher sind (3,7; 9,9; 13,7 und 2,9 ml/kBq*10%), als fiir Experimente mit maximalen
Aktivitdtskonzentrationen zwischen 600 und 2.000 kBg/ml (2,1 und 1,7 ml/kBq*103). Der
Durchschnittswert fiir alle a-Werte dieser Versuchsgruppe betrug 5,7 ml/kBq*103. Die Werte fiir a
und k mit den entsprechenden Konfidenzintervallen sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Die Uberlebenskurven von HSC nach Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten hatten
a-Werte zwischen 2,5 (V.109) und 6,7 (V.116) ml/kBq*103, mit einem Durchschnittswert von 3,8
ml/kBq*103. Auch hier zeigt sich der Trend, dass o bei zunehmender Aktivititskonzentration
kleiner wird (bis 700 kBg/ml: 2,5-6,7 ml/kBq*103; bis 2.000 kBg/ml: 2,9-3,0 ml/kBq*103). Eine
zusammenfassende Darstellung der Werte fiir o und k mit den entsprechenden

Konfidenzintervallen ist aus Tabelle 13 zu ersehen.

Tabelle 12: Errechnete Parameter fiir die Uberlebenskurven (mit exponentieller Dosis-Wirkungsbeziehung)
von HSC nach Inkubation mit bis zu 1.790 kBg/ml I Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (7H1) fiir 90 min; o
(ml/kBg*10°) bestimmt die Steigung der Uberlebenskurve; k gibt den natiirlichen Logarithmus des
Uberlebens an; das 95% Konfidenzintervall gibt die Schwankung der Parameter an, die mit den zu Grunde
liegenden Daten (Klone/Well) in 95% der Fdlle moglich sind

95% Konfidenzintervall von k . 95% Konfidenzintervall von a

V.- | Well- ain
Nr. | Platte] PE | K I/kBq*10° Bemerkung

r. ate Grenze unten | Grenze oben |MVKE4 Grenze unten | Grenze oben
111 24 ]0,24| 2,96 2,89 3,04 13,7 12,4 15,0 7H1-AK
112 24 |0,33] 3,25 3,17 3,33 2,9 2,6 3,2 7H1-AK
117 24 0,77 | 4,11 4,06 4,15 1,7 1,6 1,8 7H1-AK
118| 24 | 0,56] 3,81 3,77 3,85 2,1 2,0 2,2 7H1-AK
119 24 0,11 ] 2,21 2,13 2,28 3,7 3,0 4.5 7H1-AK
120| 24 | 0,64 | 3,96 3,92 3,99 9,9 9,2 10,6 7H1-AK
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Tabelle 13: Errechnete Parameter fiir die Uberlebenskurven (mit Dosis-Wirkungsbeziehung) von HSC nach
Inkubation mit bis zu 1.950 kBq/ml *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (6H8) fiir 90 min; o (ml/kBg*10°)
bestimmt die Steigung der Uberlebenskurve; k gibt den natiirlichen Logarithmus des Uberlebens an; das
95% Konfidenzintervall gibt die Schwankung der Parameter an, die mit den zu Grunde liegenden Daten
(Klone/Well) in 95% der Fdille moglich sind; Parameter, die als anndhernde Werte gelten, sind mit *
gekennzeichnet

Well- 95% Konfidenzintervall von k ain 95% Konfidenzintervall von a
V.-Nr. Platte PE k mi/kBg10° Bemerkung
Grenze unten | Grenze oben Grenze unten | Grenze oben
108 | 24 | 0,24 | 2,94 2,86 3,01 3,4 2,9 4,0 6H8-AK
109 | 24 | 0,38 3,36 3,29 3,43 2,5 2,3 2,8 6H8-AK
113 | 24 | 0,77 | 4,03* 3,98* 4,08* 2,9* 2,7* 3,0* 6H8-AK
114 | 24 | 0,56 | 3,78 3,74 3,82 3,0 2,8 3,2 6H8-AK
1151 24 | 0,11 | 2,13 2,05 2,21 4,4 3,4 5,3 6H8-AK
116 | 24 | 0,64 | 3,90 3,87 3,93 6,7 6,1 7.4 6H8-AK

In Abbildung 21 sind die Mittelwerte + SD aller Experimente (Punkte mit Fehlerbalken) und
beispielhaft 4 Uberlebenskurven von ausgewihlten Versuchen (bis 648 kBg/ml: V.109 und V.112,
bis 1.950 kBg/ml: V.113 und V. 117) bei linearer Achsenaufteilung dargestellt.

Wiihrend Abbildung 20 zeigt, dass das Uberleben in ausgewihlten Experimenten durch *’Bi-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugate stirker reduziert wurde als durch *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate,
zeigt Abbildung 21 mit den Daten fiir sémtliche Experimente mit HSC, dass kaum Unterschiede im
Uberleben durch die verschiedenen RI erzeugt wurden. Lediglich die Uberlebenskurven fiir die
Experimente mit Aktivitdtskonzentrationen iiber den gesamten Bereich bis 2.000 kBg/ml (V.113
und 117) zeigen, dass HSC durch *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate im Bereich von 300-900
kBq/ml etwas geringer geschidigt wurden als durch *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate.
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Abbildung 21: Normiertes Uberleben von HSC nach Inkubation mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
(6HS8-AK: rot) und *"Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (7HI-AK: griin), Die Datenpunkte mit
Fehlerbalken stellen alle Mittelwerte des normierten Uberlebens + SD dar. Die Uberlebenskurven wurden
aus den berechneten a- und k-Werten erstellt. Unabhingig von dem verwendeten AK wird das Uberleben
durch die Rl in etwa gleich stark eingeschrdnkt.
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4.6.4 Uberleben von murinen Fibroblasten nach Inkubation mit >**Bi-
Immunkonjugaten

Die murinen Fibroblasten, L 929 A9 bzw. L 929 WT, welche A9-E-Cadherin bzw. WT-E-Cadherin
exprimieren, wurden in insgesamt 19 Experimenten (L 929 WT: 11, L 929 A9: 8) mit *"’Bi-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugaten in Aktivitdtskonzentrationen bis zu 2.000 kBg/ml fiir 45 oder 90 min
inkubiert. Die Zellzahlen/Well betrugen dabei 20 und 40 Zellen/Well.

Ziel der Versuche war der Nachweis der spezifischen zytotoxischen Wirkung der *"*Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugate gegeniiber A9-E-Cadherin exprimierenden Zellen (L 929 A9) im Gegensatz zu
WT-E-Cadherin exprimierenden Zellen (L 929 WT).

Unbehandelte Kontrollen aus 12 Experimenten mit L. 929 WT (inklusive der Kontrolle aus V.73)
zeigten bei einer Aussaat von 10, 20 und ca. 40 Zellen/Well in 24-Well-Platten PEs zwischen 0,2
und 0,64. Die Verteilung der Haufigkeit fiir bestimmte Klonzahlen nach Aussaat von 40 Zellen pro
Well ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Haufigkeitswerte fiir die verschiedenen Klonzahlen sind
andeutungsweise normalverteilt. Das Haufigkeitsmaximum befindet sich ca. bei 17 Klonen/Well.

Das entspricht einer PE von 0,43.

25

20

Anzahl der Wells

Anzahl der Klone

Abbildung 22: Hdufigkeitsverteilung von Wells mit gleicher Klonzahl bei einer Aussaat von 40 L 929 WT
Zellen/Well in 24-Well-Platten (240 Einzelwerte): Anndhernde Normalverteilung mit einem Maximum der
Haufigkeit bei Wells mit 17 Klonen/Well

10 Experimente mit L 929 A9 (inklusive V.72) zeigten nach Aussaat von 10, 20 oder ca. 40
Zellen/Well in 24-Well-Platten in den Kontrollen PEs zwischen 0,5 und 0,86. In Abbildung 23 ist
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die Hiufigkeitsverteilung bei einer Aussaat von 40 Zellen/Well zusammengefasst. Aus der
Abbildung ist eine angedeutete Normalverteilung ersichtlich, mit einem Maximum bei etwa 25

Klonen/Well entsprechend einer PE von 0,63.
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Abbildung 23: Haufigkeitsverteilung von Wells mit gleicher Klonzahl bei einer Aussaat von 40 L 929 A9
Zellen/Well in 24-Well-Platten (192 Einzelwerte): Anndhernde Normalverteilung mit einem Maximum der
Hdufigkeit bei Wells mit 25 Klonen/Well

In 5 Experimenten wurden die Zellen (L 929 WT: V.94-97, L 929 A9: V.92) fiir 45 min mit den
*IBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten inkubiert und vor Zugabe von frischem Medium einmal mit
PBS gewaschen. Die verwendeten Aktivitdtskonzentrationen betrugen dabei zwischen 10 und 500
kBg/ml mit maximal 5 verschiedenen Aktivititskonzentrationen. Zu den L 929 WT Zellen (V.95)
und L 929 A9 Zellen (V.92) wurden jeweils identische Aktivitdtskonzentrationen von 10, 30, 50,
250 und 500 kBq/ml gegeben. Das fiihrte zu einem Uberleben von 100+38% (Kontrolle), 81+53%,
98+43%, 101+37%, 23+20% und 13+14% fiir L 929 WT und 100+32% (Kontrolle), 49+21%,
314+32%, 20+19%, 3+1% und 1+4% fiir L 929 A9. Der berechnete a-Wert betrug entsprechend 4,8
(WT) bzw. 15,4 (A9) ml/kBg*103. L 929 A9 wurde also geringfiigig stérker geschidigt als L 929
WT, wobei der Unterschied im Aktivitétsbereich zwischen 30 und 50 kBq/ml am gréften war.

Die a-Werte der 3 Experimente mit L. 929 WT, inkubiert fiir 45 min, mit maximalen
Aktivitdtskonzentrationen der RI von 370, 270 und 390 kBg/ml betrugen respektive 1,8; 2,1 und
4,3 ml/kBq*103.

In jeweils 6 Experimenten wurden je 40 Zellen/Well von L 929 WT bzw. L 929 A9 mit den *"’Bi-
anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten fiir 90 min inkubiert.
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3 Experimente wurden jeweils mit Aktivitdtskonzentrationen der RI von 100-600 kBg/ml (L 929
WT: V.128, 131 und 134; L. 929 A9: V. 121, 124 und 127) durchgefiihrt. Dabei zeigten L. 929 WT
bzw. L 929 A9 bei den jeweils hochsten Dosierungen der RI, 400, 500 und 600 kBg/ml, ein
normiertes Uberleben von 69+26%, 64+19% und 12+10% bzw. 23+16%, 32+14% und 1+3%. Bei
Berechnung des Parameters o als MaB fiir die Steigung der Uberlebenskurven, wurden simtliche
verschiedene Aktivitidtskonzentrationen beriicksichtigt. Die a-Werte fir L 929 WT betrugen
respektive 0,8 (400 kBg/ml: V.134); 0,9 (500 kBg/ml: V.131) und 3,6 (600 kBg/ml: V.128)
ml/kBq*103 und fiir L 929 A9 4,2; 2,5; und 7,1 ml/kBq*103. Sowohl die jeweils relativ niedrigen
Werte fiir normiertes Uberleben, als auch die hohen a-Werte fiir L 929 A9 zeigen, dass das
Uberleben von L 929 A9 durch die *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate stirker reduziert wurde als
von L 929 WT.

Im Aktivititsbereich zwischen 600 und 1.000 kBg/ml wurde jeweils 1 Experiment mit beiden
Zelllinien durchgefiihrt (L 929 WT: V.132, L 929 A9: V.125). Das normierte Uberleben betrug fiir
L 929 WT bei 1.000 kBq/ml 37£18% und fiir L 929 A9 19+17%, mit o-Werten von 1,9 (V.132)
und 2,3 (V.125) ml/kBq*103. Auch diese Werte belegen eine stirkere Schadigung von L 929 A9.
Weitere Versuche mit L 929 WT und L 929 A9 wurden mit Aktivitidtskonzentrationen der RI von
800 bis ca. 2.000 kBg/ml (V.129 und V.122) und 400 bis 2.000 kBg/ml (V.133 und V.126)
durchgefiihrt. Fiir L 929 WT betrug das Uberleben bei der jeweils hochsten Aktivititskonzentration
1+2% und 3+5%, mit a-Werten von 2,1 (V.129) und 1,5 (V.133) ml/kBq*103. Mit L 929 A9 wurde
bei den jeweils hochsten Aktivititskonzentrationen ein normiertes Uberleben von 0£0% und 1+3%
ermittelt. Die Berechnung der a-Werte ergab entsprechend 3,2 (V.122) und 2,4 (V.126)
ml/kBq*103. Wihrend beziiglich des Uberlebens bei ca. 2.000 kBg/ml nahezu kein Unterschied
zwischen L 929 WT und L 929 A9 zu verzeichnen war, zeigen die Steigungen der
Uberlebenskurven iiber den gesamten Aktivititsbereich (o-Werte), dass L 929 A9 geringfiigig
stiarker geschidigt wurden als L 929 WT.

Samtliche Ergebnisse und Versuchsdaten zu den Experimenten mit L 929 Zellen sind in Tabelle 36
im Anhang zusammengefasst. In Abbildung 24 sind die Mittelwerte simtlicher Experimente mit
90-miniitiger Inkubationszeit und Uberlebenskurven von 4 ausgewihlten Experimenten in linearer
Darstellung gezeigt. Abbildung 25 zeigt die ausgewihlten Uberlebenskurven mit den
dazugehdrigen Datenpunkten, allerdings in halblogarithmischer Darstellung. In Abbildung 25
konnen die Fehlerbalken der SDs aufgrund der halblogarithmischen Darstellung teils nur nach oben
dargestellt werden. Die Abbildungen verdeutlichen, dass L 929 A9 durch die Inkubation mit *"*Bi-
anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten stirker geschiadigt wurde als L 929 WT, wobei der Unterschied im
Aktivititskonzentrationsbereich zwischen 300 und 900 kBg/ml besonders ausgeprigt ist und mit
zunehmender Aktivititskonzentration abnimmt. Nach einer einfachen Varianzanalyse mit einem

Konfidenzintervall von 90% zeigte sich, dass dieser Unterschied in den Uberlebensdaten zwischen
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L 929 A9 und L 929 WT signifikant ist. Der durchschnittliche a-Wert aller Experimente betrégt fiir
L 929 WT 2,3 ml/kBq*103 und fiir L 929 A9 5,0 ml/kBq*103.

Diese Resultate zeigen, dass die Behandlung mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten von A9-E-
Cadherin exprimierenden Zellen effektiver ist, als die Behandlung von WT-E-Cadherin

exprimierenden Zellen.
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Abbildung 24: Normiertes Uberleben von L 929 WT (schwarz) und L 929 A9 (blau) nach Inkubation mit
I Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten fiir 90 min (bis 2.000 kBg/ml); Die Datenpunkte mit Fehlerbalken
stellen alle Mittelwerte des Uberlebens + SD dar. Die Uberlebenskurven wurden fiir verschiedene
Aktivitdtskonzentrationsbereiche fiir beide Zelllinien an Hand der a- und k-Werte (L 929 WT:0=0,8 und 1,5
ml/kBq*103%; L 929 A9: 0=4,2 und 2,4 ml/kBq*103) erstellt. In beiden Aktivititsbereichen (bis 400 kBg/ml und
bis 2.000 kBg/ml) wird das Uberleben von L 929 A9 durch die RI stirker eingeschrinkt als von L 929 WT.
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Abbildung 25: Normiertes Uberleben von L 929 A9 (blau, rot) und L 929 WT (schwarz, griin) nach 90-
miniitiger Inkubation mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (bis 2.000 kBg/ml) in 24-Well-Platten
(halblogarithmische Darstellung); Die Datenpunkte mit Balken stellen alle Mittelwerte des Uberlebens + SD
(teils nur die obere eingezeichnet) dar. Die Uberlebenskurven reprisentieren die berechneten o- und k-
Werte; *"°Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate reduzierten das Uberleben von L 929 A9 stirker als von L 929
wT

Die berechneten Parameter o und k sind fiir alle Experimente mit L 929 in Tabelle 14 dargestellt.
In Experimenten mit L 929 WT betrugen die k-Werte zwischen 1,54 und 3,13, entsprechend
Klonzahlen von 5-23 bei unbehandelten Kontrollen (kalter MAK). Diese Werte stimmen mit den
tatsdchlich ermittelten Klonzahlen (5 - 23) exakt iiberein.

Fiir L 929 A9 stimmen die berechneten Klonzahlen von 10-29 Klonen bei k-Werten zwischen 2,35
und 3,36 nicht mit den tatsdchlich ermittelten Klonzahlen von durchschnittlich 18-34 Klonen

iiberein.
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Tabelle 14: Errechnete Parameter fiir die Uberlebenskurven (mit exponentieller Dosis-Wirkungsbeziehung)
von L 929 nach Inkubation mit bis zu 2.000 kBg/ml *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten fiir 45 oder 90 min,
w: 1 Waschvorgang mit PBS, MW: Mediumwechsel, a in ml/kBq*10° bestimmt die Steigung der
Uberlebenskurve, k gibt den natiirlichen Logarithmus des Uberlebens an, das 95% Konfidenzintervall gibt
die Schwankung der Parameter an, die mit den zu Grunde liegenden Daten (Klone/Well) in 95% der Fiille
moglich sind

vonrl zetiinie Inkubationszeit, bE . 95% Konfidenzintervall von k a in* 95% Konfidenzintervall von a
Vorgehen danach Grenze unten | Grenze oben mikBa*10° Grenze unten | Grenze oben

94 | L929 WT|] 45 min Ink, w, MW 0,26 | 1,54 1,38 1,70 4,3 3,2 54
95 |L929 WT| 45 min Ink, w, MW 0,33 1,91 1,83 2,00 4,8 3,9 5,7
96 |L929 WT| 45 min Ink, w, MW 0,58 3,14 3,07 3,20 2,1 1,6 2,6
97 |L929 WT| 45 min Ink, w, MW 0,45] 2,75 2,69 2,81 1,8 1,4 2,2
128 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,33 ] 2,54 2,46 2,62 3,6 3,1 4,0
129 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,43 2,85 2,75 2,95 2,1 1,9 2,3
130 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,43] 2,81 2,72 2,90 1,9 1,6 2,1

131 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,39 2,65 2,57 2,72 0,9 0,6 1,2
132 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,48 2,87 2,78 2,95 1,9 1,7 2,1

133 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,54 3,12 3,04 3,19 1,5 1,4 1,6
134 | L929 WT 90 min Ink, MW 0,46 | 2,88 2,81 2,95 0,8 0,5 1,2
92 | L929 A9 45 min Ink, w, MW 0,791 2,35 2,27 2,44 15,4 12,9 18,0
121 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,51 ] 2,89 2,82 2,96 7,1 6,4 7,7
122 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,67 ] 3,28 3,21 3,36 3,2 3,0 3,5
123 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,50 2,93 2,84 3,02 3,1 2,8 3,5
124 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,66 3,15 3,09 3,21 2,5 2,2 2,8
125 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,52 2,98 2,90 3,06 2,3 2,1 2,5
126 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,64 3,14 3,06 3,22 2,4 2,2 2,5
127 | L 929 A9 90 min Ink, MW 0,86 3,36 3,30 3,42 4,2 3,8 4,6

Das Uberleben bei einer Inkubationszeit von 90 min war durchschnittlich nicht niedriger als bei
einer Inkubationszeit von nur 45 min (sieche Tabelle 14). Fiir L 929 WT lagen die a-Werte (4
Experimente) bei 45miniitiger Inkubation zwischen 1,8 und 4,8 ml/kBq*103? und bei 90miniitiger
Inkubation (7 Experimente) zwischen 0,8 und 3,6 ml/kBq*103. Fiir L 929 A9 betrugen die a-Werte
respektive 15,4 (V.92) und zwischen 2,3 und 7,1 ml/kBq*103 (7 Experimente).

4.6.5 Alternative Auswertung des Uberlebens fiir ausgewihlte
Experimente nach ,,tumor cure probability‘

Fiir einige ausgewihlte Experimente wurde eine alternative Auswertungsmethode gewdhlt, weil in
der Mehrzahl der Wells nach Applikation hoher Aktivititskonzentrationen der RI keine Klone
vorhanden waren. Der Begriff ,,tumor cure probability* (tcp) bezeichnet die Wahrscheinlichkeit mit
der, nach der Behandlung von Zellen mit einem schidigenden Agens, keine Klone gebildet werden.
Bei dieser Methode wurden daher die Wells gezihlt, in denen keine Klone gewachsen waren und
zur applizierten Aktivitdtskonzentration in Beziehung gesetzt. Folglich wurden fiir diese
Auswertung Experimente mit vielen Wells ohne Klonwachstum ausgewihlt. Je grofler die Anzahl
der Wells ohne Klonwachstum bei einer bestimmten Aktivitdtskonzentration, desto hoher ist die
~tumor cure probability”. Die ,tumor cure probability* wird mathematisch durch Gleichung 5
(siehe Kapitel 3.8) beschrieben und ergibt graphisch eine sigmoide Kurve. Die Parameter a und k

zur Beschreibung der Kurve wurden mit Hilfe des SAS-Statistik-Pakets berechnet.
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Auch bei dieser Form der Auswertung sollte besonders auf die Unterschiede im Uberleben der A9-
E-Cadherin exprimierenden Zelllinien (HSC, L 929 A9) im Vergleich zu Zelllinien ohne E-
Cadherin (HTB-135) bzw. mit WT-E-Cadherin (L. 929 WT) geachtet werden. Auch die
Unterschiede im Uberleben bei HSC-Zellen nach Applikation von *“’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten bzw. *"*Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten sollten erfasst werden.

Insgesamt wurden 10 Experimente mit Aktivitdtskonzentrationen der RI bis 2.000 kBg/ml nach
tumor cure probability ausgewertet.

In Experimenten mit HSC (V.89) bzw. mit HTB-135 (V.99) wurden die Zellen fiir 45 min mit
*IBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in Aktivititskonzentrationen von 1, 10, 140 und 300 kBg/ml
inkubiert. Die Anzahl der Wells ohne Klone (24-Well-Platte) betrug dabei 1, 0, 3 und 15 (HSC)
bzw. 0, 1, 7 und 23 (HTB-135). Die aus diesen Werten berechneten Parameter o und k betrugen fiir
HSC 6,9 ml/kBq/ml*lO3 und 1,6, fir HTB-135 10,8 ml/kBq/ml*lO3 und 1,4. Im Vergleich zur
Auswertung nach Uberleben (sieche Kapitel 4.6.3) (HSC: a=12,1 ml/kBq/ml*lO3, HTB-135: a=10,8
ml/kBg/m1*10%) sind diese Ergebnisse widerspriichlich. Wihrend bei der Auswertung nach Anzahl
der Klone HSC stirker geschéddigt wurde, zeigt die Auswertung nach tumor cure probability, dass
HTB-135 stirker geschédigt wurde.

HSC-Zellen wurden mit 350, 700, 1.000, 1.400 und 1.850 kBg/ml der 213Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugate (V.113) bzw. der *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate (V.117) inkubiert. Dabei fanden
sich von jeweils 24 Wells 0, 6, 4, 10, und 21 Wells ohne Klone bzw. 0, 0, 3, 6 und 1 (Ausnahme:
von nur 6 Wells) Wells ohne Klone. Die berechneten a-Werte betrugen 1,6 ml/kBg/ml*10° fiir
*UBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate bzw. 1,9 ml/kBq/ml*10° fiir *“’Bi-anti-A8-E-Cadherin-
Konjugate. Diese Werte bedingen, dass sich der Verlauf der tumor cure probability in
Abhiingigkeit der Aktivititskonzentration fiir HSC, behandelt mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten kaum unterscheidet. Das entspricht den
Ergebnissen nach der Auswertung nach Uberleben (siche 4.6.3), wonach die Inkubation mit *"’Bi-
anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten keine Unterschiede im
Uberleben von HSC bewirkt.

In jeweils zwei Versuchen mit L 929 A9 und L 929 WT (V.92 und 95: 45 min Inkubation, V.126
und 133: 90 min Inkubation) unterschieden sich die sigmoiden Kurven der verschiedenen Zelllinien
kaum. Die o-Werte fiir die Inkubationsdauer von 45 min (V.92 und 95) bei
Aktivitdtskonzentrationen bis zu 470 kBg/ml betrugen fiir L 929 A9 4,8 und fiir L 929 WT 4,6
ml/kBg/m1*10°. Bei 90-miniitiger Inkubationsdauer (V.126 und 133) betrugen die Werte respektive
1,7 und 2,2 ml/kBq/ml*lO3 bei Aktivitdtskonzentrationen der RI von 400-2.000 kBg/ml. Bei 2.000
kBg/ml waren 22 von 24 Wells ohne Klone. L 929 A9 (V.121) bzw. L 929 WT (V.128) wurden 90
min mit 130 (24 Wells), 260 (6 Wells), 420 (24 Wells) und 600 kBg/ml (24 Wells) *"*Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugat inkubiert. Daraus resultierten bei L 929 A9 1, 1, 11 und 21 Wells ohne Klone
und bei L 929 WT 0, 0, 5 und 6 Wells ohne Klonwachstum. Die daraus berechneten a-Werte 8,5
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ml/kBqg/ml* 10* (A9) und 3,4 ml/kBqg/ml* 10* (WT) unterschieden sich deutlich. Die entsprechenden
sigmoiden Kurven der tumor cure probability in Abhzngigkeit von der Aktivititskonzentration sind
in Abbildung 26 dargestellt. Bei gleicher Aktivititskonzentration wurden L 929 A9 stérker als L
929 WT geschéadigt.

Die berechneten Parameter o und k fiir die Anzahl der Wells ohne Klone und deren 95%

Konfidenzintervalle sind in Tabelle 15 zusammengestellt.
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Abbildung 26: ,,tumor cure probability“ in Abhdngigkeit von der Aktivititskonzentration fiir L 929 A9 (blau)
und L 929 WT (schwarz) nach Inkubation mit bis zu 600 kBg/ml; Die Darstellung erfolgte aufgrund der
berechneten Parameter o und k (49: 0=38,5 ml/kBq/ml*IOj, k=3,1; WT: a=3,4 ml/kBq/ml*IOj, k=2,1), Die
., tumor cure probability “ ist fiir L 929 A9 hoher als fiir L 929 WT bei gleichen Aktivititskonzentrationen
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Tabelle 15: Auswertung nach ,,tumor cure probability“ ausgewdihliter Klonogener Tests nach Inkubation mit
*BBi-Immunkonjugaten (bis zu 2.000 kBg/ml) bei verschiedenen Zelllinien; Die Parameter o und k
bestimmen den Verlauf der sigmoiden Kurve, die die ,,tumor cure probability” in Abhdngigkeit der
Aktivitdtskonzentration beschreibt

V- o 95% Konfidenzintervall von k ain 95% Konfidenzintervall von a ]
N Zelllinie PE k ml/kBg/ml*1 Inkubation
Grenze unten Grenze oben 03 Grenze unten Grenze oben
89 HSC-45 0,30 1,55 1,09 2,00 6,9 4,3 9,5 45 min Ink, w, MW
99 HTB-135 | 0,01 (D1)] 1,36 0,90 1,83 10,8 7,2 14,4 45 min Ink, w, MW
113 HSC-45 0,77 2,00 1,35 2,66 1,6 11 2,2 90 min Ink, MW
117 HSC-45 0,77 2,70 1,65 3,76 1,9 1,1 2,8 90 min Ink, MW
92 | L 929 delta 9 0,79 0,73 0,43 1,03 4,8 3,1 6,5 45 min Ink, w, MW
95| L929WT 0,33 1,77 1,24 2,29 4,6 2,7 6,5 45 min Ink, w, MW
121 L 929 delta 9 0,51 3,10 1,41 4,79 8,5 4,5 12,5 90 min Ink, MW
128| L929WT 0,33 2,09 1,11 3,08 3,4 1,2 5,6 90 min Ink, MW
126| L 929 delta 9 0,64 1,81 1,18 2,44 1,7 1,1 2,2 90 min Ink, MW
133] L929WT 0,54 3,64 2,14 5,14 2,2 1,2 3,2 90 min Ink, MW
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4.7 Chromosomale Aberrationen nach Inkubation mit 2*Bi-

Immunkonjugaten

Zur Analyse chromosomaler Aberrationen nach Inkubation von Zellen mit *"*Bi-Immunkonjugaten
wurden die Chromosomen mittels der Bombing-Methode (siehe Kapitel 3.9) prépariert.

Die 90-miniitige Inkubation der adhdrenten Zellen (HSC, HTB-135, L 929 und MDA) mit RI
erfolgte in 75 cm?-Zellkulturflaschen (1,2-6,5*106 Zellen/Flasche). Je nach Experiment wurden
*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate (6H8-AK) bzw. *’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate (7H1-
AK) in Aktivititskonzentrationen bis zu 800 kBg/ml appliziert. 18-24 h nach Inkubation wurden
die Zellen in der Metaphase der Mitose mittels Colcemid arretiert. Die Chromosomenpriparation
erfolgte 3 h nach Colcemidzugabe. Die Aktivitdtskonzentrationen der RI wurden deshalb so niedrig
gewdhlt, weil bereits aus klonogenen Tests bekannt war, dass die Unterschiede im Uberleben bei
A9-E-Cadherin- bzw. WT-E-Cadherin-exprimierenden Zellen nach Behandlung mit *"’Bi-anti-A9-
E-Cadherin-Konjugaten ab 1.000 kBq/ml nicht beobachtbar waren.

Die Beurteilung der mikroskopisch sichtbaren Chromosomenschéden wurde an der GSF (Prof. E.
Schmid) durchgefiihrt. Es erfolgte die Differenzierung nach Chromatid- und Chromosomenschiden
und die Einteilung in verschiedene Schweregrade.

Als Kontrollen wurden unbehandelte Zellen bzw. mit kaltem AK behandelte Zellen verwendet. Bei
den Kontrollen wurden in der Regel jeweils 100 Mitosen ausgewertet. Die in den Kontrollen
gelegentlich beobachtbaren Chromatid-Schiden des Schweregrades A (in maximal bis zu 4% der
Mitosen) diirfte ihre Ursache im Tumorzellcharakter der verwendeten Zelllinien haben. In
Abbildung 27 ist jeweils ein Chromosomensatz von HSC und MDA WT ohne a-Emitter induzierte

Chromatid- bzw. Chromosomenschiden dargestellt.

a b

Abbildung 27: Metaphase-Chromosomen a: HSC (2*1 0° Zellen/75 cm?) b: MDA WT (6%10° Zellen/75 cm’);
beide Metaphasen zeigen keine a-Emitter induzierten Chromatid- bzw. Chromosomenschdden
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Zellen mit strukturellen Chromosomen-Aberrationen wurden als S-Zellen bezeichnet. Dabei
wurden die Schweregrade A, B und C jeweils fiir Chromatidschiden sowie fiir
Chromosomenschéden eingefiihrt. Im Falle von Chromatidschédden steht die leichteste Auspragung
A fiir Einzelstrangbriiche oder Austauschfiguren. Der ndchst hohere Schweregrad B bezeichnet
mehrere  Einzelstrangbriiche und/oder komplexe  Austauschfiguren. Der  schwerste
Ausprigungsgrad C steht fiir mehrere Einzelstrangbriiche und komplexe Austauschfiguren in
Kombination mit PCC (premature chromosome condensation). Eine Austauschfigur und einen
Chromatidbruch als Beispiel fiir Chromatidschidden der Ausprigung A zeigt Abbildung 28. Ein
Chromosomensatz mit Chromatidschiden vom Schweregrad B ist in Abbildung 29 zu sehen.

Bei Chromosomenaberrationen entspricht der Ausprigungsgrad A z.B. einem azentrischen
Fragment oder einem dizentrischen Chromosom. Ein trizentrisches Chromosom, wie in Abbildung
30 gezeigt, stellt ebenfalls einen Chromosomenschaden der Ausprigung A dar. Beim
Auspriagungsgrad B kommen die Chromosomenschiden gehéduft vor (Abbildung 31). Der
Ausprigungsgrad C entspricht PCC mit weitgehend aufgehobener Struktur aller Chromosomen.

Abbildung 28: Chromatidschéiiden vom Schweregrad A in HSC (2%10° Zellen/75 ¢cm®) nach Inkubation mit
213Bi-anti-A9—E—Cadherin-Konjugaten a: Chromatidbruch, b: Austauschfigur
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s

Abbildung 29: Chromatidschdden vom Schweregrad B in HSC (2*1 0° Zellen/75 cm?) nach Inkubation mit

2B Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugat: * mehrere Chromatidbriiche, % Austauschfigur ® inkomplette
Austauschfigur
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Abbildung 30: Trizentrisches Chromosom (Chromosomenschaden vom Schweregrad A) in MDA WT (1,5%*1 o°
Zellen/75 cm®) nach Inkubation *"* Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugat

Abbildung 31: Mehrere polyzentrische Chromosomen (Chromosomenschdden vom Schweregrad B) in MDA
WT (6*10° Zellen/75 cm?®) nach Inkubation *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugat, Pfeile weisen auf
Zentromere
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Beziiglich der strukturellen Chromosomenschidden zeigten sich die verschiedenen Zelllinien
gegeniiber der Inkubation mit *’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten unterschiedlich empfindlich.
Bei einer Aktivitidtskonzentration von 160 (+20) kBg/ml traten bei HTB-135 94% S-Zellen auf, bei
MDA A9 durchschnittlich 55%, bei MDA WT durchschnittlich 48% und bei L 929 A9
durchschnittlich 47%. Bei HSC lieBen sich im gleichen Aktivititsbereich die durchschnittlichen
Schiden mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten auf 32% S-Zellen und mit *"’Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten auf 22% beziffern. L 929 WT erwiesen sich als am wenigsten empfindlich
und zeigten bei benannter Aktivititskonzentration der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate nur 3%
S-Zellen. Die Verteilung der Schweregrade innerhalb der S-Zellen (%) ist fiir alle analysierten
Zelllinien in den Tabellen 37-39 im Anhang in Abhingigkeit von der jeweiligen

Aktivitdtskonzentration dargestellt.

4.7.1 Chromosomale Aberrationen in Magenkarzinomzelllinien

Nach der Behandlung von 6,5%10° HTB-135 (V.142) mit 160 kBq/ml *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugat wurden 94% S-Zellen gefunden, wobei die Chromatidschéden in jeder Auspriagung (A:
24%, B: 32% und C: 31%) vorkamen und gegeniiber den Chromosomenschidden (A: 5% und B:
2%) deutlich iiberwogen. Bei HSC verursachten die *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate (V.136)
bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate (V.141) in Aktivititskonzentrationen von 40, 400 und
700 kBg/ml jeweils 3, 54 und 80% S-Zellen bzw. 1, 2 und 15% S-Zellen.

HSC (1,6-2,5%10% wurden auch mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (V.137) bzw. *"*Bi-anti-
A8-E-Cadherin-Konjugaten (V.139) in Aktivitdtskonzentrationen von durchschnittlich 10, 100 und
200 kBg/ml behandelt. Daraus resultierten 5, 20 und 48% S-Zellen (V.137) bzw. 5, 20 und 46% S-
Zellen (V.139).

In einer dritten Versuchsserie (V.138 und V.140) mit HSC (2,0%10°) konnten nach der Behandlung
mit  *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten ~bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten  bei
Aktivitdtskonzentrationen von jeweils 100, 200, 400 und 700 kBg/ml respektive 10, 23, 45 und
84% S-Zellen bzw. 1, 21, 45 und 75% S-Zellen festgestellt werden.

In allen Experimenten mit HSC wurden iiberwiegend Chromatidschiden in allen Schweregraden
(A, B und C) beobachtet. Dabei nahm der Schweregrad der Schiden mit zunehmender
Aktivitidtskonzentration zu. Chromosomenschiden kamen weitaus seltener (in der Hilfte der
Experimente mit einer Haufigkeit kleiner 5%) und nur in den Auspridgungen A und B vor. Die
detaillierten Versuchsergebnisse nach Inkubation von Magenkarzinomzelllinien mit >"Bi-
Immunkonjugaten sind in Tabelle 37 im Anhang dargestellt.

Der Anteil an S-Zellen (%) nach Inkubation mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"*Bi-
anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten wurde fiir vergleichbare Aktivitdtskonzentrationen

zusammengefasst in Abbildung 32 dargestellt. Die Grafik zeigt, dass die Behandlung der HSC-
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Zellen mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten jeweils eine héhere Anzahl an chromosomalen
Schiden hervorrief, als die Behandlung mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten. Bei einer
Aktivitdtskonzentration von ca. 20 kBg/ml war die Anzahl der geschidigten Zellen in etwa gleich
hoch, wihrend mit steigender Aktivititskonzentration der Unterschied ausgeprigter wurde. So
betrug der Anteil an S-Zellen bei ca. 20, 100, 200, 600 und 700 kBq/ml nach Behandlung mit *"*Bi-
anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten durchschnittlich 4, 15, 41, 63 und 82%, nach Behandlung mit
213Bi-anti-AS-E-Cadherin-Konjugaten 4,11, 23, 30 und 75%. Die Anteile der Schweregrade fiir die
Chromatidschiden betrugen fiir *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate in 10% Typ A-Schiden, 39%
Typ B-Schiden und 36% Typ C-Schiden sowie fiir *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate in 15%
Typ A-Schiden, 18% Typ B-Schidden und in 42% Typ C-Schiden.
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Abbildung 32: Anteil der S-Zellen in Abhiingigkeit der *"’Bi-Aktivitiitskonzentration nach Inkubation von
HSC mit *"’Bi-A9-E-Cadherin-Konjugaten (6H8) bzw. *"*Bi-A8-E-Cadherin-Konjugaten (7H1); dargestelit
sind die Mittelwerte der S-Zellen in %
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4.7.2 Chromosomale Aberrationen in Fibroblasten

L 929 A9 und L 929 WT wurden zur Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bis zu
einer Aktivitdtskonzentration von 160 kBg/ml verwendet.

Jeweils 1,5%10° bzw. 6,0%10° L 929 A9 (V.143 bzw.144) und L 929 WT (V.147 bzw. 148) wurden
mit 50 und 160 kBg/ml der RI inkubiert. L 929 A9 zeigten je nach Zellzahl bei 50 kBg/ml 15 bzw.
17% S-Zellen und nach 160 kBg/ml 50 bzw. 40% S-Zellen. L 929 WT wiesen bei 1,5%10° bzw.
6,0%10° Zellen nach Behandlung mit 50 kBg/ml 2 bzw. 0 % und nach 160 kBg/ml 0 bzw. 2% S-
Zellen auf.

In einer anderen Versuchsserie (V.145 bzw. V.149) fiihrte die Behandlung von L 929 A9 (2,0%10%
bzw. L 929 WT (2,0*106) mit Aktivititskonzentrationen der RI von 10, 50 und 160 kBg/ml zu 2,
13 und 52% S-Zellen bzw. zu 1, 1 und 6% S-Zellen.

Die Aktivititskonzentrationen 10, 60, 185 und 370 kBg/ml der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugate fiihrten bei L 929 A9 (V.146, 2,0*106) zu 0, 0, 2 und 15% S-Zellen. Bei L 929 WT
(V.150, 2,0*106) verursachten 10 und 60 kBg/ml 0% S-Zellen, nach Behandlung mit 185 und 370

kBg/ml waren keine Mitosen zu finden.

Zusammenfassend iiberwogen bei L 929 A9 die Chromatidschiden mit maximal 38% fiir Typ A
(160 kBg/ml), 42% fiir Typ B (160 kBg/ml) und 5% fiir Typ C (370 kBg/ml). Dabei waren Typ A-
Schéden bei 9 von 11 Mitosen bei verschiedenen Aktivititskonzentration am héufigsten, Typ B-
Schidden waren in sieben Aktivititskonzentrationen und Typ C-Schédden in den Mitosen von 3
Aktivitdtskonzentrationen vorhanden. Chromosomenschiden kamen in 4 von 11 Mitosen mit
maximal 7% fiir Typ A und 1% fiir Typ B bei einer Aktivitdtskonzentration von 50 kBg/ml vor,
wihrend bei den Aktivititskonzentrationen von 160 und 370 kBg/ml gar keine
Chromosomenschiden zu finden waren.

Im Gegensatz zu L. 929 A9 kamen bei L 929 WT die Chromatidschédden in 5 von 9 Proben mit
maximal 4% bei einer Aktivititskonzentration von 160 kBg/ml vor. Typ B-Schiden waren nur
einmal mit einer Haufigkeit von 2% ebenfalls bei 160 kBg/ml zu finden. Chromatidschidden der
Auspriagung C kamen genauso wie Chromosomenschidden der Ausprigungen B und C nicht vor.
Die Chromosomenschiden vom Typ A kamen mit 1% bei einer Aktivititskonzentration von 50
kBg/ml einmal vor.

Die detaillierten Versuchsergebnisse nach Inkubation von murinen Fibroblasten mit *"*Bi-anti-A9-

E-Cadherin-Konjugaten sind in Tabelle 38 im Anhang zusammengestellt.

Die Anteile an S-Zellen nach Inkubation von L. 929 A9 und L 929 WT mit den unterschiedlichen
Aktivitidtskonzentrationen der RI sind in Abbildung 33 zusammengestellt. Der Prozentsatz an S-

Zellen bei L 929 A9 ist fiir ca. 50 und 160 kBg/ml mit durchschnittlich 11 und 47% viel hoher als
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bei L 929 WT mit 1 und 3%. Dieser groBe Unterschied kommt dadurch zu Stande, dass die *"’Bi-
anti-A9-E-Cadherin-Konjugate spezifisch an A9-E-Cadherin Molekiilen von L 929 A9 binden,
wihrend die Bindung an den WT-E-Cadherinen von L 929 WT nur unspezifisch ist und damit
weniger hiufig stattfindet. Gebunden an die E-Cadherine ist die Wahrscheinlichkeit, dass *"°Bi-
Atome der *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate die Zellen treffen und zytotoxisch wirken héher als

fiir den Fall, dass die *"’Bi-Atome der RI im Medium frei umher schwimmen.
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Abbildung 33: Anteil der S-Zellen bei L 929 A9 und L 929 WT nach Behandlung mit *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten; dargestellt sind Mittelwerte der S-Zellen in %

4.7.3 Chromosomale Aberrationen in MDA-Zellen

Jeweils 1,5%10° bzw. 6,0¥10° Zellen von MDA WT (V.151 bzw. V.152) und MDA A9 (V.154 bzw.
V.155) wurden mit jeweils 50 und 160 kBg/ml *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugat inkubiert. Das
fiihrte bei MDA A9 zu 35% bzw. 32 % S-Zellen (50 kBg/ml) und zu 80% bzw. 66 % S-Zellen (160
kBg/ml). Bei MDA WT waren respektive 58% bzw. 71% S-Zellen und 66% bzw. 60 % S-Zellen zu
finden.

In einer weiteren Versuchsserie (V.153 und V.156) wurden jeweils 2,0¥10° MDA A9 bzw. MDA
WT mit Aktivitidtskonzentrationen von 10, 50 und 160 kBq/ml inkubiert. Nach dieser Behandlung
konnten bei MDA A9 3, 8 und 18% S-Zellen und bei MDA WT 1, 8 und 18% an S-Zellen

gefunden werden.
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Mit der Ausnahme bei 50 kBg/ml unterschieden sich die Héufigkeiten der S-Zellen bei den beiden
Zelllinien kaum.

Chromatidschidden waren in allen Schweregraden zu beobachten. Bei MDA A9 waren maximal
24% Typ A-, 24% Typ B- und 31% Typ C-Schéden bei einer Aktivitidtskonzentration von 160
kBg/ml vorhanden. Die Schiden lagen bei MDA WT bei gleicher Aktivititskonzentration fiir Typ
A bei 42%, fiir Typ B bei 16% und fiir Typ C bei 6%. Chromosomenschiden waren sehr viel
seltener und kamen nur als Typ A und B vor (MDA A9: 9% und 1%, MDA WT: 12% und 0%).

Die detaillierten Héufigkeiten von Chromosomenaberrationen nach Inkubation von MDA-Zellen

mit *"’Bi-A9-E-Cadherin-Konjugaten sind in Tabelle 39 im Anhang zusammengefasst.
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4.8 Abschiitzung der *"’Bi-Dosis fiir die Inkubation von Zellen mit *’Bi-

Immunkonjugaten

Die Berechnung der Dosis wurde an Hand eines vereinfachenden Modells jeweils fiir klonogene
Tests mit HSC, L 929 A9 und L 929 WT und fiir Versuche zur Untersuchung der
Chromosomenaberrationen mit HSC, HTB-135, L 929 A9 und L 929 WT mit einer Inkubationszeit
von jeweils 90 min durchgefiihrt.

Die Dosis, als absorbierte Energie pro Masseneinheit, wurde ausgehend von der Anzahl der *"’Bi-
Atome berechnet, die wiahrend der Inkubationszeit zerfallen. Dabei wurde unterschieden zwischen
den *"’Bi-Immunkonjugaten, die sich nicht an Zellen gebunden im Medium befanden, die an die
Zelloberflache iiber A9-E-Cadherin-Molekiile gebunden waren und die von Zellen internalisiert
worden waren. Die Anzahl der gebundenen RI wurde an Hand des Massenwirkungsgesetz und der
Assoziationskonstanten K, des verwendeten AKs berechnet. Dabei gingen auch die Anzahl der E-
Cadherin-Molekiile pro Zelle, die Zellkonzentration und die AK-Konzentration in die Berechnung
mit ein. Die spezifische Aktivitit lieferte die Information wie viele *’Bi-Atome an den besetzten
E-Cadherinen innerhalb der Inkubationszeit zerfallen. Die Anzahl der internalisierten RI wurde aus
den Ergebnissen der Internalisierungs-Experimente gewonnen. Der von den Zellen absorbierte
Anteil der Energie der a-Teilchen, wurde mittels geometrischer Daten (ZellgroBe, Reichweite der
a-Teilchen) und des linearen Energie Transfers (LET) berechnet. Die Berechnung erfolgte unter
folgenden Annahmen: die Zellen sind kugelformig, die Masse und Dichte von Zellen sind gleich
der von Wasser und der LET ist konstant. Der detaillierte Rechenweg ist in Kapitel 3.10

beschrieben.

4.8.1 Dosen der **Bi-Immunkonjugate in klonogenen Tests

213

Die Dosis in Gy wurde fiir HSC, sowohl behandelt mit ““Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten als

auch behandelt mit 2"

Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten, berechnet. Bei applizierten
Aktivitdtskonzentrationen von 1-1.900 kBg/ml resultierten Dosen zwischen 0,02 und 17,1 Gy
(*’Bi-6H8-Konjugat) bzw. zwischen 0,02 und 7,4 Gy (*"Bi-7H1-Konjugat). Die spezifische

*IBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate sowie fiir *’Bi-anti-A8-E-Cadherin-

Aktivitdat betrug fiir
Konjugate zwischen 200 und 1.200 kBqg/pug. Bei Verwendung der verschiedenen RI waren
respektive 0,2-67% und 0,1-1,7% der E-Cadherin-Molekiile besetzt.

Nach Behandlung von L 929 A9 bzw. L 929 WT mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in
Aktivitdtskonzentrationen von 60-2.000 kBg/ml konnten Dosen von 1,1-16,6 Gy bzw. 0,3-7,9 Gy
berechnet werden. Die spezifischen Aktivitidten der RI unterschieden sich fiir die beiden Zelllinien
mit jeweils 550-1.700 kBq/ug nicht. An L 929 A9 waren minimal 8% und maximal 72% der E-
Cadherine besetzt, wihrend bei L 929 WT nur minimal 0,1% und maximal 3% der E-Cadherine

besetzt waren.
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Abbildung 34: Berechnete Dosis der verschiedenen Zellinien nach Inkubation mit *"Bi-Immunkonjugaten in
Abhiingigkeit von der Aktivititskonzentration in klonogenen Tests; HSC behandelt mit *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten (6H8); HSC behandelt mit *"Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (7HI); L 929 A9 und
L 929 WT jeweils behandelt mit *"*Bi- anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten

Alle Einzelergebnisse der Dosisberechnung fiir die verschiedenen Zelllinien in Abhédngigkeit von
der applizierten Aktivitdtskonzentration zeigt Abbildung 34. Mit steigender Aktivitdtskonzentration
nimmt auch die Dosis zu. Eine Aktivititskonzentration von etwa 2.000 kBg/ml entspricht einer
Dosis von ca. 8 Gy bei Inkubation von L 929 WT mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw.
von HSC mit *“Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten sowie einer Dosis von ca. 17 Gy bei
Inkubation von L 929 A9 mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. von HSC mit *"’Bi-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugaten. Das bestiitigt, dass sowohl Bindung als auch Internalisierung der *"*Bi-
Immunkonjugate die Dosis bestimmen. Da sich die untersuchten Zelllinien nur geringfiigig
hinsichtlich Zelldurchmesser und Anzahl der E-Cadherin-Molekiile pro Zelle unterscheiden, tragen
diese Parameter kaum zu den Unterschieden bei der Dosis bei. Auch bei Applikation von RI, die
nicht am Zielantigen binden, steigt die Dosis mit der Aktivitdtskonzentration erheblich an. Dies ist
dadurch zu erkléren, dass auch RI, die frei im Medium schwimmen, bzw. unspezifisch binden eine

nicht zu vernachlédssigende Dosis verursachen.
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4.8.2 Dosen der *Bi-Immunkonjugate zur Induktion von

Chromosomenaberrationen

*IBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten, als auch mit *"’Bi-anti-A8-E-

HSC wurden sowohl mit
Cadherin-Konjugaten in Aktivitdtskonzentrationen zwischen 5 und 750 kBg/ml behandelt. Aus
diesen Aktivititskonzentrationen konnten Dosen zwischen 0,1 und 8,0 Gy (anti-A9-E-Cadherin)
sowie zwischen 0,01 und 3,0 Gy (anti-A8-E-Cadherin) bei spezifischen Aktivititen zwischen 700-
1.400 kBg/ug bzw. 700-1.000 kBq/ug errechnet werden. Mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
waren jeweils 0,4-55% und mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten 0,07-1,3% der E-Cadherin-
Molekiile besetzt. HTB-135 wurden mit einer Aktivitdtskonzentration von 100 kBg/ml behandelt,

mit einer spezifischen Aktivitit von 700 kBg/ug. Die resultierende Dosis errechnete sich zu 0,42

Gy.
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Abbildung 35: Berechnete Dosis der *"”Bi-Immunkonjugate in Abhéiingigkeit von der Aktivititskonzentration
(bis zu 750 kBg/ml) zur Induktion von Chromosomenschdden mit verschiedenen Zelllinien: HSC behandelt
mit *’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (6H8); HSC behandelt mit *"Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten
(7H1), HTB-135 behandelt mit *’Bi-6H8-Konjugaten; L 929 A9 und L 929 WT behandelt mit *"Bi-6HS-

Konjugaten

L 929 A9 bzw. L 929 WT wurden mit >"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in
Aktivititskonzentrationen von 10-370 kBg/ml behandelt. Die errechneten Dosen betrugen hier
0,14-6,5 Gy (A9) bzw. 0,02-1,5 Gy (WT) bei einer spezifischen Aktivitidt zwischen 650 und 1.230
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kBg/pg. Es waren mindestens 1,4 % und maximal 34 % der E-Cadherin-Molekiile an L. 929 A9 und
mindestens 0,01 % und maximal 0,5 % der E-Cadherin-Molekiile an L 929 WT mit RI besetzt.
Abbildung 35 zeigt die an Hand des Niherungsmodells (siehe Kapitel 3.10) berechnete Dosis in
Abhingigkeit von der Aktivitdtskonzentration. Mit steigender Aktivitidtskonzentration nimmt auch
die Dosis zu. Dabei ergibt eine Aktivititskonzentration von etwa 350 kBg/ml bei L 929 WT,
behandelt mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten, und bei HSC, behandelt mit *"*Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten, jeweils eine Dosis von etwa 1,5 Gy. Die gleiche Aktivitdtskonzentration
ergibt bei HSC und L 929 A9, behandelt mit *"’Bi-anti-A9-E-Konjugaten, jeweils eine Dosis von
etwa 6 Gy. Bei HTB-135 entspricht eine Aktivititskonzentration von 155 kBg/ml einer Dosis von
0,4 Gy nach der Modellrechnung.

In den Tabellen 47-50 (Klonogene Tests) und den Tabellen 51 und 52 (Induktion von
Chromosomenaberrationen) im Anhang sind die Ergebnisse der Dosisabschitzung fiir die einzelnen
Experimente aufgelistet. Dabei sind auch Variablen, die in die Dosisberechnung mit eingehen, wie
Aktivitdtskonzentration, spezifische Aktivitit, besetzter Anteil der E-Cadherine und Anzahl der
AK-Molekiile als Vielfaches der E-Cadherin-Anzahl dargestellt. Die Aktivititskonzentration
korreliert mit der verwendeten MAK-Menge, dem besetzten Anteil der Cadherin-Molekiile und der
daraus errechneten Dosis. Die spezifische Aktivitdt der RI beeinflusst ebenfalls das Ausmal} der
Dosis. Dabei kann eine gleich hohe Dosis mit geringerer AK-Konzentration erreicht werden, wenn

die spezifische Aktivitit entsprechend groBer ist.

Bei den klonogenen Tests waren die applizierten Aktivititskonzentrationen mit bis zu maximal
2.057 kBg/ml deutlich hoher als die in den Versuchen zur Induktion von
Chromosomenaberrationen (bis maximal 777 kBg/ml). Die Aktivititskonzentrationen der RI
wurden deshalb so niedrig gewihlt, weil bereits aus klonogenen Tests bekannt war, dass die
Unterschiede im Uberleben bei A9-E-Cadherin- bzw. WT-E-Cadherin-exprimierenden Zellen nach
Behandlung mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten ab 1.000 kBg/ml nicht beobachtbar waren.

Der Uberschuss an AK-Molekiilen im Vergleich zu Antigen-Molekiilen war in den klonogenen
Tests viel groBer (bis maximal 1 Millionfach) als in den Experimenten zur Untersuchung der
Chromosomenaberrationen (maximal 102fach). Das ist durch die geringere Zellkonzentration in
den klonogenen Tests bedingt. Als Folge war die Bestrahlung der Zellen durch nicht gebundene RI,

der sogenannte Cross fire effect, in den klonogenen Tests ausgeprigter.
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5. Diskussion

5.1 Zur Ermittlung von Zellproliferationsraten und plating efficiencies

Alle Experimente dieser Arbeit wurden in-vitro mit etablierten Zelllinien durchgefiihrt. Fiir die
verschiedenen Zelllinien wurden unterschiedliche Verdopplungszeiten ermittelt. Am schnellsten
proliferierten die MDA-Zellen und die murinen Fibroblasten (L 929) mit Verdopplungszeiten von
22 bis 26 h. Die Magenkarzinomzellen HSC und HTB-135 benétigten durchschnittlich 36 bzw. 49

h um sich zu verdoppeln.

Abhingig von der Grundfliache der Zellkulturgefidle von 2 bis 75 cm? wurden zwischen 20 und
6,5%10° Zellen ausgesiit.

Bei Aussaat einer jeweils identischen Anzahl von Zellen bildeten sich bei den verschiedenen
Zelllinien jeweils unterschiedliche Anzahlen von Kolonien. Diese Unterschiede werden durch die
unterschiedlichen PEs wiedergegeben.

Die PE ist fiir jede Zelllinie charakteristisch und gibt das Verhiltnis gebildeter Klone zu ausgesiter
Zellzahl wieder. Sie ist abhingig von der ausgesiten Zellzahl im Bezug zur vorhandenen Fliche.
Am aussagekriftigsten sind klonogene Tests in dem Bereich, in dem PE und ausgesite Zellzahl
linear korrelieren. In anderem Fall kann das Uberleben geringer ausfallen als im optimalen PE-
Bereich (Pomp et al, 1996). In Versuchen zur Ermittlung der optimalen Zellzahl in 24-Well-Platten
stieg die PE bei HSC (40-320 Zellen/Well), L 929 A9 (10-80 Zellen/Well) und MPE-600 (30-200
Zellen/Well) in etwa mit der ausgesiten Zellzahl linear an. Dagegen blieb sie bei den Zelllinien L
929 WT (40-200 Zellen/Well) und HTB-135 (70-560 Zellen/Well) iiber den gesamten untersuchten
Bereich weitgehend konstant (siche Tabelle 19).

Die PEs verschiedener Passagen von ein und derselben Zelllinie zeigten ebenfalls Unterschiede.
Am stérksten ausgeprigt waren diese Unterschiede bei der Zelllinie HTB-135.

Mit HTB-135 ergab eine Aussaat von ca. 300 Zellen/Well in einen Experiment (Passage 12)
durchschnittlich 7 Klone/Well (PE 0,02) und in einem anderen Versuch (Passage 16)
durchschnittlich 16 Klone/Well (PE 0,06). Bei HSC stimmte die PE bei gleicher Aussaat in
verschiedenen Experimenten in etwa iiberein. Bei den murinen Fibroblasten (L 929) zeigte die
grafische Darstellung der Haufigkeiten der Klonzahlen/Well bei Aussaat von 40 Zellen/Well eine
angedeutete Normalverteilung, wihrend sich die Héufigkeit der Klonzahlen bei HSC eher

bandformig tiber einen bestimmten Bereich erstreckte (Abbildungen 17, 22 und 23).

Schwankungen der PE oder der ermittelten Verdopplungszeiten kénnten folgende Ursache haben:
Die Passagierung der Zellen beeinflusst das Proliferationsverhalten. Beim Passagieren der Zellen
liber einen ldngeren Zeitraum zeigte sich insbesondere bei HSC eine Abnahme der

Verdopplungszeit entsprechend einer beschleunigten Proliferation. Bei MDA-Zellen, L. 929 und
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HTB-135 war dieser Effekt geringer ausgeprigt als bei HSC. Die Ursache fiir beschleunigte
Proliferation konnte die Steigerung der Zellteilung, vermittelt durch Zellkontakte bei hoherer

Zelldichte, sein.
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5.2 Zur Markierung der Antikorper mit Radionukliden

Folgende Qualititsmerkmale hinsichtlich der Markierung seien hier nochmals erldutert:

Die Markierungseffizienz (%) beziffert den Anteil des zur Markierung verwendeten Nuklids, der
sich unmittelbar nach der Markierung am MAK befindet. Die radiochemische Reinheit gibt an,
welcher Prozentsatz des Radionuklids nach der Gelfiltration iiber die PD-10 Sdule am MAK
gebunden vorliegt. Nach der Markierung soll der Anteil an freiem Radionuklid méglichst gering
sein, d.h. es sollen moglichst nur Radioimmunkonjugate vorliegen. Zu diesem Zweck wurde die
Gelfiltration  durchgefiihrt, die den Anteil des freien Radionuklids von vorher
(Markierungseffizienz) zu nachher (Radiochemische Reinheit) im Bezug zur Gelfiltration
vermindert. Fiir die Markierung des anti-A9-E-Cadherin mit '''In betrug der Median der
Markierungseffizienz 91+9% und der radiochemischen Reinheit 93+8%. Die Mediane fiir
Markierungseffizienz bzw. fiir radiochemische Reinheit nach der Markierung der MAK mit *"’Bi

betrugen 93+13,6% bzw. 97+11% bei 42 Markierungen.

Die spezifische Aktivitit der Radioimmunkonjugate wird sowohl durch den Aktivititsverlust, als
auch durch den Verlust von MAK bei der Gelfiltration beeinflusst. An Beispielen von
verschiedenen Markierungsvorgingen des MAKs mit *“Bi sei dies niher erldutert. Ein
Markierungsvorgang bei dem 75 ug MAK und 230 MBq *"Bi eingesetzt wurden, fiihrte zu einer
spezifischen Aktivitiat der RI im Bereich der durchschnittlich erreichten von etwa 800 kBq/ug.
Dabei waren vor der Markierung 330mal und nach der Markierung 1.200mal mehr AK-Molekiile
als *"Bi-Atome vorhanden. Der AK-Verlust durch die Gelfiltration betrug 57% und der
Aktivitdtsverlust 76%. Bei einem anderen Markierungsvorgang, bei dem 130 ug MAK und 110
MBq *"Bi eingesetzt wurden, wurde ebenfalls die durchschnittliche spezifische Aktivitit erreicht.
Vor der Markierung waren dabei 1.200mal und nach der Markierung 1.400mal mehr AK-Molekiile
als *Bi-Atome vorhanden, wobei der AK-Verlust 29% und der Aktivititsverlust durch die
Gelfiltration 47% betrug. Diese Beispiele machen deutlich, dass die Gelfiltration sehr
unterschiedliche AK-Verluste und Aktivititsverluste bedingen kann, die jeweils in einem groflen
Bereich zwischen 30 und 70% liegen. Die beschriebenen Aktivititsverluste sind alleinig durch die
Aufnahme der PD-10 Siule von *"Bi bzw. *"’Bi-Immunkonjugaten bedingt, die Verluste durch
radioaktiven Zerfall sind dabei noch nicht beriicksichtigt.

Da die erreichbaren Aktivititen von *"*Bi durch Elution am *"’Bi/** Ac-Generatorsystem durch die
Beladung vorgegeben sind, ist eine Steigerung der spezifischen Aktivitit nur durch Verringerung
der AK-Menge maglich. Die Beladung des Generators mit *’Ac durch das Institut fiir Transurane
mit Aktivititen zwischen 370 und 600 MBq fiihrten zu Aktivitdtsausbeuten von 20 bis 240 MBq
*Bi bei der Elution. Die Aktivititsausbeute wurde auch durch die Zeitpunkte der Elution nach

Beladung des Generators beeinflusst.
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In der Losung der Radioimmunkonjugate sind neben den Radioimmunkonjugaten, unmarkierten
AK-Molekiilen und freiem Radionuklid jeweils auch die Zerfallsprodukte der Radionuklide
vorhanden. *"Bi zerfillt zu stabilem **Bi, das jeweils vor einer Elution durch Spiilung entfernt
wurde. '''In wurde bis maximal 3 d nach dem Kalibrierungsdatum verwendet. Demnach war nach
3 d entsprechend der t;, von 2,8 d minimal 1,1fach so viel stabiles "cd wie "'In in der Losung
vorhanden. Das '"'Cd wie auch das *Bi verringern die spezifische Aktivitit der entsprechenden

Radioimmunkonjugate durch Bindung an die Chelate.

Bei *"Bi (Zerfallsenergie 8,4 MeV) ist eine Radiolyse des chelatierten MAKs durch a-Partikel

nicht ausgeschlossen.
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5.3 Zur Quantifizierung der Antigene pro Zelle

Die Anzahl der E-Cadherin-Molekiile pro Zelle der verwendeten Zelllinien wurde sowohl mittels
FACS als auch mittels Scatchard-Analyse ermittelt. Dabei zeigten sich deutlich unterschiedliche
Ergebnisse. Werden die Zelllinien nach Anzahl der E-Cadherin-Molekiile pro Zelle sortiert, so sind
die Reihenfolgen, ermittelt mit FACS bzw. Scatchard-Analyse, identisch. Die absoluten Zahlen der
E-Cadherin-Molekiile pro Zelle weichen je nach Methode stark voneinander ab.

Fiir die untersuchten Zelllinien (MDA A9, MDA WT, L 929 A9, L 929 WT, HSC) wurden mit
FACS zwischen 126.000 und 357.000 E-Cadherin-Molekiile pro Zelle ermittelt. Die Scatchard-
Analysen lieferten dagegen Zahlen von 16.000 bis 120.000 E-Cadherin-Mokekiilen pro Zelle. Die
Ergebnisse der Scatchard-Analysen variierten von Experiment zu Experiment um bis zu 500%, z.B.
wurden fiir MDA A9 zwischen 28.000 und 98.000 Antigene pro Zelle ermittelt. Miederer
(Miederer et al, 2003) bestimmte die Anzahl der E-Cadherin pro MDA-Zelle mittels Scatchard zu
40.000-60.000.

Die durch FACS ermittelten Daten weisen dagegen nur eine Streuung <10% auf.

Die Scatchard-Analysen wurden in der Regel mit *"°

Bi-Immunkonjugaten durchgefiihrt. Daher
variierte die spezifische Aktivitit von Versuch zu Versuch aus den unter 5.2 beschriebenen
Griinden. Unterschiedliche spezifische Aktivititen der RI bedingen bei unterschiedlichen AK-
Konzentrationen identische Aktivititen. Da aus den gemessenen Aktivititen zur Bildung des
Scatchard-Plots ein Quotient gebildet wird, ist nicht die absolute Hohe der Aktivitit entscheidend.
Die Lage der gebildeten Quotienten zueinander im Scatchard-Plot bestimmt die Steigung der
Regressionsgeraden und damit deren Schnittpunkt mit der x-Achse. Aus diesem Schnittpunkt wird
an Hand der verwendeten AK-Konzentrationen die Anzahl der Bindungsstellen berechnet. Die
Schwankung der spezifischen Aktivitit sollte sich aber auswirken, wenn sie die
Siattigungsverhiltnisse der Bindungsstellen an den Zellen verindert. Nach Repke (Repke und
Liebmann; 1987) ist das Ergebnis einer Scatchard-Analyse nur dann aussagekriftig, wenn 20-80%
der potentiellen Bindungsstellen abgesittigt werden. Eine 90%ige Absittigung wird als ideal
angesehen. Der Prozentsatz der mit anti-A9-E-Cadherin abgesittigten A9-E-Cadherine wurde mit
Hilfe der Assoziationskonstante K, (=1,82*10® /mol) von anti-A9-E-Cadherin berechnet (siche
3.11.1). Demnach waren zwischen 5 und 45% der Antigene abgesittigt. Die Variation der AK-
Konzentrationen sollte zeigen, ob eine 32-87%ige Absittigung der Antigene die Ergebnisse
verdndert. Obwohl sich der Sittigungsgrad hier im optimalen Bereich befand, wich das
entsprechende Ergebnis nicht von den iibrigen ab.

Bei der Scatchard-Analyse dient als Basis zur Berechnung der Anzahl der Bindungsstellen eine aus
den Messwerten extrapolierte Regressionsgerade. MaBigeblich fiir die Anzahl der Bindungsstellen
ist dabei die Steigung der Geraden. Bereits geringe Schwankungen der Steigung, die durch
Interpolation zu Stande kommen, bedingen grofle Veridnderungen der Anzahl der ermittelten

Bindungsstellen pro Zelle.
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Demgegeniiber wird bei der quantitativen FACS-Analyse fiir jeden Versuch eine Standardgerade
erstellt, mit deren Hilfe die gemessenen Fluoreszenz-Werte direkt in Bezug zu einer definierten
Anzahl von Antigenen gesetzt werden. Dadurch sind verschiedene Experimente gut miteinander
vergleichbar. Beispielsweise konnten in unabhingigen Experimenten (personliche Mitteilung Dr.
Jorg Mages) mit Zellen einer jeweils anderen Passage durchschnittlich fiir HSC 270.000+10.000,
fir MPE-600 290.000£12.500, fir MDA A8 89.000+3.000, fir MDA A9 200.000+600 und fiir
MDA WT 240.000+36.000 E-Cadherine an der Oberfliche einer Zelle an Hand der Messung
berechnet werden. Die Erstellung einer Standardgerade fiir jedes Experiment bei der quantitativen
FACS-Analyse entspriche bei der Durchfiihrung von  Scatchard-Analysen nach
Sattigungsexperimenten einer Durchfilhrung mit stets der gleichen Abséttigung der
Bindungsstellen.

Die im Rahmen dieser Arbeit mittels FACS-Analyse ermittelten Ergebnisse waren reproduzierbar
und daher mit deutlich geringeren Schwankungen behaftet als die mittels Scatchard-Analyse.

Dementsprechend wurden die mittels FACS ermittelten Werte als reprédsentativ angesehen.
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5.4 Zur Kinetik der Bindung und Internalisierung von

Radioimmunkonjugaten

Folgende Fragen galt es an Hand der Kinetikversuche zu beantworten:

1. Unterscheiden sich die Internalisierungskinetiken von '''In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bei
Zellen mit A9-E-Cadherin-Expression und Zellen mit WT-E-Cadherin-Expression bzw. ohne E-
Cadherin-Expression?

2. Welchen Einfluss hat die Inkubationstemperatur auf die Internalisierungskinetik der RI?

3. Wie verhalten sich bereits gebundene und internalisierte RI nach Entfernung der ungebundenen
RI?

Zu 1. In samtlichen Experimenten, durchgefiihrt bei 4°C, 25°C bzw. 37°C, bewegte sich der
internalisierte Anteil der verabreichten RI bei A9-E-Cadherin exprimierenden Zellen zwischen 0,2
und 18,8 %, bei WT-E-Cadherin exprimierenden Zellen und Zellen ohne E-Cadherin-Expression
zwischen 0,01-19,7 %. Diese Versuchsergebnisse zeigen keinen signifikanten Unterschied
beziiglich der Internalisierung abhingig von der Expression des A9-E-Cadherins bzw. des WT-E-
Cadherins. Mittels der Bindung des F.-Teils an Zelloberfldchenantigenen, konnen auch fiir
bestimmte Antigene unspezifische Antikorper an Zelloberflichen binden. Untersuchungen in
Bindungstests nach Inkubation von HSC mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"*Bi-anti-
A8-E-Cadherin-Konjugaten zeigten, dass 14+3,2% bzw. nur 2,9+0,7% der RI an den Zellen
(5%10%ml) gebunden hatten (Seidl et al, 2005). Nach erfolgreicher Bindung ist davon auszugehen,
dass eine nachfolgende Internalisierung moglich ist. Die zitierte Arbeit zeigte jedoch Unterschiede
beziiglich des Ausmafes der Bindung, wihrend die Ergebnisse dieser Arbeit auf die

Internalisierung der verschiedenen Zelllinien in gleich hohem Ausmal} hinweisen.

Zu 2. Die deutliche Zunahme der Internalisierung bei 25° C (0,1-3,4%) im Vergleich zu 4° C (0,4-
0,7%) am Beispiel von L 929 A9 entspricht der Erwartung aufgrund hoherer Stoffwechselaktivitit.
Bei 37°C war der internalisierte Anteil hoher als bei 4°C und niedriger als bei 25°C (1,3-1,6%). Die
Zunahme des internalisierten Anteils der RI war im Versuchszeitraum viel geringer als bei 25 °C.
Ebenso unerwartet ist die Tatsache, dass bei 4°C auch Bindung und Internalisierung stattfinden
konnen. So betrug beispielsweise der internalisierte Anteil der RI bei HSC bei 4°C zwischen 1,2
und 1,7% wihrend er bei 25°C 0,2-2,0% betrug.

Die Bindung von AK an Antigenen ist ein dynamischer Prozess, der gemill dem
Massenwirkungsgesetz in einem Gleichgewicht zwischen Hin- und Riickreaktion endet. Auf
welchem Niveau sich das Gleichgewicht einstellt, hingt von der Assoziationskonstanten K, ab. Da
die Vorraussetzung fiir Internalisierung die Bindung der AK an Zelloberflichen-Antigenen ist, wird
auch die Internalisierung von dem Ausmall und der Dynamik der Bindung beeinflusst. Die
Geschwindigkeit der Prozesse hidngt von der Temperatur ab. Die Dynamik von Bindung und

Internalisierung wurde fiir verschiedene Zelllinien jeweils mit A9-E-Cadherin bzw. mit WT-E-
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Cadherin oder ohne E-Cadherin bei 4°C, 25°C und 37°C untersucht. Dabei war auffallend, dass die
Werte iiber den Zeitverlauf bei 4°C und 37°C weitgehend konstant blieben, wihrend sich die Werte
bei 25°C iiber den gemessenen Zeitraum (0-3 h) stark verdnderten (bis zu 30fach hoher als der
Ausgangswert). Eine  Erkldrung dafiir konnte  moglicherweise sein, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit bei 4°C so langsam ist, dass das betrachtete Zeitintervall zu kurz war um
die stattfindenden Anderungen der Konzentrationsverhiltnisse darzustellen. Dem entsprechend
fanden die Verdnderungen bei 37°C moglicherweise vor dem eigentlichen Beobachtungsintervall
statt. In einer Untersuchung an EGFR-III-Rezeptor exprimierenden Zellen wurde die
Internalisierung von radioaktiv markiertem AK bei 37°C nach einer Inkubationszeit von 1 h bei
4°C bzw. 37°C verglichen. Dabei wurden von den Zellen nach der Inkubation bei 37°C mehr RI
internalisiert als bei 4°C (Foulon et al, 2001). Die stirksten Verdnderungen waren in den ersten 5 h
der Kinetik iiber 24 h beziiglich der Bindung unabhingig von der Inkubationstemperatur zu Anfang

zu verzeichnen.

Zu 3. Die Versuche zur Bindung und Internalisierung nach Entfernung von ungebundenen RI
sollten Aufschluss dariiber geben, in wie weit das Verhiltnis von gebundenen zu internalisierten RI
konstant bleibt.

Die Ergebnisse der Versuche mit 'I-Immunkonjugaten bzw. '''In-Immunkonjugaten sind dabei
getrennt zu betrachten, da die gebundenen '*I-Immunkonjugate mit Glycin und die gebundenen
""In-Immunkonjugate mit Natriumacetat von der Zelloberfliche abgelost wurden. Bei den
Versuchen mit '*I-Immunkonjugaten wurden genauso viele RI-Molekiile eingesetzt, wie
Antigenmolekiile vorhanden waren. In den Experimenten mit '''In-Immunkonjugaten dagegen
wurden ca. 30-40mal so viele RI-Molekiile eingesetzt, wie E-Cadherin-Molekiile an der
Zelloberfldche vorhanden waren.

Die Ergebnisse der '*I-Immunkonjugat-Experimente bei 37°C zeigten fiir MDA A9 und L 929 A9
jeweils hohere Werte fiir Internalisierung (61-72% und 55-88%) als fiir Bindung (25-33% und 12-
45%). Dagegen waren bei MDA WT und L 929 WT die Werte fiir Bindung (60-75% und 48-69%)
hoher als fiir Internalisierung (21-43% und 31-52%). Die RI-Menge entsprechend der Anzahl der
E-Cadherin-Molekiile verursachte eine 3- bzw. 4-%ige Absittigung der A9-E-Cadherine (MDA A9
bzw. L 929 A9). Bei MDA WT und L 929 WT waren dagegen nur 0,04% und 0,05% der WT-E-
Cadherine durch die RI abgesittigt. In den Experimenten mit '''In-Immunkonjugaten fiihrte ein 17-
166facher Uberschuss im Vergleich zur Antigenanzahl bei unspezifischer AK-Antigen-
Wechselwirkung dazu, dass 1,5-2,7 % der Antigene mit MAK abgesittigt waren und fiir eine
spezifische AK-Antigen-Wechselwirkung zu einer Absittigung von 61-73 % der Antigene.

Bei 25°C betrug der gebundene Anteil der '''In-Immunkonjugate bei Zellen mit A9-E-Cadherin-

Expression zwischen 6 und 21%. Diese Werte unterschieden sich kaum von den entsprechenden
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Werten bei Zellen mit WT-E-Cadherin oder ohne E-Cadherin von 1-23%. Internalisiert wurden 5-
70% (A9) bzw. 2-52% (WT, HTB-135).

Bei 4°C wurden von Zellen mit A9-E-Cadherin 1-7% der RI gebunden und 4-30% internalisiert.
Von Zellen ohne E-Cadherin oder mit WT-E-Cadherin wurden 1-36% der RI gebunden und 0,2-
70% internalisiert. Die Ergebnisse bei 4°C bzw. 25°C unterscheiden sich demnach kaum.
Expression bzw. fehlende Expression von A9-E-Cadherin scheint daher beziiglich Bindung und
Internalisierung der '''In-Immunkonjugate an A9-E-Cadherinen nicht von Bedeutung zu sein. Die
ermittelten Werte zeigen nur den relativen Verlauf wihrend des Beobachtungszeitraumes
ausgehend von dem Zeitpunkt vor dem Entfernen der ungebundenen RI. Absolute Aussagen zur
Menge der internalisierten RI sind nicht zu treffen, weil die Menge zu Beginn der Kinetik nicht

bestimmt wurde.

Bei Experimenten, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach identischem Protokoll durchgefiihrt
wurden, traten teilweise erhebliche Unterschiede im Ausmal} von Bindung und Internalisierung der
RI auf. Als Beispiele seien die Ergebnisse von L 929 WT mit Mediumwechsel nach einer
Inkubation bei 25° fiir 5 min und die von HSC ohne Mediumwechsel bei 25° genannt. In den
Experimenten mit Mediumwechsel und Zellen mit WT-E-Cadherin unterschieden sich die Werte
folgendermafen: Die Werte fiir Bindung und Internalisierung betrugen im einen Fall zwischen 5-11
% und 4-13 %, im anderen Fall 10-16 % und 33-49 %. Bei HSC betrugen die Werte fiir Bindung
0,1-0,6 % und die Werte fiir Internalisierung 0,2-2,4 % in einem Experiment, wihrend sie in einem
anderen Experiment 0,1-3,1 % und 0,4-12,4 % betrugen. Dabei ist auffallend, dass die absoluten
Werte sich zwar stark unterscheiden, jedoch das Verhiltnis zwischen gebundenem und
internalisiertem Anteil jeweils dhnlich ist. Als Ursachen dafiir, dass die absoluten Werte sowohl fiir
Bindung als auch fiir Internalisierung sich stark unterscheiden, konnten unterschiedliche
Stoffwechselaktivititen der Zellen in verschieden Zellzyklusstadien sowie Unterschiede in der
spezifischen Aktivitdat der RI in Frage kommen. Ungenauigkeiten in der Versuchsdurchfithrung
konnen die aufgetretenen Schwankungen nicht erkldren. Dafiir spricht auch, dass die
Standardabweichungen der Werte prozentual immer in etwa gleich hoch sind.

Die Schwankungen der spezifischen Aktivitit der RI (1-147 kBqg/ug) und die Tatsache, dass die
absolute Menge der zu Beginn der Kinetik gebundenen und internalisierten RI nicht bestimmt
wurde, scheinen die auftretenden Schwankungen hauptsidchlich zu erkldren. Unterschiedliche
spezifische Aktivititen bedingen unterschiedliche Sittigungsgrade der E-Cadherin-Molekiile, die
bei dem unmittelbaren Zusammenhang von Bindung und Internalisierung einen maBgeblichen

Einfluss auf die Internalisierung haben konnten.

In der Literatur werden Internalisierungskinetiken mittels sehr verschiedener Methoden

durchgefiihrt. Darunter sind Experimente nach Inkubation mit RI mit Messung der
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freien/gebundenen und internalisierten RI (Vaidyanathan et al, 2001) ebenso wie
fluoreszenzvermittelte Farbemethoden mit nachfolgender mikroskopischer Darstellung (Henderikx
et al, 2002).

In ersteren Experimenten werden zur Ablosung der RI verschiedene Puffer (HCl-Puffer, Na-
Acetat-Puffer bzw. Glycin-Puffer) verwendet. Die Kinetiken werden sowohl wihrend der
Inkubationzeit (McDevitt et al, 2000) als auch nach Entfernung von ungebundenen
Radioimmunkonjugaten durchgefiihrt (McDevitt et al, 2001).

Die Kinetik wird in den meisten experimentellen Ansdtzen iiber 24 h, aber auch iiber kiirzere
Zeitraume (z.B. 120 min) untersucht (Schottelius et al, 2005). Die vielen verschiedenen
experimentellen Methoden weisen darauf hin, dass es bis jetzt keine Standardmethode gibt, die sich
ausreichend bewihrt hat. Insofern ist die Relevanz bzw. Interpretierbarkeit von

Internalisierungsexperimenten grundsitzlich in Frage zu stellen.
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5.5 Vergleich der Strahlensensibilititen der untersuchten Zelllinien
gegeniiber '*'Cs-Bestrahlung und Behandlung mit *"*Bi-

Immunkonjugaten

Die Uberlebensraten von HSC nach '*’Cs-Bestrahlung bzw. Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten als MaB fiir die Strahlensensibilitit lassen sich nicht miteinander vergleichen,
da im ersten Fall mit einer Dosis (Gy) und im anderen Fall mit Aktivitdtskonzentrationen (kBg/ml)
gearbeitet wurde. Um die verwendeten *"*Bi-Aktivititskonzentrationen definierten Dosen zuordnen
zu konnen, wurde ein vereinfachtes Modell zur Berechnung der Dosis zu Grunde gelegt. Die
genaue Vorgehensweise und deren Ergebnisse sind in den Kapiteln 3.10 und 4.8 dargestellt. Die
Dosis, als absorbierte Energie pro Masseneinheit, wurde ausgehend von der Anzahl der *"’Bi-
Atome, die wihrend der Inkubationszeit zerfallen sind, berechnet. Dabei wurde unterschieden
zwischen den 213Bi-Immunkonjugaten, die sich frei im Medium befanden, die an E-Cadherinen
gebunden waren und die von Zellen internalisiert worden waren. Die Anzahl der gebundenen RI
wurde an Hand vom Massenwirkungsgesetz und der Assoziationskonstanten K, des verwendeten
AKs berechnet. Dabei gingen auch die Anzahl der E-Cadherine pro Zelle, die Zellkonzentration
und die AK-Konzentration in die Berechnung mit ein. Die spezifische Aktivitit lieferte die
Information wie viele *"’Bi-Atome an den besetzten E-Cadherinen zerfallen sind. Die Anzahl der
internalisierten RI wurde aus den Ergebnissen der Internalisierungs-Experimente gewonnen.
Welcher Anteil der Energie der a-Teilchen von den Zellen absorbiert worden ist, wurde mittels
geometrischen Daten (Zelldurchmesser, Reichweite der a-Teilchen) und des linearen Energie
Transfers (LET) berechnet. Die vereinfachenden Annahmen zur Anndherung waren u.a., dass die
Zellen kugelformig sind, die Masse und Dichte von Zellen gleich der von Wasser sind und der LET

konstant ist.
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Abbildung 36: Uberleben von HSC nach "’Cs-Bestrahlung bzw. Inkubation mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-

Konjugaten in Abhdingigkeit von der Dosis (Gy)

Nach Umrechnung der verwendeten *"’Bi-Aktivititskonzentrationen in Dosis-Werte konnten die
Uberlebensdaten nach Inkubation mit *"*Bi-Immunkonjugaten mit den Uberlebensdaten nach '*'Cs-
Bestrahlung dosisabhingig dargestellt werden. Die Uberlebensdaten nach Behandlung mit *"’Bi-
Immunkonjugaten und die an Hand der Daten berechneten Parameter der Uberlebenskurve nach
Bestrahlung mit "*'Cs (Kapitel 4.5) sind jeweils fiir die Zelllinien HSC, L 929 A9 und L 929 WT in
den Abbildungen 36-38 dargestellt. An Hand der Uberlebensdaten nach *’Cs-Behandlung wurden
die Parameter fiir eine Uberlebenskurve nach dem linear-quadratischen Modell, das fiir y-Strahlung
Giiltigkeit hat, berechnet. Die Anzahl der Datenpunkte zur Berechnung der Uberlebenskurve nach
¥Cs-Bestrahlung war gering (2-8) im Vergleich zur Anzahl der Datenpunkte nach Behandlung mit
*IBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (25-32). Unter der Annahme, dass die Daten bei hiufigerer
Durchfithrung fiir *’Cs-Bestrahlung genauso stark streuen, wie die Datenpunkte nach Behandlung
mit den *"’Bi-Immunkonjugaten, gibt die berechnete Uberlebenskurve fiir die "*’Cs-Bestrahlung

nicht das tatsichliche Uberleben wieder.



121 5. Diskussion
1,0E+00
O+
Tot o4,
O+t +
0O +++
+ U + oo
+,. O
1,0E-01 + o +
m]
+ + +
+ O
m]
o ’
2 10E-02 +
i + O + +
= + o
m]
m]
m]
1,0E-03 O
m]
m]
1,0E-04 : : : :
0 5 10 15 20 25
Dosis [Gy]

‘ + Bi-213, Datenpunkte 0 Cs-137, berechnete Uberlebenskurve
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Cadherin-Konjugaten in Abhdingigkeit von der Dosis



5. Diskussion 122

Bei in etwa gleichen Dosen resultiert nach '*’Cs-Bestrahlung (y) bzw. Inkubation mit *"*Bi-anti-A9-
E-Cadherin-Konjugaten (o) bei L 929 A9 und L 929 WT ein etwa identisches Uberleben
(Abbildungen 37 und 38).

Fiir HSC ergibt die Modellrechnung, dass bei identischen Dosen o-Strahlung das Uberleben der
Zellen weniger stark reduziert als y-Strahlung (Abbildung 36).

Da die relative biologische Wirksamkeit von a-Strahlung ca. um den Faktor 15 hoher liegt, als die
von y-Strahlung (Schmid et al, 1996), muss das dosimetrische Modell, das den berechneten Daten

fiir 2°Bi zu Grunde liegt, die tatsdchliche Dosis deutlich iiberschitzen.
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5.6 Bewertung der Uberlebenskurven nach Inkubation mit *"’Bi-

Immunkonjugaten

Uberlebenskurven werden in der Strahlenbiologie als Dosis-Effekt-Kurven zur Einschéitzung der
zytotoxischen Wirkung verwendet. Dabei wird unter Uberleben die Fihigkeit zur Proliferation
verstanden. Die Datengrundlage liefern daher klonogene Tests: Es werden bei unterschiedlichen
Strahlendosen die jeweiligen Uberlebensraten bestimmt. Die Uberlebensrate errechnet sich aus der
Anzahl der gebildeten Klone dividiert durch das Produkt aus ausgesiter Zellzahl und PE.
Traditionell werden die Uberlebensraten auf der y-Achse in logarithmischem und die
Strahlendosen auf der x-Achse in linearem MaBstab aufgetragen. Diese Methode ist etwa seit Mitte
der fiinfziger Jahre etabliert (Puck und Marcus, 1953).

Fiir Strahlung unterschiedlicher Ionisationsdichte gibt es unterschiedliche mathematische Modelle
fiir den Verlauf der Uberlebenskurve. Fiir leicht ionisierende Strahlung beschreibt das linear-
quadratische Modell (Geichung 3, siehe auch Kapitel 3.7) die Uberlebensdaten am besten.

a-D2

—a-D—

= WP = A (Gleichung 3)

Fiir stark ionisierende Strahlung wie Neutronen- und o-Strahlung gilt ein rein lineares Modell bei

halblogarithmischer Darstellung (Gleichung 4, siehe auch Kapitel 3.8).
y = (Gleichung 4)

Beide Modelle werden der Vorstellung gerecht, dass bei leicht ionisierender Strahlung reparable
(quadratische Komponente) und irreparable (lineare Komponente) Schiden auftreten, wihrend bei
stark ionisierender Strahlung weitgehend alle Schiden als irreparabel angenommen werden
(Kauffmann G. et al, 1996). Der Begriff irreparabel umfasst auch Schédden, die fehlerhaft repariert
werden. Fehlerhafte Reparatur bedingt in der Regel den Tod einer Zelle.

Fir die Uberlebensdaten der Zellen nach Behandlung mit *“’Bi-Immunkonjugaten ist die
Berechnung der Uberlebenskurven nach dem linearen Modell gerechtfertigt, da *"’Bi stark
ionisierende o-Partikel emittiert. Nach der Berechnung der Parameter o und k fiir die
Uberlebenskurven, werden diese fiir die verschiedenen Versuche verglichen. Der k-Wert
(dimensionslos) bezeichnet den natiirlichen Logarithmus der klonogenen Zellzahl pro Well. Der a-

Wert (ml/kBq*103) ist ein MaB fiir die zelluldre Strahlenempfindlichkeit.

Zielfiihrende Fragestellung

Die klonogenen Tests wurden durchgefiihrt, um das AusmaB der Zytotoxizitit der *"’Bi-
Immunkonjugate abschiitzen zu kénnen. Dabei war insbesondere von Interesse, ob *'°Bi-anti-A9-E-

Cadherin-Konjugate Zelllinien mit Expression von A9-E-Cadherin bzw. WT-E-Cadherin
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unterschiedlich schidigen. Desweiteren, ob die Schiden, die *'’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate
bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate an einer A9-E-Cadherin exprimierenden Zelllinie (HSC)
verursachen, sich in ihrem AusmaB unterscheiden. Da *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate
spezifisch an A9-E-Cadherin-exprimierende Zellen binden, sollten letztere selektiv stirker

geschidigt werden als WT-E-Cadherin-exprimierende Zellen.

Ausmapf der Zytotoxizitdt

Fiir jede Zelllinie konnte eine zytotoxische Wirkung der *'’Bi-Immunkonjugate nachgewiesen
werden. Das Ausmal des Zelltods war dabei immer direkt proportional zur applizierten Aktivitit.

Extrapoliert man die Datenpunkte fiir das Uberleben, gemiB einer exponentiellen Dosis-
Wirkungsbeziehung und ermittelt diejenige Aktivitit, die das Uberleben auf 37% einschriinkt,
erhilt man Werte zwischen 9 (MPE-600) und 482 (MDA WT) kBq nach Behandlung der Zellen
mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (HSC) und *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (HSC
und alle anderen verwendeten Zelllinien). Die Werte wurden von kBg/ml an Hand des vorhandenen
Volumens in kBq umgerechnet, um sie mit Daten aus anderen wissenschaftlichen Arbeiten
vergleichen zu konnen. Dabei ist nicht gewéhrleistet, dass die verwendeten Aktivititen in einem
dhnlichen Volumen verabreicht worden sind. Somit ist der direkte Vergleich als problematisch zu
betrachten. In einer Untersuchung an CD33 positiven HL 60 Zellen mit *"’Bi-anti-CD33-
Konjugaten (Abbas Rizvi et al, 2002) zeigte sich eine Reduktion des Uberlebens auf 37% bei 81,4
kBq (XTT-Test) und 99,9 kBq ("H-Thymidin-Inkorporation). Bei der Anwendung von freiem *"’Bi
war eine Aktivitit von 104 MBq (XTT-Test) bzw. 11 MBq (‘H-Thymidin-Inkorporation)
notwendig, um das Uberleben der Zellen auf 37% zu reduzieren. Ranson et al. untersuchten die
zytotoxische Wirkung von *"’Bi-markiertem Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 2 (*’Bi-PAI-2)
an den Mammakarzinomzelllinien MDA MB-231 und MCF-7. Das Uberleben von MDA MB-231
und MCF-7 wurde bei 77 kBq und 85 kBq jeweils auf 37 % reduziert (Ranson et al, 2002). Bei den
vorgestellten Daten befindet sich die zytotoxische Wirkung von *“Bi-PAI-2 in der gleichen
GroBenordnung im Vergleich zu den Experimenten dieser Arbeit, wihrend bei Inkubation mit
freiem *"’Bi mindestens um das 10fach hohere Aktivititen fiir den gleichen zytotoxischen Effekt

benétigt werden als mit *"*Bi-Immunkonjugaten.

213

Selektiv zytotoxische Wirkung von = Bi-Immunkonjugaten, vermittelt durch spezifische Bindung

der Radioimmunkonjugate an A9-E-Cadherin

Die Selektivitit der zytotoxischen Wirkung der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate gegeniiber
A9-E-Cadherin exprimierenden Zellen wurde an MDA WT/A9 und L 929 WT/A9, jeweils ohne/mit
A9-E-Cadherin-Expression, untersucht. Abhéngig von der A9-E-Cadherin-Expression zeigten sich
relevante Unterschiede im Uberleben. Zur Vergleichbarkeit mit obigen Literaturstellen, wird weiter

die Aktivitit (umgerechnet aus der Aktivitdtskonzentration) angegeben. Fine Reduktion des
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Uberlebens auf 37% wurde bei MDA A9 mit 27 kBq, bei MDA WT mit 482 kBq, bei L 929 A9 mit
86 kBq und bei L 929 WT mit 380 kBq der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate erreicht. Obwohl
sich MDA WT und MDA A9 bzw. L 929 WT und L 929 A9 hinsichtlich des E-Cadherin-Gens
(WT- bzw. A9-Mutante) unterscheiden, ldsst sich die Frage stellen, ob damit auch Verianderungen
in der Strahlensensibilitét einhergehen. L 929 A9 Zellen unterscheiden sich morphologisch deutlich
von L 929 WT (siehe Abbildungen 39 und 40). L 929 A9 zeigen reduzierte Zelladhidrenz
resultierend aus dem Verlust von tight-junctions auf Grund fehlender Ca’*-Bindungsfihigkeit
(Fukudome et al, 2000). Hinsichtlich y-Bestrahlung mit '*’Cs erwies sich die Zelllinie L 929 WT
strahlensensibler als L 929 A9 (siehe Kapitel 4.5). Ob dieser Unterschied mit der unterschiedlichen
Zelladhdrenz zusammenhingt, bleibt offen.

Die Tatsache, dass das Uberleben von L 929 A9 durch Inkubation mit *’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten stérker reduziert wird als dasjenige von L 929 WT entspricht der Erwartung, wonach
*I’Bi-Immunkonjugate selektiv an A9-E-Cadherin-exprimierenden Zellen binden. Beziiglich der
Unterschiede in der Strahlensensibilitdt gegeniiber niedrig ionisierender y-Bestrahlung wére wohl
eher anzunehmen, dass ein urspriinglich noch groBerer Unterschied im Uberleben hinsichtlich der

Inkubation mit >"*Bi zwischen den Zelllinien L 929 WT und L 929 A9 maskiert wird.

Abbildung 39: L 929 WT in Kultur mit strangformiger Zelladhdrenz
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Abbildung 40: L 929 A9 in Kultur mit verminderter Zelladhdrenz

Die vorliegenden Ergebnisse mit HSC konnten eine selektive Wirkung der *'’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugate nicht bestitigen. HSC Zellen wurden mit >"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten und *"*Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten behandelt. Erstere binden spezifisch an A9-
E-Cadherin exprimierende HSC-Zellen, letztere zeigen nur eine geringe unspezifische Bindung.
Die extrapolierten Ergebnisse fiir ein auf 37% reduziertes Uberleben zeigen hier zwar einen kleinen
Unterschied (anti-A9-E-Cadherin: 196 kBq, anti-A8-E-Cadherin: 233 kBq), jedoch ist dieser
Unterschied bei der starken Streuung der Ergebnisse nicht als signifikant anzusehen.

Die spezifische Bindung des anti-A9-E-Cadherin an HSC ist mit 14 % deutlich hoher als die
unspezifische des anti-A8-E-Cadherin mit 3 %. Die geringe Bindung von anti-A8-E-Cadherin ist
durch die unspezifische Wechselwirkung des F.-Teils des MAKSs mit Zelloberfldchenproteinen zu
erkliren (Seidl et al, 2005). Jedoch kinnte auch diese unspezifische Bindung der *"*Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugate eine zytotoxische Wirkung bedingen. Entsprechend der Annahme, dass die
Assoziationskonstante fiir die unspezifische Bindung zwei Zehnerpotenzen niedriger ist als fiir die
spezifische Bindung (anti-A9-E-Cadherin: K,= 1,82%10° I/mol), konnte fiir HSC berechnet werden,
dass bei Inkubation mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten 0,25-4,7% der E-Cadherine durch
die RI abgesittigt wurden, im Gegensatz zu 0,58-87% bei Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten. Trotz dieses groflen Unterschiedes beziiglich der Antigen-Absittigung
wurden die Zellen in allen Experimenten nahezu gleich stark geschidigt. Die Ursache dafiir konnte
im sogenannten ,,Cross fire‘-Effekt liegen. Beim ,,Cross fire“-Effekt werden die Zellen von
Radioimmunkonjugaten, die frei im Medium umherschwimmen, bestrahlt. Bei der Reichweite der

von “"Bi ausgesandten a-Teilchen von ca. 100 um koénnen daher auch im Medium frei umher
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schwimmende Radioimmunkonjugate Schéden an Zellen bewirken. Bei den klonogenen Tests mit
HSC-Zellen befanden sich nach Inkubation mit *"Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten
(unspezifisch) 0,5-4 RI gebunden pro Zelle, wihrend frei im Medium pro Zelle 10°-10" RI
vorhanden waren. Bei Inkubation mit spezifischen RI (*'*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate) waren
pro Zelle 35-154 RI gebunden, frei umherschwimmend im Medium auch 10°-10” RI pro Zelle
vorhanden.

Die Berechnung der Anzahl der frei umherschwimmenden bzw. gebundenen RI wurde auch fiir die
Zelllinien MDA WT, MDA A9, L 929 WT, L 929 A9, HSC und HTB-135 fiir ausgewéhlte
klonogene Tests und alle Untersuchungen zur Induktion von Chromosomenaberrationen
durchgefiihrt (Gleichungen 6-9 in Kapitel 3.10.1). Die Ergebnisse der Berechnungen sind im
Anhang in den Tabellen 40-43 fiir die klonogenen Tests und in den Tabellen 44-46 fiir die

Untersuchungen zu den Chromosomenaberrationen dargestellt.

In den Experimenten zur Induktion von Chromosomenaberrationen war das Verhiltnis von AK-
Molekiilen zur Anzahl der Antigene niedriger als bei den klonogenen Tests. Das hatte zur Folge,
dass frei schwimmende RI in den Experimenten zur Untersuchung der Chromosomenaberrationen
bis zu 2,610 pro Zelle vorkamen, wihrend die Anzahl der freien RI in den klonogenen Tests mit
bis zu 1,6%10° pro Zelle vielfach hoher war. Dies scheint die Erklirung dafiir zu sein, dass in den
Experimenten zur Induktion von Chromosomenaberrationen im mittleren Dosisbereich, HSC,
behandelt mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten, deutlich mehr Chromosomenschiden
aufweisen als HSC, die mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten behandelt wurden. Dagegen war
in den Ergebnissen der klonogenen Tests mit HSC nach Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten bzw. *"Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten kein signifikanter Unterschied im
Zelliiberleben festzustellen. Ubersteigt die Anzahl der freien RI einen Grenzwert, iiberwiegt der
Crossfire-Effekt.

In den klonogenen Tests konnte das Verhiltnis von AK-Molekiilen zur Anzahl der Antigene
verringert werden. Dazu wire notwendig, dass eine vergleichsweise hohe Anzahl an Zellen erst
nach der Behandlung mit RI in anschlieBend ausreichend hohen Verdiinnungsstufen zum
klonogenen Test ausgesidt wird. Dieser experimentelle Ansatz konnte die zytotoxische Wirkung

durch Crossfire-Effekt verringern.

Die Zelllinien L 929 WT und L 929 A9 wurden jeweils nur mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten behandelt. Unterschiede im Uberleben von Zelllinien mit WT-E-Cadherin-Expression
gegeniiber den Zelllinien mit A9-E-Cadherin-Expression sind trotz groer Anzahl von freien *'*Bi-
Immunkonjugaten pro Zelle im Medium signifikant im Gegensatz zu HSC, inkubiert mit **Bi-anti-

A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten. Dies ist am ehesten
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darauf zuriickzufiihren, dass die Standardabweichungen beim Uberleben von L 929, sowie auch in

den Kontrollen dieser Zelllinien wesentlich geringer sind als bei HSC.

Hdéhere zytotoxische Wirkung im niedrigen Aktivititsbereich

Auffillig ist bei den Uberlebenskurven innerhalb einer Zelllinie, insbesondere fiir L 929 A9 und
HSC, dass die a-Werte (Parameter zur mathematischen Beschreibung der Uberlebenskurve) fiir
Experimente mit niedrigerem Aktivitdtskonzentrationsbereich hoher sind als fiir Experimente im
Bereich mit den hohen bis hochsten Aktivititskonzentrationen der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugate bzw. >"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugate. Das spricht fiir eine stirker ausgeprigte
zytotoxische Wirkung im Niedrigdosisbereich. Dies konnte durch den Bystander Effect bedingt
sein, der fiir a-Strahlung im Niedrigdosisbereich beschrieben ist. Der Bystander Effect bezeichnet
eine Beeintrichtigung von Zellen, die bei Chemo- oder Radiotherapie vorkommt, aber nicht direkt
durch dieses Agens verursacht ist, sondern vielmehr durch Zellkommunikation vermittelt wird.
Dieser Effekt wird beobachtet nach Bestrahlung oder viral induzierten Verinderungen der
Erbsubstanz (Djordjevic, 2000). An Hand von niedrigdosierter a-Strahlung (***Pu) wurde in vitro
untersucht, ob Folgeschidden nur in Zellen vorhanden waren, die von einem a-Teilchen durchquert
worden sind oder auch in sogenannten ,,bystander- Zellen. Auch die nicht direkt von a-Teilchen
getroffenen Zellen wiesen die typischen Schidden im Genom (Mikronuklei) und Verdnderungen der
Genexpression (p21™" und p53) auf. Diese Verinderungen traten jedoch nur in Zellen mit intakten
gap-junctions auf, ein Hinweis dafiir, dass der Bystander effect in Folge von a-Bestrahlung iiber
die Zellkommunikation bei intakten gap-junctions vermittelt wird (Azzam et al, 2001). Aus diesen
Kenntnissen ldsst sich folgern, dass die zytotoxische Wirkung durch den Bystander Effekt im Fall
von a-Bestrahlung nur bei hoher Zelldichte stattfindet, wie fiir CH310T Zellen nach Behandlung
mit ,,Microbeams* gezeigt wurde (Mitchell et al, 2004).

Da in der vorliegenden Arbeit vereinzelt liegende Zellen mit den *"*Bi-Immunkonjugaten behandelt
wurden, erscheint das Vorliegen vom, wie erwihnt, gap-junctions vermittelten Bystander Effekt

unwahrscheinlich.

Auswertung im Hinblick auf tumor cure probability

Die Auswertung nach tumor cure probability (siehe Kapitel 4.6.5) war nur sinnvoll, wenn in
moglichst vielen Wells der Well-Platten keine Klone gewachsen waren. Deshalb wurden nur
wenige Experimente mit entsprechenden Ergebnissen fiir diese Art der Auswertung ausgewdhlt.
Darunter waren nur Experimente mit L. 929 WT und L 929 A9. Die Berechnung der Parameter fiir
die sigmoide Kurve der tcp lésst sich mit ,limited dilution assays* vergleichen. Hier wird der
Berechnung der Daten auch eine Poisson-Verteilung zu Grunde gelegt. Dabei werden nicht die

gewachsenen Klone quantifiziert, sondern die Anzahl der ,,geheilten* Wells mit O Klonen. Es sollte
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festgestellt werden, ob die Ergebnisse nach der alternativen Auswertung anders ausfallen, als nach
der Bestimmung des normierten Uberlebens. Die Auswertung nach tcp zeigt, im Vergleich zur
Berechnung der Parameter der Uberlebenskurve nach der exponentiellen Dosis-

Wirkungsbeziehung, keine wesentliche Verdnderung der Ergebnisse.
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5.7 Chromosomale Schiden nach Behandlung mit *"’Bi-

Immunkonjugaten

Die Untersuchung strahlungsinduzierter Chromosomenaberrationen wurde ca. ab 1930 zunichst
nur an Pflanzen und Invertebraten (z.B. Drosophila) durchgefiihrt. Wegweisend fiir die Analyse der
Chromosomen menschlicher Lymphozyten war die Methode von Moorhead (1960) zur
Kultivierung von Lymphozyten aus peripherem Blut. Diese Technik ermdglichte es, die Wirkung
von ionisierender Strahlung auf die Chromosomen von peripheren Lymphozyten des Menschen zu
untersuchen. So ist die Untersuchung von Chromosomenaberrationen in Lymphozyten heute als
Methode der biologischen Dosimetrie etabliert. Die H&ufigkeit von Chromosomenaberrationen
wird in Bezug zur Ganzkorperdosis in Gy gesetzt. Dabei zeigt sich ein linear-quadratischer
Zusammenhang (Hall, 2000).

In dieser Arbeit wurden Chromosomenaberrationen humaner und muriner Tumorzellen nach
Radioimmuntherapie mit *"’Bi untersucht.

Die strukturellen Chromosomenaberrationen lassen sich in Chromosomen- und Chromatid-
Aberrationen gliedern. Welche Art von Aberration aus der Schiddigung des Chromatinfadens
hervorgeht, hingt vom Stadium der Zelle im Zellzyklus zum Zeitpunkt der Bestrahlung ab. Wird
im Zeitraum von der spiten Prophase der Mitose bis zum Beginn der S-Phase bestrahlt, vor der
Duplikation der Chromatiden, resultieren daraus Chromosomenaberrationen. Erfolgt die
Bestrahlung im Zeitraum vom Ende der G;-Phase bis zur Prophase, also nach der DNA-
Replikation, entstehen Chromatidaberrationen.

Abbildung 41 veranschaulicht diesen Zusammenhang zwischen Aberrationstyp und Stadium im

Zellzyklus zum Bestrahlungszeitpunkt (Buckton und Evans, 1973).

SUBCHROMATID-

CHROMOSOME-TYPE >< CHROMATID-TYPE
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DEVELOPMENT WHO 30126

Abbildung 41: Zusammenhang zwischen Aberrationstyp und Stadium im  Zellzyklus zum
Bestrahlungszeitpunkt (Buckton und Evans, 1973)
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Zytologisch lassen sich nach Giemsa-Fiarbung folgende Chromosomenschidden an
Mitosechromosomen differenzieren:

-paarige Chromatidstiicke ohne Zentromer: azentrische Fragmente

-paarige Chromosomenstiicke ohne Zentromer, die sich zu einem Ring verbunden haben:

azentrische Ringe

-gepaarte Chromatiden mit Zentromer verbunden zu einem Ring: zentrische Ringe.
Diese Aberrationen betreffen jeweils ein Chromosom. Zu Aberrationsfiguren, an denen mehrere
Chromosomen beteiligt sind, gehoren z.B. Chromosomen mit zwei oder mehr Zentromeren (di-
/trizentrische Chromosomen).
Azentrische Fragmente und Azentrische Ringe werden in der Mitose nicht auf Tochterkerne verteilt
und schlielich im Zytoplasma resorbiert.
Unter Chromatidaberrationen werden Chromatidbriiche, Chromatidaustausch und sogenannte
»gaps* zusammengefasst. ,,Gaps* sind achromatische Lasionen, die Liicken in den Chromosomen
vortiduschen, eine Diskontinuitit besteht jedoch nicht. Sie sind leicht verwechselbar mit Artefakten
und deshalb zur quantitativen Dosimetrie nicht geeignet. Chromatidbriiche werden typischerweise
von alkylierenden Substanzen hervorgerufen. Sie treten nur bei teilungsfihigen Zellen auf. Das
Auftreten dieses Aberrationstyps hingt stark davon ab, in welchem Stadium des Zellzyklus sich die
Zelle zum Zeitpunkt der Bestrahlung befindet. In dieser Arbeit traten entgegen der Erwartung
deutlich mehr Chromatidschdden als Chromosomenschidden auf (siehe unten). Daher wird die
quantitative Dosimetrie nur an Hand einer Kontrollgruppe moglich, die dhnlich kultiviert wurde
(Buckton und Evans, 1973).
An humanen peripheren Lymphozyten wurde, unabhingig vom Zellzyklus und bei gleichen
Bestrahlungs- und Kulturbedingungen, gezeigt, dass a-Strahlung (*'Am) im Vergleich zur y-
Strahlung ("*’Cs) hauptsichlich Chromosomenschiden verursacht und dabei besonders effektiv bei
der Induktion von dizentrischen Chromosomen ist. Das konnte damit zusammenhéngen, dass o-
Strahlung vor allem Doppelstrangbriiche und y-Strahlung vorwiegend Einzelstrangbiiche
verursacht. In der gleichen Studie wurde die relative biologische Wirksamkeit der verwendeten o-
Strahlung im Vergleich zur y-Strahlung mit 15 bestimmt (Schmid et al, 1996).
Die verursachten chromosomalen Schiden durch *’Bi-Immunkonjugate in dieser Arbeit sind
hauptsédchlich Chromatidschidden. Die verwendeten Zelllinien zeigten sich unterschiedlich
empfindlich gegeniiber *"’Bi-Behandlung, wobei die Chromosomen von HTB-135 prozentual am
stiarksten geschiddigt waren und bei L 929 WT die chromosomalen Schiden am geringsten
ausgepragt waren.
Fir alle Zelllinien war giiltig, dass der Schweregrad der Schidden mit steigender
Aktivitidtskonzentration zunahm. Besonderes Augenmerk sollte darauf gelegt werden, wie der
Unterschied zwischen spezifischer und unspezifischer Wirkung, d.h. der Unterschied zwischen L

929 A9 und L 929 WT nach Inkubation mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. HSC, die
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mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (6H8) und mit *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten
(7H1) behandelt wurden, ausfiel. Bei L 929 A9 zeigte sich bei Aktivitidtskonzentrationen von 50
und 160 kBg/ml eine 15fach stidrkere Schiddigung der Chromosomen als bei L 929 WT. Die
Schidigung der Chromosomen bei HSC, behandelt mit spezifischen *'’Bi-anti-A9-E-Cadherin-
Konjugaten, fiel dagegen nur etwa doppelt so hoch aus, wie nach Behandlung mit unspezifischen
*IBi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten bei 600 kBg/ml.

Bei MDA-Zellen war das AusmaB der chromosomalen Schiddigung bei allen
Aktivititskonzentrationen von *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten fiir Zellen mit A9-E-Cadherin
und WT-E-Cadherin in etwa gleich. Der Prozentsatz an chromosomalen Schiden betrug bei einer
Aktivitdtskonzentration von ca. 160 kBg/ml fiir MDA WT zwischen 18 und 66% und fiir MDA A9
zwischen 18 und 71%. Lediglich der Schweregrad der Schiden war bei MDA A9 gering
ausgepragter als bei MDA WT. So waren z.B. Chromatidschiden des Auspriagungsgrades C bei
MDA A9 in 31% zu finden und bei MDA WT nur in 6%, wihrend die Schiden der
Auspragungsgrade A und B weniger Unterschiede aufwiesen (MDA WT: 42 und 16%, MDA A9:
24 und 24%).

Beziiglich MDA-Zellen sind Daten iiber die chromosomale Schéidigung nach Behandlung mit
23B;- anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in hoheren Aktivitdtskonzentrationen (0,74; 1,48; 4,81
MBg/ml) von Miederer (Miederer; 2002) vorhanden. Im Vergleich zu den Experimenten dieser
Arbeit tiberwogen in der zitierten Arbeit Chromosomenschéden. Dies liegt moglicherweise an der
anders gewdhlten Kulturzeit (Zeitraum zwischen Bestrahlung und Chromosomenpréparation).
Wihrend die Kulturzeit in vorliegender Arbeit 18-24 h betrug, betrug sie in den Experimenten von
Miederer 3 d.

Beginnen die Zellen wihrend der Kulturzeit bereits mit einer Mitose, so konnen bestimmte
sogenannte instabile Chromosomenaberrationen (azentrische Ringe, azentrische Fragmente,
zentrische Ringe und dizentrische Chromosomen) wihrend der Mitose verloren gehen. Dies kann,
wenn die Kulturzeit deutlich lidnger als die Verdopplungszeit ist, dazu fithren, dass
Chromosomenaberrationen, die vorhanden waren, in der Mitose nicht mehr nachweisbar sind.
Unter anderem deshalb, weil Chromosomenbruchstiicke ohne Zentromer nicht auf die
Tochterkerne verteilt werden. Zudem spielt die Verlangerung des Teilungsvorganges der Zellen

nach Bestrahlung moglicherweise eine Rolle.



133 5. Diskussion

5.8 Zur Dosisabschiitzung

Aus der Anwendung von a-Emittern in der Radioimmuntherapie ergibt sich die Notwendigkeit, die
aus der applizierten Aktivitét resultierende Dosis zu ermitteln, um die Effekte der Therapie zum
einen mit externen Bestrahlungsmethoden und zum anderen mit der Radioimmuntherapie mit [-
Strahlern vergleichen zu konnen.

Die Probleme bei der Dosisschitzung mit a-Emitter-Immunkonjugaten, sind vornehmlich durch die
ungleiche Verteilung der Radioimmunkonjugate bedingt, die im Gegensatz zu externer Bestrahlung
mit exakt definierter Dosisleistung, nicht prézise steuerbar ist. Erschwerend kommt der
stochastische Zerfall von Nukliden allgemein hinzu sowie die Tatsache dass, der LET iiber die
Wegstrecke von a-Teilchen nicht konstant ist. Diese Gegebenheiten gestalten die Berechnung
zusitzlich komplex.

In dieser Arbeit wurde die Dosis, verursacht von *’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten und *"’Bi-
anti-A8-Konjugaten fiir ausgewéhlte Versuche (Inkubationszeit 90 min, Fibroblasten und HSC-
Zellen) mit vereinfachenden Annahmen berechnet.

In der Rechnung wurden die Anzahl der Antigene pro Zelle, die Assoziationskonstante des
Antikorpers, Bindung und Internalisierung der Antikorper und die verschiedenen Zelldurchmesser
(abgeloste Zellen) beriicksichtigt. Beziiglich der von *"’Bi emittierten a-Partikel ist zu beachten,
dass der lineare Energietransfer (LET) von der Energie des jeweiligen Teilchens abhingt, die sich
entlang seiner Wegstrecke #ndert. Fiir die Beriicksichtigung der Anderung des LET iiber die
Wegstrecke gibt es zwei Moglichkeiten: Erstens die durchschnittliche Verteilung der a-Zerfille
nach einer geometrischen Anordnung und zweitens die sogenannte Monte-Carlo-Simulation, bei
der computergestiitzt alle einzelnen Energieabgaben entlang der Wegstrecke des a-Teilchens
simuliert werden. Die Berechnungen wurden unter Verwendung von Daten aus der Arbeit von
Bardies und Meyers zur Dosimetrie bei Radioimmuntherapie durchgefiihrt (Bardies und Myers,
1990), in der die einfachere geometrische Methode verwendet wurde. In der zitierten Arbeit wurde
fiir Zellen oder Zellcluster mit verschiedenen Radien (5-200 pm) errechnet, welcher Anteil der
Energie eines a-Partikels von den Zellen absorbiert wird. Diese Daten wurden fiir verschiedene
Energien von a-Teilchen (1-10 MeV) berechnet. Dabei gibt es optimale Zelldurchmesser abhéngig
von der Teilchen-Energie fiir die maximal mogliche Energieabsorption. Bei einer Energie von 8,4
MeV, wie bei >"*Bi der Fall, wird bei einem Zellcluster- oder Sphiroiddurchmesser von 70 um der
groBBtmogliche Anteil der Energie absorbiert.

Die Ergebnisse der Dosisabschitzung fiir die RI in den durchgefiihrten Experimenten zeigen, dass
die Assoziationskonstante eines Antikorpers den wichtigsten Einfluss auf die Dosis (Gy) darstellt.
Zum Beispiel ist die Dosis der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate in verschiedenen Experimenten
trotz verschiedener Zelllinien (L 929 WT, HSC: unspezifische Bindung der AK) &hnlich hoch.
Nach diesen Berechnungen zeigen die verschiedenen Zellen mit angegebenem AK bei folgender

Dosis (Gy) ein Uberleben von 37%: L 929 A9 (anti-A9-E-Cadherin-AK): 1,5 Gy, L 929 WT (anti-
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A9-E-Cadherin-AK): 1,95 Gy, HSC (anti-A9-E-Cadherin-AK): 1,2 Gy, HSC (anti-A8-E-Cadherin-
AK): 3,0 Gy. Die Zellen, die mit spezifisch bindenden RI inkubiert worden sind (HSC und L 929
A9, behandelt mit *"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten) wurden durch geringere Dosen abgettet,
als die Zellen, an deren Oberfliche die RI unspezifisch binden (HSC behandelt mit *"’Bi-anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten und L 929 WT behandelt mit *’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten). Der
Unterschied der jeweiligen Assoziationskonstanten betrug 2 Zehnerpotenzen. Der Wert fiir die
Assoziationskonstante stand aus einem fritheren Scatchard-Experiment an MDA-Zellen
(persénliche Mitteilung Christoph Adam, K,=1,82%10° 1/mol) zur Verfiigung. Wurde fiir die
Dosisberechnung ein ca. 2fach hoherer Wert (Ka:4,8>“108 I/mol) aus einem anderen Scatchard-
Experiment (Miederer et al, 2003) an MDA-Zellen verwandt, erhohten sich die berechneten
Dosiswerte um 3 bis 20% bei der jeweils hochsten Aktivitdtskonzentration. Diese Ergebnisse
entsprechen der Erwartung, da bei spezifischer Bindung der RI an der Zelloberflidche die Zellen mit
hoher Wahrscheinlichkeit von *"Bi-Atomen getroffen werden. Einschrinkend ist jedoch
festzustellen, dass die Unterschiede zwischen den entsprechenden Zelllinien und RI sehr gering
sind. Das konnte dadurch bedingt sein, dass die Dosis, die aus RI resultiert, die frei im Medium
schwimmen, unterschitzt wird. Insbesondere a-Partikel, die im Medium schwimmen und zufillig
Zellen treffen wurden bei der Modellrechnung nicht beriicksichtigt. Da das Volumen der Zellen im
Vergleich zum Mediumvolumen verschwindend gering ist, wurde dieser Fehler als gering
eingeschitzt, was die vorliegenden Daten nicht bestétigen.

Genauere Berechnungen, die miteinbeziehen, welche Dosis den Zellkern trifft, wurden an murinen
Zellen mit *"’Bi-Immunkonjugaten spezifisch fir CD44 durchgefiihrt (Kennel et al, 1999). Die
Dosen, die dabei fiir die Zelllinien EMT-6 oder Line-1 ermittelt wurden, um das Uberleben auf
37% zu reduzieren, waren 1,7 und 1,4 Gy. Diese Daten stimmen gut mit den in dieser Arbeit
berechneten iiberein. Die Vergleichbarkeit der Versuche wird jedoch dadurch eingeschrinkt, dass
in dieser Arbeit Einzelzellen verwendet wurden und die absorbierte Energie fiir die gesamte Zelle
berechnet wurde. In der Arbeit von Kennel dagegen bezieht sich die Dosis auf den Zellkern und die
Experimente wurden an Monolayern (mit 80% Konfluenz) durchgefiihrt. Die Dosis, die aus der
abgegebenen Energie von y- und B-Strahlung der Tochternuklide von *"Bi selbst resultiert, ist
kleiner als 1% der Gesamtdosis und deshalb zu vernachlidssigen. Auch die Dosis durch die
Radioimmunkonjugate aus dem Medium wurde in der Arbeit von Kennel nicht miteinbezogen,
weil sie weniger als 1% der Gesamtdosis ausmachte.

Die Monte-Carlo-Simulation zur Dosimetrie wurde fiir *'' At-Immunkonjugate an Gliom- und
Melanomzellen (Antigen Tenascin) durchgefiihrt. Die errechneten Dosen fiir ein Uberleben von
37% lagen hier deutlich niedriger mit 0,24-0,29 Gy, wihrend die entsprechenden
Aktivitidtskonzentrationen mit 50-151 kBg/ml in der gleichen GroBenordnung lagen wie die
Aktivititskonzentrationen aus den vorliegenden klonogenen Tests, die das Uberleben der Zellen

auf 37 % reduzierten. Mit *'' At-Immunkonjugaten wurden Monolayer behandelt und die Dosis
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wurde fiir das Medium sowie fiir die Zellen berechnet. Je nach Zelllinie wurde dabei zwischen
Zelloberfliche und Zellmatrix unterschieden (Larsen et al, 1998). Um das normierte Uberleben auf
37% einzuschrinken, wurde aufgrund der Berechnungen angegeben, dass 1-2 Partikel den Kern
treffen miissten. Aus den Daten dieser Arbeit lédsst sich eine entsprechende Angabe nur fiir die an
der Zelloberfliche gebundenen *"’Bi-Immunkonjugate machen. Diese betrigt fiir L 929 A9 in etwa
14 a-Partikel und fiir HSC (*"*Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate) in etwa 47 a-Partikel pro Zelle.
Um das Modell zur Dosisberechnung genauer zu iiberpriifen, miissen mehr Daten mit "'Cs
gewonnen werden. Wenn sich der hier gezeigte Trend bestitigt, dass der Schaden, verursacht durch
v-Bestrahlung in #dhnlicher GréBenordnung liegt, wie der, verursacht durch o-Bestrahlung, ist
anzunehmen, dass das Modell nicht zu vernachldssigende Ungenauigkeiten in sich birgt.

Bei der Dosisberechnung wird von kugelférmigen Zellen ausgegangen, obwohl sie adhirent am
Zellkulturgefal sind und dabei vermutlich eine eher flache Form annehmen. Der dabei entstehende
Fehler ist als sehr grof} einzustufen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der adhérenten Zellen
konnten wertvolle Informationen liefern, um die Dosisberechnung hinsichtlich der Zellgeometrie
entscheidend zu verfeinern.

Die Ungenauigkeiten bei der Dosimetrie kommen mit dadurch zu Stande, dass der Crossfire-Effekt
nicht ausreichend beriicksichtigt werden kann. Der Crossfire-Effekt ist wohl auch fiir die fehlenden
Unterschiede beziiglich der Bestrahlungswirkung durch *"’Bi-Immunkonjugate bei spezifischer

bzw. unspezifischer Antigen-Antikorper-Wechselwirkung verantwortlich.
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6. Zusammenfassung

Die Radioimmuntherapie stellt gegeniiber operativer, Strahlen- und Chemotherapie eine alternative
Malignomtherapie dar, bei der Tumorzellen iiber tumorspezifische Antigene als Zielstruktur mit
Antikorper-gekoppelten Radionukliden selektiv abgetotet werden. Speziell a-Strahler wie *''At
oder *"’Bi werden, nach Kopplung an geeignete Carrier, in der Therapie des malignen Glioms bzw.
der myeloischen Leukidmie eingesetzt.

Die Radioimmuntherapie mit dem o-Emitter *"Bi stellt auch beim Magenkarzinom mit
Peritonealkarzinose eine Therapieoption dar. Ca. 10 % aller diffusen Magenkarzinome exprimieren
mutiertes E-Cadherin (A9-E-Cadherin). Gegen A9-E-Cadherin wurde ein monoklonaler Antikorper
entwickelt (anti-A9-E-Cadherin), der selektiv an Tumorzellen, nicht aber an Normalgewebe bindet.
Anti-A9-E-Cadherin ist daher ein viel versprechender Carrier fiir Radionuklide zum FEinsatz in der
Radioimmuntherapie. *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate haben sich als sehr erfolgreich bei der
Therapie der Peritonealkarzinose im Mausmodell erwiesen. Dabei konnte das Uberleben von
Nacktmiusen mit A9-E-Cadherin-exprimierenden intraperitonealen Magenkarzinomzellclustern

mittels *"’Bi-Immuntherapie signifikant verlingert werden.

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Zelllinien nach Behandlung mit *"Bi-
Immunkonjugaten (max. 1.700 kBq) im Hinblick auf das Uberleben untersucht werden. Dazu
wurden murine Fibroblasten, L 929 WT bzw. L 929 A9, sowie humane Mammakarzinomzellen,
MDA WT bzw. MDA A9, mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten inkubiert, die spezifisch an
A9-E-Cadherin, nicht aber an WT-E-Cadherin binden. A9-E-Cadherin exprimierende HSC und
MPE-600 Zellen wurden mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"’Bi- anti-A8-E-
Cadherin-Konjugaten (unspezifisch) inkubiert. Die Uberlebenskurven, ermittelt an Hand
klonogener Tests, zeigten fiir alle Zelllinien eine exponentielle Dosis-Wirkungsbeziehung. Bei
MDA und bei L 929 wurden die A9-E-Cadherin-exprimierenden Zellen jeweils stirker geschadigt
als WT-E-Cadherin-exprimierende Zellen. Die Reduktion des Uberlebens auf 37% wurde fiir MDA
A9 mit 27 kBq, fiir L 929 A9 mit 86 kBq, fiir MDA WT mit 482 kBq und fiir L 929 WT mit 380
kBq der *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate erreicht. Die Behandlung von HSC mit *"*Bi-anti-A9-
E-Cadherin-Konjugaten bzw. *"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten zeigte keine signifikanten
Unterschiede: 37% Uberleben wurde mit *"’Bi-Aktivititen von 196 bzw. 233 kBq erreicht.

Chromosomale Aberrationen als Folge der Inkubation der Zellen mit *"’Bi-Immunkonjugaten
konnten in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Bei einer Aktivititskonzentration
von 740 kBg/ml zeigten sich strukturelle Chromosomenaberrationen in bis zu 84% der behandelten
Zellen. Deutliche Unterschiede hinsichtlich der Anzahl von Zellen mit Chromosomenaberrationen
zeigten sich jeweils zwischen L 929 A9 und L 929 WT nach Behandlung mit *"’Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugaten, sowie zwischen HSC inkubiert mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten

bzw. *’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten.
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Die unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich Schidigung von HSC Zellen nach Behandlung mit
*UBi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. >"’Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten, einerseits im
klonogenen Test zur FErmittlung des Uberlebens, andererseits bei der Quantifizierung
chromosomaler Aberrationen, haben ihre Ursache im Verhiltnis der vorhandenen Antigen-
Molekiile zu den applizierten Antikdrpermolekiilen. Aufgrund relativ geringer Zellzahlen waren in
den klonogenen Tests zwischen 1,0¥10%-1,6%¥10° freie *'*Bi-Immunkonjugate pro Zelle im Medium
vorhanden, wihrend bei den Experimenten zur Untersuchung der Chromosomen-Aberrationen
zwischen 1,1%¥10%-2,6%10" freie *"’Bi-Immunkonjugate pro Zelle im Medium vorhanden waren. Je
hoher die Anzahl an nicht gebundenen *"’Bi-Immunkonjugaten im Medium, desto groBer ist der
Anteil der Zellen, die aufgrund des Crossfire-Effekts geschddigt werden.

Mit Hilfe eines vereinfachten Modells wurden die aus den applizierten >"Bi-
Aktivitdtskonzentrationen resultierenden Dosen berechnet. Fiir die Berechnungen wurden
Zelldurchmesser, Anzahl der A9-E-Cadherin-Molekiile pro Zelle sowie das Ausmal3 der zelluliren
Internalisierung der *"’Bi-Immunkonjugate beriicksichtigt. Die aus der Inkubation mit
verschiedenen Aktivititskonzentrationen der *"’Bi-Immunkonjugate errechneten Dosen, die eine
Reduktion des Uberlebens auf 37% verursachten, lagen zwischen 1,2 und 3,0 Gy. Diese Dosen
liegen in der gleichen GroBenordnung wie diejenigen, die in der Literatur fiir murine Systeme nach
Behandlung mit *"’Bi-Immunkonjugaten beschrieben sind. Die ermittelten Dosen fiir HSC, nach
Behandlung mit *"’Bi-Immunkonjugaten, decken sich dagegen nicht mit den Uberlebenskurven.
Die Ursache hierfiir konnte die Unterschitzung der Dosis durch nicht gebundene *"’Bi-
Immunkonjugate nach dem hier vorliegenden Modell zur Dosisabschitzung sein. Die Anzahl der
frei im Medium schwimmenden, nicht gebundenen *'’Bi-Immunkonjugate verringert sich mit
zunehmender Zellzahl. Die Ergebnisse hinsichtlich der Spezifitit der zytotoxischen Wirkung der
verschiedenen *"’Bi-Immunkonjugate - d.h. zunehmende Spezifitit bei abnehmendem Verhiltnis
von Antikdrpermolekiilen zu Antigenmolekiillen — stehen in FEinklang mit Ergebnissen aus
Therapieversuchen am Mausmodell. Die Radioimmuntherapie mit *’Bi-Immunkonjugaten stellt
auch aufgrund der vorliegenden Ergebnisse eine viel versprechende Option fiir die Therapie des

Magenkarzinoms mit Tumorzelldissemination im Intraperitonealraum dar.
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7. Anhang
7.1 Tabellen

Tabelle 16: Versuchsaufbau zur "Scatchard"-Analyse (V.1-V.18) mit verschiedenen Zelllinien und *"’Bi-anti-
A9-E-Cadherin-Konjugaten bzw. "*I-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten

| zene | o | awcnae | [ dernic | fover | osstorsein
1 L 929 A9 125 6H8 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
2 MDA A8 125 6H8 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
3 MDA A9 125 6H8 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
4 MDA A9 12 6H8 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
5 MPE-600 125 6H8 50-800 ng/ml 1 30 min bei 37°C
6 HSC 219B; 6H8/3 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
7 HSC 213g; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 4°C
8 HTB-135 219g; 6H8/3 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
9 L 929 A9 219gj 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
10 L929WT 213g; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
11 MDA A9 219B; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
12 MDA A9 213g; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
13 MDA A9 213g; 6H8/3 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
14 MDA A9 219g; 6H8/3 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
15 MDA WT 213g; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
16 MDA WT 219B; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
17 MPE-600 213g; 6H8/2 500-6000 ng/ml 3 30 min bei 37°C
18 MPE-600 213g; 6H8/2 50-800 ng/ml 3 30 min bei 37°C
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Tabelle 17: Versuchsaufbau zu Kinetikexperimenten wdhrend der Inkubation mit RI (anti-A9-E-Cadherin)
mit verschiedenen Zelllinien (V.19-44)

AK-Molekiile als

VN Zelllinie Zellzahl Vielfaches der ':‘:;?etr'z{l‘fr Zeitpunkte in min Z\é\i/tzr:ii(t
Antigene

19 HSC 200.000 30fach 4C 10, 30, 60, 120 2,222
20 L 929 A9 300.000 40fach 4 10, 30, 62 ;1320’ 180 353366
21 L 920 WT 400.000 36fach 4 10, 30, 62 ;1320’ 180 666,666
22 HSC 290.000 19fach 25C %o?’ 152’01,(}5%?’ 12% 32, % % % 32
23 L 929 A9 400.000 28fach 25C %o?’ 152’01,(}5%?’ 12% 2,2, % % % 1.3,
24 L 929 WT 410.000 33fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%% 22, %” % % 56,
25 HSC 283.000 17fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%% 3,3, 33 33 33 3.3,
26 L 929 A9 405.000 23fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%%’ 3,3, %” %” %’ 66,
27 L 929 WT 404.000 28fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%% 3,3, 33 33 33 1.3,
28 HSC 210.000 27fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%% 3,3, %” %” % 66,
29 L 929 A9 400.000 28fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%%’ 3,3, 33 33 33 3.3,
30 L 929 WT 400.000 34fach 25 %o?! 12’01!2’5%?’ 1%% 3,3, 33 33 33 3.3,
31 HSC 129.000 47fach 37C  |10,30,60, 120,240| 3,233 3
32 L 929 A9 134.000 90fach 37C  |10,30,60, 120, 240| 3,3,3,32
33 L 929 WT 208.000 69fach 37C  |10,30,60, 120, 240|  3,3,3,3,2
34 HSC 125.000 35fach 37°C 10,20, 2%060’ 1201 33333
35 HTB-135 80.000 166fach 37C 10, 30, 60, 120 3,333
36 L 929 A9 125.000 71fach 37°C 10,20, 2%060’ 120.1 6.6,5,6,6,6
37 HSC 132,000 46fach 37°C 10, 22’8%?’2(1% 120.1 5,6,6,6,6,6,6
38 L 929 A9 125.000 96fach 37°C 10, 2‘1’8%?’23% 120.1 33,2 2,3,3,3
39 L 929 WT 185.000 78fach 37°C 10, 2‘1’8%?’23% 120.1 5 1,3,3,3,3,3
40 MDA A9 12.000.000 1fach 37C |0, 60,120, 180,300] 22,222
41 MDAWT | 16.000.000 1fach src |00 122é;80, 3000 5222202
42 L920A9 | 22.000.000 1fach src %60 122é;80, 8000 5222202
43 L929WT | 19.000.000 1fach src |00 122é38°’ 3000 5222202
44 L 929 WT 9.500.000 33fach 37°C 0, 60, 120, 240 2,2,2,2
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Tabelle 18: Versuchsaufbau zu Kinetikexperimenten nach Entfernung der '''In-anti-A9-E-Cadherin-

Konjugate mit verschiedenen Zelllinien (V. 45-60)

AK-Molekiile als | Inkubationstem-
V.- . . . L Werte/ Vorgehen nach
Zelllinie Zellzahl Vielfaches der peratur und - Zeitpunkte in min ) .
Nr. . Zeitpunkt Inkubation
Antigene dauer
45 HSC 213.000 21fach 4°C, 60 min 10, 104, 120 2,3,3 Med'w\‘;"ve)"hse'
46 L 929 A9 330.000 28fach 4°C, 60 min 10, 30, 104, 120 5,1,6,6 MW
47 L929WT 276.000 40fach 4°C, 60 min 10,104, 120 2,3,3 MW
48 L 929 A9 300.000 40fach 4°C, 60 min 10, 30, 60, 120, 180| 3,3,3,3,3 MW
49| L929WT 300.000 48fach 4°C, 60 min 10, 30, 60, 120, 180| 3,3,3,3,3 MW
) 0,2,5,10, 30,60, |3,3,3,3,3, 3, MW und 1x
50 HSC 196.000 31fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 3333 Waschen
) 0,2,5,10, 30,60, |3,3,3,3,6, 6, MW und 1x
51 L 929 A9 400.000 30fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 6.6, 6.6 Waschen
) 0,2,5,10, 30,60, |3,3,3,3,3, 3, MW und 1x
52| L929WT 400.000 36fach 25°C, 5 min 90, 150, 180 3.3.3 Waschen
) 0,2,5, 10, 35,60, |3,3,3,3,3,3, MW und 1x
53 HSC 307.000 24fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 333 3 Waschen
) 0,2,5, 10, 35,60, [3,3,3,3,3,3, MW und 1x
54 HTB-135 108.000 204fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 333 3 Waschen
) 0,2,5, 10, 35,60, [3,3,3,3,3,3, MW und 1x
55 L 929 A9 400.000 37fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 333 3 Waschen
) 0,2,5, 10, 35,60, [3,3,3,3,3,2, MW und 1x
56| L929WT 400.000 44fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 3323 Waschen
) 0,2,5, 10, 30, 60, [3,3,3,3,1,3, MW und 1x
57 HSC 270.000 22fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 3.3 3 2 Waschen
58| HTB-135 100.000 118fach 25eC, 5min | 6090120180, f 55 5 5 5 [ MWundix
180 Waschen
) 0,2,5, 10,30, 60, |3,3,3,3,3,3, MW und 1x
59 L 929 A9 400.000 29fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 3233 Waschen
) 0,2,5, 10, 30, 60, [3,3,3,3,3,3, MW und 1x
60| L929WT 400.000 35fach 25°C, 5 min 90, 120, 150, 180 3.3 3 2 Waschen
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Tabelle 19: Ergebnisse klonogener Tests verschiedener Zelllinien in 24-Well-Platten
Klone
Zelllinie Zellzahl/Well ] Standardabweichung n Wachstumszeit (d) PE
Mittelwert (SD)

L 929 A9 10 2,7 1.1 12 11 0,27
L 929 A9 20 7,8 2,6 12 11 0,39
L 929 A9 40 19,7 5,1 12 11 0,49
L 929 A9 80 34,4 6,1 12 11 0,43
L 929 WT 40 31,3 4,6 6 10 0,78
L 929 WT 80 46,2 3,4 6 10 0,58
L 929 WT 120 77,5 8,9 6 10 0,65
L 929 WT 200 112,8 12,5 6 10 0,56
MPE-600 30 0,2 0,5 5 18 0,01
MPE-600 50 2,1 2,6 11 18 0,04
MPE-600 70 1,5 1,1 6 18 0,02
MPE-600 100 8,3 5,7 12 18 0,08
MPE-600 150 11,8 5,2 6 18 0,08
MPE-600 200 25,5 5,3 6 18 0,13
MDA A8 30 16,3 5 6 17 0,54
MDA A8 50 19,3 4,7 12 17 0,39
MDA A8 70 29,4 3,4 5 17 0,42
HTB-135 200 3 2,6 3 11 0,02
HTB-135 300 6,7 2,1 3 11 0,02
HTB-135 400 6,3 0,6 3 11 0,02
HTB-135 600 14,7 2,3 3 11 0,02
HTB-135 900 28,7 55 3 11 0,03
HTB-135 1200 25 2,6 3 11 0,02
HTB-135 70 3,7 1,6 6 9 0,05
HTB-135 140 6,5 1,2 6 9 0,05
HTB-135 210 8,5 1,5 6 9 0,04
HTB-135 280 16,3 5,1 6 9 0,06
HTB-135 350 22,7 5,7 6 9 0,06
HTB-135 420 22,8 6,7 6 9 0,05
HTB-135 490 26 4.1 6 9 0,05
HTB-135 560 28,2 5 6 9 0,05
HSC 40 9,3 2,7 6 8-10 0,23
HSC 80 26,2 6,7 6 8-10 0,33
HSC 120 46,5 7,3 6 8-10 0,39
HSC 160 50,3 11,3 6 8-10 0,31
HSC 40 5,2 1,5 6 8-10 0,13
HSC 80 24,5 7,6 6 8-10 0,31
HSC 120 37 6,1 6 8-10 0,31
HSC 160 42,2 9,8 6 8-10 0,26
HSC 200 43,7 7,1 6 8-10 0,22
HSC 240 110 9,7 6 8-10 0,46
HSC 280 119,5 21,1 6 8-10 0,43
HSC 320 123,5 21,2 6 8-10 0,39
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Tabelle 20: Versuchsaufbau der Inkubation von Zellen mit *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 96-Well-

Platten fiir klonogene Tests (V.74-78)

MAK- Ausgeséte #1°Bj-Aktivitats-
MAK Gesamtanzahl
V.-Nr. Zelllinie Konzentration in Zellen pro konzentrationen
/Charge . der Wells
pg/mi Well in kBg/ml
74 MPE-600 6H8/1 0,03-1,33 50, 100 2,36,113 96, 83, 63
75 MDA-WT 6H8/1 0,91-9,17 20 17,18, 59, 64 25, 25, 25,17
76 MDA A9 6H8/1 0,91-9,17 50, 100 54, 58, 193, 210 33, 24, 36, 24
77 MDA-WT 6H8/3 0,17-0,68 150 121, 462 72,96
78 MDA A9 6H8/3 0,17-0,68 70 121, 462 84, 67

Tabelle 21: Versuchsaufbau der Inkubation von Zellen mit >’ Bi-Immunkonjugaten in 24-Well-Platten ohne

Mediumwechsel (V. 80-82)

MAK- Ausgeséte #1°Bj-Aktivitats-
MAK Gesamtanzahl
V.-Nr. Zelllinie Konzentration in Zellen pro konzentrationen
/Charge ) der Wells
pug/ml Well in kBg/ml
80 MPE-600 7H1/5 0,07-0,72 10, 20 5,15 20, 24
81 MDA-WT 6H8/3 0,19;0,37 180 9,17 24,24
82 MDA A9 6H8/3 0,19;0,37 120 9,17 24,24

Tabelle 22: Versuchsaufbau der Inkubation von Zellen mit *"’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 24-Well-
Platten fiir 30 min (V. 83 und 84)

MAK- Ausgeséte #1°Bj-Aktivitats-
MAK Gesamtanzahl
V.-Nr. Zelllinie Konzentration in Zellen pro konzentrationen
/Charge . der Wells
pg/ml Well in kBg/ml
83 MDA-WT 6H8/2 0,14; 0,27 400 52, 103 24,24
84 MDA A9 6H8/2 0,14; 0,27 400 52,103 24,24
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Tabelle 23: Versuchsaufbau der Inkubation von Zellen mit *"* Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 24-Well-
Platten fiir 45 min (V. 85-106)

MAK- Ausgeséte #Bj-Aktivitats-
V.-Nr. Zelllinie MAK Konzentration in Zellen pro konzentrationen Gesamtanzahl
/Charge der Wells
pg/ml Well in kBg/ml
85 HSC 6H8/3 0,41-1,95 300 297, 1558 20, 24
86 HSC 6H8/3 0,05; 0,25 300 20, 101 24,24
87 HSC 6H8/3 0,004-0,72 80 3, 28, 296, 630 24,23, 24, 24
88 HSC 6H8/3 0,11-0,44 80 103, 212, 218, 456 24,24,24, 24
89 HSC 6H8/3 0,002-0,36 80 1, 13, 140, 316 24,24, 24, 24
90 HSC 6H8/3 0,027-0,27 80 26, 272 24,24
91 HSC 6H8/3 0,015-0,091 80 13, 41, 83, 428 24,24,24, 24
92 L 929 A9 6H8/3 0,012-0,5 20 8, 27, 52, 245, 473 24 24;4’ 24
93 L 929 A9 6H8/3 0,006-0,2 40 12, 41,73, 374 24,24, 24, 24
94 L929 WT 6H8/3 0,15-0,6 20 93, 189, 387 24,24, 24
95 L 929 WT 6H8/3 0,012-0,5 20 8, 27, 52, 245, 473 24 24;4’ 24
96 L 929 WT 6H8/3 0,027-0,27 40 26, 268 24,24
97 L 929 WT 6H8/3 0,006-0,2 40 12, 41,73, 374 24,24,24, 24
98 HTB-135 6H8/3 0,05-0,25 600 20, 101 24,24
99 HTB-135 6H8/3 0,002-0,36 300 1, 13, 140, 316 24,24, 24,24
100 HTB-135 6H8/3 0,027-0,27 500 26, 272 24,24
101 HTB-135 6H8/3 0,015-0,46 500 13, 41, 83, 428 24,24, 24, 24
102 MDA WT 6H8/3 0,005-2,27 200 3, 31, 330, 1780 23,24, 24,24
103 MDA WT 6H8/3 0,001-3,95 180 2,4,8,16, 31 6, 6, 6, 30, 30
104 MDA WT 6H8/3 0,007-0,29 200 7,61,313 24,24, 22
105 MDA A9 6H8/3 0,001-3,95 120 2,4,8,16, 31 3,3,3,27,27
106 MDA A9 6H8/3 0,007-0,29 400 7,61,313 24,24, 24
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Tabelle 24: Versuchsaufbau der Inkubation von Zellen mit *" Bi-Immunkonjugaten in 24-Well-Platten fiir 90
min (V. 107-134)

MAK- Ausgesite #1°Bj-Aktivitats-
MAK Gesamtanzahl
V.-Nr. Zelllinie Konzentration in Zellen pro konzentrationen
/Charge . der Wells
pg/ml Well in kBg/ml
193, 389, 563, 770, | 24, 24,9, 18, 18,
107 HSC 6H8/4 0,33-1,13 80
973, 1269 18
108 HSC 6H8/4 0,21-1,24 80 100, 222, 446, 673 8,8,8,8
109 HSC 6H8/4 0,28-1,21 80 242,371, 648 24,24, 24
140, 434, 568, 843, 24,24, 18, 18,
110 HSC 7H1/6 0,22-1,52 80
994 18
111 HSC 7H1/6 0,24-1,43 80 71, 162, 325, 490 24,24,24, 24
112 HSC 7H1/6 0,48-1,18 80 236, 365, 567 24,24, 24
376, 760, 1150, 24,24,24, 24,
113 HSC 6H8/3 0,67-1,64 80
1547, 1950 24
114 HSC 6H8/3 1,02-1,80 80 568, 776, 995 19, 24,24
28, 55, 83, 109, 24,24, 24, 24,
115 HSC 6H8/3 0,07-2,00 80
243 24
24,24, 24, 24,
116 HSC 6H8/3 0,10-0,90 80 17, 33, 50, 68, 150 o4
317, 629, 953, 24,24, 24, 24,
117 HSC TH1/7 0,26-1,5 80
1282, 1593, 1787 17,6
118 HSC TH1/7 0,84-1,38 80 629, 821, 1004 24,24, 24
34, 68, 102, 137, 24,24, 24, 24,
119 HSC TH1/7 0,079-1,55 80
300 24
24, 24, 24, 23,
120 HSC 7H1/7 0,093-0,81 80 18, 37, 55, 73, 162 o4
121 L 929 A9 6H8/4 0,18-0,72 37,5 134, 261, 415, 568 24,6,24,24
821, 1029, 1203,
24,8,13, 18, 6,
122 L 929 A9 6H8/4 0,67-2,50 40 1446, 1568, 1848, 18.6.3
1914, 2057 T
123 L 929 A9 6H8/4 0,28-1,19 40 238, 365, 628 24,24, 24
76, 152, 223, 291, 24,24,24, 24,
124 L 929 A9 6H8/3 0,081-2,00 40
492 24
125 L 929 A9 6H8/3 1,02-1,80 40 568, 776, 980 18, 24,24
377,736, 1110, 24,24, 24, 24,
126 L 929 A9 6H8/3 0,23-1,67 40
1480, 1957 24
61, 122, 183, 249, 24,24,24, 24,
127 L 929 A9 6H8/3 0,072-0,41 40
370 24
128 L 929 WT 6H8/4 0,18-0,72 37,5 134, 261, 415, 568 24,6,24,24
821, 1077, 1203,
24,18, 6, 18, 6,
129 L 929 WT 6H8/4 0,00-2,50 40 1446, 1568, 1848, 8.6
1914 ’
130 L 929 WT 6H8/4 0,28-1,19 40 242,371, 657 22,26, 24
76, 152, 223, 291, 24,24, 24, 24,
131 L 929 WT 6H8/3 0,081-2,00 40
492 24
132 L 929 WT 6H8/3 1,02-1,80 40 568, 776, 980 18, 24, 24
377,747, 1125, 24,24, 24, 24,
133 L 929 WT 6H8/3 0,23-1,67 40
1480, 1957 24
134 L 929 WT 6H8/3 0,072-0,41 40 61, 122, 183, 249, 24,24, 24, 24,
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Tabelle 25: Versuchsbedingungen zur Analyse von Chromosomenaberrationen nach Inkubation von
Magenkarzinomzellen mit *" Bi-Immunkonjugaten (V. 136-142)

Spezifische #1°Bj-Aktivitats-
MAK Zellzahl/
V.-Nr. Zelllinie Art/Ch Flasch Aktivitat in kBg/ug konzentrationen
rt/Charge asche
9 MAK in kBg/ml
0, 41, 159, 392,
136 HSC 6H8/3 2,0*10° 0, 770
777
137 HSC 6H8/4 1,6-2,5*10° 0, 1361 0, 4, 16, 62, 154
138 HSC 6H8/4 2,0"10° 887 77,189, 377, 742
139 HSC 7H1/6 1,6-2,1*10° 1035 15, 60, 143
0, 73, 180, 360,
140 HSC 7H1/6 2,0*10° 0, 955
712
141 HSC TH1/7 2,0*10° 0, 664 0, 37, 366, 733
137/139 HSC - 1,2510° 0 0
138/140 HSC - 2,010° 0 0
142 HTB-135 6H8/3 6,5*10° 0, 692 0,155

Tabelle 26: Versuchsbedingungen zur Analyse von Chromosomenaberrationen nach Inkubation von
Fibroblasten mit *"°Bi-A9-E-Cadherin-Konjugaten (V. 143-150)

Spezifische #Bj-Aktivitats-
Versuch-Nr. Zelllinie MAK Zellzanl Aktivitat in kBg/ug konzentrationen
Art/Charge Flasche MAK in KB/l
143 L 929 A9 6H8/3 1,5*10° 0, 636, 801 0, 41,167
144 L 929 A9 6H8/3 6,0710° 0, 636, 801 0, 41,167
145 L 929 A9 6H8/3 2,0710° 0, 692 0, 6,31, 155
146 L 929 A9 6H8/3 2,0710° 0, 1230 0, 19, 70, 185, 370
147 L 929 WT 6H8/3 1,5"10° 0, 636, 801 0, 41,167
148 L 929 WT 6H8/3 6,0710° 0, 636, 801 0, 41,167
149 L 929 WT 6H8/3 2,0710° 0, 692 0, 6,31, 155
150 L 929 WT 6H8/3 2,0710° 0, 1230 0, 19, 70, 185, 370

Tabelle 27: Versuchsbedingungen zur Analyse von Chromosomenaberrationen nach Inkubation von MDA-

Zellen mit > Bi-A9-E-Cadherin-Konjugaten (V. 151-156)

Spezifische *Bj-Aktivitats-
. MAK Zellzahl/ L .
Versuch-Nr. Zelllinie Aktivitat in kBg/ug konzentrationen
Art/Charge Flasche .
MAK in kBg/ml
151 MDA A9 6H8/3 1,5"10° 0, 636, 801 0, 41,167
152 MDA A9 6H8/3 6,0710° 0, 636, 801 0, 41,167
153 MDA A9 6H8/3 2,0710° 0, 692 0, 6,31, 155
154 MDA WT 6H8/3 1,5*10° 0, 636, 801 0, 41,167
155 MDA WT 6H8/3 6,0710° 0, 636, 801 0, 41,167
156 MDA WT 6H8/3 2,0710° 0, 692 0, 6,31, 155
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Tabelle 28: Verdopplungszeiten und die Daten zu deren Berechnung fiir verschiedene Zelllinien, a Zellzahl
grafisch ermittelt, b Exponent der Wachstumsgleichung grafisch ermittelt, r> Korrelationskoeffizient der
Trendlinie fiir die einzelnen Datenpunkte, x,-x1 Verdopplungszeit

Zelllinie GefaB a b P X2-X1 (h) Mittelwert xo-x4 (h)
HSC 75-cm2-Flasche 529563 0,0185 0,9540 37
HSC 10 ml TBB-R. 136511 0,008 0,8865 87 36
HSC 75-cm2-Flasche 1069630 0,0205 0,9954 34
HTB-135 75-cmz2-Flasche 253635 0,0141 0,9906 49 49
L 929 A9 75-cm2-Flasche 436934 0,0364 0,9616 19
L 929 A9 10 ml TBB-R. 85744 0,0342 0,9795 20 29
L 929 A9 75-cm2-Flasche 355303 0,0294 0,9837 24
L 929 A9 75-cm2-Flasche 633459 0,029 0,9807 24
L 929 WT 75-cm2-Flasche 442600 0,0264 0,8808 26 26
MDA A9 75-cm2-Flasche 670739 0,0309 0,9870 22 23
MDA A9 10 ml TBB-R. 102506 0,0283 0,9205 24
MDA WT 75-cm2-Flasche 562326 0,0279 0,9969 25 o5
MDA WT 10 ml TBB-R. 79475 0,0268 0,9430 26

Tabelle 29: Quantitative Ergebnisse der FACS-Analyse verschiedener Zelllinien

Zelllinie Probe mfi Antigene

MDA A9 Kontrolle 8,6 1381
1 271,8 281583

MDA WT Kontrolle 0

1 253,4 261995

Kontrolle 1,6 2869
L 929 A9 1 80,4 165942
2 80,7 166583

L 929 WT Kontrolle 2,2 3990
1 63,3 129532

Kontrolle 4,5 8954
HSC 1 173 367023
2 171,6 363947

Tabelle 30: Ergebnisse der Scatchard-Plots mit negativer Steigung der Regressionsgeraden (B/F gegen B

aufgetragen)
Versuch-Nr. Zelllinie Nuklid B, inng | Anzahl der A9-E-Cadherine

pro Zelle
1 L 929 A9 125 10,96 4,4E+04
3 MDA A9 125 21,34 8,6E+04
4 MDA A9 125 19,37 7,8E+04
6 HSC #19p; 30,08 1,2E+05
7 HSC 219p; 7,18 2,9E+04
9 L 929 A9 219p; 4,88 2,0E+04
10 L929 WT 219p; 4,07 1,6E+04
11 MDA A9 219p; 7,07 2,8E+04
12 MDA A9 #19p; 22,51 9,0E+04
13 MDA A9 #19p; 24,47 9,8E+04
17 MPE-600 213 26,53 7,8E+04
18 MPE-600 213 20,59 8,2E+04
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Tabelle 31: Ergebnisse der Kinetikexperimente wiihrend der Inkubation mit RI (anti-A49-E-Cadherin) von
Zellen mit A9-E-Cadherin

. . . Bindung Internalisierung
V.- . Inkubations- | Zeitpunkte in min nach
Zelllinie . .
Nr. temperatur Inkubationsbeginn 3 s 3 s
Mittelwerte*10° Stabw. *10° Mittelwerte*10° Stabw. *10"
19 HSC 4°C 10, 30, 60, 120 8,6,8,6 0,3;0,2;0,3;0,2] 12,10, 16,17 0,2;3; 3; 1
0,2,5,10,30,60,90,|2,1,4,4,4,4,4,11;0,0;1;1;1; 1;] 2,8,8,11,14, 10,1;0,1;0,2;1; 1;
22| HSC 25°C 120, 150, 180 6.4,5 031,021 [14,16,18,18,24| 1,1;04;04;1
sl s psic | ©25.10,30,60,90,(1,3,5,7,11, 14, 03,1, 1;1;04; 4’;;”12623: 3136664' 0.4;1;1;0,2; 2;
120, 150, 180 15, 31, 20, 26 1;2;5;1; ; ; ’ 5;4;8;4;5
124,120
0,2;0,1; 0,4; 0,2;
0,2,5,10,30,60,90,[1,2,3,3,3,9,6,| 1;0,3;1;1;0,2; |2,2,4,6,10,15,| 72" 7> =" "2~
28 HSC 25°C 120, 150, 180 6,7,7 1;1;1;1;1 17, 20, 20, 20 0.3; %i?s 2
31 HSC 37°C 10, 30, 60, 120,240 | 11,7,9,13,10 2,2,2,8,2 7,14,9,9, 11 0,4;8;0,4;1;2
34 HSC 37°C 10, 20, 23’060’ 120, 19,13, 113;2’ 12, 2,1,2,2,3 9,4,6,7,7,7 1;1;0,4;0,3; 1
10, 20, 30, 60, 120, 11,16, 13, 19, 13, 15, 15, 15,
37 HSC 37°C 180, 240 12.6,7 2,5,8,3,31,3 16,16, 11 1,2,2,1,1,1,2
20 L 929 A9 4°C 10’30’620;1320’180’ 3,6, 14,6,10,10] 1;0,1;4;2;3;5| 4,5,7,4,7,5 1,1,1,2,5,1
0,2,5,10,30,60,90,(|1,4,5,9,5,5,4,10,2;1;1;2;1; 1;| 11, 1, 16,33, 21,| 1;1;1;7; 1; 0,3;
23 L 929 A9 25°C 120, 150, 180 5,8,6 1;1;1 24,25, 25, 27, 34 2;1;2
9, 27,52, 84
0,2,5,10, 30,60,90,| 25,9, 15,18, |0,1;0,1;0,4;1;1;} > 7. _" 10,4;1;3;3;5;10;
26 L 929 A9 25°C e o N aa ae aa LT 106,142,176, | L LTI T
120, 150, 180 26,29,35,32,39] 2;3;1;1;4 188, 159, 166 6;7;21; 20
0,2,5,10, 30,60,90,(1,2,4,6,4,6,7,|1;1;0,4;0,1;0,3;]] 3,6,9, 14,12, |0,4;0,4;0,2; 0,4;
29 L 929 A9 25°C 120, 150, 180 8,12, 11 1;0,2;1,2,1 |18, 24, 26, 29, 20| 0,3;1;1; 2; 4; 1
32 L 929 A9 37°C 10, 30, 60, 120,240 | 8,8,10,9,10 4,2,3,4,1 7,10,10,8,10 | 0,3;1;1;1;4
10, 20, 30, 60, 120, | 10, 10, 11, 11, 13,16,14,13, | .. .. (4. 4. 4.
36 L 929 A9 37°C 240 11,10 1,3,3,4,4,2 13,15 1;1;0,3;1; 1; 1
10, 20, 30, 60, 120, 12,17,12,16, | 9;4;2;0,2;0,0; | 13,15,13,16, | 1;2;6;0,1;3; 3;
38 L 929 A9 37°C 180, 240 14,10, 11 2;2 15,17, 11 1
4°C fir 30
40 MDA A9 min, danach 0, 120, 180, 300 330, 290, 320, 10, 20, 30, 50 690, 720, 610, 30, 10, 110, 110
250 680
37°C
42 L 929 A9 n:;C(;:;:c?h 0, 60, 120, 180, 300, | 450, 350, 310, 10, 10, 50, 10, 550, 650, 690, |10, 10, 50, 7, 20,
’3700 420 290, 150, 120 10, 20 710, 850, 880 4
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Tabelle 32: Ergebnisse der Kinetikexperimente wihrend der Inkubation mit RI (anti-A9-E-Cadherin) von
Zellen ohne A9-E-Cadherin

. . . Bindung Internalisierung
V- - Inkubations- | Zeitpunkte in min nach
Zelllinie . )
Nr. temperatur Inkubationsbeginn
Mittelwerte*10° | Stabw. *10° | Mittelwerte*10® | Stabw. *10°
35 HTB-135 37°C 10, 30, 60, 120 10, 14, 11,12 1,11,1,3 3,2,2,2 0,4;0,4;0,2; 1
21| Lo2owT 4°C 10,30,60,120,180, | 4 3 4 66,4 | 2,1,2,1,3,1 | 1,1,1,2,2,1 25010302
240 1;0,2
0,0;0,2; 0,0; 0,1;
0,2,5,10,30,60,90,]1,1,2,3,1,1,1,[0,3;0,3; 1; 1;0,3;] 0,1; 0,2; 0,3; 0,2;| >’ ~ ' .~ ;.
24 L 929 WT 25 120, 150, 180 1,2,1 0,3;1;0,4;1;0,4 1;1;1;1;2 1,00;0.1,03;
0,4;0,3
6, 23, 44, 69, 87
0,2,5,10, 30, 60,90,| 1,4,7,10,15, 10,1;0,2;1;0,3;1;| >~ , .. """|1;1;4;2;0,3; 11;
27| Lo2owWT 25°C 120,150,180  |20,28,33,31,39| 2 1:2;10 | 128146175 5,27;6
197, 185
0, 2,5, 10, 30, 60,90,(1,2,3,6,4,6,7,] 0,2;0,2;0,2;4; | 2,3,6,7,9,15,| 0,2;0,3;1;4; 1;
80| LooWT 25°C 120, 150, 180 7,810  [0151;04;1;1;3 17,20,21,20 | 1;1;02;1; 1
33 L929WT 37°C 10, 30, 60, 120,240 | 8,18,11,11,7 | 4;14;5;7;0,2 3,3,4,4,4 1;1;0,4;0,4;0,0
10, 20, 30, 60, 120, |11,6,8,12,8,5,] ... o q. 1;1;1;1;1;0,3;10,1; 0,2; 0,2; 0,3;
39 L929WT 37°C 180, 240 11 3;0,3;3;2;1; 2 9 0,1:0,2
41 MDA WT n::?c:z:]:aa((:)h 0, 60, 120, 180, 300, | 710, 670, 650, 130, 120, 260, 330, 320, 390, 40, 20, 60, 10,
’3700 420 700, 600, 750 120, 60, 20 300, 430, 210 50, 50
43 L 929 WT I’:I;C(;:;:(?h 0, 60, 120, 180, 300, | 690, 620, 560, |50, 40, 210, 230, 310, 380, 440, |10, 10, 10, 10, 1,
é7°C 420 590, 480, 490 50, 50 410, 520, 510 10

Tabelle 33: Ergebnisse der Kinetikexperimente nach Entfernung der '"'In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate

von Zellen mit A9-E-Cadherin

V.- Inkubations- Zeitpunkte nach Bindung Internalisierung
N.r Zelllinie temperatur Inkubationsbeginn
' und -dauer (min) Mittelwerte*102 | Stabw. *102 | Mittelwerte*102 | Stabw. *102
45 HSC 4°C, 60 min 10, 104, 120 21,1 0,2;0,3; 0,4 13,4,5 0,0;0,6; 0,7
0,4;2;03;0,4; | 33,30,34,34
_10,2,5,10,30,60,90,] 9,8,8,7,6,10, | 2> = 22 O |93,99, 9%, 9% | 5 5 5 5 4,4,
50 HSC 25°C, 5 min 190, 150, 180 789 10 |06:08:3:1:0.1] 33,47,34 41, 11.8.22
0,1 38, 42
0,2 5,10,35,60,90, |15, 12, 11,11, 7,|2;2:2:2:1;1; 13| 11,8, 8,8, 15, |3;1;2;2;1;2; 1;
53 HSC 25°C, 5 min 120, 150, 180 9,8,6,7,8 0,6;0,2;05 [12,14,12,15,15| 1,2;04
18,17, 14, 11 29, 34, 35, 30
. 10.2,5,10,80,60,90, [, .7, 0 L [3 2106 | ) no na e | 6122520152
57 HSC 25°C, 5 min 190,150, 180 | 16:12.9. 12,11, i 33, 38, 33, 36, 052 3
12 33, 33
46| L929A9 | 4°C,60min | 10,30, 104, 120 7,1,1,1 2,0,2;0,2 30,19, 17, 13 9,4,2
48| Lo29a9 | 4c.60min | 10,30,60, 120,180 | 3.2,2,1,2 [%° 0’2(;2’3;0’1; 14,13,12,12,12]  1:0.4;1;1
16, 15, 21, 21
_lo,2,5,10,30, 60,90, 12 1>ebel Ao 41 2 1, 2,|55, 57,70, 69, 46 2, 3, 1, 1,7, 5, 3,
51 L929A9 | 25°C, 5min 120, 150, 180 12, 111’ 11‘;’ 17, 1,1,1 45,45, 51, 45, 48 24,2
0,2 5,10,35,60,90,|9,15,9,13,7,7.|6,3,2,1,3,2,1,| 9, 16, 10, 13, 10,| 4, 4, 2, 2, 7, 3, 2,
55 L929A9 | 25°%C,5min 120, 150, 180 5,6,6,7 1,1,1 12,5,7,7,8 1,1,2
14,16, 16, 17 46, 50, 53, 46
_lo,2 5,10,30,60,90,| 10 1 1 {403 1:0,4;0,4f 72200 4 3534 0 3,
59| L920A9 | 25°C, 5 min 190,150,180 | 1" 11,1sé1z, 16 70541 | % 9;% 14&: 40, [ 505 103
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Tabelle 34: Ergebnisse der Kinetikexperimente nach Entfernung der ' In-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate
von Zellen ohne 49-E-Cadherin

V.- Inkubations- Zeitpunkte nach Bindung Internalisierung
N;’ Zelllinie temperatur Inkubationsbeginn
' und -dauer (min) Mittelwerte*102 |  Stabw. *102 | Mittelwerte*102 |  Stabw. *10?
31,27, 32,26
. 10,2,5,10, 35, 60, 90, | 23, 20,23, 18, 5,(0,4;2;0,4;2; 0,5 . .~ - .- [23,2,1,1,1,1,
54| HTB-135 | 25°C, 5 min 120, 150, 180 554,44 |01:021:1:01| > 113’ 1156 17, 9,1, 1
58| HTB-135 25°C, 5min | 60, 90, 120, 150, 180 | 15, 13,13,1, 16| 1;1;0,3;8;2 |40, 43,41,2,45( 3,3,2,23,1
44 L929WT | 4°C, 80 min 0, 60, 120, 240 36, 32, 30 4,31 64, 68, 70 4,21
47 L929WT | 4°C, 60 min 10, 104, 120 1,1,1 0,3;0,2; 0,0 1;0,2;0,3 0,2;0,1;0,1
49| L929WT | 4°c,60min | 10,30,60,120,180 | 1,1,2,1,1 1;0’2;0053;0’2; 04;1;1;0,4;2 0'1;0'2;20’0;0'1;
_|0,2,5,10,30,60,90,| 16,16,14,14, | 2;0,3;1;1;1;1;| 43,52, 49,47, |4,2,2,3,2,2,3,
52| L929WT | 25°C,5min 150, 180 13,13, 12, 15, 14 2;1;1 47, 41,10, 45, 41 3,5
. |o,25,10,35,60,90,[11,8,9,11,9,6,] 2;1;1;2;3;2; | 7,7,6,8,6,13, [2,1,2,1,1, 2, 4,
56| L929WT | 25°C,5min 120, 150, 180 7556 01:1:1: 1 7,4,4,5 1,1, 1
15, 15, 14, 14, ot a oo | 4948, 46,47,
60| LozowT | 250 5min [©2 510306000, 2t o [0 52 15 oo 16,2,4,4,5,5,4,
120, 150, 180 16 16 0,4;1;1;0,4 45 39 1,1,2
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Tabelle 35: Ergebnisse von klonogenen Tests nach Inkubation mit *"°Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten
(6H8) und *"Bi-anti-A8-E-Cadheri-Konjugaten (7HI) mit 80 HSC-Zellen/Well und 300-600 HTB-135-
Zellen/Well mit verschiedenen Inkubationszeiten

- Inkubationsdauer, Aktivitdtskonzentration Klone pro Well Reproduktion in %
V.-Nr. Zelllinie MAK
Vorgehen danach (kBg/ml) _ _
x sD x SD
89 HSC 6H8 45 min, 1x waschen mit 0,1,13,140, 316 24,9.9,2.1 7.4.4,2.1 100, 39, 36, | 28, 18,18, 7,
PBS 10, 3 5
45 min, 1x waschen mit
=) HSC 6H8 . 0, 26, 272 20, 16, 4 4,52 100,82, 21 | 18,24, 12
45 min, 1x waschen mit
91 HSC 6H8 . 13,41, 83, 428 19,8, 6, 1 54,31 |100, 40,29, 4| 24,22, 15,6
45 min, 1x waschen mit
98 | HTB-135 | 6Hs PBS 0, 20, 101 32,31,13 5,5,5 100,96,41 | 16,16, 15
99 | HTB-135 | eHg | 4°mMin 1xwaschen mit 1,13, 140, 316 4,410 | 2:2;1;01 | 1008630 | 58 54 26 2
PBS 05
45 min, 1x waschen mit
100 | HTB-135 | eHs PBS 0, 26, 272 15,10, 5 4,4,2 100,67,32 | 28,25, 16
101 | HTB-135 | eHg | 40 Min Tx waschen mit 13,41, 83, 428 10,862 | 3321 | 190805 |35 31 24 10
PBS 20
108 HSC 6H8 90 min, MW 0,100, 222, 446,673 |19,13,8,6,1| 8,4,4, 4,1 100\;’;1"141’ 43, 21’520’ 22,
109 HSC 6H8 90 min, MW 0,242, 371, 648 30,15,9,7 | 9686 | 1% 252’ 29, 129, 21,27, 20
. 0,376,760, 1150, |62, 14,3,5,2,| 8;7;4;5:2; | 100;21;5;8; |14, 12, 6,9, 3,
s HSC 6H8 90 min, MW 1547, 1950 0 05 3,03 1
114 HSC 6H8 90 min, MW 0, 568, 776, 995 45,2,0,8 | 10;3;03;5 | 100,5,0,18 | 21,7,1, 11
. 100, 84, 71, |48, 34, 39, 35,
115 HSC 6H8 90 min, MW 0,28, 55, 83,109,243 [ 9,7,6,5.6,8(4,3,3,3,4,2| ' 0 40,28
- 51,42,40,33,( 9,11,9,9,5,| 100, 81,79, | 18,17, 22, 17,
116 HSC 6H8 90 min, MW 0,17, 33, 50, 68, 150 .19 8 64. 63, 57 i
111 HSC 7H1 90 min, MW 0,71,162,325,490 | 19,8,2,0,0 | 8:6:2:0:03 %% 404;10; 0 43, 321’ 10,0,
112 HSC 7H1 90 min, MW 0,236, 346,567 | 26,11,11,5| 159,65 | '°* ;‘g’ 42, | 56, 35, 24, 19
_ 0,317, 629, 953, 1282, |62, 29, 26, 13,| 16,7, 12, 10, | 100, 46, 41, |25, 12, 20, 17,
"7 HSC 7H1 90 min, MW 1593, 1787 8,0,2 9.1,3 21,13,1,3 | 14,1, 4
118 HSC 7H1 90 min, MW 0,629,821,1004 | 45,10,12,4 | 10,8,7,4 100,22, 27,9]| 21,19, 15,9
_ 100, 96, 85, |48, 46, 42, 29,
119 HSC 7H1 90 min, MW 0,34, 68, 102,137, 300| 9,9, 8,6,6,3| 4,4,4,3,3,2| )" 30,21
- 51,44,39,29,( 9,9, 10, 8,8, | 100,87, 76, |18, 17, 19, 15,
120 HSC 7H1 90 min, MW 0,18, 37, 55, 73, 162 2710 5, 56. 52,19 16,10
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Tabelle 36: Ergebnisse von klonogenen Tests mit *"”Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten in 24-Well-Platten
mit 20-40 L 929/Well mit verschiedenen Inkubationszeiten

- Inkubationsdauer, Aktivitdtskonzentration Klone pro Well Reproduktion in %
V.-Nr. Zelllinie MAK
Vorgehen danach (kBg/ml) — —
X SD X SD
94 | LozowT | eHg | 4°min Txwaschen mit 0,93, 189, 387 5,3,2, 1 2,1,1,1 | 190493V 145 25 21, 20
PBS 23
45 min, 1x waschen mit 100, 81, 98, |38, 53, 43, 37,
95 | L920WT | 6H8 oBS 0.6,27,52,245,473 |7,56,7,2,113,3,3,2 1, 1] 401 53 13 | 20,14
96 | LozowT | eHs | #°™MM 1;‘{3”;5“9” mit 0, 26, 268 23,21,13 5,3,4 100,92,57 | 20,13, 18
45 min, 1x waschen mit 18, 14, 14,12, 100, 80, 80, |22, 13, 16, 19,
97 | LozowT | 6Hs bBe 0,12,41,73,374 s 42333 68, 46 17
128 | L920WT | eHs 90 min, MW 0,134, 261,415,568 | 12,8,13,2,1| 4,2,2 2,1 1001’311’2103’ 35, 201’36’ 14,
. 0,821,1077, 1203, 1446, | 17,3,3,1,0, |5: 1:5;1;1; 1;| 100, 16, 18, 7,| 28, 8, 32, 4, 4,
129 [ LO2OWT | 6H8 90 min, MW 1568, 1848, 1914 2,0,0 0;0,4 2,10,0, 1 6,0,2
130 | Lo2owT | 6H8 90 min, MW 0,242, 371, 657 17,11,7,6 | 6,4,3,3 100’5’5’ 39, | 35,26, 17, 16
. 16, 12, 13, 10, 100, 78, 83, |24, 24, 32, 18,
131 | Lo2owT | 6H8 90 min, MW 076,152, 223,201,402 | 10 V[ 4,4,5,3,3,3| (oo 20,19
132 | Lo2owT | 6Hs 90 min, MW 0, 568, 776, 980 19,2,1,7 | 4,1,1,3 | 100,9,4,37 | 21,7,5, 18
, 0,377, 747, 1125, 1480, |21, 15,6, 4, 4, 100, 71, 29, |25,33, 14, 12,
133 | Lo2owT | 6Hs 90 min, MW 1057 ’ 573381 2007 5.5
. 18, 17, 15, 15, 100, 92, 81, |25, 23, 24, 21,
134 | Lo2owT | 6Hs 90 min, MW 061,122, 183,249,870 00 12 171 5,4,4,4,6,5| o 0o a1 26
45 min, 1x waschen mit 16,8,5,3, 1, 100, 49, 31, |32, 21, 32, 19,
92 | Lo29n9 | 6Hs bBS 0,6, 27, 52, 245, 473 o 535311 0 7
121 | Lo2gng | eHs 90 min, MW 0,134, 261,415,568 | 19,4,3,2,0 | 5:3;2;4; 0,5 1001’1211’ 14,128, 18:'39' 19,
, 0,821, 1029, 1203, 1446, | 27,1,2,0,0, | 5:2;3;04; |100;4,9,1,1,|20,6, 11,1, 2,
1221 L929A9 | 6HB 90 min, MW 1568, 1848, 1914,2057 | 0,0,1,0 |04;0;1;1;0| 0,1,2,0 0,2,5,0
123 | Lo2gng | eHs 90 min, MW 0, 238, 365, 628 20,9,3,5 | 4,323 100’;‘;’ 131 21,14, 9, 14
. 26, 18, 15, 10, 100, 69, 57, |18, 19, 17, 10,
124 | Lo2gng | eHs 90 min, MW 0,76, 152, 224, 291, 492 g |554.854 Ll 0 20,14
125 | Lo2gng | eHs 90 min, MW 0, 568, 776, 980 21,1,3,4 | 4,1,8,4 |[100,3,15,19] 21,6,37,17
. 0,377,736, 1110, 1480, | 26,6, 4, 1, 1, 100, 23, 17, 4,| 22, 12, 26, 4,
126 | Lo29n9 | eHs 90 min, MW o7 0 6,3,7,1,2,1 a1 s
, 34,19, 14, 12, 100, 56, 41, |18, 13, 14, 12,
127 | Lo2gng | eHs 90 min, MW 0,61, 122, 183, 249, 370 e |e4sass| 5 16
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Tabelle 37: Chromosomenaberrationen bei Magenkarzinomzellen nach Behandlung mit
Immunkonjugaten
V- N AktivitétIS- . An"zahl S-Zellen in Chromatid-Schéden in Chro.r.noso.men-
N Zelllinie AK Konzentration in | gezéahlter % % Schaden in %
kBg/ml Zellen A A B c
136 HSC 6H8 41 100 3 2 0 0 1 0 0
136 HSC 6H8 159 100 15 6 1 4 4 0
136 HSC 6H8 392 100 54 6 12 12 14 8 0
136 HSC 6H8 777 100 80 10 26 32 6 6 0
137 HSC 6H8 4 100 5 2 2 0 1 0 0
137 HSC 6H8 16 100 5 4 0 0 1 0 0
137 HSC 6H8 62 100 20 8 6 6 0 0 0
137 HSC 6H8 154 100 48 25 15 4 4 0 0
138 HSC 6H8 77 100 10 5 3 0 0 0
138 HSC 6H8 189 100 23 10 7 6 0 0 0
138 HSC 6H8 377 100 45 13 21 11 0 0 0
138 HSC 6H8 742 100 84 9 39 36 0 0 0
139 HSC 7H1 15 100 6 4 2 0 0 0 0
139 HSC 7H1 60 100 20 10 3 0 0 0
139 HSC 7H1 143 100 46 23 18 5 0 0 0
140 HSC 7H1 73 100 1 1 0 0 0 0 0
140 HSC 7H1 180 100 21 9 9 3 0 0 0
140 HSC 7H1 360 100 45 21 15 9 0 0 0
140 HSC 7H1 712 100 75 15 18 42 0 0 0
141 HSC 7H1 37 100 1 1 0 0 0 0 0
141 HSC 7H1 366 100 2 1 0 0 0 1 0
141 HSC 7H1 733 100 15 6 5 3 0 0
142| HTB-135 6H8 155 100 94 24 32 31 5 2 0
Tabelle 38: Chromosomenaberrationen bei murinen Fibroblasten nach Behandlung mit
Immunkonjugaten
V- N Aktivitétsl— An"zahl S-Zellen in Chromatid-Schéden in Chro[nosomen—
N Zelllinie AK anzentratlon gezahlter % % Schéaden in %
in kBg/ml Zellen B c A B c
143 L929 A9 6H8 41 100 15 3 5 0 7 0 0
143 L929 A9 6H8 167 50 50 38 8 2 2 0 0
144 L929 A9 6H8 41 100 17 4 6 0 6 1 0
144 L929 A9 6H8 167 50 40 30 10 0 0 0 0
145 L929 A9 6H8 6 100 2 2 0 0 0 0 0
145 L929 A9 6H8 31 100 13 9 3 0 1 0 0
145 L929 A9 6H8 155 50 52 8 42 2 0 0 0
146 L929 A9 6H8 19 20 0 0 0 0 0 0 0
146 L929 A9 6H8 70 20 0 0 0 0 0 0 0
146 L929 A9 6H8 185 50 2 2 0 0 0 0 0
146 L929 A9 6H8 370 20 15 5 5 5 0 0 0
1471 L929WT 6H8 41 100 2 1 0 0 1 0 0
1471 L929WT 6H8 167 50 0 0 0 0 0 0 0
1481 L929WT 6H8 41 100 0 0 0 0 0 0 0
1481 L929WT 6H8 167 50 2 2 0 0 0 0 0
1491 L929WT 6H8 6 100 1 1 0 0 0 0 0
1491 L929WT 6H8 31 100 1 1 0 0 0 0 0
1491 L929WT 6H8 155 100 6 4 2 0 0 0 0
150 L 929 WT 6H8 19 20 0 0 0 0 0 0 0
150 L 929 WT 6H8 70 20 0 0 0 0 0 0 0
150 L929WT 6H8 185 keine Mitosen
150 L929WT 6H8 370 keine Mitosen
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Tabelle 39: Chromosomenaberrationen bei MDA-Zellen nach Behandlung mit *"° Bi-Immunkonjugaten

V- N Aktivitéts.- Anzahl S-Zellen in Chromatid-Schéden in Chro[nosomen—
NI, Zelllinie AK anzentratlon gezahlter % %o Schaden in %
in kBg/ml Zellen A B c A B c
151 MDA A9 6H8 41 100 35 18 9 2 6 0 0
151 MDA A9 6H8 167 100 80 16 24 31 9 0 0
152 MDA A9 6H8 41 100 32 15 10 1 5 1 0
152 MDA A9 6H8 167 100 66 24 15 21 6 0 0
153 MDA A9 6H8 6 100 3 3 0 0 0 0 0
153 MDA A9 6H8 31 100 8 2 2 0 4 0 0
153 MDA A9 6H8 155 100 18 6 12 0 0 0 0
154 MDAWT 6H8 41 50 58 24 22 0 12 0 0
154 MDA WT 6H8 167 50 66 42 12 6 6 0 0
155 MDAWT 6H8 41 100 71 40 23 4 4 0 0
155 MDA WT 6H8 167 50 60 36 16 4 4 0 0
156 MDA WT 6H8 6 100 1 0 1 0 0 0 0
156 MDA WT 6H8 31 100 0 0 2 0 0
156 MDA WT 6H8 155 100 18 10 0 2 0 0

Tabelle 40: Anzahl der freien und gebundenen *"° Bi-Immunkonjugate bei klonogenen Tests mit MDA-Zellen

Zelllinie Aktivitéts_— . spezifische Akivitat N Anzahl frgier P_\nlzahl gebur)dener
V.-Nr. WeII-pIat’e konzentration Uberleben (kBg/ug) Radioimmunkonjugate pro Radioimmunkonjugate pro
(kBg/ml) Zelle Zelle
77 MDA-WT, 96 0 1,000 0 0,00E+00 0,0000
77 MDA-WT, 96 461,5 0,156 677 1,94E+06 1,0916
77 MDA-WT, 96 120,8 0,634 709 5,08E+05 0,2875
103 MDA-WT, 24 0 1,000 0 0,00E+00 0,0000
103 MDA-WT, 24 0,219 1,000 286 7,35E+03 0,0005
103 MDA-WT, 24 0,438 0,605 286 1,47E+04 0,0010
103 MDA-WT, 24 0,876 0,964 286 2,94E+04 0,0021
103 MDA-WT, 24 1,753 0,982 286 5,88E+04 0,0042
103 MDA-WT, 24 3,51 0,875 286 1,18E+05 0,0084
103 MDA-WT, 24 7,81 0,705 319 2,62E+05 0,0186
103 MDA-WT, 24 15,6 0,805 318 5,23E+05 0,0372
103 MDA-WT, 24 15,62 0,890 319 5,24E+05 0,0372
103 MDA-WT, 24 31,2 0,648 318 1,05E+06 0,0743
103 MDA-WT, 24 31,23 1,064 319 1,05E+06 0,0744
78 MDA A9, 96 0 1,000 0 0,00E+00 0,0000
78 MDA A9, 96 120,8 0,301 709 1,09E+06 23,8760
78 MDA A9, 96 461,5 0,042 677 4,16E+06 60,2575
105 MDA A9, 96 0 1,000 0 0,00E+00 0,0000
105 MDA A9, 24 0,219 1,000 286 1,10E+04 0,0522
105 MDA A9, 24 0,438 1,571 286 2,20E+04 0,1043
105 MDA A9, 24 0,876 1,429 286 4,41E+04 0,2081
105 MDA A9, 24 1,753 0,750 286 8,82E+04 0,4150
105 MDA A9, 24 3,51 0,536 286 1,77E+05 0,8249
105 MDA A9, 24 7,81 0,464 319 3,93E+05 1,8089
105 MDA A9, 24 15,6 0,323 318 7,85E+05 3,56117
105 MDA A9, 24 15,62 0,321 319 7,86E+05 3,56162
105 MDA A9, 24 31,2 0,161 318 1,57E+06 6,6500
105 MDA A9, 24 31,23 0,393 319 1,57E+06 6,6564
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Tabelle 41: Anzahl der freien und gebundenen *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate bei klonogenen Tests mit
HSC und HTB-135 im Vergleich

o Aktivitétg- . spezifische Aktivitat . .Anzahl fre.ier Anlzahl gebur.1dener
V.-Nr. Zelllinie konzentration Uberleben (kBajlug) Radioimmunkonjugate pro Radioimmunkonjugate pro

(kBg/ml) Zelle Zelle
100 HTB-135 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
100 HTB-135 26,38 0,667 962 3,14E+05 0,09
100 HTB-135 271,94 0,325 992 3,24E+06 0,97
90 HSC 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
90 HSC 26,38 0,817 962 1,96E+06 9,13
90 HSC 271,94 0,212 992 2,03E+07 73,00

Tabelle 42: Anzahl der freien und gebundenen *"Bi-Immunkonjugate bei klonogenen Tests mit HSC

N Aktivité’ns'— . spezifische Aktivitat ; lAnzahI frgier Anlzahl gebur)dener
V.-Nr. Zelllinie, MAK konzentration Uberleben (kBa/lug) Radioimmunkonjugate pro Radioimmunkonjugate pro
(kBg/ml) Zelle Zelle
115 HSC, 6H8 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
115 HSC, 6H8 27,5 0,842 381 1,09E+06 9,05
115 HSC, 6H8 54,6 0,706 381 2,18E+06 16,64
115 HSC, 6H8 82,6 0,513 387 3,32E+06 23,47
115 HSC, 6H8 109,4 0,668 386 4,42E+06 29,13
115 HSC, 6H8 242,6 0,358 392 1,01E+07 49,59
114 HSC, 6H8 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
114 HSC, 6H8 567,9 0,051 559 2,28E+07 91,03
114 HSC, 6H8 775,9 0,003 577 3,14E+07 105,45
114 HSC, 6H8 994,7 0,176 780 4,05E+07 139,69
119 HSC, 7H1 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
119 HSC, 7H1 33,9 0,965 431 1,35E+06 0,12
119 HSC, 7H1 67,5 0,847 431 2,70E+06 0,24
119 HSC, 7H1 102,1 0,640 438 4,10E+06 0,36
119 HSC, 7H1 137,4 0,631 445 5,56E+06 0,49
119 HSC, 7H1 300 0,334 445 1,25E+07 1,06
118 HSC, 7H1 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
118 HSC, 7H1 1004,1 0,087 728 4,09E+07 3,53
118 HSC, 7H1 820,5 0,270 739 3,32E+07 2,90
118 HSC, 7H1 628,7 0,222 751 2,53E+07 2,23
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Tabelle 43: Anzahl der freien und gebundenen °"Bi-Immunkonjugate bei klonogenen Tests mit murinen

Fibroblasten
Aktivitats- ; spezifische Anzahl freier Anzahl gebundener
V.-Nr. Zelllinie konzentration | Uberleben Aktivitat Radioimmunkonjugate pro | Radioimmunkonjugate pro

(kBa/ml) (kBa/pg) Zelle Zelle
127 L 929 A9 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
127 L 929 A9 60,7 0,557 838 4,85E+06 9,98
127 L 929 A9 121,7 0,410 851 9,84E+06 18,55
127 L 929 A9 183,1 0,340 864 1,50E+07 26,05
127 L 929 A9 249,3 0,330 893 2,07E+07 33,31
127 L 929 A9 369,9 0,229 904 3,14E+07 44,21
126 L 929 A9 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
126 L 929 A9 736 0,166 1661 7,58E+07 99,51
126 L 929 A9 1110 0,042 1326 9,08E+07 98,48
126 L 929 A9 377,4 0,229 1560 2,89E+07 50,53
126 L 929 A9 1480 0,042 1584 1,17E+08 121,56
126 L 929 A9 1957,3 0,011 1627 1,64E+08 142,32
134 L 929 WT 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
134 L 929 WT 60,7 0,918 838 4,85E+06 0,09
134 L 929 WT 121,7 0,807 851 9,84E+06 0,18
134 L 929 WT 183,1 0,821 864 1,50E+07 0,27
134 L 929 WT 249,3 0,862 893 2,07E+07 0,37
134 L 929 WT 369,9 0,687 904 3,14E+07 0,55
133 L 929 WT 0 1,000 0 0,00E+00 0,00
133 L 929 WT 747,4 0,291 1327 6,05E+07 1,11
133 L 929 WT 1124,8 0,169 1347 9,22E+07 1,66
133 L 929 WT 377,4 0,711 1560 2,89E+07 0,54
133 L 929 WT 1480 0,177 1584 1,17E+08 2,09
133 L 929 WT 1957,3 0,035 1627 1,64E+08 2,87
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Tabelle 44: Gebundene und  freie  *"Bi-Immunkonjugate  bei  der — Untersuchung  der

Chromosomenaberrationen bei HSC

Aktivitats- spezifische Anzahl freier Anzahl gebundener
V.-Nr. | Zelllinie, MAK | konzentration Aktivitat Radioimmunkonjugate pro | Radioimmunkonjugate pro S-Zellen (%)
(kBag/ml) (kBa/ug) Zelle Zelle

135 HSC, 6H8 0 0 0,00E+00 0 2
135 HSC, 6H8 155 692 6,42E+03 51 keine Mitosen
136 HSC, 6H8 0 0 0,00E+00 0 1
136 HSC, 6H8 41 770 9,91E+02 14 3
136 HSC, 6H8 159 770 3,75E+03 45 15
136 HSC, 6H8 392 770 9,46E+03 87 54
136 HSC, 6H8 777 770 1,89E+04 124 80
137 HSC, 6H8 0 0 0,00E+00 0 0
137 HSC, 6H8 4 1361 1,51E+02 2 5
137 HSC, 6H8 16 1361 5,07E+02 6 5
137 HSC, 6H8 62 1361 1,96E+03 24 20
137 HSC, 6H8 154 1361 3,87E+03 54 48
138 HSC, 6H8 77 887 2,63E+03 34 10
138 HSC, 6H8 189 887 6,58E+03 71 23
138 HSC, 6H8 377 887 1,32E+04 111 45
138 HSC, 6H8 742 887 2,64E+04 154 84
139 HSC, 7H1 3 1035 1,14E+02 0 3
139 HSC, 7H1 15 1035 5,38E+02 0 6
139 HSC, 7H1 60 1035 2,02E+03 0 20
139 HSC, 7H1 143 1035 4,53E+03 1 46
140 HSC, 7H1 0 0 0,00E+00 0 1
140 HSC, 7H1 73 955 2,62E+03 0 1
140 HSC, 7H1 180 955 6,58E+03 1 21
140 HSC, 7H1 360 955 1,32E+04 2 45
140 HSC, 7H1 712 955 2,63E+04 4 75
141 HSC, 7H1 0 0 0,00E+00 0 0
141 HSC, 7H1 37 664 9,45E+02 0 1
141 HSC, 7H1 144 664 3,53E+03 1 0
141 HSC, 7H1 366 664 8,96E+03 1 2
141 HSC, 7H1 733 664 1,79E+04 3 15
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Tabelle 45: Gebundene und freie *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate bei der Untersuchung der
Chromosomenaberrationen bei L 929

Aktivitats- spezifische Anzahl freier Anzahl gebundener
V.-Nr. Zelllinie konzentration Aktivitat Radioimmunkonjugate pro | Radioimmunkonjugate pro S-Zellen (%)
(kBg/ml) (kBa/ug) Zelle Zelle

143 L 929 A9 0 0 0,00E+00 0,00 1
143 L 929 A9 41 801 2,99E+03 12,11 15
143 L 929 A9 167 636 7,80E+03 25,43 50
144 L 929 A9 0 0 0,00E+00 0,00 2
144 L 929 A9 41 801 7,38E+02 11,98 17
144 L 929 A9 167 636 1,93E+03 25,25 40
145 L 929 A9 0 0 0,00E+00 0,00 1
145 L 929 A9 6 692 2,34E+02 1,40 2
145 L 929 A9 31 692 1,17E+03 6,62 13
145 L 929 A9 155 692 5,67E+03 25,50 52
146 L 929 A9 0 0 0,00E+00 0,00 0
146 L 929 A9 19 1230 6,26E+02 4,61 0
146 L 929 A9 70 1230 2,44E+03 16,71 0
146 L 929 A9 185 1230 6,21E+03 37,03 2
146 L 929 A9 370 1230 1,24E+04 61,01 15
147 | L 929 WT 0 0 0,00E+00 0,00 0
147 | L929 WT 41 801 3,00E+03 0,11 2
147 | L929 WT 167 636 7,83E+03 0,29 0
148 | L929 WT 0 0 0,00E+00 0,00 2
148 | L929 WT 41 801 7,49E+02 0,11 0
148 | L929 WT 167 636 1,96E+03 0,29 2
149 | L929 WT 0 0 0,00E+00 0,00 0
149 | L929 WT 6 692 2,35E+02 0,01 1
149 | L 929 WT 31 692 1,18E+03 0,06 1
149 | L929 WT 155 692 5,69E+03 0,28 6
150 | L 929 WT 0 0 0,00E+00 0,00 0
150 | L929 WT 19 1230 6,31E+02 0,04 0
150 | L929 WT 70 1230 2,46E+03 0,15 0
150 | L 929 WT 185 1230 6,25E+03 0,39 keine Mitosen
150 | L929 WT 370 1230 1,24E+04 0,77 keine Mitosen
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Tabelle 46: Gebundene und freie *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugate bei der Untersuchung der
Chromosomenaberrationen bei MDA-Zellen

N Aktivitéts.— spezilfigc.‘jhe . Anzahl frgier An.zahl gebur}dener S-Zellen
V.-Nr. | Zelllinie konzentration Aktivitat Radioimmunkonjugate pro| Radioimmunkonjugate pro (%)
(kBg/ml) (kBa/ug) Zelle Zelle
151 MDA A9 0 0 0,00E+00 0,00 0
151 MDA A9 41 801 2,98E+03 16,13 35
151 MDA A9 167 636 7,79E+03 33,88 80
152 MDA A9 0 0 0,00E+00 0,00 1
152 MDA A9 41 801 7,34E+02 15,90 32
152 MDA A9 167 636 1,92E+03 33,56 66
153 MDA A9 0 0 0,00E+00 0,00 2
153 MDA A9 6 692 2,34E+02 1,86 3
153 MDA A9 31 692 1,17E+03 8,81 8
153 MDA A9 155 692 5,66E+03 33,96 18
154 | MDAWT 0 0 0,00E+00 0,00 1
154 | MDAWT 41 801 3,00E+03 0,18 58
154 | MDAWT 167 636 7,83E+03 0,47 66
155 | MDAWT 0 0 0,00E+00 0,00 4
155 MDA WT 41 801 7,49E+02 0,18 71
155 | MDAWT 167 636 1,96E+03 0,47 60
156 | MDAWT 0 0 0,00E+00 0,00 2
156 | MDAWT 6 692 2,35E+02 0,02 1
156 | MDAWT 31 692 1,18E+03 0,09 8
156 | MDAWT 155 692 5,69E+03 0,45 18
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Tabelle 47: Ergebnis der Dosisabschiitzung fiir klonogene Tests mit HSC und *"Bi-anti-A9-E-Cadherin-

Konjugaten
Aktivitatskon- spezifische Aktivitat |besetzter Anteil der AK-Molekile als Dosis D in
Versuchs-Nr. zentration a in P in kBa/uug Antigene x V|e|fa(.:hes der Gy
kBg/ml Antigene

89 1,3 741,17 0,002 457 0,02
89 12,8 706,33 0,021 4567 0,23
91 13,3 884,69 0,018 2548 0,24
116 16,7 163,01 0,111 13796 0,28
90 26,4 962,17 0,032 6925 0,47
115 27,5 381,30 0,080 9712 0,47
116 33,1 162,55 0,198 27592 0,51
91 40,9 895,32 0,053 7720 0,72
116 50,1 165,03 0,269 41388 0,72
115 54,6 380,88 0,148 19424 0,88
116 67,5 167,78 0,328 55184 0,92
115 82,6 386,50 0,206 29136 1,27
91 83,1 909,11 0,100 15440 1,40
108 100,2 471,67 0,205 35715 1,54
115 109,4 386,29 0,256 38848 1,60
89 139,9 773,81 0,180 45668 2,20
116 149,5 170,20 0,516 124164 1,63
108 221,8 524,63 0,339 71429 2,98
109 242,1 861,15 0,254 28687 3,54
115 242,6 392,32 0,429 87408 2,95
90 271,9 991,86 0,250 69255 4,00
89 316,0 879,71 0,304 91336 4,40
109 371,4 887,94 0,337 43031 5,00
113 376,3 1121,93 0,289 45166 5,32
91 428,2 937,12 0,357 77200 5,64
108 446,0 532,69 0,504 142858 4,93
114 567,9 559,39 0,552 138408 5,89
109 647,6 534,32 0,595 126716 6,32
108 672,7 540,89 0,601 214288 6,51
113 759,5 1139,25 0,447 90332 9,02
114 775,9 576,72 0,620 184544 7,30
114 994,7 779,95 0,607 176007 9,53
113 1149,6 1156,70 0,547 135498 12,02
113 1546,8 1174,42 0,615 180664 14,66
113 1949,5 1191,36 0,665 225830 17,08
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Tabelle 48: Ergebnis der Dosisabschitzung fiir klonogene Tests mit HSC und °"Bi-anti-A8-E-Cadherin-
Konjugaten

Versuchs-Nr. ?ekrn\r,:tzii;ikgr; spezifi; che Aktivitat besetztgr Anteil der A\lz;a'\l/flglcikeuslzzlrs Dosis D in Gy
kBo/ml P in kBg/ug Antigene x Antigene
120 18,4 197,49 0,001 12546 0,08
119 33,9 430,73 0,001 10598 0,14
120 36,5 197,10 0,002 25092 0,15
120 55,3 200,31 0,003 37638 0,23
119 67,5 431,48 0,002 21197 0,28
111 70,8 294,63 0,003 40399 0,29
120 73,3 200,35 0,004 50184 0,30
119 102,1 437,79 0,003 31795 0,42
119 137,4 444,58 0,004 42394 0,57
111 161,5 337,71 0,006 80797 0,66
120 162,4 203,30 0,010 112915 0,67
112 235,8 487,59 0,006 49348 0,97
119 300,0 444,57 0,008 95386 1,23
117 316,6 1228,26 0,003 34711 1,30
111 324,7 342,85 0,011 161594 1,34
112 345,5 480,19 0,009 74022 1,42
111 489,7 348,10 0,017 242391 2,01
112 566,6 480,17 0,014 123370 2,33
118 628,7 750,76 0,010 114170 2,59
117 629,3 1228,27 0,006 69422 2,59
118 820,5 739,35 0,013 152226 3,38
117 952,6 1247,18 0,009 104133 3,92
118 1004,1 728,25 0,016 190283 4,13
117 1281,7 1266,26 0,012 138844 5,27
117 1592,5 1266,33 0,015 173555 6,55
117 1787,4 1191,60 0,018 208266 7,35
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Tabelle 49: Ergebnis der Dosisabschiitzung fiir klonogene Tests mit *”’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten an

L 929 49
Aktivitatskon- spezifische Aktivitat |besetzter Anteil der AK-Molekdle als o
Versuchs-Nr. zentration a in P in kBa/ug Antigens x V|e|faghes der Dosis D in Gy
kBg/ml Antigene
127 60,7 838,31 0,08 39244 1,07
124 76,3 937,93 0,09 43818 1,33
127 121,7 850,76 0,15 78489 2,02
121 133,6 731,84 0,18 153096 2,15
124 151,6 937,57 0,16 87637 2,48
127 183,1 863,73 0,20 117733 2,89
124 222,6 923,45 0,23 131455 3,44
123 238,2 861,17 0,25 114750 3,59
127 249,3 892,63 0,25 156977 3,75
121 261,4 719,00 0,31 306192 3,73
124 290,5 909,39 0,28 175274 4,26
123 365,4 887,80 0,33 172125 5,07
127 369,9 903,99 0,33 235466 5,14
126 377,4 1559,73 0,22 125827 5,69
121 414,9 764,03 0,40 459288 5,36
124 491,8 895,84 0,40 306729 6,33
125 567,9 559,39 0,55 553633 6,03
121 567,9 787,65 0,47 612384 6,75
123 627,8 526,27 0,59 506863 6,30
126 736,0 1661,04 0,41 309547 11,17
125 775,9 576,72 0,62 738177 7,45
122 821,2 800,21 0,55 418873 8,69
125 979,6 768,11 0,61 704028 9,59
122 1028,6 1527,99 0,45 277018 12,48
126 1110,0 1326,48 0,50 464321 12,57
122 1203,3 788,10 0,65 628310 11,04
122 14457 1623,79 0,52 369358 16,05
126 1480,0 1583,55 0,52 503306 15,96
122 1567,5 776,24 0,71 837746 12,97
122 1848,0 1673,91 0,57 461697 19,06
122 1914,3 764,50 0,75 1047183 14,64
126 1957,3 1627,45 0,59 683472 19,58
122 2057,2 957,90 0,72 905328 16,63
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Tabelle 50: Ergebnis der Dosisabschiitzung fiir klonogene Tests mit °"Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten an

L 929 WT
Versuchs-Nr. erkr:l\rlgtailct)SnkZT;l spezifig che Aklivitat besetztgr Anteil der A\lz;a'\llflzclzizlgzzlrs Dosis D in Gy
KBg/ml P in kBa/ug Antigene x Antigene
134 60,7 838,31 0,001 47093 0,25
131 76,3 937,93 0,001 52582 0,31
134 121,7 850,76 0,002 94186 0,49
128 133,6 731,84 0,002 183715 0,54
131 151,6 937,57 0,002 105164 0,61
134 183,1 863,73 0,003 141279 0,74
131 222,6 923,45 0,003 157746 0,90
130 241,9 874,55 0,003 137700 0,98
134 249,3 892,63 0,003 188372 1,01
128 261,4 719,00 0,004 367431 1,06
131 290,5 909,39 0,004 210328 1,18
134 369,9 903,99 0,005 282559 1,50
130 371,0 901,40 0,005 206550 1,50
133 377,4 1559,73 0,003 150992 1,53
128 414,9 764,03 0,007 551146 1,68
131 491,8 895,84 0,007 368075 1,99
128 567,9 787,65 0,009 734861 2,30
132 567,9 559,39 0,012 664360 2,30
130 657,1 550,84 0,014 608236 2,66
133 747,4 1326,57 0,007 371457 3,03
132 775,9 576,72 0,016 885813 3,15
129 821,2 800,21 0,012 502648 3,33
132 979,6 768,11 0,015 844834 3,97
129 1076,6 1599,30 0,008 332422 4,37
133 1124,8 1346,81 0,010 557185 4,56
129 1203,3 788,10 0,018 753972 4,88
129 1445,7 1623,79 0,011 443229 5,86
133 1480,0 1583,55 0,011 603967 6,00
129 1567,5 776,24 0,024 1005295 6,35
129 1848,0 1673,91 0,013 554037 7,49
129 1914,3 764,50 0,029 1256619 7,76
133 1957,3 1627,45 0,014 820167 7,94
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Tabelle 51: Ergebnis der Dosisabschdtzung fiir Versuche zur Untersuchung der Chromosomenaberrationen
bei Magenkarzinomzellen

Versuchs- - Aktivitatskon- spezifische | oo ioter Anteil | AKMolektle als 1 b
NI, Zelllinie und AK zentration ain | Aktivitat P in der Antigene x V|e|fa(_:hes der in Gy
kBa/ml kBa/ug Antigene
137 HSC-45 6H8 4,07 1360,6 0,004081 0,4 0,08
137 HSC-45 6H8 16,28 1360,6 0,015863 1,3 0,32
136 HSC-45 6H8 40,70 769,5 0,061826 4,4 0,72
137 HSC-45 6H8 61,79 1360,6 0,058820 5,0 1,19
138 HSC-45 6H8 76,59 886,7 0,130960 10,2 1,67
137 HSC-45 6H8 153,55 1360,6 0,134358 9,7 2,75
135 HSC-45 6H8 155,40 691,7 0,249377 31,5 2,64
136 HSC-45 6H8 159,10 769,5 0,198647 16,7 2,43
138 HSC-45 6H8 188,70 886,7 0,272025 25,4 3,58
138 HSC-45 6H8 377,00 886,7 0,424116 50,9 5,91
136 HSC-45 6H8 392,20 769,5 0,382529 42,1 5,01
138 HSC-45 6H8 741,90 886,7 0,588209 101,7 9,07
136 HSC-45 6H8 777,00 769,5 0,548663 83,8 8,04
139 HSC-45 7H1 2,96 1034,6 0,000041 0,4 0,01
139 HSC-45 7H1 14,54 1034,6 0,000203 1,8 0,06
141 HSC-45 7H1 37 663,38 0,000728 4,8 0,15
139 HSC-45 7H1 60,2 1034,6 0,000845 6,6 0,25
140 HSC-45 7H1 72,52 954,8 0,001399 9,3 0,30
139 HSC-45 7H1 1427 1034,6 0,002059 15,0 0,59
141 HSC-45 7H1 144,3 663,8 0,002704 18,1 0,59
140 HSC-45 7H1 180,2 954,8 0,003476 23,4 0,75
140 HSC-45 7H1 359,6 954,8 0,006845 46,7 1,51
141 HSC-45 7H1 366,3 663,38 0,006767 45,8 1,51
140 HSC-45 7H1 711,9 954,8 0,013262 93,3 2,98
141 HSC-45 7H1 732,6 663,8 0,013214 91,3 3,01
142 HTB-135 155,40 691,70 0,003337 86,5 0,42
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Tabelle  52:  Ergebnisse der  Dosisabschdtzung  fiir ~ Versuche  zur  Untersuchung  der

Chromosomenaberrationen mit Fibroblasten

Versuchs- - Aktivitatskon- spezifische | cotter Anteil | ARMolekile als | i b in
NI Zelllinie zentration a in Aktivitat P in der Antigene x V|e|faghes der Gy
kBg/ml kBa/ug Antigene

145 L 929 delta 9 5,92 691,7 0,0137 2,3 0,14
146 L 929 delta 9 18,50 1230 0,0254 3,5 0,45
145 L 929 delta 9 31,08 691,7 0,0649 11,6 0,67
143 L 929 delta 9 40,70 800,5 0,1027 25,4 1,16
144 L 929 delta 9 40,70 800,5 0,1015 6,4 1,15
146 L 929 delta 9 70,30 1230 0,0921 13,6 1,66
145 L 929 delta 9 155,40 691,7 0,2500 55,8 2,73
143 L 929 delta 9 166,50 635,6 0,2714 83,5 2,77
144 L 929 delta 9 166,50 635,6 0,2695 20,9 2,74
146 L 929 delta 9 185,00 1230 0,2042 34,4 3,80
146 L 929 delta 9 370,00 1230 0,3364 68,5 6,52
149 L 929 WT 5,92 691,70 0,0001 2,8 0,02
150 L 929 WT 18,50 1230,00 0,0003 4,2 0,08
149 L 929 WT 31,08 691,70 0,0007 13,9 0,13
148 L 929 WT 40,70 800,50 0,0011 7,6 0,17
147 L 929 WT 40,70 800,50 0,0011 30,5 0,17
150 L 929 WT 70,30 1230,00 0,0010 16,3 0,29
149 L 929 WT 155,40 691,70 0,0033 67,0 0,63
148 L 929 WT 166,50 635,60 0,0037 25,1 0,68
147 L 929 WT 166,50 635,60 0,0037 100,2 0,68
150 L 929 WT 185,00 1230,00 0,0026 41,3 0,76
150 L 929 WT 370,00 1230,00 0,0051 82,3 1,51
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ml/kBq*103, k=2,3 und HSC: 0=9,8 ml/kBq*103, k=2,8). Das Uberleben von HTB-135 wird
maximal auf 20%, das von HSC maximal auf 4% eingeschrénkt. 81
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AK, schwarz) in 24-Well-Platten (halblogarithmische Darstellung); Die Datenpunkte mit
Fehlerbalken stellen alle Mittelwerte £ SD (teils nur die obere eingezeichnet) dar; Die
Uberlebenskurven wurden aus den berechneten a- und k-Werten erstellt. *°Bi-anti-A9-E-
Cadherin-Konjugate reduzierten das Uberleben in diesen Experimenten stirker als *'*Bi-anti-
A8-E-Cadherin-Konjugate 83
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(6H8-AK: rot) und *"*Bi-anti-A8-E-Cadherin-Konjugaten (7HI-AK: griin), Die Datenpunkte
mit Fehlerbalken stellen alle Mittelwerte des normierten Uberlebens *+ SD dar. Die
Uberlebenskurven wurden aus den berechneten a- und k-Werten erstellt. Unabhiingig von
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Fehlerbalken stellen alle Mittelwerte des Uberlebens + SD dar. Die Uberlebenskurven
wurden fiir verschiedene Aktivititskonzentrationsbereiche fiir beide Zelllinien an Hand der o-
und k-Werte (L 929 WT:0=0,8 und 1,5 ml/kBq*103; L 929 A9: a=4,2 und 2,4 ml/kBq*103)
erstellt. In beiden Aktivitdtsbereichen (bis 400 kBg/ml und bis 2.000 kBg/ml) wird das
Uberleben von L 929 A9 durch die RI stirker eingeschrinkt als von L 929 WT. 90
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miniitiger Inkubation mit *'’Bi-anti-A9-E-Cadherin-Konjugaten (bis 2.000 kBg/ml) in 24-
Well-Platten (halblogarithmische Darstellung); Die Datenpunkte mit Balken stellen alle

Mittelwerte des Uberlebens + SD (teils nur die obere eingezeichnet) dar. Die
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7.4 Versuchsverzeichnis
xr Versuch Zellinie | Nukiid GefaB Zellzahl Cﬁa%e
1 Scatchard L 929 A9 1% Réhrchen 1,00*10° 6H8
2 Scatchard MDA A8 1% Réhrchen 1,00*10° 6H8
3 Scatchard MDA A9 1% Réhrchen 1,00*10° 6H8
4 Scatchard MDA A9 1% Réhrchen 1,00*10° 6H8
5 Scatchard MPE-600 1% Réhrchen 1,00*10° 6H8
6 Scatchard HSC 19g; Réhrchen 1,00*10° 6H8/3
7 Scatchard HSC 9B Réhrchen 1,00*10° 6H8/2
8 Scatchard HTB-135 2%gj Roéhrchen 1,00*10° 6H8/3
9 Scatchard L 929 A9 2%gj Réhrchen 1,00%10° 6H8/2
10 Scatchard L 929 WT 2%gj Roéhrchen 1,00%10° 6H8/2
11 Scatchard MDA A9 2%gj Réhrchen 1,00%10° 6H8/2
12 Scatchard MDA A9 2%gj Réhrchen 1,00*10° 6H8/2
13 Scatchard MDA A9 2%gj Roéhrchen 1,00*10° 6H8/3
14 Scatchard MDA A9 2%gj Réhrchen 1,00*10° 6H8/3
15 Scatchard MDA WT 2%gj Réhrchen 1,00%10° 6H8/2
16 Scatchard MDA WT 2%gj Réhrchen 1,00%10° 6H8/2
17 Scatchard MPE-600 2%gj Roéhrchen 1,00%10° 6H8/2
18 Scatchard MPE-600 2%gj Roéhrchen 1,00%10° 6H8/2
19 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "Mn 24-Well-Platte 2,00%10° 6Hs/8
20 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 3,00*10° 6H8/8
21 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/8
22 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 2,90*10° 6H8/8
23 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/8
24 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 4,10*10° 6H8/8
25 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 2,83*10° 6H8/9
26 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 4,05*10° 6H8/9
27 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 4,04*10° 6H8/9
28 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 2,10*10° 6H8/9
29 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9
30 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9
31 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 1,29*10° 6H8/3
32 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 1,34*10° 6H8/3
33 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "n 24-Well-Platte 2,08*10° 6H8/3
34 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 1,25*10° 6H8/3
35 Bindungs-und Internalisierungskinetik HTB-135 "In | 24-Well-Platte 8,00*10* 6H8/3
36 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 1,25*10° 6H8/3
37 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "n 24-Well-Platte 1,32*10° 6H8/3
38 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 1,25*10° 6H8/3
39 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "n 24-Well-Platte 1,85*10° 6H8/3
40 Bindungs-und Internalisierungskinetik MDA A9 129) R&hrchen 1,20*10° | 6H8/8unchel.
41 Bindungs-und Internalisierungskinetik MDA WT 129 Réhrchen 1,60*10” | 6H8/8unchel.
42 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 129 Réhrchen 2,20*10” | 6H8/8unchel.
43 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT 129) R&hrchen 1,90*10" | 6H8/8unchel.
44 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "I Rohrchen 9,50*10° 6H8
45 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 2,13*10° 6H8/8
46 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 3,30*10° 6H8/8
47 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 2,76*10° 6H8/8
48 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 3,00*10° 6H8/8
49 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 3,00*10° 6H8/8
50 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 1,96*10° 6H8/9
51 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9
52 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9
53 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 3,07*10° 6H8/9
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" Versuch Zellinie | Nukiid Gefas Zellzahl C?a% .
54 Bindungs-und Internalisierungskinetik HTB-135 "In | 24-Well-Platte 1,08*10° 6H8/9
55 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9
56 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "n 24-Well-Platte 4,00%10° 6H8/9
57 Bindungs-und Internalisierungskinetik HSC "In | 24-Well-Platte 2,70*10° 6H8/9
58 Bindungs-und Internalisierungskinetik HTB-135 "In | 24-Well-Platte 1,00%10° 6H8/9
59 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 A9 "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9
60 Bindungs-und Internalisierungskinetik L 929 WT "In | 24-Well-Platte 4,00*10° 6H8/9

1000-
63 '¥Cs-Bestrahlung HSC 25 cm2-Flasche 100000

5000-
64 '3’Cs-Bestrahlung HTB-135 25 cm2-Flasche 500000
65 '¥’Cs-Bestrahlung L 929 A9 25 cm2-Flasche | 200-20000

5000-
66 ¥'Cs-Bestrahlung L 929 A9 25 cm2-Flasche 500000
67 ¥'Cs-Bestrahlung L 929 WT 25 cm2-Flasche | 200-20000
68 ¥'Cs-Bestrahlung HSC 25 cm2-Flasche | 700-70000
69 '¥Cs-Bestrahlung L 929 WT 25 cm*Flasche | 180-18000
72 Klonogener Test L 929 A9 125 24-Well-Platte 10 6H8/1
73 Klonogener Test L 929 WT 125 24-Well-Platte 10 6H8/1
74 Klonogener Test MPE-600 #8gi | 96-Well-Platte 50 6H8/1
74 Klonogener Test MPE-600 #8gj | 96-Well-Platte 100 6H8/1
75 Klonogener Test MDA- WT #8gi | 96-Well-Platte 20 6H8/1
75 Klonogener Test MDA- WT #8gi | 96-Well-Platte 200 6H8/1
75 Klonogener Test MDA- WT #8gi | 96-Well-Platte 20 6H8/1
75 Klonogener Test MDA- WT #8gi | 96-Well-Platte 200 6H8/1
76 Klonogener Test MDA A9 #8gi | 96-Well-Platte 50 6H8/1
76 Klonogener Test MDA A9 #8gi | 96-Well-Platte 100 6H8/1
76 Klonogener Test MDA A9 #8gi | 96-Well-Platte 50 6H8/1
76 Klonogener Test MDA A9 #%gi | 96-Well-Platte 100 6H8/1
77 Klonogener Test MDA- WT #%gj | 96-Well-Platte 150 6H8/3
78 Klonogener Test MDA A9 #%gi | 96-Well-Platte 70 6H8/3
80 Klonogener Test MPE-600 28gj | 24-Well-Platte 10 7H1/5
80 Klonogener Test MPE-600 28gj | 24-Well-Platte 20 7H1/5
80 Klonogener Test MPE-600 28gj | 24-Well-Platte 10 7H1/5
80 Klonogener Test MPE-600 28gj | 24-Well-Platte 20 7H1/5
81 Klonogener Test MDA- WT #%gj | 24-Well-Platte 180 6H8/3
82 Klonogener Test MDA A9 #%gj | 24-Well-Platte 120 6H8/3
83 Klonogener Test MDA- WT #%gj | 24-Well-Platte 400 6H8/3
84 Klonogener Test MDA A9 #%gj | 24-Well-Platte 400 6H8/3
85 Klonogener Test HSC 2%Bj | 24-Well-Platte 300 6H8/3
86 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 300 6H8/3
87 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
88 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
89 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
90 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
91 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
92 Klonogener Test L 929 A9 #8gj | 24-Well-Platte 200 6H8/3
93 Klonogener Test L 929 A9 #8gj | 24-Well-Platte 400 6H8/3
94 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 20 6H8/3
95 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 20 6H8/3
96 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
97 Klonogener Test L 929 WT #8gi | 24-Well-Platte 40 6H8/3
98 Klonogener Test HTB-135 #%gj | 24-Well-Platte 600 6H8/3
99 Klonogener Test HTB-135 #%gj | 24-Well-Platte 300 6H8/3
100 Klonogener Test HTB-135 #%gj | 24-Well-Platte 500 6H8/3
101 Klonogener Test HTB-135 #%gj | 24-Well-Platte 500 6H8/3
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N Versuch Zellinie | Nukiid GefaB Zellzahl C?a% .
102 Klonogener Test MDA- WT #%gj | 24-Well-Platte 200 6H8/3
103 Klonogener Test MDA- WT #%gi | 24-Well-Platte 180 6H8/3
104 Klonogener Test MDA- WT #%gi | 24-Well-Platte 200 6H8/3
105 Klonogener Test MDA A9 28gj | 24-Well-Platte 120 6H8/3
106 Klonogener Test MDA A9 #8gi | 24-Well-Platte 400 6H8/3
107 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 6H8/4
108 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/4
109 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 6H8/4
110 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 7H1/6
111 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 7H1/6
112 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 7H1/6
113 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
114 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 6H8/3
115 Klonogener Test HSC #8gj | 24-Well-Platte 80 6H8/3
116 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 6H8/3
117 Klonogener Test HSC #8gi | 24-Well-Platte 80 7H1/7
118 Klonogener Test HSC 28gj | 24-Well-Platte 80 7H1/7
119 Klonogener Test HSC 28gj | 24-Well-Platte 80 7H1/7
120 Klonogener Test HSC 28gj | 24-Well-Platte 80 7H1/7
121 Klonogener Test L 929 A9 #%gi | 24-Well-Platte 375 6H8/4
122 Klonogener Test L 929 A9 #%gj | 24-Well-Platte 40 6H8/4
123 Klonogener Test L 929 A9 #%gj | 24-Well-Platte 40 6H8/4
124 Klonogener Test L 929 A9 #%gi | 24-Well-Platte 40 6H8/3
125 Klonogener Test L 929 A9 #%gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
126 Klonogener Test L 929 A9 #%gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
127 Klonogener Test L 929 A9 #%gi | 24-Well-Platte 40 6H8/3
128 Klonogener Test L 929 WT #%gj | 24-Well-Platte 375 6H8/4
129 Klonogener Test L 929 WT #%gj | 24-Well-Platte 40 6H8/4
130 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 40 6H8/4
131 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
132 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
133 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
134 Klonogener Test L 929 WT #8gj | 24-Well-Platte 40 6H8/3
136 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen HSC #8gj | 75-cm2Flasche | 2,00*10° 6H8/3
137 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen HSC #8gj | 75-cm2Flasche | 1,60*10° 6H8/4
138 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen HSC #8gj | 75-cm2Flasche | 2,00*10° 6H8/4
139 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen HSC #8gj | 75-cm2Flasche | 1,60*10° 7H1/6
140 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen HSC #8gj | 75-cm2Flasche | 2,00*10° 7H1/6
141 Untersuchung der Chr.-Aberrationen HSC #8gj | 75-cm2Flasche | 2,00*10° 7H1/7
142 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen HTB-135 #8gj | 75-cm2Flasche | 6,46*10° 6H8/3
143 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 A9 #%gj | 75-cm?-Flasche 1,50*10° 6H8/3
144 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 A9 #%gj | 75-cm?-Flasche | 6,00*10° 6H8/3
145 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 A9 #%gj | 75-cm?-Flasche | 2,00*10° 6H8/3
146 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 A9 #%gj | 75-cm?-Flasche | 2,00*10° 6H8/3
147 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 WT #8gj | 75-cm?-Flasche 1,50*10° 6H8/3
148 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 WT #%gj | 75-cm?-Flasche | 6,00*10° 6H8/3
149 Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 WT #8gj | 75-cm?-Flasche | 2,00*10° 6H8/3
150 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen L 929 WT #%gj | 75-cm=Flasche | 2,00*10° 6H8/3
151 Untersuchung der Chr.-Aberrationen MDA A9 #8gj | 75-cm?-Flasche 1,50*10° 6H8/3
152 Untersuchung der Chr.-Aberrationen MDA A9 #%gj | 75-cm?-Flasche | 6,00*10° 6H8/3
153 Untersuchung der Chr.-Aberrationen MDA A9 #%gj | 75-cm?-Flasche | 2,00*10° 6H8/3
154 Untersuchung der Chr.-Aberrationen MDA WT #%gj | 75-cm?-Flasche 1,50*10° 6H8/3
155 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen MDA WT #8gj | 75-cm2Flasche | 6,00*10° 6H8/3
156 | Untersuchung der Chr.-Aberrationen MDA WT #8gj | 75-cm2-Flasche | 2,00*10° 6H8/3




Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde an der Klinik fiir Nuklearmedizin der Technischen Universitit
Miinchen unter Anleitung von Frau Prof. Dr. Dr. Reingard Senekowitsch-Schmidtke durchgefiihrt.
Fir die Einfiihrung in den Umgang mit Zellkulturen und Handhabung der radioaktiven Stoffe
danke ich Frau Stephanie Alam ebenso wie Herrn Dr. Christof Seidl.

Herr Jorg Mages hat bei der Durchfithrung der FACS-Analyse am Institut fiir Pathologie der TUM
unter der Leitung von Herrn Dr. Karl-Friedrich Becker mitgeholfen, dafiir sei beiden gedankt.

Herr PD Dr. Dr. med. habil. Johann Kummermehr erméglichte die Bestrahlung der Zellen mit *’Cs
an der GSF in Neuherberg und half bei der Auswertung der gewonnenen Daten. Ich mochte ihm
meinen groflen Dank aussprechen.

Herrn Prof. Dr. Ernst Schmid mochte ich fiir die Auswertung der Chromosomenaberrationen
danken, seine technische Assistentin Fr. Haney erstellte die Chromosomenpriparate, ihr sei
ebenfalls gedankt.

Die Markierung von MAK mit '*I wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Reidel und Herrn Dr.
Haubner durchgefiihrt, ihnen sei ebenso gedankt.

Die Erstellung eines Modells zur Dosimetrie wurde von Herrn Dr. rer. nat. Hartmut Roos der
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen maBgeblich beeinflusst. Wichtige Uberlegungen
wurden gemeinsam mit Herrn Ingo Wolf zur Dosimetrie angestellt.

Die statistischen Auswertungen wurden gemeinsam mit Dr. Raymonde Busch durchgefiihrt.

Den allergrofiten Anteil am Fortgang und Gelingen der Arbeit hatten meine Doktormutter Frau
Prof. Dr. Dr. Reingard Senekowitsch-Schmidtke und mein Betreuer Herr Dr. Christof Seidl. Die
geduldige Unterstiitzung und die wertvollen Verbesserungsvorschlige haben die Arbeit positiv

beeinflusst. Dafiir mochte ich beiden sehr herzlich danken.



