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1 Einleitung

Beim Magenkarzinom betrigt die Zahl der jéhrlichen Neuerkrankungen in Deutschland
ca. 21.000, davon sind ca. 11.000 Méanner und ca. 10.000 Frauen betroffen. Bei Frauen
ist das Magenkarzinom die fiinfthdufigste Tumorerkrankung, bei Minnern die
sechsthiufigste (Sendler et al., 2006). Trotz weltweit sinkender Inzidenzen seit den 30er
Jahren des 20sten Jahrhunderts ist das Magenkarzinom nach wie vor von grofler
klinischer Bedeutung, da es gemidl WHO die zweithdufigste tumorbedingte

Todesursache nach dem Lungenkarzinom ist (Stewart und Kleihues, 2003).

Das Magenfriihkarzinom, welches nur auf die Mukosa bzw. Submukosa beschrinkt ist,
wird vom lokal fortgeschrittenen Magenkarzinom unterschieden, welches die
Submukosa Tiberschreitet. Letzteres wird makroskopisch nach Laurén in 2
Karzinomtypen unterteilt, die unterschiedliches Verhalten hinsichtlich des lokalen
Tumorwachstums und der Metastasierung zeigen. Karzinome vom intestinalen Typ sind
meist scharf abgrenzbar, wachsen tempordr lokal begrenzt und weisen eine geringe
Disseminationstendenz vorzugsweise in die Leber auf. Im Gegensatz dazu sind
Karzinome vom diffusen Typ unscharf begrenzt und zeigen eine ausgedehnte
Infiltration der Magenwand mit weit verstreuten Tumorzellen. Infolge der friihzeitigen
Infiltration der lymphgefaBreichen Subserosa bzw. der Serosa kommt es beim diffusen
Typ hiufig zu einer Dissemination in die Peritonealhdhle, welche zur Entwicklung einer

Peritonealkarzinose fuhrt.

Patienten mit primdrem Magenkarzinom erkranken in 10% bis 20% der Félle an einer
Peritonealkarzinose (Sugarbaker und Yonemura, 2000), Patienten mit diffusem
Magenkarzinom in ca. 80% der Félle (Siewert und Sendler, 1999). Infolge dieser
Erkrankung werden Nachbarorgane, insbesondere der Darm, aufgrund von Infiltration
oder Verdringung durch die Tumormassen funktionell hdufig beeintrdchtigt. Dabei
kann eine Peritonealkarzinose durch die Symptome eines Subileus bzw. Ileus und/oder
durch das Auftreten von Aszites klinisch auffillig werden. Die Prognose fiir Patienten
mit diagnostizierter Peritonealkarzinose ist extrem schlecht. Das mediane Uberleben
betrdgt nur ca. 3 bis 6 Monate und verschlechtert sich zusétzlich bei Auftreten von

Aszites und bei Tumorvergroflerung von iiber 2 cm (Sadeghi et al., 2000).

Bereits der Nachweis von freien Tumorzellen in der Peritoneallavage einer im Rahmen
des Staging durchgefiihrten Laparoskopie ist ein Prognosefaktor, der mit einem

erhohten Risiko verbunden ist ein lokoregionales Rezidiv und/oder eine
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Peritonealkarzinose zu entwickeln, vor allem bei Patienten mit Magenkarzinomen im
Stadium IB (T2 NO MO oder T1 N1 MO) nach UICC (Union International Contre
Cancer) (Rosenberg et al., 20006).

Die chirurgische Therapie verbunden mit oder ohne neoadjuvanter, systemischer
Chemotherapie stellt derzeit die einzige Therapieoption fiir das Magenkarzinoms dar
(Sendler und Siewert, 2003). Fiir Karzinome mit Fernmetastasen oder mit einer
Peritonealkarzinose fiir die eine mikroskopische bzw. makroskopische Tumorfreiheit
durch eine Resektion des Primértumors nicht zu erzielen ist, sind die Aussichten fiir

eine vollstandige Heilung drastisch reduziert.

Bei diagnostizierter Peritonealkarzinose ist das Repertoire an Therapieoptionen stark
limitiert und auf palliative Mallnahmen zur Verbesserung der Lebensqualitit
beschriankt. Die chirurgische Therapie dient lediglich der Behandlung von lokalen
tumorbedingten Komplikationen, wie z. B. Stenosen oder Blutungen (Sendler und
Siewert, 2003). Der systemische Einsatz von Zytostatika erzielt derzeit die effektivste
therapeutische Wirkung. Damit kann eine Uberlebensverlingerung von einigen
Monaten erreicht werden, allerdings verbunden mit einer Reihe von Nebenwirkungen,
da bekanntlich auch schnell proliferierendes gesundes Gewebe der zytotoxischen
Wirkung unterliegt. Die intraperitoneale (i.p.) Applikation von Zytostatika zur
Steigerung der therapeutischen Effizienz und Reduktion der Nebenwirkungen brachte
nicht den erhofften Erfolg, da die Substanzen aufgrund ihres geringen Molekiilgewichts
schnell resorbiert werden (Borchardt et al., 2000). Ein nebenwirkungsarmer, neuer
Therapieansatz der Peritonealkarzinose ist die i.p. Antikorpertherapie (Sendler et al.,
2006). Hierbei werden Tumorzellen aus dem Aszites von Patienten zundchst im
Hinblick auf die Expression bestimmter Antigene, z. B. Her2 oder VEGF (Lordick et
al., 2005) analysiert. Bei positivem Status werden Antikorper gegen diese Antigene i.p.
appliziert. Nach Sendler et al. (2006) ist die i.p. Applikation der Antikérper gut
vertriglich und bewirkt eine mit der Reduktion von Tumorzellen verbundene Abnahme

von Aszites sowie eine Verbesserung der Lebensqualitit.

Bei der Radioimmuntherapie (RIT) werden Radionuklide gekoppelt an Antikdrper
gegen Tumorzellen eingesetzt. Die Kopplung der Radionuklide an die Antikorper
erfolgt mittels geeigneter Chelatoren. Die resultierenden Radioimmunkonjugate (RIK)

binden antikdrpervermittelt spezifisch an Oberflichenmolekiile, die von Tumorzellen
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iiberexprimiert oder exklusiv exprimiert werden. Infolgedessen werden die Tumorzellen

durch die zytotoxische Wirkung der Radionuklide gezielt abgetdtet.

Insbesondere die i.p. Applikation von RIK konnte eine gut vertrdgliche und sehr
effektive Therapieoption sowohl fiir die manifeste Peritonealkarzinose als auch fiir die
friihe i.p. Tumorzelldissemination gastralen Ursprungs sein. Darauf weisen die
vielversprechenden Ergebnisse einer priklinischen Therapiestudie von Huber et al.
(2003) und Beck et al. (2006) im Mausmodell hin. Dabei wurden weiblichen, ca. 6
Wochen alten swiss nu/nu Nacktméusen 1 d bzw. 8 d nach ip. Inokulation von
Tumorzellen des diffusen Magenkarzinoms (HSC45-M2) unterschiedliche Aktivititen
eines tumorspezifischen o-Emitter-Immunkonjugats (*°Bi-d9MAKk) i.p. appliziert.
Gegeniiber untherapierten Kontrolltieren, die ein medianes Uberleben von nur 19 d
aufwiesen, resultierte die i.p. Therapie mit 1,85 MBq, 7,4 MBq bzw. 22,2 MBq *"*Bi-
d9MAk sowohl 1 d nach Tumorzellinokulation als auch 8 d nach Tumorzellinokulation
in einem signifikant lingeren medianen Uberleben. Die beste therapeutische Effizienz
erzielte jedoch die ip. Therapie mit 1,85 MBq *"Bi-d9MAk 1 d nach
Tumorzellinokulation, wobei 8 von 9 therapierten Tieren das Ende der

Beobachtungszeit von 250 d tumorfrei tiberlebten (Beck et al., 2006).

Die hohe therapeutische Effizienz und gute Vertriglichkeit der *"*Bi-d9MAk Konjugate
beruhte zum einem auf der Verwendung des tumorspezifischen Antikdrpers d9MAk

und zum anderen der Wahl des o-Emitters 2!

Bi (Bismuth-213), der die optimalen
physikalischen Eigenschaften fiir die RIT disseminierter Tumorzellen aufweist. Bei ca.
10% der Patienten mit Magenkarzinom vom diffusen Typ exprimieren Tumorzellen
eine mutierte Form des Oberflaichenmolekiils E-Cadherin mit Deletion von Exon 9 (d9-
E-Cadherin) (Becker et al., 1999). Der monoklonale Antikorper d9MAk bindet hierbei
spezifisch an mutiertes d9-E-Cadherin, nicht aber an Wildtyp-E-Cadherin normaler

Zellen (Becker et al., 1999).

a-Emitter sind durch einen hohen linearen Energietransfer (LET) von ca. 100 keV/um
gekennzeichnet, d.h. die beim Zerfall emittierten a-Teilchen 16sen innerhalb kiirzester
Distanzen sehr viele lonisationsprozesse aus, wobei eine hohe lokalisierte Energie im
betroffenen Gewebe deponiert wird. Die daraus resultierende hohe relative biologische
Wirksamkeit (RBW) innerhalb einer Reichweite von nur 50 um bis 100 um favorisiert
a-Emitter fiir den therapeutischen FEinsatz bei der RIT von kleinen Tumoren,

Mikrometastasen bzw. disseminierten Tumorzellen (Nikula et al., 1999, Senekowitsch-
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Schmidtke et al., 2001, Milenic et al., 2004). *"*Bi mit einer Halbwertzeit (HWZ) von
ca. 46 min kann unter den allgemein schwer verfligbaren a-Emittern vergleichsweise
einfach in einem “*’Ac/*"*Bi Generator aus Actinium-225 (225Ac) gewonnen werden,
jedoch nicht in der fiir klinische Studien benétigten ausreichenden Menge. Daher findet
?13Bj derzeit vor allem in experimentellen Studien Anwendung. Die relativ kurze HWZ

von *Bi ist dabei fiir die Therapie aus logistischer Sicht, d.h. die Zeit von der

Herstellung des 2"

Bi-Immunkonjugats bis zur Applikation, als nachteilig zu bewerten,
erweist sich aber hinsichtlich des reduzierten Risikos einer Strahlenschiddigung
gegeniiber gesunden Geweben insbesondere bei lokoregionaler Applikation als sehr
vorteilhaft.

Die Toxizitit von "’Bi-Immunkonjugaten gegeniiber dem strahlensensiblen

Knochenmark untersuchte Huber (2003) nach i.p. Applikation unterschiedlicher *"*Bi-
Aktivititen und zeigte, dass auch eine i.p. Injektion von 22,2 MBq des *"’Bi-
Immunkonjugat nur zu einer tempordren Suppression der Knochenmarksfunktion
fiihrte. Strahleninduzierte Langzeitschidden beziiglich der Entwicklung maligner
Neoplasien wies keines der therapierten Tiere auf, welche die Beobachtungszeit von
250 d iiberlebten. Lediglich bei 3 von 5 verstorbenen Mausen, die mit 22,2 MBq des
?Bi-Immunkonjugats behandelt wurden, waren pathologische Verdnderungen des
Nierengewebes in der Histologie feststellbar, die auf eine aktivitidtsbedingte Schidigung
durch in proximalen Tubuluszellen gespeichertes *"°Bi zuriickgefiihrte wurden. Ursache
dafiir war vermutlich die Bindung von freiem *"’Bi an niedermolekulare Proteine,
welche die glomeruldre Filtrationsbarriere passierten und von proximalen Tubuluszellen
aus dem Ultrafiltrat reabsorbiert wurden (Huber, 2003). Dabei diirfte der Multiligand-
Scavenger-Rezeptor Megalin der proximalen Tubuluszellen fiir die intrazelluldre
Aufnahme der *’Bi gekoppelten Peptide verantwortlich gewesen sein (de Jong et al.,
2005). Das Risiko derartig ausgeloster Nierenschdden kann jedoch reduziert werden
durch die Applikation kationischer Aminoséduren, wie z. B. D-Lysin (Behr et al., 1997),
oder durch die Applikation geringer Konzentration des Plasmaexpanders Gelofusine
(GELO) (Braun) wie jlingste Studien von Vegt et al. (2006) und van Eerd et al. (2006)

zeigten.

B-Emitter werden aufgrund ihrer besseren Verfiigbarkeit sehr viel hiufiger in der
préklinischen sowie klinischen RIT von Tumoren verwendet als a-Emitter (Volkert et
al., 1991). Im Gegensatz zu a-Emittern weisen B-Emitter einen deutlich geringeren LET

von ca. 0,2 keV/um sowie maximale Reichweiten im Gewebe im Millimeterbereich auf,
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weshalb B-Emitter fiir die RIT von soliden Tumoren geeignet erscheinen. Anwendung
in der experimentellen bzw. klinischen RIT finden Jod-131, z. B. als “'I-MN-14
(Koppe et al., 2003), Yttrium-90, z. B. als **Y-HMFG1 (Janssen et al., 2003) oder **Y-
Ibritumomab-Tiuxetan (Gordon et al., 2004), Rhenium-186, z. B. als '®°Re-hLL2
(Postema et al., 2003) und Lutetium-177, z. B. als '’Lu-cG250 (Brouwers et al., 2004).
Diese Radionuklide unterscheiden sich hinsichtlich der HWZ, der Energie der -
Partikel, der Reichweite der B-Partikel im Gewebe sowie der emittierten y-Strahlung
(Tab. 1). Wihrend *°Y aufgrund seiner vergleichsweise hohen Energie und
Penetrationstiefe der Strahlung fiir die RIT groBerer Tumorknoten von ca. 1 cm
einzusetzen ist (Howell et al., 1989, O’Donoghue et al., 1995), eignet sich '""Lu
besonders fiir die RIT kleinerer Tumorkndtchen von ca. 1 mm, disseminierter
Tumorzellen sowie von Mikrometastasen (Volkert et al., 1991, Koppe et al., 2004,
Brouwers et al., 2004).

Radionuklide | Halbwertzeit | Maximale Maximale y-Strahlung
(d) Energie der B- | Reichweite im | (keV)
Strahlung Gewebe (mm)
(MeV)
Bl 8,0 0,606 3 364, 637
Py 2,7 2,28 12 keine
"Re 3,8 1,07 54 137
"L 6,7 0,497 2,5 208, 113

Tabelle 1: Physikalische Eigenschaften der am hiufigsten verwendeten B-Emitter fiir die

RIT (Koppe et al., 2004)

Als positive Eigenschaften von '""Lu erweist sich dabei die aufgrund der geringen
Energie der B-Teilchen (0,497 MeV) relativ kurze mittlere Reichweite von ca. 1,6 mm
(maximale Reichweite ca. 2,5 mm) sowie die begleitende y-Strahlung, die zur

szintigraphischen Darstellung der '”’

Lu-Verteilung genutzt werden kann. Die relativ
lange HWZ von '"Lu (6,71 d) ist hinsichtlich der spezifischen zytotoxischen Wirkung

am Tumor ebenfalls positiv, aber im Hinblick auf die allgemeine Toxizitit negativ zu
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bewerten, da insbesondere bei Applikation von RIK die biologische HWZ der '""Lu-
Immunkonjugate vergleichsweise lang ist. Die Arbeit von Koppe et al. (2004) am
Mausmodell zeigte, dass die lokoregionale RIT mit '’’Lu-MN-14 Konjugaten gegen
Karzinoembryonales Antigen, 10 d nach ip. Inokulation von 1x10° Tumorzellen
kolorektalen Ursprungs (LS174T), im Vergleich zur i.p. Therapie mit *'I-MN-14, *°Y-
MN-14 bzw. "Re-MN-14 deutlich effektiver war: 50% der mit '""Lu-MAk

behandelten Tiere liberlebten das Ende der Beobachtungszeit nach 142 d tumorfrei.
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit am Mausmodell war die Bewertung der lokoregionalen
RIT ip. disseminierter Tumorzellen des diffusen Magenkarzinoms mit
tumorspezifischen '’Lu-d9MAk Konjugaten im Hinblick auf die therapeutische
Effizienz und Toxizitdt. Dariiber hinaus wurde die therapeutische Effizienz und
Toxizitit der '""Lu-Immunkonjugate mit a-Emitter >°Bi gekoppelten d9MAk
Konjugaten, die bei Huber (2003) im gleichen Tumormodell i.p. appliziert wurden,

verglichen.

In vitro wurde dazu die Bindung der tumorspezifischen '""Lu-d9MAk Konjugate
gegeniiber nicht tumorspezifischen '"’Lu-d8MAk Konjugaten an HSC45-M2 Zellen
bestimmt sowie die Stabilitit der '’’Lu-Immunkonjugate bei Inkubation in Humanserum
vs. in PBS gepriift. Zudem wurde die Klonogenitit der HSC45-M2 Zellen nach
Inkubation mit '"’Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAKk in Abhingigkeit der '"’Lu-Aktivitit

untersucht.

In vivo wurde die Biodistribution i.p. bzw. i.v. applizierter '""Lu-d9MAk Konjugate bei
Nacktmédusen mit und ohne Peritonealkarzinose im Vergleich zu '""Lu-d8MAk
Konjugaten untersucht, szintigraphisch dargestellt und die absorbierten Organdosen
bestimmt. Hierbei wurden Méusen mit Peritonealkarzinose '’’Lu-Immunkonjugate 1 d
bzw. 14 d nach ip. Inokulation von 1x10" HSC45-M2 Zellen i.p. injiziert. Die
therapeutische Effizienz der tumorspezifischen '"’Lu-d9MAk Konjugate wurde bei
Nacktmiusen 1 d bzw. 8 d nach ip. Inokulation von 1x10’ HSC45-M2 Zellen in
Abhingigkeit von der i.p. applizierten '""Lu-Aktivitit ebenfalls im Vergleich zu '""Lu-
d8MAk Konjugaten ermittelt. Méuse, die mit 1x10” HSC45-M2 Zellen i.p. inokuliert
wurden, aber keine Therapie erhielten, dienten als Kontrolle fiir das Tumorwachstum.
Die Beurteilung der Toxizitit i.p. applizierter '”’Lu-Immunkonjugate erfolgte anhand
des Blutbildes, der regelméfigen klinischen Untersuchung der therapierten Tiere sowie
der histopathologischen Untersuchung entnommener Organe nach dem Tod der

therapierten Tiere.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Ammoniumacetat
Di-Natriumhydrogenphophat-Dihydrat
DMEM-Losung (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
mit 3,7 g/l NaHCOs, 4,5 g/l D-Glukose, 1,028 g/l N-
Acetyl-L-alanyl-L-glutamin, Na-Pyruvat

EDTA 1% in PBS ohne Ca*"/Mg*"

Entellan Eindeckmedium

Ethanol 70%

FKS (Fetales Kélberserum)

Formalin 4% (Stammldsung 37%)

Mikroskopie Aquatex

Mikroskopie Azur-II-Eosin nach Giemsa

Mikroskopie Eosin-Methlyenblau nach May-Griinwald
NaCl 0,9%

PBS (Phospat-Buffered-Saline) mit NaCl (8 g/1),

KCl (0,2 g/l), KH,PO4 (0,2 g/1),

Na,HPO4x12 H,0 (2,85 g/l), pH 7,2
Penicillin/Streptomycin (1x10* U/1x10* pg/1)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

3.2 Medikamente
Augensalbe, Vidisic®
Diethyether (Narkose)

Heparin

Ketavet® (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid)

Rompun® (2% Xylazinhydrochlorid)

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin
c. c. pro Neustadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Delta-Pharma, Pfullingen

Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Dr. Mann Pharma Berlin
Chinosol, Seelze

Hoffmann-La Roche, Gren-
zach-Wyhlen

Pharma & Upjohn, Erlangen

Bayer Vital, Leverkusen



Material und Methoden | Seite 9

3.3 Verbrauchsmaterialien

BD Micro-Fine Insulinspritze (1 ml, U-40)

Combitip Pipetten (5 ml/10 ml)
Deckglédschen (24x60 mm)

ITLC SC (Instant thin layer chromatography Paper)
Kaniilen (25 G/27 G)

Objekttrager (76x26 mm)

Omnitip Pipetten (10 pl/ 200 pl/ 300 pl/ 1000 pl)
PD-10 Desaltin columns

pH-Indikatorstdbchen (pH 4.0-7.0)

Spritzen (1 ml/10 ml)

Zellkulturflaschen (25 cm?/ 75 cm?/ 182 cm?)
Zentrifugenrohrchen mit Spitzboden (15 ml)

Zentrifugenrohrchen mit Spitzboden (50 ml)

3.4 Losungen

Ketavet-Ropum Narkotikum:

82% physiologische NaCl-Losung 0,9%

10% Ketavet® (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid)

8% Rompun® (2% Xylazinhydrochlorid)

3.5 Gerate

Analysewaage Satorius, Typ LA 230S-OCE
(Einteilung 0,0001 g, Messfehler 0,0002 g)

Auflichtmikroskop Axiovert 10
Biofuge 13
Blutanalysegerit SE 9000

Brutschrank Heraeus 6000

Becton Dickinson, Heidel-
berg

Eppendorf, Hamburg
Menzel-Gléser, Brauschweig

Gelman Science, Michigan,
USA

Becton Dickinson, Heidel-
berg

Knittel, Braunscheig
Abimed, Jena
Amershambiotech, Freiburg
Merck, Darmstadt

Codan, Lensahn

Greiner Bio-one, Fricken-
hausen

Greiner Bio-one, Fricken-
hausen

Corning Inc., NY, USA

Satorius, Gottingen
Zeiss, Oberkochen
Heraeus, Osterode
Sysmex, Norderstadt

Heraeus, Hanau
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Féarbegerit fiir Blutausstriche Bavimed Laborgerite, Birke-
nau

Gamma Counter Typ 1480 WIZARD® TM 3 Wallac, Oy, Turku, Finnland
Gamma Kamera Vertex ADAC/ Philips, Niederlande
LaminAir®HB 2472 Flow-Arbeitsbank Heraeus, Osterode

Megafuge 1.0 R Heraeus, Osterode
Trockenschrank Heraeus, Osterode

Waage, Laboratory LC 1200S Satorius, Gottingen
Zellzahlgerit CASY™ Schirfe, Reutlingen

3.6 Radioimmunkonjugate
3.6.1 Antikorper

Die monoklonalen Antikdrper, anti-delta-9-E-Cadherin (d9MAk) bzw. anti-delta-8-E-
Cadherin (d8MAk), wurden am Institut fiir Pathologie an der Technischen Universitét
Miinchen von K.-F. Becker und dem Institut fiir Pathologie des GSF-
Forschungszentrums fiir Umwelt und Gesundheit, Neuherberg von E. Kremmer

entwickelt und fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Im Gen des Oberflichenproteins E-Cadherin entstand in Folge einer splice-site-
Mutation eine neue Fussionsregion zwischen Exon 8 und Exon 10 durch Deletion des
Exon 9 (d9-E-Cad). Anhand dieser verdnderten DNA Sequenz wurde ein Peptid aus 13
Aminosduren synthetisiert, mit KLH (keyhole limpet hemacyanin) gekoppelt und Lou/C
Ratten subkutan (s.c.) sowie intraperitoneal (i.p.) mit einem Adjuvanz appliziert. Eine
letzte Boosterung wurde nach 4 Wochen ohne Adjuvanz durchgefiihrt. 3 Tage danach
erfolgte die Fusion aktivierter Plasmazellen aus der weilen Pulpa der Milz mit
Myelomzellen. Mittels Enzyme Linked Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) konnte
anhand spezifischer Maus-Anti-Ratten-Antikorper aus einer Vielzahl entstandener
Hybridomzellen gezielt der Klon identifiziert werden, der Antikorper gegen das
mutierte d9-E-Cad produziert. Die Antikorper des Klons 6H8 binden spezifisch nur an
das Antigen d9-E-Cad und gehoren der Immunglobulinklasse IgG2a (d9MAk) an
(Becker et al., 1999).

Eine andere splice-site Mutation im Gen des E-Cadherin fiihrte zu einer Verdnderung

der DNA Sequenz zwischen Exon 7 und Exon 9 durch Deletion von Exon 8 (d8-E-Cad).
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Gegen diese Mutation wurde nach oben beschriebener Methode der monoklonale
Antikorper d8MAKk hergestellt. Die Antikorper des als 7H1 bezeichneten Klons, die
ebenfalls zur Immunglobulinklasse IgG2a zéhlen, sind spezifisch gegen das Peptid der
neuen Fusionsregion zwischen Exon 7 und Exon 9 gerichtet und binden ausschlieBlich
an d8-E-Cad (Becker et al., 1999). Im vorliegenden Fall wurde d8MAk als nicht
tumorspezifischer Antikorper gegeniiber d9-E-Cad im Vergleich zu d9MAk verwendet.

3.6.2 Radionuklid

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Lutetium-177 (*"’Lu) als Radionuklid fiir die Kopplung
mit d9MAk bzw. d8MAk verwendet. Lutetium (Ordnungsnummer 71) wird als
Nebengruppenelement den Lanthanoiden, auch Seltenen Erden genannt, zugeordnet. Es
wurde 1907 von G. Urbain an der Universitit von New Hampshire entdeckt. '""Lu ist

ein kiinstliches Isotop, dass nach Neutronenbeschuss aus ''°Lu hergestellt wird.

"Lu wurde in einer 0,05 M HCI Lésung von Perkin Elmer Life and Analytical
Sciences, Bosten, MA, USA bezogen. Es zerfillt mit einer Halbwertzeit (HWZ) von
6,71 d in das stabile Element Hafnium-177 (‘’Hf). Dabei wird neben Beta (B) auch
Gamma (y)-Strahlung emittiert. Das Energiemaximum der B-Komponente liegt bei
0,497 MeV (79%), das der y-Komponente bei 0,113 MeV (6,4%) und 0,208 MeV
(11%). Die maximale Reichweite der p-Teilchen betrdgt 2,5 mm, die mittlere

Reichweite ca. 1,6 mm. Aufgrund der y-Komponente ist '"'Lu in vivo gut detektierbar.

3.6.2.1  Chelatierung der Antikorper

Freie Ionen eines Ubergangsmetalls, wie z. B. Lu, gehen bevorzugt koordinative
Bindungen mit Schwefel, Stickstoff und Sauerstoff ein und binden in vivo
dementsprechend leicht an Proteine (Henning et al., 2000), wodurch es zur
Anreicherung in unterschiedlichen Organgeweben kommen kann (Milenic et al., 2002).

. . 177
Fur freie

Lu-Ionen konnte z. B. eine starke Anreicherung im Knochengewebe
festgestellt werden (Miiller et al., 1978). Damit in der vorliegenden Arbeit '"’Lu nach
i.p. bzw. i.v. Applikation gezielt an seinen Wirkort den HSC45-M2 Zellen gelangen
konnte, wurde es mittels eines Chelators an d9MAk bzw. dSMAk gekoppelt. Durch die
Bildung stabiler Komplexverbindungen kann die Abspaltung freier '”’Lu-Ionen in vivo

verhindert werden.

Nach einem beschriebenen Verfahren von Nikula et al. (1999) wurden die Antikorper

dOMAk bzw. d8MAk mit dem bifunktionalen Chelator SCN-CHX-A-DTPA (2-(4-
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isothiocyanatobenzyl)-Cyclohexyl-Diethylentriaminpentaessigsdure) am Institut fiir
Transurane der Europdischen Kommission in Karlsruhe konjugiert. SCN-CHX-A-
DTPA bindet kovalent an Lysylreste des Antikorpers, wobei ca. 3-5 Chelate pro
Antikorpermolekiil binden.

3.6.2.2  Y’Lu-Markierung der Antikérper

Die Markierung der chelatierten Antikdrper wurde geméfl Milenic et al. (2002) mit
leichter Modifikation durchgefiihrt. In EppendorfgefiBen wurden 7,4 MBq — 4,4x10°
MBq (200 pCi — 1200 pCi) ""Lu (in 2 pl — 31 pl) mit 100 pl 0,2 M HCI sowie 50 ul
3 M NH4C,H;0; bei pH 5,5 gepuffert und nach Zugabe von 17 pl — 34 pl dOMAKk bzw.
7 ul — 38 pl d8MAk Antikdrper fiir 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die
Abtrennung von gebundenen bzw. freien '’Lu erfolgte mittels Gelfiltration (PD-10
Sdule, Amersham). Dazu wurde die Sdule zundchst mit 20 ml PBS gespiilt. Der
Markierungsansatz (172 pl — 219 pl) wurde mit PBS ad 500 pl aufgefiillt und auf die
Sdule gegeben. Nach Einzug der Probe wurden 2 ml PBS dazugegeben. Mit einem
gesamten Volumen von 2,5 ml entspricht die Fliissigkeitsmenge dem Fassungsvolumen
einer PD-10 Séule. Der '""Lu markierte Antikorper wurde anschlieBend mit 2 ml PBS

177

an der Saule eluiert. Freies *''Lu verblieb in der Saule.

Die Bestimmung der Anteile von gebundenen bzw. freien '"’Lu erfolgte mittels ITLC
(Instant Thin-Layer Chromatography) vor und nach der Abtrennung des freien '"'Lu.
Dazu wurden nach vorheriger Verdiinnung aus zwei verschiedenen Ansédtzen 2 ul auf
ITLC Streifen (ca.1x8 cm) gegeben und mittels Tri-Natriumecitrat-Dihytrat aufgetrennt.
Die Verdiinnung betrug fiir den Ansatz vor der Gelfiltration 1:500 bzw. fiir den Ansatz
nach der Gelfiltration1:5000. Die Anteile des gebundenen '""Lu (stationir) und
ungebundenen '""Lu (mobil) wurden nach Trennung des Streifens in der Mitte mit Hilfe

des y-Counters bestimmt.

Um die Konzentrationen der eingesetzten Antikorper, Antigene und des ''Lu
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde die Anzahl der Molekiile d9MAk bzw.
d8MAK, der '"Lu-Atome und der Antigene d9-E-Cad fiir jeden Markierungsansatz
separat bestimmt. Die Berechnung der Anzahl der Antikorpermolekiile erfolgte nach

Gleichung (1).
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Gleichung (1):
X x(N
N, = :/I;A) Nak: Anzahl der Antikérpermolekiile

X [g]: Menge des eingesetzten Antikorpers
N [mol']: 6x10* (Avogadro-Konstante)
M, [g/mol]: 150.000 (Molekulargewicht eines IgG Ak)

Die Berechnung der Anzahl der '’Lu-Atome erfolgte nach Gleichung (2).

Gleichung (2):
Au ty 177
N, = 1—22 Niu: Anzahl der ' "'Lu-Atome
n

Aru[Bq]: "Lu-Aktivitit
t15 [s]: 6,71 dx86400 s (HWZ von '""Lu)

Die Berechnung der Anzahl der Antigene d9-E-Cad basierte auf einem Ergebnis der
Untersuchung der HSC45-M2 Zellen mittels FACS-Analyse in der Arbeit von

Seidenschwang (2006), wonach pro Tumorzelle ca. 3x10° Antigene exprimiert werden.

3.7 Zellen und Zellkultivierung
3.7.1 Humane Siegelringkarzinomzellen HSC45-M2

Die Tumorzellen der Zelllinie HSC45-M2 wurden 1993 aus dem Aszites einer 28-
jéhrigen japanischen Patientin mit fortgeschrittenem diffusen Magenkarzinom von
histologischen Typ Siegelringkarzinom isoliert und kultiviert (Yanagihara et al., 1993).
Dieser Tumortyp ist charakterisiert durch den Verlust des Zell-Zellkontaktes im frithen
Stadium der Karzinogenese, der zu einer Auflosung der physiologischen
Gewebestruktur fithrt (Muta et al., 1996). Die Ursache dafiir ist die mutationsbedingte
Verdnderung des Oberflachenprotein E-Cadherin (Fukudome et al., 2000).

3.7.1.1  Kultivierung

Alle Arbeitsschritte mit Zellen wurden unter keimfreien Bedingungen an einer Laminar-

Flow Arbeitsbank (Heraeus, Osterode) durchgefiihrt.

Kultiviert wurden die HSC45-M2 Zellen in Zellkulturflaschen mit einer Grundfldche
von 175 cm? in 30 ml DMEM Medium bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit.
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Das Medium war mit 10% Fetalen Kélberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin angereichert. Der im Medium enthaltene pH-abhéngige
Indikator Phenolrot signalisiert durch den Farbumschlag von rot zu gelb eine

Anreicherung von wachstumshemmenden sauren Stoffwechselprodukten.

Zur Gewinnung der Zellen wurde das Medium abgesaugt und die verbliebenen
Riickstinde sowie Zelldentritus mit 10 ml PBS von dem Zellrasen abgespiilt und
entfernt. Anschlieend wurden die Zellen mit 7 ml einer | mM EDTA Ldsung bei 37°C
fiir 10 min inkubiert und durch Beklopfen der Kulturflasche abgelost. In sterilen
Roéhrchen wurde die Zellsuspension abzentrifugiert (1200 Upm, 3 min). Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet mit Kulturmedium zur Umsetzung in neue Flaschen
resuspendiert. Fiir die Inokulation der Zellen in Méiusen wurde FKS-freies Medium

verwendet.

Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte mit Hilfe des Zellzdhlgerdtes CASY 1
(Schérfe, Reutlingen). Dazu wurden 2 pl, 50 ul oder 100 ul der Zellsuspension mit 10
ml isotoner Salzlosung CASYton verdiinnt. Die Zellkonzentration in der
Ausgangsmenge konnte durch Wahl der entsprechenden Verdiinnung in CASY 1
(1:100, 1:200 und 1:5000) direkt bestimmt werden.

3.8 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Weibliche swiss nu/nu sowie Balb/c AnN Crl BR Miuse (Alter: 5 bis 11 Wochen)
wurden aus pathogenfreier Zucht von Charles River Laboratories (Frankreich) bzw.
Charles River Wiga GmbH (Deutschland) bezogen. Mindestens 14 d vor
Versuchsbeginn erfolgte die Einstallung der Mause. Je 5 Tiere pro Kéfig wurden auf
Streu bei artgerecht eingestellten Lichtphasen, 26°C Raumtemperatur und 50% bis 60%
Luftfeuchtigkeit gehalten und mit Maiusestandardfutter Altromin 1314 und
Leitungswasser ad libitum versorgt. Der Streuwechsel und die Reinigung der Kifige
erfolgten wochentlich. Fiir eine versuchstierfreundliche Haltung wurden pro Kéfig ein

Zellstofftuch sowie eine autoklavierte Papierrolle zum Spielen gegeben.

Nacktméiuse besitzen aufgrund ihrer Thymusaplasie keine zellulire Immunabwehr. Die
humorale Abwehr mit dem Entstehungsort im Knochenmark ist primir nicht
beeintrachtigt, jedoch sekundir aufgrund der Abhéngigkeit von den T-Zellen in ihrer
Funktion reduziert. Da Host-versus-Graft (HvG) AbstoBungsreaktionen vor allem auf
der zelluldiren Komponente des Immunsystems basieren, eignen sich Nacktmiusen

besonders fiir Xenograft Transplantationen. Balb/c Méuse besitzen eine vollstindige
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zellulire und humorale Immunkompetenz und wurden zur Untersuchung der
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Biodistribution von ' 'Lu-d9MAk Konjugaten in tumorfreien Médusen verwendet.

Nach den geltenden Bestimmungen fiir Tierversuche wurden die in vivo Experimente
mit der Genehmigung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-81/02
2002 durchgefiihrt.

3.8.1 Aniisthesie und Totung

Fir Langzeitnarkosen der Tiere von ca. 20 min Dauer, erforderlich fiir
Szintigraphieaufnahmen, wurde den Tieren 250 pl einer Rompun-Ketamin-Losung i.p.
injiziert. Um die Austrocknung der Cornea durch den fehlenden Lidschlu3 wahrend der
Narkose zu verhindern, wurde die Augensalbe Vidisic® aufgetragen. Dem erhohten
Wirmeverlust, bedingt durch den reduzierten Stoffwechsel, wurde mit einer
Infrarotlampe entgegengewirkt, die zum Schutz vor Verbrennungen in einem Abstand
von mindestens 30 cm aufgestellt wurde. Kurzzeitnarkosen bis zu 3 min Dauer,
erforderlich fiir i.v. Injektionen bzw. Blutabnahmen wurden in einem Gefdfl mit Ether

gedriangten Tuch durchgefiihrt.

Zur Totung wurden die Tiere in einen mit CO, durchstromten Behélter bis zum
Atemstillstand gegeben. Danach wurde der Brustkorb eroffnet und die Aorta im

Aortenbogenbereich durchtrennt.

3.9 In vitro Versuche
3.9.1 Stabilitit der "’Lu-Immunkonjugate

Zur Bestimmung der Stabilitéit von '"’Lu-Immunkonjugaten wurden 0,37 MBg/ml bzw.
1,63 MBqg/ml (10 uCi/ml bzw. 44 pCi/ml) des '""Lu-d9MAKk (spezifische Aktivitit 514
MBg/mg (13,8 mCi/mg)) in je | ml Humanserum bzw. PBS bei RT bis zu 7 d inkubiert.
An den Zeitpunkten O h, 4 h, 1 d, 2 d, 3 d, 4 dund 7 d wurde der Anteil an Antikdrper

gebundenem '""Lu bzw. freiem '""Lu mittels ITLC Chromatographie ermittelt.

3.9.2 Bindung der '""Lu-Immunkonjugate an Tumorzellen

Die Bestimmung der Bindungskapazitit der '"'Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk
Konjugate erfolgte nach einem beschriebenen Verfahren (Nikula et al., 1999). 3x10°
Zellen wurden in 0,5 ml Kulturmedium mit 14,8 kBg/ml (0,4 pCi/ml), 37 kBg/ml (1,0
uCi/ml), 74 kBg/ml (2 pCi/ml) und 148 kBg/ml (4 pCi/ml) (spezifische Aktivitat: 185
MBg/mg (5 mCi/mg)) '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAKk fiir 30 min auf Eis inkubiert
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und nach Zugabe von 0,5 ml PBS abzentrifugiert (1200 Upm, 3 min). Der Uberstand
wurde separiert und das Zellpellet erneut mit 0,5 ml PBS resuspendiert und
abzentrifugiert. Die '"'Lu-Aktivitit im ersten und im zweiten Uberstand sowie im
Zellpellet wurde im y-Counter bestimmt. Der Anteil der '""Lu-Aktivitit im Zellpellet
wurde im Vergleich zur Gesamtaktivitit (Aktivitit in Uberstand 1 und 2 plus Aktivitit
im Zellpellet) berechnet und dargestellt.

3.9.3 Klonogener Test

Mittels Klonogener Tests wurde die Proliferationsfahigkeit von HSC45-M2 Zellen nach
Inkubation mit zytotoxischen Substanzen ('"’Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAK)
untersucht.

24-well Platten, je 4 pro '’

Lu-Immunkonjugat, wurden mit jeweils 50 Zellen/ml/well
bzw. 100 Zellen/ml/well beimpft. Nach 24 h wurden die Zellen alternativ mit 0,37
MBg/ml (10 pCi/ml), 1,85 MBg/ml (50 uCi/ml), und 3,7 MBg/ml (100 pCi/ml) '""Lu-
dOMAKk (spezifische Aktivitit 735 MBg/mg — 893 MBg/mg (19,8 mCi/mg — 24,1
mCi/mg)) bzw. "L u-d8MAk (spezifische Aktivitit 847 MBg/mg (22,9 mCi/mg)) in
einem Volumen von 1 ml pro well fir 7 d inkubiert. Unbehandelte Zellen, 50

Zellen/ml/well bzw. 100 Zellen/ml/well, dienten als Kontrolle.

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch durch die Auszdhlung der gebildeten
Klone. Vitale Klone bestanden aus ca. 20 — 50 Zellen mit deutlichen, scharfen
Zellgrenzen. Um die Strahlenexposition des Untersuchers wéahrend der Auszidhlung zu
minimieren, wurde vor der Zihlung jeweils 0,5 ml/well des radioaktiven Mediums
abgesaugt. Die Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) der Anzahl der Klone
pro eingesetzter Aktivititskonzentration wurde als prozentualer Anteil zur Klongenitit

der Kontrolle ermittelt.

3.10 In vivo Versuche
3.10.1 Tumormodell

Eine Peritonealkarzinose entwickelt sich beim Magenkarzinom haufig infolge einer
diffusen Tumorzelldissemination. Mittels der i.p. Tumorzellinokulation wurde in der
Maus die i.p. Streuung der Tumorzellen imitiert, um zum einen die Kinetik der '""Lu-
Immunkonjugate nach i.p. bzw. i.v. Applikation im Vergleich zu tumorfreien Méusen
zu untersuchen und zum anderen um die therapeutischen Effizienz tumorspezifischer

""Lu-d9MAk Konjugate nach lokoregionaler Applikation zu beurteilen.
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GemiB Huber (2003) wurden zur Induktion einer Peritonealkarzinose 1x10’ HSC45-M2
Zellen in 0,5 ml FKS-freien Medium Nacktmduse i.p. inokuliert. Zur Applikation
wurden 1 ml Spritzen mit 27G Kaniilen verwendet. Die Injektionsstelle befand sich
dicht unterhalb des Bauchfells im unteren Drittel des Abdomen auf der Linea alba, um
Verletzung von Darm, Leber und Milz zu vermeiden. Positiv wirkte sich auf die
gleichmiBige i.p. Dissemination der Zellen in der Regel ein Kéfigwechsel aus. Durch
die stindige Bewegung der Méuse beim Anpassen an die frischen Kéfigverhéltnisse

wurden die Zellen gut im Bauchraum verteilt.

Zur Untersuchung der Biodistribution oder der therapeutischen Effizienz wurden
Miusen 1 d, 8 d bzw. 14 d nach i.p. Tumorzellinokulation '"’Lu-Immunkonjugate i.p.
injiziert. Die histologische Untersuchung des Peritoneums bis zu 8 d nach i.p.
Inokulation von 1x107 HSC45-M2 Zellen zeigte bei Huber (2003), dass bis zu 2 d nach
i.p. Zellinokulation keine histologisch nachweisbare Tumorzellinfiltration des
Peritoneums, d.h. keine manifeste Peritonealkarzinose vorlag. Vermutlich befanden sich
die injizierten Tumorzellen zu diesem Zeitpunkt teilweise noch frei flotierend in der
Peritonealhohle. 8 d nach i.p. Zellinokulation war dagegen eine ausgedehnte Infiltration
des Peritoneums, d.h. eine manifeste Peritonealkarzinose nachweisbar. Im vorliegenden
Fall wurde zur vereinfachten Darstellung 1 d nach i.p. Tumorzellinokulation als friihe
Peritonealkarzinose (Frith-PC) und 8 d nach Tumorzellinokulation als spéte oder

fortgeschrittene Peritonealkarzinose (Spét-PC) bezeichnet.

177

3.10.2 Verteilung von "'Lu-Immunkonjugaten

Die Verteilung der '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk Konjugate wurde folgendermaBen

untersucht:

3.10.2.1 Darstellung der Verteilung mittels Szintigraphie

6 tumortragenden Nacktméusen und 2 tumorfreien Balb/c Mdusen wurden i.p. bzw. i.v.
1,11 MBq — 2,59 MBq (30 pCi — 70 pCi) '"Lu-d9MAk Konjugate (spezifische
Aktivitit 250 MBg/mg — 514 MBg/mg (6,8 mCi/mg — 13,9 mCi/mg)) bzw. '""Lu-
d8MALk Konjugate (spezifische Aktivitit 189 MBg/mg — 511 MBg/mg (5 mCi/mg —
13,8 mCi/mg)) in einem Volumen von 0,5 ml (i.p.) bzw. 0,2 ml (i.v.) injiziert. Die
Verteilung der '”’Lu-Immunkonjugate wurde 1 d p.i. bzw. 2 d p.i. szintigraphisch
dargestellt. Dazu wurden die narkotisierten Méuse (s. 3.8.1) in Bauchlage gelagert. Die

Aufnahmen erfolgten ca. 20 min in ventro-dorsaler Richtung. Das ADAC Vertex
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Szintigraphiegerit mit einem 3/8“Kristall und einem Medium-Energy-General-Purpose-
Collimator erfasste die zwei '"'Lu y-Peaks (113 keV, 208 keV) je in einem Fenster von

15%. Die Auflésung betrug 15 mm FWHM (Full Width at Half Maximum).

3.10.2.2  Biodistribution
Es wurden 3 Biodistributionsstudien durchgefiihrt:

Studie I: 24 weiblichen swiss nu/nu Nacktmdusen, wurden 24 h nach i.p.
Zellinokulation 1,11 MBq (30 pCi) '""Lu-d9MAk (spezifische Aktivitit: 257 MBg/mg
(6,9 mCi/mg)) bzw. '""Lu-d8MAKk (spezifische Aktivitit: 189 MBg/mg (5 mCi/mg)) i.p.
bzw. i.v. injiziert. Die Verteilung der '"’Lu-Konzentration in den Organen wurde 1 h,

3 hund 7 d nach i.p. Applikation und 1 h nach 1.v. Applikation bestimmt.

Studie II: 22 weiblichen swiss nu/nu Nacktmiusen wurden 14 d nach i.p.
Zellinokulation 1,11 MBq (30 pCi) '""Lu-d9MAk (spezifische Aktivitit: 511 MBg/mg
(13,8 mCi/mg)) bzw. '""Lu-d8MAKk (spezifische Aktivitit: 250 MBg/mg (6,8 mCi/mg))
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1.p. bzw. 1.v. injiziert. Die Verteilung der ''Lu-Konzentration in den Organen wurde

1 h, 3 hund 48 h nach i.p. Applikation und 1 h nach i.v. Applikation bestimmt.

Studie IIT: 32 tumorfreien Balb/c Miusen wurden 1,11 MBq (30 pCi) '""Lu-d9MAk
(spezifische Aktivitit: 514 MBg/mg (13,9 mCi/mg)) i.p. und i.v. appliziert. Die
Verteilung der 77 u-Konzentration in den Organen wurde 1 h, 3 h, 24 h, 48 h, 72 h und
7 d nach i.p. Applikation und 1 h, 24 h und 48 h nach i.v. Applikation bestimmt.

Pro Zeitpunkt und '"’Lu-Immunkonjugat wurden fiir die i.p. Applikation in Studie I und
IT 3 und in Studie III 4 Tiere verwendet. Die 1.v. Applikation wurde in Studie I und III
an 3 und in Studie II an 2 Tieren durchgefiihrt.

Die ip. Applikation von '"Lu-d9MAk bzw. '"Lu-dSMAk erfolgte in einem
Injektionsvolumen von 0,5 ml PBS. Fiir die i.v. Injektion wurden die Schwanzvenen der
Maiuse im warmen Wasser dilatiert, um die Punktion zu erleichtern. Die i.v. Applikation
von '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAKk erfolgte dann in einem Volumen von 0,2 ml PBS
mit 27G Kaniilen.

Zu den festgelegten Zeitpunkten erfolgte die Totung der Maiuse (s. 3.8.1). Der
Brustkorb wurde eréffnet und die Organe durch einen Schnitt in die Aorta entblutet, um
den Messfehler durch die im Blut vorhandenen RIK gering zu halten. Zur Erfassung der
Verteilung von '""Lu-d9MAk oder '""Lu-d8SMAk in den Organen wurden diese in

folgender Reihenfolge entnommen: Herz, Lunge, Muskel (Musculus quatriceps
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femoris), Peritoneum, ggf. Tumor, Pankreas, Milz, Magen, Darm, Niere, Leber, Hirn,
Haut, Knochen (Femur, links) und Knochenmark. Die Herzkammern wurden nach der
Entnahme zusétzlich in Wasser gespiilt und auf feuchtem Filterpapier ausgedriickt um
verbliebene Blutkoagel zu entfernen. Das Knochenmark wurde nach Prédparation und
Er6ffnung der Femora durch Ausschaben mit einer Kaniilenspitze gewonnen. Bei jedem
Tier wurde von Leber, Niere, Diinn- bzw. Dickdarm, Peritoneum und Haut jeweils nur
ein Teil an identischer Position entnommen, um keine Zihlraten aullerhalb des linearen
Messbereichs des y-Counters von 1x10° cpm bis 1x10° cpm zu erhalten. Aus den

Darmproben wurden die Verdauungsreste entfernt.

Die Organmassen wurden in Prober6hrchen fiir den y-Counter mittels der Sartorius
Analysewaage (Sartorius, Gottingen) bestimmt. Um Ungenauigkeiten durch einen
eventuellen Feuchtigkeitsverlust der Organe zu minimieren, wurden die Massen
unmittelbar nach der Entnahme erfasst. Die '"'Lu-Aktivitit des jeweiligen Organs
wurde mittels des y-Counters gemessen und als prozentualer Anteil der injizierten
7L u-Aktivitit pro Gramm Gewebe (% ID/g) berechnet (Gleichung (3)). Um die "L u-
Konzentrationen der Organe zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten miteinander
vergleichen zu konnen, wurden die '""Lu-Aktivititen mittels eines 1% Standards
zerfallskorrigiert. Zur Bestimmung des 1% Standards wurde die pro Maus injizierte
Aktivitdt auf 100 ml PBS verdiinnt und in fiinf 1 ml Aliquits im y-Counter zusammen

mit den Organproben gemessen.

Gleichung (3):

AOrgV
m
Cax = —2—220 5100

S tan dard

Crik [% ID/g]: '""Lu-Konzentration pro Organ

Aorgan [cpm]: 7L u-Aktivitit pro Organ
Morgan [g]: Organmasse

Astandard [Cpm]: 7L u-Aktivitdt im Standard

3.10.2.3 Dosimetrie

Die Abschdtzung der absorbierten Strahlendosen in den Organen erfolgte anhand der
Daten aus der Biodistributionsstudie III mittels des OLINDA (Organ Level Internal
Dose Assessment Code) Software Programms (Vanderbilt University, 2003). Dazu

wurden die nicht zerfallskorrigierten '"’Lu-Konzentrationen in den Organen mit
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Ausnahme des Blutes (% ID/g) unter Einbeziehung eines Umrechnungsfaktors, der den
Anteil des jeweiligen Organgewichts am Gesamtkorpergewicht der Maus angibt (Brown
et al., 1997), in Prozent der injizierten Aktivitit pro Organ (% ID/Organ) berechnet. Die
resultierenden Zeit-Aktivititskurven der Organe wurden durch mono-exponential
Funktionen angepasst und daraus die Integration in Anzahl der Zerfille pro injizierte
Aktivitit (residence times) in den Organen ermittelt. Diese Groen wurden in das

OLINDA Programm eingegeben.

Am OLINDA-Modell des erwachsenen Mannes in mSv/MBq wurden die mittleren
absorbierten Organdosen fiir folgende Organe bestimmt: Herz, Lunge, Muskel,
Pankreas, Milz, Magen, Darm, Niere, Leber, Hirn, Haut, Knochen (Substantia corticalis

und Substantia spongiosa) sowie Knochenmark.

3.10.2.4 Gesamtkorperretention von *"’Lu-d9MAk Konjugaten

Zur Bestimmung der Gesamtkdrperretention von '’'Lu-Immunkonjugaten im murinen
Organismus wurden 8 swiss nu/nu Nacktmiusen 0,74 MBq — 14,8 MBq (20 pCi —
400 pCi) ""Lu-d9MAK in einem Volumen von 0,5 ml i.p. injiziert. Um die effektiv
applizierte '""Lu-Aktivitit pro Maus zu erhalten, wurden die verwendeten Spritzen
jeweils unmittelbar vor und nach der Injektion sowie die Mause unmittelbar nach der
Applikation mittels eines Aktivmeters gemessen. Danach erfolgte die Messung der
""Lu-Aktivitit pro Maus tiglich iiber einen Zeitraum von 7 d. Fiir die Messung wurden
die Méuse kurz narkotisiert und in einem luftdurchlissigen Plastikbeutel gegeben.
Damit konnte eine Kontamination des Messgerdts mit radioaktiven Exkrementen

verhindert werden.

Zur Berechnung der im Korper verbliebenen Aktivitdt wurde zunéchst der prozentuale
Anteil der injizierten '''Lu-Aktivitit pro Messzeitpunkt bestimmt und um den

radioaktiven Zerfall mittels Zerfallsgesetzes korrigiert.

3.10.3 Radioimmuntherapie mit '"’Lu-Immunkonjugaten
Es wurden 2 Therapiestudien durchgefiihrt:

Therapiestudie I: 1 d und 8 d nach Inokulation von 1x10” HSC45-M2 Zellen wurden
weiblichen swiss nu/nu Nacktméusen (n=10) 0,37 MBq (10 pCi), 1,85 MBq (50 pCi),
7,4 MBq (200 pCi) bzw. 14,8 MBq (400 uCi) '"Lu-d9MAk bzw. '""Lu-dSMAk
Konjugate i.p. injiziert. Die entsprechenden spezifischen Aktivititen der applizierten

Therapieansitze sind in Tabelle 2 dargestellt. Untherapierte Mause (n=13) wurden zur
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Kontrolle der i.p. Tumorproliferation mitgefiihrt. Die injizierten Zellen unterschieden
sich in 3 bis 10 Passagen. Die Hohe der applizierten '’’Lu-Aktivititen orientierte sich
zum einen an der bei Koppe et al. (2004) ermittelten maximal tolerierbaren Aktivitit
(MTA) von 16,65 MBq i.p. applizierter ''Lu-MN-14 Konjugate 10 d nach i.p.
Tumorzellinokulation (LS174T) und zum anderen an Studien zur lokoregionalen RIT
mit '""Lu-CC49 Konjugaten bei Mausen 7 d nach i.p. Tumorzellinokulation (LS174T)
(Schott et al., 1994).

Uber einen Zeitraum von 250 d wurden die Tiere hinsichtlich ihres Allgemein- und
Erndhrungszustandes sowie Verhaltens beobachtet. Die Endpunktkriterien der
Uberlebenszeit waren (i) Zeichen von Aszites, (ii) sichtbares Tumorwachstum oder (iii)
tumorbedingte Kachexie. Zur Verifizierung des i.p. Tumorwachstums wurden die Tiere
unmittelbar nach dem jeweiligen Todeszeitpunkt obduziert. Tiere, die 250 d {iberlebten,
wurden danach getotet und ebenfalls zur Verifizierung eines okkulten i.p.

Tumorwachstums obduziert.

Therapiestudie II: Um die Validitdt der Ergebnisse aus Studie I zu iiberpriifen, wurden
1 d nach Tumorzellinokulation die i.p. Therapien mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAk (n=10)
bzw. 7,4 MBq """Lu-d8MAk (n=10) unter gleichen Bedingungen erneut durchgefiihrt
(spezifische Aktivitdten: s. Tab. 2).
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Spezifische Aktivitit in MBg/mg
(mCi/mg)
Applizierte '"'Lu- | Applizierter Tag nach Tumorzellinokulation
Aktivitdit in MBq | Antikorper
. 1 8
(nCi)
1,85 (50) d9MAKk 103 (3) 378 (10)
dSMAk 411 (11) 411 (11)
7,4 (200) d9IMAKk 822 (22) [I], 925 | 892 (24)
(25) [11]
d8MAk 787 (21) [1], 592 | 740 (20)
(16) [11]
14,8 (400) d9MAKk 871 (23) 778 (21)
d8MAk 871 778

Tabelle 2: Spezifische Aktivititen der in Therapiestudie I [I] bzw. II [II] i.p. applizierten

""Lu-Immunkonjugate zum Zeitpunkt der Injektion

3.10.4 Toxizititsstudien

Gewebe mit einer hohen Proliferationsrate wie z. B. die Spermatogonien in den Testes
oder die hidmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark sind besonders
strahlensensibel und konnen bei der RIT unspezifisch geschadigt werden. Zellen des
hidmatopoetischen Systems treten nach wunterschiedlich langer differentieller
Entwicklung aus dem Knochenmark aus und zirkulieren im Blut. Die Bestimmung der
weillen (Leukozyten) sowie roten (Erythrozyten) Blutkorperchen im Blut der Tiere
stellte eine geeignete Methode dar, um die Radiotoxizitit i.p. applizierter '"'Lu-d9MAk
Konjugate auf das Knochenmark zu bewerten. Zudem wurden auffillige Verdnderungen

der Organe histopathologisch untersucht.

3.10.4.1 Bestimmung der Leukozyten und Erythrozyten

1 Woche vor ip. Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate wurden die
préatherapeutischen Werte fiir die Leukozyten bzw. Erythrozyten im Blut tumorfreier,
weiblicher, 6 Wochen alter swiss nu/nu Nacktméuse bestimmt und als Referenz gleich

100% verwendet. Den Tieren (n=5) wurden 0,37 MBq (10 uCi), 1,85 MBq (50 pCi),
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7.4 MBq (200 pCi), bzw. 14,8 MBq (400 uCi) '""Lu-d9MAKk i.p. injiziert. Die
Bestimmung der Leukozyten bzw. Erythrozyten erfolgt erstmalig 3 Tage p.i. und dann
wochentlich bis zu 52 Tagen. Die Blutentnahme der narkotisierten Mause (s. 3.8.1)
erfolgte mittels heparinisierten Insulinspritzen durch Punktion der Vena jugularis. In
den entnommenen Blutproben (50 pl) wurden die Leukozyten- bzw. Erythrozytenzahlen
mit dem Blutanalysegerdt SE 9000 (Sysmex, Norderstedt) im Differentialblutbild
bestimmt. Dazu wurden 50 pul Miuseblut mit 100 pl Shedreagenz Cellpack (Sysmex,

Norderstedt) verdiinnt. Das minimale Messvolumen des Analysegerétes betrug 80 pl.

3.10.4.2 Toxizitatsbeurteilung anhand histologischer Praparate

Bei allen verstorbenen Tieren sowie bei Tieren, die aufgrund der Endpunktkriterien (s.
3.10.3) bzw. am Ende der Beobachtungszeit nach 250 d euthanisiert wurden, erfolgte
eine Obduktion. Dabei wurde bei je 2 Tieren pro applizierter '’ 'Lu-Aktivitit Milz,
Leber sowie Nieren zur Beurteilung von Strahlenspatwirkungen entnommen. Da die
Blutbildung bei Maiusen neben dem Knochenmark auch in Milz und Leber
physiologisch stattfindet (Anver und Haines, 2004), waren diese Organe insbesondere
fiir die Beurteilung strahleninduzierter maligner Neoplasien des blutbildenden Systems
bedeutsam. Auflerdem wurden auch alle auffillig veranderten Gewebe bzw. Organe wie
z. B. Lymphknoten entnommen. Sdmtliche Organe wurden in 4% Formalin bei RT
konserviert. Die histologische Aufbereitung und Auswertung der Priparate erfolgte am
Institut fiir Pathologie der GSF in Neuherberg durch Frau Dr. L. Quintanilla-Fent und

ithrem Team.

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit dem Statistik-Softwareprogramm SPSS 13 fiir
Windows durchgefiihrt (Statistical Package for the Society Sciences). Hierbei wurden
die Daten der Untersuchung der Bindungskapazitit, des klonogenen Tests sowie der
Blutwerte mittels des Krustal-Wallis-Tests sowie des Wilcoxon-Tests fiir unabhdngige
Stichproben auf statistische Signifikanz mit p<0,05 gepriift. Die Auswertung der
Therapiestudien erfolgte mittels der Methode nach Kaplan-Meier {iiber einen
Beobachtungszeitraum von 250 d nach i.p. Tumorzellinokulation. Mittels des Log Rank
Testes wurden alle Therapiegruppen paarweise miteinander verglichen und mit p<0,05

hinsichtlich der statistischen Signifikanz untersucht.
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4 Ergebnisse

4.1 ""Lu-Markierung von d9MAKk bzw. d8MAk

Der Anteil von gebundenem '’’Lu wurde mittels ITLC Chromatographie vor und nach
PD 10 Gelfiltration der Radioimmunkonjugatlosung bestimmt. Nach Inkubation von
96 pg — 400 ug d9MAk bzw. dSMAk mit 7,4 MBq — 4,4x10* MBq '""Lu fiir 1 h wurde
vor der Gelfiltration eine Markierungsausbeute von 90% + 5% bei ""Lu-d9MAKk (n=21)
und 85% + 13% bei '""Lu-d8MAk (n=11) erzielt. Nach der Gelfiltration konnte die
Reinheit der '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk Konjugate auf 97% + 2% bzw. 94% +
5% gesteigert werden. Dabei wurde ein Verlust von 35% des urspriinglich eingesetzten
dO9MAk und 36% des d8MAk festgestellt. Die Unterschiede in den
Markierungsausbeuten beider AntikOrper resultierten zum einen aus der Verwendung
verschiedener '""Lu-Aktivititen bzw. Antikorpermengen und zum anderen aus den

Antikorperchargen, die sich in der Qualitédt der Antikdrperchelatierung unterschieden.

In den tierexperimentellen Therapiestudien wurden Madusen unterschiedliche
Aktivititen des '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk Konjugats i.p. appliziert. Die
Antikorpermenge betrug dabei in Abhéngigkeit von der applizierten Aktivitit zwischen
5 ng und 18 pg, wobei im Mittel 10 pg pro Maus injiziert wurde. Die spezifische

Aktivitit der 7’

Lu-Immunkonjugate variierte zum Zeitpunkt der Injektion in
Abhingigkeit von der Markierung zwischen 103 MBg/mg und 925 MBg/mg bei '""Lu-
dO9MAk und 411 MBq/mg und 871 MBg/mg bei '""Lu-dSMAk, wobei die mittlere
spezifische Aktivitit der '"’Lu-Immunkonjugate ca. 637 MBg/mg betrug. Entsprechend
dieser mittleren spezifischen Aktivitit war jedes 8 Antikdrpermolekiil mit einem '""Lu-

Atom markiert.

Eine Erhohung der spezifischen Aktivitdit war verbunden mit einer Senkung der
Markierungsausbeute vor Gelfiltration. Ursdchlich wurde dafiir eine im Verhéltnis zur
Anzahl der '"Lu-Atome geringere Anzahl an Antikérpermolekiile angenommen.
Beispielsweise betrug die Markierungsausbeute vor Gelfiltration 90% bei einer
spezifischen Aktivitit von 123 MBg/mg und nur 78% bei einer spezifischen Aktivitét
von 378 MBg/mg.

4.2 Stabilitit der '"'Lu-Immunkonjugate

177

In Abbildung 1 ist die Stabilitit von *'Lu-d9MAk Konjugaten in Humanserum und in

PBS {iber einen Zeitraum von 7 d veranschaulicht. In PBS konnte iiber den gesamten
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Zeitraum keine Verdnderung der Stabilitdt festgestellt werden. Dagegen betrug der
Anteil von '""Lu-d9MAk im Patientenserum 3 d nach Inkubation nur noch 74%. Bis
zum 7. Tag wurde nur eine geringe Verinderung in der Stabilitit der '""Lu-d9MAk
Konjugate im Serum beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt, d.h. nach ca. einer HWZ von

""Lu (6,7 d), betrug der Anteil von '""Lu-d9MAk 71%.
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Abb 1.:  Stabilitit der '"Lu-d9MAk Konjugate. '''Lu-d9MAk wurde in 1 ml
Patientenserum bzw. 1 ml PBS bei RT iiber 7 d inkubiert. Wihrend der Anteil der '"Lu-d9MAk

Konjugate in PBS konstant bei ca. 100% blieb, verringerte er sich im Serum auf 71% nach7 d.

4.3 Bindung der '"Lu-Immunkonjugate an Tumorzellen

Die Bestimmung der Tumorzellbindung der '"’Lu-Immunkonjugate in Abhingigkeit
von der Antikérperkonzentration erfolgte nach Inkubation von 3x10° HSC45-M2 Zellen
mit '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAKk (s. 3.9.2). Dabei war die Bindung von '"’Lu-
d9MAk Konjugaten mit 21% (0,08 pg/ml d9MAk), 16% (0,2 pg/ml d9MAKk), 13% (0,4
ng/ml d9MAK) und 10% (0,8 pg/ml dOMAK) signifikant hoher als von '’Lu-d8MAk
Konjugaten mit 4,5%, 2%, 2% und 1% (p<0,05) (Abb. 2).
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Abb2.:  Tumorzellbindung von '"Lu-d9MAK bzw. '"Lu-d8MAK Konjugate in
Abhiingigkeit von der Antikorperkonzentration. 3x10° HSC45-M2 Zellen wurden jeweils
mit einer Antikorperkonzentration der '"’Lu-Immunkonjugate von 0,08 pg/ml, 0.2 pg/ml, 0,4
pg/ml bzw. 0,8 pg/ml fiir 30 min in 0,5 ml PBS inkubiert. Die Bindung der '""Lu-d9MAk

Konjugate an die Tumorzellen war gegeniiber '""Lu-d8SMAk Konjugaten signifikant hoher.

Bei Inkubation der HSC45-M2 Zellen mit '"Lu-d9MAk Konjugaten war mit
zunehmender Antikdrperkonzentration eine kontinuierliche Abnahme des Anteils an
gebundenen '""Lu-d9MAk Konjugaten bei gleichzeitiger Zunahme des nicht
gebundenen Anteils an '""Lu-d9MAk zu beobachten. Wie Tabelle 3 zeigt, nahm dabei
mit zunehmender Antikdrperkonzentration der '"’Lu-Immunkonjugate bei konstanter
Antigenzahl die Antigensittigung zu, d.h. die Zahl der gebundenen '""Lu-d9MAk
Molekiile, eine vollstindige Antigensittigung konnte aber auch bei 2,7-facher
Antikorpertiberschuss nicht erreicht werden. Der Anteil nicht gebundener RIK nahm
daher bei zunchmender Antikorperkonzentration ebenfalls zu. Bei 0,8 pg/ml '""Lu-
d9MAKk lag z. B. ein ca. 2,7-facher Antikorperiiberschuss in der Inkubationsldsung vor,
der zu einer Antigensittigung von ca. 25% fiihrte. Bei 0,08 pg/ml '""Lu-d9MAK lag ein
3,75-facher Antigeniiberschuss in der Inkubationslosung vor, der zu einer

Antigensittigung von nur 6% flihrte.
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Anzahl der HSC45-M2 | 3x10°
Zellen

Anzahl der AG (3x10° | 6x10"

AG/Zelle)
Inkubationsansatz | Antikorperkonzentration
0,08 0,2 0,4 0,8
(0,5 ml) (pg/ml)
Anzahl der
1,6x10" | 4x10'" | 8x10'" | 1,6x10"
Antikorpermolekiile
AG:AK Verhiltnis 3,75:1 1,5:1 1:1,3 | 1:2,7

Nach Inkubation | Antikorper gebunden an
HSC45-M2 (ung)

0,009 0,016 0,026 | 0,04

Antikorpermolekiile

3,610 | 6,4x10' | 1x10'"" | 1,6x10"
gebunden an HSC45-M2

Antigensittigung (%) ~6 ~11 ~17 ~25

Tabelle 3: Antigen/Antikorperverhiiltnisse bei Inkubation von HSC45-M2 Zellen mit
verschiedenen Antikorperkonzentrationen '""Lu-d9MAK. Berechnet wurde die Anzahl der
Antigene und die Anzahl der Antikérpermolekiile (s. Gleichung (1) 3.6.2.2) pro
Inkubationsansatz (0,5 ml) mit 0,04 pg, 0,1 pg, 0,2 pug bzw. 0.4 pg '""Lu-d9MAk sowie die

Antigenséttigung nach Inkubation.

4.4 Klonogener Test

Das klonogene Uberleben nach Inkubation von HSC45-M2 Zellen mit '""Lu-
Immunkonjugaten unterschied sich nicht bei Aussaat von 50 bzw. 100 Zellen pro well.

Daher wurden die Ergebnisse mit 50 bzw. 100 Zellen pro well zusammengefasst und fiir

"TLu-d9MAKk bzw. '""Lu-d8MAk dargestellt (Abb. 3).

Im Vergleich zur Klonogenitét der nicht bestrahlten Kontrolle reduzierte die Inkubation
mit 0,37 MBg/ml '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk das klonogene Potential der
HSC45-M2 Zellen auf 90% bzw. auf 94%. Die Inkubation mit 1,85 MBq/ml '""Lu-
d9MAKk bzw. '""Lu-d8MAk bewirkte eine Verminderung der Klone auf 53% bzw. auf
60%. Die stirkste Reduzierung der Klonogenitit der HSC45-M2 Zellen auf 22% bzw.
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auf 25% wurde nach Inkubation mit 3,7 MBg/ml '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk

erzielt.

Bei allen untersuchten Aktivitdtskonzentrationen unterschied sich die Reduzierung des
klonogenen Uberlebens nach Inkubation mit '"’Lu-d9MAk Konjugaten nicht signifikant
zu '"""Lu-d8MAk Konjugaten. Ursache dafiir war sehr wahrscheinlich der fiir f-Emitter
charakteristische Crossfire-Effekt, der den zytotoxischen Effekt der durch die

spezifische Bindung erzielt wird, iiberwiegte.

120 0 177Lu-dOMAk——
& 100 = W 177Lu-d8SMAk—
= 80
S 60 -
g 40
s
2 2 H B
0
Kontrolle 0,37 1,85 3,7

177Lu-Aktivititskonzentration (M Bq/ml)

Abb 3.: Klonogenitit von HSC45-M2 Zellen 7 d nach Inkubation mit '""Lu-d9MAk
bzw. '""Lu-d8MAK. Mit steigender '""Lu-Aktivititskonzentration nahm die Klonogenitit der
Tumorzellen sowohl bei '"Lu-d9MAKk als auch bei '"’Lu-d8MAk ab. Dabei unterschieden sich
""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAK in ihrer Wirkung nicht signifikant.

4.5 Biodistributionsstudien

Fiir die Versuche, welche die Biodistribution i.p. oder i.v. applizierter tumorspezifischer
bzw. nicht tumorspezifischer '’’Lu-Immunkonjugate in vivo untersuchten, betrug die
Markierungsausbeute von '"'Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAKk nach der Reinigung mittels
der PD-10 Siule stets iiber 95%. Dementsprechend wurden '’’Lu-Konzentrationen in

den Organen durch freies '""Lu fiir die Bewertung der Daten vernachlissigt.

4.5.1 Verteilung von '""Lu-d9MAKk bzw. '""Lu-d8MAKk in Miiusen mit Peritoneal-
karzinose nach i.p. Applikation

Die Untersuchung der Biodistribution i.p. applizierter '”’Lu-Immunkonjugate erfolgte

an swiss nu/nu Nacktmiusen 1 d nach i.p. Inokulation von HSC45-M2 Zellen (frithe



Ergebnisse | Seite 29

Peritonealkarzinose) bzw. 14 d nach 1ip. Inokulation von HSC45-M2 Zellen
(fortgeschrittene Peritonealkarzinose) 1 h, 3 h, 2 dund 7 d p.i. (Abb. 4 —9).

45.1.1  Verteilung 1 h nach i.p. Applikation

Bei Médusen mit frither sowie fortgeschrittener Peritonealkarzinose konnte 1 h nach

Applikation der '’

Lu-Immunkonjugate in allen Organen mit Ausnahme des
Tumorgewebes eine stirkere Konzentration des unspezifischen '’"Lu-d8SMAk Konjugats
im Vergleich zum spezifischen '’"Lu-d9MAk Konjugat festgestellt werden (Abb. 4). Im
frihen Stadium der Peritonealkarzinose war die Konzentration der '""Lu-
Immunkonjugate in Peritoneum ('"'Lu-d9MAk: 27,4 % ID/g, '""Lu-d8MAk: 51,6 %
ID/g) und Pankreas ('"'Lu-d9MAk: 30,6 % ID/g, '""Lu-d8MAk: 65,7 % ID/g) im
Vergleich zu Maiusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose besonders hoch
(Peritoneum: 5,9 % ID/g ('""Lu-d9MAKk), 8.8 % ID/g ('""Lu-d8MAK), Pankreas: 11,4 %
ID/g ("""Lu-d9MAK), 13,0 % ID/g (‘""Lu-d9MAK)). Auffallend war dabei im frithen
Stadium der Peritonealkarzinose die in beiden Organen fast doppelt so hohe '""Lu-
Konzentration nach '""Lu-d8SMAk gegeniiber der '""Lu-d9MAk Applikation.
Gleichzeitig war die '""Lu-Konzentration im Blut bei '""Lu-d8MAk mit 11,2 % ID/g
héher als bei '""Lu-d9MAKk (8,3 % ID/g).

7L u-Aktivitit

Im fortgeschrittenen Stadium der Peritonealkarzinose wurde die stiarkste
im Tumorgewebe gemessen. Mit 54,8 % ID/g reicherte ''Lu-d9MAK ca. 6-mal so stark
im Tumorgewebe an wie '''Lu-d8MAk (8,7 % ID/g). Dementsprechend betrug der
Tumor/Blut Quotient 1 h nach Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate aufgrund der
starken Anreicherung im Tumorgewebe bei ca. 10-mal geringerer '"’Lu-Konzentration
im Blut (5,5 % ID/g) 10,1. Die Applikation der '""Lu-d8MAk Konjugate resultierte
dagegen in einem deutlich niedrigeren Tumor/Blut Quotient von 0,7, bedingt durch die

annihernd gleiche '""Lu-Konzentration im Tumorgewebe (8,7 % ID/g) und im Blut (8,5

% ID/g).

Mit Ausnahme der Niere (13,6 % ID/g) nach '""Lu-d8MAk Applikation bei friiher
Peritonealkarzinose und der Lunge (14,6 % ID/g) nach '""Lu-d8MAk Applikation bei
spiter Peritonealkarzinose waren die '’'Lu-Konzentrationen der iibrigen Organe sowohl
nach '""Lu-d9MAk als auch nach '""Lu-d8MAk Applikation bei beiden Tumorstadien
unter 10 % ID/g. Die ungewdhnlich hohe Konzentration der '""Lu-d8MAk Konjugate in
der Lunge im Stadium der fortgeschrittenen Peritonealkarzinose kann dabei im

Vergleich zu den iibrigen '"’Lu-Konzentrationen in der Lunge (1,2-4,6 % ID/g) und
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aufgrund der hohen Standardabweichung (£20,9) am ehesten auf eine Kontamination

des Lungengewebes mit Blut wihrend der Entnahme zuriickgefiihrt werden.
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Abb 4.: Organverteilung i.p. applizierter '""Lu-d9MAKk bzw. '"Lu-d8MAk Konjugate
1 h p.i. bei swiss nu/nu Nacktmiusen mit friiher (Friih-PC) bzw. fortgeschrittener (Spét-
PC) Peritonealkarzinose. Im fortgeschrittenen Tumorstadium zeigt sich im Tumorgewebe eine
deutlich stirkere Retention der '"’Lu-Aktivitit nach Applikation tumorspezifischer '""Lu-
d9MAKk Konjugate als nach Applikation nicht tumorspezifischer '""Lu-d8SMAk Konjugate. Die
""Lu-Konzentration im entnommenen Tumorgewebe war 1 h p.i. bei '""Lu-d9MAk ca. 6x hoher

als bei "Lu-d8MAKk.

45.1.2  Verteilung 3 h nach i.p. Applikation

Im Vergleich zur hohen Organkonzentration der '"’Lu-d8MAk Konjugate 1 h p.i. bei
Maiusen mit frither sowie fortgeschrittener Peritonealkarzinose, war 3 h p.i. eine stérkere
Konzentration des unspezifischen '’'Lu-d8MAk gegeniiber '""Lu-d9MAk nur noch in
den Organen der Méuse mit frither Peritonealkarzinose feststellbar (Abb. 5). Dabei war
im frithen Stadium der Peritonealkarzinose der Abfall der '’Lu-Konzentration i.p.
applizierter '""Lu-d8MAk Konjugate in Peritoneum und Pankreas besonders auffallend.
Die '""Lu-Konzentration fiel in diesen Organen auf ca. die Hilfte des 1 h Wertes
(Peritoneum und Pankreas: 51,6 % ID/g und 65,7 % ID/g (1 h) vs. 28,3 % ID/g und 33,8
% ID/g (3 h)). Dagegen war 3 h nach Applikation der spezifischen '"Lu-d9MAk

Konjugate in Msiusen mit friiher Peritonealkarzinose die ''’Lu-Konzentration in
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Peritoneum und Pankreas mit 21,7 % ID/g und 27,7 % ID/g nur um 2% — 5% niedriger
als bei der Verteilung nach 1 h p.i. (27,4 % ID/g und 30,6 % ID/g).

Im Blut der Miuse mit friiher Peritonealkarzinose wurde bei '"’Lu-d8MAk Applikation
parallel zum starken Abfall in Peritoneum und Pankreas ein Anstieg der '"'Lu-
Konzentration von 11,2 % ID/g nach 1 h p.i. auf 20,3 % ID/g nach 3 h p.i. festgestellt.
3 h nach '""Lu-d9MAk Applikation war im frithen Stadium der Peritonealkarzinose die
177

Lu-Konzentration im Blut entsprechend dem geringen Abfall in Peritoneum und

Pankreas nur wenig erhoht (1 h: 8,3 % ID/g, 3 h: 11,0 % ID/g).

Im fortgeschrittenen Stadium der Peritonealkarzinose wurde 3 h p.i. wie schon 1 h p.i.
die stirkste '""Lu-Aktivitit im Tumorgewebe bei '"'Lu-d9MAk Applikation gemessen.
Dabei war die '""Lu-d9MAk Konzentration im Tumor mit 16,5 % ID/g ca. 20-mal
groBer als bei '""Lu-dSMAKk (0,8 % ID/g). Im Vergleich zum 1 h Wert (‘""Lu-d9MAKk:
54,8 % ID/g, '""Lu-d8MAk: 8,7 % ID/g) war die '""Lu-Konzentration im Tumorgewebe
bei Applikation spezifischer '""Lu-d9MAk Konjugate jedoch um ca. 70% und bei

177

unspezifischen ' 'Lu-d8MAk Konjugaten um ca. 100% geringer.

In Peritoneum und Pankreas von Madusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose
konnte 3 h nach Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate ein Anstieg der '"’Lu-
Konzentration gegeniiber dem 1 h Wert beobachtet werden (Peritoneum und Pankreas:
6,0 % ID/g und 11,4 % ID/g (1 h p.i.), 10,0 % ID/g und 16,4 % ID/g (3 h p.i.)). Die
""Lu-Konzentration nach '""Lu-d8MAk Applikation nahm dagegen in diesen Organen
im Vergleich zu 1 h p.i. ab (Peritoneum und Pankreas: 8,8 % ID/g und 13,0 % ID/g (1 h
p-1.), 5,5 % ID/g und 8,0 % ID/g (3 h p.i.)) und war damit ca. die Hilfte niedriger als bei
""Lu-d9MAKk. Dies diirfte Ausdruck einer spezifischen Bindung von '""Lu-d9MAk

Konjugaten an tumorinfiltriertes Peritoneum bzw. Pankreas sein.

Im Vergleich zu den '""Lu-Konzentrationen im Blut von Miusen mit fortgeschrittener
Peritonealkarzinose 1 h p.i. (‘"’Lu-d9MAk: 5.5 % ID/g, '""Lu-d8MAk: 8,5% ID/g),
waren die Blutkonzentrationen 3 h p.i. bei '""Lu-d9MAk mit 9,3 % ID/g héher und bei
""Lu-d8SMAk mit 4,5 % ID/g niedriger. Die hohere '""Lu-Konzentration im Blut bei
gleichzeitig geringerer '''Lu-Konzentration im entnommenen Tumorgewebe 3 h vs. 1 h
nach '""Lu-d9MAk Applikation wirkte sich in einen entsprechend niedrigeren
177

Tumor/Blut Quotient aus. Mit 1,8 bei
deutlich groBer als bei '""Lu-d8MAKk (0,18).

Lu-d9MAKk war dieser 3 h p.i. aber immer noch
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Mit Ausnahme der Niere (11,7 % ID/g) nach '""Lu-d8MAk Applikation bei Mausen mit

177

frither Peritonealkarzinose waren die " ''Lu-Konzentrationen der iibrigen Organe sowohl

nach '"Lu-d9MAk als auch nach '""Lu-d8MAk Applikation bei beiden Tumorstadien
unter 10 % ID/g.
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Abb 5.: Organverteilung i.p. applizierter '""Lu-d9MAK bzw. '""Lu-d8MAk Konjugate
3 h p.i. bei swiss nu/nu Nacktméusen mit friiher (Frith-PC) bzw. fortgeschrittener (Spat-
PC) Peritonealkarzinose. Auch 3 h p.i. zeigt sich im Tumorgewebe bei fortgeschrittener
Peritonealkarzinose eine deutlich stirkere Retention der '""Lu-Aktivitdt nach Applikation
tumorspezifischer '""Lu-d9MAk Konjugate als nach Applikation nicht tumorspezifischer '""Lu-
d8MAk Konjugate. Die '""Lu-Konzentration im entnommenen Tumorgewebe war 3 h p.i. bei

"L u-d9MAK ca. 20x hoher als bei '""Lu-dSMAK.

45.1.3  Verteilung 2 d bzw. 7 d nach i.p. Applikation

Die Verteilung der '""Lu-Immunkonjugate 7 d p.i. konnte nur an Mausen mit frijher
Peritonealkarzinose bestimmt werden. 4 von 6 Maiusen mit fortgeschrittener
Peritonealkarzinose fielen aufgrund des progredienten Tumorstadiums 2 d p.i. mit stark
reduziertem Allgemeinzustand auf (Tumorkachexie, Bewegungsarmut sowie
verminderte Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme). Deshalb wurden alle Tiere (n=6)
mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose 2 d p.i. euthanisiert und die Organverteilung

der '""Lu-Immunkonjugate zu diesem Zeitpunkt (2 d) bestimmt.
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Die auffallend hohen Organkonzentrationen i.p. applizierter '"'Lu-d8MAk Konjugate

. 177
gegeniiber

Lu-d9MAk Konjugaten, die bei Médusen mit frilher oder spiter
Peritonealkarzinose 1 h p.i. bzw. mit frither Peritonealkarzinose 3 h p.i. beobachtet
wurden, waren 2 d bzw. 7 d p.. nicht mehr feststellbar (Abb. 6). Die '"Lu-
Konzentration i.p. applizierter '"’Lu-d8MAk Konjugate war in beiden Tumorstadien nur
noch in der Leber (Friih-PC: 7,7 % ID/g, Spat-PC: 16,4 % ID/g) und bei
fortgeschrittener Peritonealkarzinose in der Milz (8,0 % ID/g) bzw. in der Niere (7,9 %
ID/g) deutlich hoher als bei '""Lu-d9MAk (Leber: 4,1 % ID/g (Friih-PC) und 6,8 %
ID/g (Spat-PC), Milz: 5,3 % ID/g (Spat-PC), Niere: 5,1 % ID/g (Spit-PC)).

Im frithen Stadium der Peritonealkarzinose wurde 7 d nach Applikation der '""Lu-

. . . . " 177
Immunkonjugate in Peritoneum und Pankreas erstmals eine hohere

Lu-Aktivitét i.p.
applizierter ''Lu-d9MAk Konjugate im Vergleich zu '""Lu-d8MAk Konjugaten
gemessen. Mit 4,8 % ID/g im Peritoneum und 4,5 % ID/g im Pankreas war die '''Lu-
Konzentration bei '""Lu-d9MAk 7 d p.i. zwar wesentlich geringer als 3 h p.i. (21,7 %
ID/g und 27,7 % ID/g), aber ca. doppelt so hoch wie bei '""Lu-d8MAk 7 d p.i. (2,5 %
ID/g und 2,5 % ID/g). Auch im Blut der Mause mit frither Peritonealkarzinose war die
"L u-Konzentration der applizierten '"'Lu-d9MAk Konjugate 7 d p.i. ca. doppelt so
hoch wie bei '""Lu-d8MAk (11,3 % ID/g vs. 5,0 % ID/g). Im Vergleich zum 3 h Wert

(11,0 % ID/g) blieb die '""Lu-d9MAk Konzentration im Blut jedoch unverindert.

Im fortgeschrittenen Stadium der Peritonealkarzinose wurde 2 d nach Applikation der
Y7L u-Immunkonjugate vergleichbar zur Verteilung nach 1 h bzw. nach 3 h die stirkste
"L u-Konzentration erneut im Tumorgewebe nach '"Lu-d9MAk Applikation
nachgewiesen. Im Vergleich zum 3 h Wert (16,5 % ID/g) war jedoch 2 d p.i. eine
hohere Retention der '""Lu-d9MAk Konjugate im Tumorgewebe von 27,0 % ID/g
festzustellen. Die Tumorretention von '/ ’Lu-d9MAk war hierbei ca. 3-mal stirker als
bei '""Lu-d8MAK (7,5 % ID/g). Auch Peritoneum und Pankreas wiesen bei Méusen mit

177 .
Lu-Konzentration nach

fortgeschrittener Peritonealkarzinose geringfiigig hohere
""Lu-dOMAk Applikation (2,8 % ID/g und 6,8 % ID/g) als nach '""Lu-dSMAk
Applikation (1,8 % ID/g und 5,2 % ID/g) auf. Im Vergleich zu 3 h p.i. waren diese
jedoch deutlich geringer (‘""Lu-d9MAk: 10,0 % ID/g und 16,4 % ID/g, '""Lu-d8MAk:

5,0 % ID/g und 8,0 % ID/g).

Im Blut der Miuse mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose wurde 2 d nach '""Lu-

dO9MAk Applikation eine gering hohere '"'Lu-Konzentration gemessen als nach 3 h
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(3 h: 9,3 % ID/g, 2 d: 13,1 % ID/g). Die '""Lu-d8MAk Konzentration war im Blut 2 d
p.1. gegeniiber dem 3 h Wert unverédndert (3 h: 5,1 % ID/g, 2 d: 5,1 % ID/g). Aufgrund
der stirkeren Retention der '""Lu-d9MAk Konjugate im Tumorgewebe 2 d p.i. und der
nur geringen Zunahme der '’’Lu-Konzentration im Blut wurde ein hoherer Tumor/Blut
Quotient von 2,1 ermittelt im Vergleich zu 3 h p.i. (1,8). Der Tumor/ Blut Quotient i.p.
applizierter '""Lu-d8MAk Konjugate betrug 2 d p.i. 1,4.

In den iibrigen Organen war die '""Lu-Konzentration sowohl nach '""Lu-d9MAKk als

auch nach '""Lu-d8MAk Applikation bei beiden Tumorstadien unter 8 % ID/g.
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Abb 6.: Organverteilung i.p. applizierter '""Lu-d9MAKk bzw. ""Lu-d8MAk Konjugate
7 d p.i. bei swiss nu/nu Nacktmiusen mit friither (Friih-PC) bzw. 2 d p.i. bei swiss nu/nu
Nacktmiusen mit fortgeschrittener (Spét-PC) Peritonealkarzinose. 2 d p.i. zeigt sich im
Tumorgewebe bei fortgeschrittener Peritonealkarzinose erneut eine deutlich stirkere Retention
der '""Lu-Aktivitit nach Applikation tumorspezifischer '""Lu-d9MAk Konjugate als nach
Applikation nicht tumorspezifischer '""Lu-d8MAk Konjugate. Die '"'Lu-Konzentration im
entnommenen Tumorgewebe war 2 d p.i. bei '""Lu-d9MAKk ca. 3x héher als bei '""Lu-d8MAKk.

4.5.2 Verteilung von "L u-d9MAK bzw. '""Lu-d8MAKk in Miusen mit Peritoneal-
karzinose 1 h nach i.v. Applikation

Bei frither und bei fortgeschrittener Peritonealkarzinose wurden sowohl nach '""Lu-
d9MAk Applikation als auch nach '"Lu-d8MAk Applikation die hochsten '""Lu-
Konzentrationen im Blut (28,3 % ID/g bis 37,3 % ID/g) und den gut durchbluteten
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Organen Herz (6,7 % ID/g bis 11,5 % ID/g), Lunge (14,1 % ID/g bis 18,5 % ID/g),
Niere (7,2 % ID/g bis 13,9 % ID/g), Milz (5,9 % ID/g bis 8,6 % ID/g) und Leber (9,0 %
ID/g bis 19,9 % ID/g) gemessen (Abb. 7). Die '"’Lu-Konzentrationen der iibrigen
Organe betrugen weniger als 5 % ID/g. Im Vergleich zur Verteilung der '""Lu-
Immunkonjugate 1 h nach i.p. Applikation (Blut: 5,5 % ID/g bis 11,2 % ID/g, Herz: 1,3
% ID/g bis 2,1 % ID/g, Lunge: 2,0 % ID/g bis 14,6 % ID/g, Niere: 3,0 % ID/g bis 13,6
% ID/g, Milz: 3,0 % ID/g bis 6,9 % ID/g, Leber: 3,8 % ID/g bis 8,3 % ID/g) waren die
hohen Aktivititskonzentrationen im Blut und den gut durchbluteten Organen nach i.v.
Applikation auf die Applikationsroute zuriickzufiihren.

Im frilhen Stadium der Peritonealkarzinose waren die '”’Lu-Konzentrationen i.v.

""Lu-d8MAk Konjugate in fast allen Organen mit Ausnahme von

applizierter
Peritoneum und Pankreas hoher als bei '’Lu-d9MAk Konjugaten. Am deutlichsten war
der Verteilungsunterschied zwischen '""Lu-d9MAk und '"Lu-d8MAk in Niere und
Leber. Mit 13,9 % ID/g (Niere) und 19,9 % ID/g (Leber) war die '’’Lu-Konzentration
der '"Lu-d8MAk Konjugate 1 h p.i. ca. doppelt so hoch wie bei '""Lu-d9MAk

Konjugaten (Niere: 7,5 % ID/g, Leber: 9,0 % ID/g).

Im fortgeschrittenen Stadium der Peritonealkarzinose war 1 h nach i.v. Applikation der
""Lu-d9MAk Konjugate die hohe '"Lu-Konzentration von 17,9 % ID/g im

177 . .
Lu-Konzentration 1.v.

Tumorgewebe am auffilligsten. Im Vergleich dazu war die
applizierter '""Lu-d8MAk Konjugate im Tumorgewebe 7,4 % ID/g. Hierbei muss
beriicksichtigt werden, dass nach '""Lu-d8MAk Applikation nur aus einer Maus mit
fortgeschrittener Peritonealkarzinose verwertbares Tumorgewebe prépariert werden

konnte.

Im Blut von Miusen mit frither oder fortgeschrittener Peritonealkarzinose war die
""Lu-Konzentration nach Applikation von '""Lu-d8MAk mit 35,9 % ID/g bzw. 37,3 %
ID/g deutlich héher als bei '""Lu-d9MAk Applikation (Frith-PC: 31,9 % ID/g, Spit-PC:
28,3 % ID/g). Dementsprechend war der Tumor/Blut Quotient i.v. applizierter '’’Lu-
d9MAk Konjugate mit 0,7 groBer als bei '"’Lu-d8MAk Konjugaten mit 0,2. Aufgrund
der applikationsbedingt hohen '"’Lu-Konzentration im Blut wurde im Vergleich zur i.p.
Applikation kein Tumor/Blut Quotient groBer 1 erzielt, auch wenn i.v. applizierte '""Lu-
177

d9MAk Konjugate zu einer deutlich hoheren
fiihrten als '""Lu-d8MAk Konjugate.

Lu-Konzentration im Tumorgewebe
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Abb 7.:  Organverteilung i.v. applizierter '""Lu-d9MAKk bzw. '"Lu-d8MAk Konjugate
1 h p.i. bei swiss nu/nu Nacktmiusen mit friiher (Friith-PC) bzw. fortgeschrittener (Spit-
PC) Peritonealkarzinose. Auch nach systemischer Applikation zeigt sich im Tumorgewebe bei
fortgeschrittener Peritonealkarzinose eine deutlich stirkere Retention der '"’Lu-Aktivitit nach
Applikation tumorspezifischer '"Lu-d9MAk Konjugate als nach Applikation nicht
tumorspezifischer '""Lu-d8MAk Konjugate. Die '""Lu-Konzentration im entnommenen

Tumorgewebe war 1 h p.i. bei '"’"Lu-d9MAKk ca. doppelt so hoch als bei '’Lu-d8SMAk.

4.5.3 Verteilung i.p. bzw. i.v. applizierter '"’Lu-d9MAk Konjugate in Miusen
ohne Peritonealkarzinose

Die Untersuchung der Biodistribution an tumorfreien Balb/c Maiusen erfolgte
ausschlieBlich mittels '""Lu-d9MAk Konjugaten, da aufgrund der fehlenden
Tumorzellen von einer antikérperunabhingigen Verteilung der '"’Lu-Immunkonjugate

nach i.p. oder i.v. Applikation ausgegangen wurde.

4531  Verteilung1h,3h,1d,3dund7d nach i.p. Applikation

1 h nach ip. Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate wurden die hochsten '""Lu-
Aktivitdten in Peritoneum (7,9 % ID/g) und Pankreas (11,7 % ID/g) gemessen (Abb. 8).
Die '""Lu-Konzentration im Blut war 1 h p.i. mit 6,8 % ID/g héher als in den iibrigen
Organen (<6 % ID/g). Auch 3 h p.i. wurden die stirksten '"’Lu-Konzentration in
Peritoneum (14,6 % ID/g) und Pankreas (11,3 % ID/g), aber vor allem im Blut (18,0 %
ID/g) festgestellt. Parallel zur doppelt so hohen '""Lu-Konzentration im Peritoneum 3 h

177

p.i. im Vergleich zu 1 h p.i. stieg die "''Lu-Konzentration im Blut auf das 3-fache des
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1 h Wertes. Diese Zunahme der '’’Lu-Konzentration im Peritoneum und im Blut war
sehr wahrscheinlich auf die Resorption i.p. applizierter '"’Lu-d9MAk Konjugate am

Peritoneum in den Blutkreislauf zuriickzufiihren.

Parallel zur Blutkonzentration nahm die '"’Lu-Konzentration 3 d p.i. in den gut
durchbluteten Organen Herz, Lunge, Milz, Niere und Leber deutlich zu und war mit
Ausnahme der Milz (3 h p.i.) 1 d p.i. maximal (Blut: 21,4 % ID/g, Herz: 6,8 % ID/g,
Lunge: 10,4 % ID/g, Niere: 8,2 % ID/g, Leber: 8,9 % ID/g). In Peritoneum und
Pankreas war 1 d p.i. (4,2 % ID/g und 5,4 % ID/g) im Vergleich zu 3 h p.i. eine niedrige
"L u-Konzentration feststellbar. Wihrend in allen untersuchten Organen die '’’Lu-
Konzentration bis 7 d p.i. kontinuierlich abnahm, war in der Milz mit 5,6 % ID/g nach 1
d, 5,2 % ID/g nach 3 d und 5,1 % ID/g nach 7 d sowie in der Leber mit 8,9 % ID/g nach
1d,9,1% ID/g nach 3 d und 8,0 % ID/g nach 7 d eine Retention der '""Lu-Aktivitit zu

beobachten.
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Abb 8.: Organverteilung i.p. applizierter '’Lu-d9MAk Konjugate 1 h,3 h, 1d, 3 d und
7 d p.i. bei Balb/c Miusen ohne Peritonealkarzinose. 1 d p.i. war im Blut und in den gut
durchbluteten Organen Herz, Lunge, Niere und Leber die '"’Lu-Konzentration am hochsten. 7 d
p.. war nur in Milz und Leber eine nahezu unverinderte '"’Lu-Konzentration feststellbar,

weshalb eine Retention der '"’Lu-Aktivitit in diesen Organen zu vermuten war.
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45.3.2  Verteilung 1 h, 1 d und 2 d nach i.v. Applikation

Wihrend des gesamten Verteilungszeitraums von 2 d nach i.v. Applikation der '""Lu-
d9MAk Konjugate wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt (1 h, 1 d, 2 d) die
hochsten '’Lu-Konzentrationen in Blut und den gut durchbluteten Organen Herz,
Lunge, Niere, Milz und Leber festgestellt (Abb. 9). Hierbei waren die '"’Lu-
Konzentrationen 1 h p.i. in Blut, Herz, Lunge und Niere am hochsten und nahmen bis 2
d p.i. kontinuierlich ab. Im Gegensatz dazu war in der Milz, wie auch schon nach i.p.
Applikation, ein fast unverinderter Verlauf der '"’Lu-Konzentration i.v. applizierter
""Lu-d9MAk Konjugate zu ermitteln: 5,1 % ID/g nach 1 h, 5,8 % ID/g nach 1 d und 4.9
% ID/g nach 2 d. Die Leber wies 2 d p.i. als einziges Organ eine zunehmende Tendenz

der '""Lu-Konzentration von 9,1 % ID/g nach 1 h auf 12,0 % ID/g nach 2 d auf.

Die '""Lu-Konzentrationen i.v. applizierter ''Lu-d9MAk Konjugate waren in den

iibrigen untersuchten Organen zu jedem Verteilungszeitpunkt unter 4 % ID/g.
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Abb 9.: Organverteilung i.v. applizierter '"’"Lu-d9MAk Konjugate 1 h, 1 d und 2 d p.i.
bei Balb/c Miusen ohne Peritonealkarzinose. 1 h p.i. war im Blut die '”’Lu-Konzentration
deutlich am hdchsten. Ahnlich der i.p. Applikation war 2 d nach systemischer Applikation von
""Lu-d9MAk Konjugaten in Milz und Leber eine Retention der '""Lu-Aktivitit zu beobachten.

4.5.4 Zeitlicher Verlauf i.p. applizierter "L u-d9MAk Konjugate im
Knochenmark

Unterstiitzend zur Beurteilung der Ergebnisse der Toxizitétsstudien (s. 4.11) hinsichtlich

einer moglichen strahlungsbedingten Schidigung des hdmatopoetischen Systems wurde
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die '"Lu-Konzentration ip. applizierter '"Lu-d9MAk Konjugate im roten
Knochenmark von tumorfreien Balb/c Mdusen 1 d bis 7 d p.i. bestimmt (Abb. 10). 1 d
p.i. war der Gewinn von rotem Knochenmark aus dem Femur nur bei einem Tier

moglich.

1 d p.i. bis 3 d p.i. war eine nahezu unverinderte '’ Lu-Konzentration im Knochenmark
festzustellen, die 1 d p.i. 6,9 % ID/g, 2 d p.i. 6,1 % ID/g und 3 d p.i. 6,8 % ID/g betrug.
7 d p.i. war die '""Lu-Konzentration mit 5,2 % ID/g nur geringfiigig niedriger. Aufgrund
der ermittelten Blut- und Knochenmarkskonzentrationen iiber 7 d nach i.p. Applikation
von '"Lu-d9MAk Konjugaten erscheint eine toxische Schidigung des
himatopoetischen Systems durch im Knochenmark retinierte '’'Lu-Immunkonjugate

wahrscheinlich.

Tage nach i.p. Applikation

Abb 10.: '""Lu-Konzentration i.p. applizierter '""Lu-d9MAk Konjugate im roten
Knochenmark von Balb/c Méusen ohne Peritonealkarzinose 1 d, 2 d, 3 d und 7 d p.i.. Die
nahezu unverinderte '”’Lu-Konzentration im Knochenmark wihrend der ersten 3 d p.i. sowie
die nur geringfiigig niedriger '""Lu-Konzentration 7 d p.i. sprechen fiir eine Retention von '""Lu-

Immunkonjugaten im Knochenmark.
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4.6 Dosimetrie

Auf den Daten der Biodistribution von '"'Lu-d9MAk Konjugaten an tumorfreien
Maiusen basierend, wurden die absorbierten Organdosen ermittelt. Dazu wurde der
prozentuale Anteil der injizierten '’Lu-Aktivitit pro Organ aus dem prozentualen
Anteil der injizierten '"'Lu-Aktivitit pro Gramm Gewebe unter Einbeziehung der
jeweiligen Organmasse berechnet (s. 3.10.2.3). Abbildung 11 zeigt den prozentualen
Anteil der injizierten '""Lu-Aktivitit pro Organ 1 h, 3 h, 1 d, 2 d, 3 d bzw. 7 d nach i.p.
Applikation von '""Lu-d9MAk Konjugaten. Neben der '"’Lu-Konzentration im Blut
(11,6 % ID/Organ — 35,8 % ID/Organ) waren Leber (6,2 % ID/Organ — 11,5 %
ID/Organ), Muskeln (3,8 % ID/Organ — 11,1 % ID/Organ), Knochen (3,2 % ID/Organ —
4,6 % ID/Organ) sowie Nieren (1,4 % ID/Organ — 5,1 % ID/Organ) die Organe, welche

die hochsten ""Lu-Konzentrationen aufwiesen.
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Abb 11.:  Prozentuale Anteil der injizierten '""Lu-Aktivitit pro Organ (% ID/Organ)
1h,3h,14d,2d, 3dbzw.7 d nach i.p. Applikation von '"Lu-d9MAk Konjugaten in
tumorfreien Balb/c Miusen. Neben der '’Lu-Konzentration im Blut wiesen die Leber, die

Muskulatur, die Knochen und die Niere die hochsten '”’Lu-Konzentrationen auf.

Die héchste absorbierte Organdosis nach i.p. Applikation von '""Lu-d9MAk Konjugaten
wurde in der Leber mit 1,37 mSv/MBq und nachfolgend in der Niere mit 1,19

mSv/MBq festgestellt. Im Vergleich dazu war die Organdosis im Knochenmark mit ca.
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0,079 mSv/MBq gering. Aufgrund der Vermutung von Postema et al. (2003), dass eine

177 . . . .
Lu in der Knochenmatrix zu einer erhohten

Retention von ungebundenem
absorbierten Strahlendosis im Knochenmark fiihrt, wurde die Organdosis des
Knochenmarks unter Annahme eines 5% freien Anteils von '’Lu exemplarisch
berechnet. Zur Berechnung wurde im Knochen eine Verteilung von Substantia
spongiosa und Substantia corticalis von 3:1 angenommen, da das rote Knochenmark
zwischen der Substantia spongiosa lokalisiert ist. Trotz der stirkeren Gewichtung der

Substantia spongiosa lag die Organdosis des Knochenmarks jedoch mit ca. 0,14

mSv/MBq immer noch deutlich unter den Organdosen von Leber und Niere.

Organ Organdosis Tabelle 3: Absorbierte Organdosen in
.. I 177
(mSv/MBq) mSv/MBq. Bei i.p. Applikation von "'Lu-
d9MAk Konjugaten ist die Leber gefolgt von
Leber 1,37 der Niere das Organ mit der hochsten
Niere 1,19 Strahlendosis.
Lunge 1,98x10°"
Diinndarm 2,03x10"
Milz 3,63x10"
Knochen 5,2x10"
Pankreas 6,56x 10
Muskel 5,10x107

Rotes Knochenmark | 7 94x102

Herzwand 8,80x10~
Gehirn 1,51x107
Haut 2,81x107

Magen 9,48x10~
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4.7 Darstellung i.p. applizierter '"Lu-Immunkonjugate mittels
Szintigraphie

Mittels der Szintigraphie wurde die Verteilung i.p. applizierter '’Lu-d9MAk Konjugate

177
bzw.

Lu-d8MAk Konjugate in Miusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose 1 d
p.i. (Abb. 12) bzw. 2 d p.i. (Abb. 13) dargestellt. AnschlieBend wurden diese Tiere
euthanisiert und das Abdomen erdffnet, um die tatsachliche i.p. Tumorlokalisation mit
den Szintigraphieaufnahmen zu vergleichen. AuBerdem wurde die Verteilung von
""Lu-d9MAk Konjugaten in tumorfreien Méusen 2 d nach i.p. Applikation bzw. 2 d

nach i.v. Applikation miteinander verglichen (Abb. 14).

Bei Midusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose war 1 d nach i.p. Applikation
spezifischer '""Lu-d9MAk Konjugate (Abb. 12, links) eine Aktivititsretention im
Bereich des Oberbauchs bzw. Zwerchfells, im linken Mittelbauch sowie im mittleren
Unterbauch zu beobachten. Zum gleichen Zeitpunkt war nach ip. '""Lu-d8MAk
Applikation (Abb. 12, rechts) eine hohere Aktivitdt nur im Bereich des Thorax
festzustellen, das Abdomen stellte sich hierbei wunauffillig dar. Eine i.p.
Aktivititsretention lag daher nach i.p. Applikation von '"’Lu-d8MAk Konjugaten nicht

VOr.
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Abb 12.: Szintigraphische Darstellung von swiss nu/nu Nacktmiusen mit
fortgeschrittener Peritonealkarzinose 1 d nach ip. Applikation von '"Lu-d9MAKk (links)
und ""Lu-d8MAK (rechts). Links: Auffillige Aktivititsretention im Bereich des gesamten
Abdomen, vor allem im linken Mittelbauch sowie mittleren Unterbauch. Rechts: Hohe
Aktivitdtskonzentration im Bereich der blutreichen Thoraxorgane Lunge und Herz. Eine

abdominale Aktivitétsretention ist nicht sichtbar.
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2 d nach ip. ""Lu-d9MAk Applikation zeigte sich bei Mausen mit fortgeschrittener
Peritonealkarzinose (Abb. 13, links) ebenfalls eine Aktivitdtsretention in den bereits 1 d
p.i. beschriebenen Bereichen sowie eine generell hohere Aktivitdt im gesamten
Abdomen. Dagegen wiesen Mause mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose 2 d nach
ip. ""Lu-d8MAk Applikation (Abb. 13, rechts) keinen Unterschied im Vergleich zur
Verteilung 1 d p.i. auf.

Abb 13.:  Szintigraphische Darstellung von swiss nu/nu Nacktmiusen mit
fortgeschrittener Peritonealkarzinose 2 d nach ip. Applikation von '"Lu-d9MAKk (links)
und ""Lu-d8MAK (rechts). Links: Im Vergleich zu 1 d p.i. ebenfalls deutliche
Aktivitdtsretention im Bereich des gesamten Abdomen. Rechts: Im Vergleich zu 1 d p.i.

unverinderte Aktivititsverteilung im Bereich des Thorax.

Die Obduktion der untersuchten Méuse mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose
verifizierte die szintigraphisch dargestellte Retention i.p. applizierter spezifischer '’"Lu-
d9MAk Konjugate im Abdomen. In allen Maiusen konnte eine diffuse
Peritonealkarzinose mit Tumorplaques unter beiden Zwerchfellschenkeln sowie
Tumorkndtchen im Mesenterium makroskopisch nachgewiesen werden. Das
szintigraphische Bild einer i.p. Tumormanifestation zeigte sich entsprechend der
Tumorlokalisation jedoch nur nach ip. Applikation von '""Lu-d9MAk Konjugaten
sowohl 1 d p.i. als auch 2 d p.i.. Die Aktivititsretention im Bereich des mittleren
Unterbauchs 1 d bzw. 2 d nach ip. '""Lu-d9MAk Applikation diirfte dabei sehr

wahrscheinlich den im Mesenterium lokalisierten Tumorkndtchen entsprochen haben.



Ergebnisse | Seite 44

Derartig lokalisierte Aktivititsverteilungen waren nach i.p. '"'Lu-d8MAk Applikationen
nicht zu beobachten, weshalb eine tumorassoziierten Retention der spezifischen '""Lu-

d9MAk Konjugate angenommen werden konnte.

In tumorfreien Mausen wurde 2 d p.i. sowohl nach i.p. Applikation (Abb. 14, links) als
auch nach i.v. Applikation (Abb. 14, rechts) von '""Lu-d9MAk Konjugaten die Aktivitit
nur im Bereich der blutreichen Organe des Thorax festgestellt. Damit stimmte dieses
Ergebnis weitgehend mit der Aktivititsverteilung i.p. applizierter nicht spezifischer
"Lu-d8MAk Konjugate 2 d p.i. in Mdusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose

{iberein und bestitigt die tumorspezifische Retention der '"Lu-d9MAk Konjugate.

Abb 14.:  Szintigraphieaufnahmen von tumorfreien Balb/c Méusen 2 d nach i.p. (links)
bzw. iv. (rechts) Applikation von '"Lu-d9MAkK Konjugaten. Bei fehlender i.p.
Tumormanifestation zeigen beide Applikationsrouten eine &hnliche Aktivitdtsverteilung, vor

allen im Bereich der blutreichen Thoraxorgane.

4.8 Ganzkoérperretention von '”’Lu-Immunkonjugaten

Die Bestimmung der Ganzkorperretention i.p. applizierter '"'Lu-d9MAk Konjugate
erfolgte an tumorfreien swiss nu/nu Nacktméusen (n=8) iiber einen Zeitraum von 7 d
und diente der Untersuchung der biologischen HWZ der '"'Lu-Immunkonjugate.
Abbildung 15 stellt den Verlauf der tiglich gemessenen Ganzkorperaktivitit ohne und
mit Zerfallskorrektur sowie den Verlauf des radioaktiven Zerfalls der injizierten '’"Lu-

d9MAk Aktivitdt dar. Ohne Zerfallskorrektur zeigte sich hierbei eine kontinuierliche
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Abnahme der Ganzkorperaktivitdt, die nahezu parallel zum radioaktiven Zerfall der
injizierten '""Lu-Aktivitit verlief. Nach der Zerfallskorrektur der Ganzkorperaktivitit
war nach einem anfdnglichen Abfall um ca. 20% 1 d p.i. ein nahezu unverdnderter
Verlauf der injizierten '’Lu-Aktivitit, d.h. eine Aktivititsretention, im Korper der Tiere
feststellbar. Da die Biodistribution i.p. applizierter '"Lu-d9MAk Konjugate an
tumorfreien Méusen nach dem 1. bis 7. Tag p.i. in keinem Organ mit Ausnahme von

Milz und Leber eine Retention der '’

Lu-Aktivitdt zeigte, konnte die in der
Ganzkorperuntersuchung vom 1. bis 7. Tag p.i. beobachtete Aktivititsretention
vermutlich Ausdruck der Retention von '"’Lu-Immunkonjugaten in der Milz bzw. in der

Leber gewesen sein.

Anteil der injizierten
AKktivitit (%)
Py N
(e} (e}

' —0— Gk- Aktivitit M
20 —l— Aktivititszerfall
—O— Zerfallskorrigierte Gk- Aktivitét
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Abb 15.:  Verlauf der Ganzkorperaktivitit ohne und mit Zerfallskorrektur nach i.p.
Applikation von '"Lu-d9MAk Konjugaten in tumorfreien swiss nu/nu Nacktmiusen iiber
7 d p.d. Zudem ist der Verlauf des radioaktiven Zerfalls der injizierten '’'Lu-Aktivitit
dargestellt. Wihrend die nicht zerfallskorrigierte Ganzkorperaktivitiat (Gk-Aktivitét) tiber 7 d
p.i. kontinuierlich abnahm, konnte nach der Zerfallskorrektur eine deutliche Retention der

injizierten '""Lu-Aktivitit gezeigt werden.

4.9 Therapiestudien I

Die Therapiestudien wurden an swiss nu/nu Nacktmdusen 1 d und 8 d nach i.p.
Inokulation von 1x10” HSC45-M2 Zellen mit 0,37 MBgq, 1,85 MBq, 7,4 MBq und 14,8
MBq """Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk durchgefiihrt. Pro Gruppe wurden 10 Tiere
therapiert. Die Kontrollgruppe umfasste 14 Tiere. Insgesamt wurden 3 Tiere nicht in die
Bewertung aufgenommen. Je eine Maus der Therapiegruppen 1,85 MBq '"'Lu-d8MAk

1 d und 8 d nach Tumorzellinokulation aufgrund s.c. Tumoren im Bereich der
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Injektionsstelle sowie eine Maus der Gruppe 0,37 MBq '"Lu-d9MAk, 1 d nach

Tumorzellinokulation, aufgrund intraluminaler Zellinjektion in den Darm.

Die Bewertung der Therapiestudien erfolgte in der vorliegenden Arbeit anhand der
medianen Uberlebenszeiten. Fiir die Vergleichbarkeit mit anderen in der Literatur
beschriebenen Therapiestudien wurde in Tabelle 2 und 3 zusdtzlich zum Median der
Mittelwert und die dazugehorigen Wertebereiche aufgefiihrt. Uberlebten bis zum Ende
des Beobachtungszeitraums (250 d) mehr als 50% der Tiere einer Gruppe, wie z. B. bei
Therapiegruppe 7,4 MBq '""Lu-d9MAk 1 d nach Tumorzellinokulation, konnte keine
mediane Uberlebenszeit angegeben werden. Mittels des Log-Rank-Tests wurden die 16
Therapiegruppen und die Kontrollgruppe auf folgende Fragestellung hinsichtlich ihrer
statistischen Signifikanz gepriift:

a) Welche Therapiegruppen wiesen einen Therapieeffekt gegentiber untherapierten

Kontrolltieren auf?

b)  Welches '"Lu-Immunkonjugat ('"’Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk) ist
hinsichtlich des Therapieerfolgs effektiver?

c) Bei welcher '’Lu-Aktivitit war der Therapieerfolg optimal?

d) Besteht eine Abhédngigkeit zwischen dem Applikationszeitpunkt (1 d oder 8 d)

und der therapeutischer Effizienz?

Ad a) Das mediane Uberleben der unbehandelten Kontrollgruppe betrug 21 d (Abb. 16
und 17). Alle mit 0,37 MBq behandelten Tiere, unabhingig vom Antikérper oder
Therapiezeitpunkt nach Tumorzellinokulation, und alle mit 1,85 MBq '"Lu-d8MAKk 1 d
bzw. 8 d nach Tumorzellinokulation behandelten Tiere zeigten hinsichtlich der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle.
Deshalb wurden diese Therapiegruppen in der folgenden Bewertung nicht
beriicksichtigt. Bei den iibrigen Gruppen (1,85 MBq, 7,4 MBq und 14,8 MBq '""Lu-
d9MAK sowie 7,4 MBq und 14,8 MBq '""Lu-d8MAKk) konnte dagegen 1 d (Tab. 4) bzw.
8 d (Tab. 5) nach Tumorzellinokulation ein signifikanter Unterschied gegeniiber der
Kontrolle ermittelt werden. Ein Therapieeffekt war somit sowohl bei i.p. Applikation

spezifischer als auch unspezifischer '”’Lu-Immunkonjugate feststellbar.
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Therapie- bzw. | Mediane 95 % Konfi- | Mittlere 95 % Konfi- | p-Wert
Kontrollgruppe | Uberlebenszeit | denzintervall | Uberlebenszeit | denzintervall

(d) (d) (d) (d)
Kontrolle 21 17-25 22 18-25 -
0,37 MBq

19 15-23 20 16-23 0,5318
"Lu-d9MAk
1,85 MBq

42 0-106 73 36-110 0,0002
"Lu-d9MAk
7,4 MBq

- - 238 209-266 0,00001
""Lu-d9MAk
14,8 MBq

29 23-35 86 28-144 0,0083
"Lu-d9MAk
0,37 MBq

15 11-19 24 16-32 0,4766
"Lu-d8MAk
1,85 MBq

20 17-23 22 15-30 0,8132
"Lu-d8MAk
7,4 MBq

47 25-69 77 39-116 0,0001
""Lu-d8MAk
14,8 MBq

28 17-39 45 24-66 0,0086
""Lu-d8MAKk

Tabelle 4: Mediane bzw. mittlere Uberlebenszeiten der Therapiegruppen 1 d nach i.p.
Inokulation von HSC45-M2 Zellen im Vergleich zur untherapierten Kontrollgruppe. Mit
Ausnahme von 0,37 MBq '""Lu-d9MAk sowie 0,37 MBq bzw. 1,85 MBq '"Lu-d8MAk

resultierte die ip. Applikation der '"Lu-Immunkonjugate in einer signifikanten

Uberlebensverlingerung (p<0,05).
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Therapie- bzw. | Mediane 95% Konfi- | Mittlere 95% Konfi- | p-Wert
Kontrollgruppe | Uberlebenszeit | denzintervall | Uberlebenszeit | denzintervall

(d) (d) (d) (d)
Kontrolle 21 17-25 22 18-25 -
0,37 MBq

16 11-21 23 14-32 0,9599
"Lu-d9MAk
1,85 MBq

35 18-52 53 17-89 0,0038
"Lu-d9MAk
7,4 MBq

69 0-167 139 79-198 0,00001
""Lu-d9MAk
14,8 MBq

39 33-45 89 40-137 0,0001
"Lu-d9MAk
0,37 MBq

16 10-22 30 15-45 0,3976
"Lu-d8MAk
1,85 MBq

19 10-28 27 13-41 0,5015
"Lu-d8MAk
7,4 MBq

31 26-36 40 26-53 0,0029
""Lu-d8MAk
14,8 MBq

31 22-40 43 28-59 0,0006
""Lu-d8MAKk

Tabelle 5: Mediane bzw. mittlere Uberlebenszeiten der Therapiegruppen 8 d nach i.p.
Inokulation von HSC45-M2 Zellen im Vergleich zur untherapierten Kontrollgruppe. Mit
Ausnahme von 0,37 MBq '""Lu-d9MAk sowie 0,37 MBq bzw. 1,85 MBq '"Lu-d8MAk
resultierte die ip. Applikation der '"Lu-Immunkonjugate in einer signifikanten

Uberlebensverlingerung (p<0,05).
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Abb 16.: Kaplan-Maier-Uberlebenskurven der untherapierten Kontrollgruppe sowie
der Therapiegruppen 1 d nach Tumorzellinokulation. 6 Wochen alten swiss nu/nu
Nacktmiusen wurden 1 d nach Inokulation von 1x10” HSC45-M2 Zellen 1,85 MBgq, 7,4 MBq
bzw. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk bzw. 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d8MAK i.p. appliziert. Die
mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAK i.p. therapierten Tiere iiberlebten signifikant linger gegeniiber den

Kontrolltieren sowie den iibrigen therapierten Tieren.
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Abb 17.:  Kaplan-Maier-Uberlebenskurven der untherapierten Kontrollgruppe sowie
der Therapiegruppen 8 d nach Tumorzellinokulation. 6 Wochen alten swiss nu/nu
Nacktmausen wurden 8 d nach Inokulation von 1x10” HSC45-M2 Zellen 1,85 MBq, 7,4 MBq
bzw. 14,8 MBq '"Lu-d9MAk oder 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d8MAKk i.p. appliziert. Die
mit 7,4 MBq '"Lu-d9MAKk i.p. therapierten Tiere iiberlebten signifikant linger gegeniiber den
Kontrolltieren sowie den iibrigen therapierten Tieren (Ausnahme: 14,8 MBq '""Lu-d9MAK).

Adb) Bei Therapie 1 d nach Zellinokulation waren bei '"’Lu-Aktivititen von 1,85
MBq und 7,4 MBq die mit '"’Lu-d9MAKk therapierten Gruppen denjenigen mit '''Lu-
d8MAKk signifikant iiberlegen (p=0,0018; p=0,00001). Dagegen war bei 14,8 MBq '""Lu
kein signifikanter Unterschied zwischen spezifischem bzw. unspezifischem Antikdrper
hinsichtlich der therapeutischen Effizienz erkennbar (p=0,3575). Eine signifikant
bessere therapeutische Effizienz von '""Lu-d9MAk Konjugaten vs. ''Lu-dSMAk
Konjugaten konnte bei Therapie am Tag 8 nach Zellinjektion nur bei Applikation von
7,4 MBq '""Lu festgestellt werden (p=0,0026). Die mit 1,85 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu
therapierten Gruppen unterschieden sich hinsichtlich d9MAk bzw. d8MALk nicht
signifikant im Uberleben (p=0,1543; p=0,0875).

Insgesamt erwies sich die i.p. Therapie mit spezifischen '"Lu-d9MAk Konjugaten
sowohl 1 d als auch 8 d nach Tumorzellinokulation als die effizientere Therapie im

Vergleich zu nicht spezifischen '’Lu-d8MAk Konjugaten.
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Adc) Zur Ermittlung der optimalen '""Lu-Aktivitdt fir die Therapie, wurden die
Gruppen 1,85 MBq '""Lu-d9MAKk vs. 7,4 MBq '""Lu-d9MAKk, 1,85 MBq '""Lu-d9MAk
vs. 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk, 7,4 MBq '""Lu-d9MAKk vs. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk sowie
7,4 MBq '"Lu-d8MAk vs. 14,8 MBq '""Lu-d8MAk an Tag 1 bzw. an Tag 8 nach

Tumorzellinokulation verglichen.

1 d nach Tumorzellinokulation war die i.p. Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk
sowohl der i.p. Applikation von 1,85 MBq '""Lu-d9MAk (p=0,0001) als auch der i.p.
Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAk (p=0,0009) hochsignifikant iiberlegen. Bei
Applikation von 1,85 MBq '""Lu-d9MAk vs. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk konnte
hinsichtlich des Uberlebens kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (p=0,9005).
Ebenso wurde bei i.p. Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d8MAk vs. 14,8 MBq '""Lu-
d8MAk 1 d nach Tumorzellinokulation kein signifikanter Unterschied im Uberleben
ermittelt (p=0,1511).

8 d nach Tumorzellinokulation zeigten nur die mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAk vs. 1,85
MBq '""Lu-d9MAKk therapierten Gruppen einen signifikanten Unterschied im Uberleben
(p=0,0174), wobei die mit 7,4 MBq 7Lu-d9M Ak therapierten Mause im Median
deutlich ldnger iiberlebten als die mit 1,85 MBq '""Lu-d9MAk therapierten Miuse (69 d
vs. 35 d). Die Applikation von 1,85 MBq '""Lu-d9MAk vs. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk
(p=0,3048), 7,4 MBq '""Lu-d9MAk vs. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk (p=0,1296) sowie 7,4
MBq '""Lu-d8MAk vs. 14,8 MBq '""Lu-d8MAk (p=0,5932) ergab dagegen kein
signifikantes Ergebnis beziiglich des Uberlebens. Insgesamt erwies sich die i.p.
Applikation 7,4 MBq '"Lu als die optimale Aktivitit fiir die lokoregionale RIT der
friihen bzw. fortgeschrittenen Peritonealkarzinose mit '"’Lu-d9MAk Konjugaten im

Mausmodell.

Add) Zur Untersuchung des optimalen Therapiezeitpunktes wurden die
entsprechenden Gruppen (1,85 MBg, 7,4 MBq und 14,8 MBq '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-
d8MAKk), die an Tag 1 bzw. Tag 8 nach Tumorzellinokulation i.p. therapiert wurden
miteinander verglichen. Dabei wies nur die am 1. Tag nach Tumorzellinokulation mit
7,4 MBq """Lu-d9MAk therapierte Gruppe eine signifikante Uberlebensverlingerung
gegeniiber der am 8. Tag nach Tumorzellinokulation therapierten Gruppe auf
(p=0,0164). Bei allen anderen Gruppen war hinsichtlich des Applikationszeitpunktes
kein signifikanter Unterschied im Uberleben festzustellen. Eine Abhingigkeit der
therapeutischen Effizienz spezifischer '"’Lu-d9MAk Konjugate vom Therapiezeitpunkt
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nach Tumorzellinokulation zeigte sich somit in einem Fall (7,4 MBq '""Lu-d9MAK)

zugunsten des fritheren Injektionszeitpunktes.

Am Ende des Beobachtungszeitraums (250 d) lebten insgesamt noch 17 Méuse aus 5
Gruppen mit sehr gutem Allgemein- und Erndhrungszustand (s. Tab. 6). Zum
Ausschluss eines latenten i.p. Tumorwachstums wurden diese Tiere getotet und
obduziert. Die Obduktion ergab, dass alle Tiere makroskopisch tumorfrei waren. Auch
die therapierten sowie untherapierten Tiere, die vor Ende des Beobachtungszeitraums
starben oder euthanisiert wurden, wurden unmittelbar nach dem jeweiligen
Todeszeitpunkt obduziert. Dabei war bei allen Tieren, denen 1 d nach
Tumorzellinokulation 14,8 MBq '""Lu-d9MAk i.p. appliziert wurde, und bei einem

Tier, dem 1 d nach Tumorzellinokulation 14,8 MBq 177

Lu-d8MAKk i.p. appliziert wurde,
keine Peritonealkarzinose makroskopisch feststellbar. Alle anderen Tiere wiesen

ausgepragtes i.p. Tumorwachstum auf.

Therapiegruppe Tag der Therapie nach | Anzahl der {iberlebten
Tumorzellinokulation Tiere von n=10

1,85 MBq '"Lu-d9MAk | 1 1

7,4 MBq """Lu-d9MAKk 1 9

14,8 MBq ' "Lu-d9MAk | 1 2

7,4 MBq '""Lu-d9M Ak 8 4

14,8 MBq ""Lu-d9MAk |8 1

Tabelle 6: Anzahl der therapierten Tiere, die am Ende des Beobachtungszeitraums 250 d
p.i. lebten. Die lokoregionale Therapie mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAKk 1 d nach i.p. Inokulation von
HSC45-M2 Zellen resultierte in der hochsten therapeutischen Effizienz, wobei 9 von 10 Mausen
tumorfrei 250 d iiberlebten.
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4.10 Therapiestudie II

Zur Validititspriifung eines Teils der Ergebnisse aus Therapiestudie I wurden
Nacktmiusen (n=10) 1x10” HSC45-M2 Zellen der gleichen Zellpassage i.p. inokuliert.
Nach 1 d erfolgte die i.p. Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk bzw. '"Lu-dSMAk.
Die unbehandelte Kontrollgruppe umfasste 5 Tiere. Die Analyse der Uberlebenszeiten

erfolgte unter den folgenden zwei Fragestellungen:

a) Kann der Therapieeffekt der ip. Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk
gegeniiber der Kontrolle aus Therapiestudie I in Therapiestudie II bestdtigt

werden?

b) Kann die signifikant bessere therapeutische Effizienz von 7,4 MBq '"'Lu-
dOMAk gegeniiber 7,4 MBq '""Lu-d8MAk aus Therapiestudiec I in
Therapiestudie II bestdtigt werden?

c) Kann ein signifikanter Unterschied zwischen den Therapiegruppen aus

Therapiestudie I und II festgestellt werden?

Fiir die Untersuchung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden alle Kontrolltiere

aus Studie I und II zusammengefasst.

Ada) Im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren (Abb. 18) wurde auch in
Therapiestudie II eine signifikante Uberlebensverlingerung der mit 7,4 MBq '""Lu-
d9MAKk therapierten Tiere festgestellt (p=0,00001), ebenso wie nach i.p. Applikation
unspezifischer '’Lu-d8MAk Konjugate (p=0,00001).

Adb) Die mit '""Lu-d9MAK i.p. therapierten Tiere iiberlebten signifikant linger als die
mit '""Lu-d8MAKk i.p. therapierten Tiere (p=0,002), weshalb in Therapiestudie II die
bessere therapeutische Effizienz der tumorspezifischen '~Lu-d9MAk Konjugate

177

gegeniiber den nicht tumorspezifischen ''Lu-d8MAk Konjugaten ebenfalls gezeigt

wurde.

Adc) Der Vergleich von mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAk bzw. 7,4 MBq '""Lu-d8MAK i.p.
therapierten Tieren aus Therapiestudie I mit denen aus Therapiestudie II ergab keinen
signifikanten Unterschied (p=0,970; p=0,666). Ein zufilliges Uberleben von mit 7,4
MBq """Lu-d9MAK i.p. therapierten Tieren 1 d nach Tumorzellinokulation kann somit

ausgeschlossen werden.
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Abb 18.: Kaplan-Maier-Uberlebenskurven. Vergleich der Therapiegruppen 7,4 MBq
""Lu-d9MAk bzw. 7,4 MBq '"Lu-d8MAk 1 d nach Tumorzellinokulation der Therapiestudie I
(Th.-Studie I) mit denen der Therapiestudie II (Th.-Studie II). Die i.p. Applikation von 7,4 MBq
""Lu-dOMAk fiihrte in 2 unabhingigen Therapiestudien zu einem signifikant lingeren

Uberleben der Tiere als die i.p. Applikation von 7,4 MBq '"Lu-dSMAk.

4.11 Toxizitatsstudien
4.11.1 Verlauf der weillen Blutkorperchen

Die Bestimmung der Leukozyten im Blut weiblicher swiss nu/nu Miuse nach i.p.

Applikation von '”’

Lu-d9MAk Konjugaten erfolgte unter exakt gleichen Bedingungen
wie bei Huber (2003). Daher wurde in dieser Studie auf Kontrolltiere, denen keine RIK
appliziert wurden, verzichtet. Im Blut untherapierter Méuse stiegen die Leukozyten

kontinuierlich bis zum 50. Tag auf 143% des Ausgangswertes an (Huber, 2003).

Die Darstellung der Leukozytenverldufe (Abb. 19), bezogen auf den prétherapeutischen
Ausgangswert (100%), zeigt eindeutig die Abhédngigkeit der Leukozytenzahlen von der
applizierten '""Lu-Aktivitit (0,37 MBg, 1,85 MBq, 7,4 MBq und 14,8 MBq). Wihrend
die Applikation von 0,37 MBq '""Lu-dOMAk keinen signifikanten Abfall der
Leukozyten unter 100% bewirkte, fielen sie bei den tibrigen '""Lu-Aktivititen innerhalb
der ersten 20 d unterschiedlich stark ab. Bei 1,85 MBq '""Lu-d9MAk wurde mit 18%
des prétherapeutischen Ausgangswerts der geringste Abfall 17 d nach Applikation
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festgestellt. Die Applikation von 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk hatte dagegen
schon am 3. Tag p.i. einen deutlichen Abfall der Leukozyten auf 67% bzw. 25% zur
Folge. Dabei wurden die niedrigsten Leukozytenzahlen bei 7,4 MBq '"'Lu mit 40% am
Tag 10 und bei 14,8 MBq '’Lu mit 6% am Tag 17 p.i. ermittelt.

Die anschlieBende Regeneration spiegelte sich in ansteigenden Leukozytenzahlen

wider. Je nach applizierter '’

Lu-Aktivitit erholten sich die weilen Blutkdrperchen
unterschiedlich schnell. Bei 1,85 MBq '’Lu-d9MAk konnte eine schnelle Regeneration
innerhalb 1 Woche auf den pritherapeutischen Ausgangswert beobachtet werden.
Danach war ein dhnlicher Verlauf wie bei unbehandelten Mausen (s. o0.) feststellbar. Bei
7,4 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk erholten sich die Leukozyten dagegen nur
langsam. Der prétherapeutische Ausgangswert wurde entsprechend einer vollstdndigen
Regeneration 50 d p.i. bei Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk mit 114% des
Ausgangswertes erreicht. Bei 14,8 MBq '""Lu-d9MAk war dagegen nur eine sehr
zogerliche Regeneration auf 64% des Ausgangswertes am Ende des

Untersuchungszeitraums zu ermitteln.
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Abb 19.: Verlauf der Leukozyten im peripheren Blut. Nach i.p. Applikation von 0,37
MBgq, 1,85 MBq, 7,4 MBq und 14,8 MBq "L u-d9MAKk wurden bei tumorfreien, weiblichen
swiss nu/nu Miusen die Leukozyten im Blutbild iiber 52 Tage bestimmt. Bei 14,8 MBq '""Lu-
d9MAk wurden die niedrigsten Leukozytenwerte sowie eine deutlich protrahierte Regeneration

der Leukozyten festgestellt.



Ergebnisse | Seite 56

4.11.2 Verlauf der roten Blutkérperchen

Die Darstellung der Erythrozytenverldaufe (Abb. 20) bezogen auf den prétherapeutischen
Ausgangswert (100%) zeigt, dass nur die i.p. Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAk
einen signifikanten Abfall der roten Blutkorperchen bewirkte. Hierbei fielen die Werte
nach 3 d p.i. bis 10 d p.i. um 19% und erreichten den niedrigsten Wert von 73% 17 d
p.i.. Danach war ein allméhlicher Anstieg der Erythrozyten feststellbar. Wie auch bei
den Leukozyten wurde eine vollstindige Regeneration bis zu 50 Tagen p.i. nicht

beobachtet.

Die i.p. Applikationen der iibrigen '"’Lu-Aktivititen (0,37 MBq — 7,4 MBq '""Lu-
d9MAk) wiesen dagegen keine signifikanten Verdnderungen im Verlauf der roten

Blutkorperchen auf.
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Abb 20.:  Verlauf der Erythrozyten im peripheren Blut. Nach i.p. Applikation von 0,37
MBgq, 1,85 MBq, 7,4 MBq und 14,8 MBq "L u-d9MAKk wurden bei tumorfreien, weiblichen
swiss nu/nu Miusen die Erythrozyten im Blutbild iiber 50 d bestimmt. Nur bei 14,8 MBq war
ein signifikanter Abfall der Erythrozyten feststellbar.

4.12 Korperliche Auffalligkeiten und histopathologische Untersuchung

Wihrend der ersten 48 h mnach ip. Tumorzellinokulation fielen vor allem
Verdnderungen im Verhalten sowie in der Korperhaltung auf. Das Verhalten war
gepragt durch eine Bewegungsarmut sowie eine verringerte Nahrungsaufnahme,
weshalb die Tiere miide, kraftlos und exsikiert wirkten. Uber 50% der Tiere zeigten

innerhalb der ersten 2 d eine starke Rundriickenbildung. Insgesamt wurde die Summe
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dieser Verdnderungen als Symptome einer peritonealen Reizung interpretiert. Wie
Huber (2003) feststellte, war der schlechte Allgemeinzustand auch mit einer Reduktion
des Korpergewichts verbunden. Spitestens 2 d nach Tumorzellinokulation war eine

stetige Normalisierung der beobachteten Veranderungen feststellbar.

Bei Tieren mit manifester Peritonealkarzinose waren Verdnderungen im Verhalten
ebenfalls festzustellen. Neben der Bewegungsarmut und der verringerter Nahrungs-
bzw. Fliissigkeitsaufnahme wurde hier vor allem die Zuriickgezogenheit der betroffenen
Tiere vom Rest der Gruppe im Kifig beobachtet. Diese Tiere wiesen aufgrund von
Aszites und/oder weit fortgeschrittenem  Tumorwachstum eine  massive
Umfangsvermehrung des Abdomen bei gleichzeitig kachektischem Erndhrungszustand

auf.

Bei Miusen, welche mit 14,8 MBq '"'Lu-d9MAKk i.p. therapiert wurden, war die
ausgepragte Bldsse der Haut und Schleimhiute, Konjunktiven bzw. Analschleimhaut,
besonders auffallend. Ca. 1 Woche p.i. wurde diese Verdnderung der Hautfarbe
erstmalig festgestellt und verstérkte sich in den folgenden 2 Wochen. Wihrend dieser
Zeit wirkten die Tiere miide und sehr geschwécht. Danach war eine langsame
Normalisierung der Hautfarbe sowie des Aktivititszustands der Tiere festzustellen. Um
den Verdacht auf eine strahleninduzierte Andmie zu kldren, wurden die roten
Blutkdrperchen im peripheren Blut von Mausen nach i.p. Applikation von 14,8 MBq

"L u-d9MAKk im Rahmen der Toxizititsstudien untersucht.

Wihrend des Beobachtungszeitraums der Therapiegruppen von 250 d wurde bei 2 von
65 Miusen, denen 7,4 MBq '""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk therapeutisch oder zur
Bestimmung der Toxizitét i.p. appliziert wurde, und bei 6 von 45 Méusen, denen 14,8
MBq '"Lu-d9MAk bzw. '""Lu-dSMAk ip. appliziert wurde, eine auffillige
Lymphknotenschwellung nach ca. 110 d p.i. beobachtet (Abb. 21). Dabei waren die
zervikalen, axilliren sowie inguinalen/femoralen Lymphknoten deutlich sichtbar
vergrofert. Parallel zur Zunahme der Lymphknotenschwellung wurde bei 4 der mit 14,8
MBq '""Lu-d9MAk behandelten Tiere und bei 1 der mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAk
behandelten Tiere eine Verschlechterung des Allgemeinzustands festgestellt. Bei
erhaltener Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme duflerte sich dies vor allem durch einen
zunehmend  kachektischen = Erndhrungszustand  sowie  einem  reduzierten

Aktivitatszustand.
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Zur Diagnosesicherung wurden die Lymphknoten sowie Leber, Milz, Nieren und das
Gehirn unmittelbar nach dem Tod entnommen und histopathologisch untersucht. Das
Ergebnis zeigte, dass die Organe bei 4 der 5 Miuse mit reduziertem Allgemeinzustand
eine massive diffuse Infiltration mit einformigen, neoplastischen Zellpopulationen
aufwiesen. Die mittelgroBen Zellen waren charakterisiert durch ein blastenartiges
Chromatin, einen unauffilligen Nukleolus und einem spirlichen Zytoplasma (Abb. 22).
Diese Morphologie ist typisch fiir ein lymphoblastisches Lymphom, eine maligne
Erkrankung des lymphatischen Systems, ausgehend von den frithsten Vorlduferzellen
der B- und/oder T-Zellen des Knochenmarks bzw. des Thymus (Schaefer et al., 2004).
Insbesondere die Blasteninfiltration des zentralen Nervensystems ist ein

charakteristisches Merkmal dieser Erkrankung (Schaefer et al., 2004).

Abb 21.:  Generalisierte Lymphknotenschwellung einer Maus 119 d nach i.p. Therapie
mit 7,4 MBq '"Lu-d9MAKk Konjugaten. a) Ansicht von dorsal zeigt die sichtbar vergroBerten
axilliren und femoralen Lymphknoten (Pfeile) b) Ansicht von ventral zeigt zudem die
zervikalen Lymphknoten c¢) Ansicht von ventral zeigt freigelegte zervikale und femorale

Lymphknoten (Pfeile).
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Abb 22.: Lymphknoten (HE, 650x) einer Maus 119 d nach i.p. Therapie mit 7,4 MBq
""Lu-d9MAk Konjugaten. Sichtbar ist die typische Morphologie eines lymphoblastischen
Lymphoms mit mittelgrofen Zellen, die ein blastenartiges Chromatin und ein spérliches

Zytoplasma aufweisen.

Das tibrige Tier der 5 Miuse, die einen stark reduzierten Allgemeinzustand aufwiesen,
zeigte ebenfalls ausgeprigte Pathologien der Milz, Nieren, Leber sowie Lymphknoten.
Dabei wurde in der Milz eine follikuldre Hyperplasie, in der Nieren eine schwere
proliferative Glomerulonephritis und in der Leber ein hepatozelluldres Karzinom (Abb.
23 a) nachgewiesen. Die deutliche VergroBerung der Lymphknoten war hierbei
hauptséchlich durch die mikroskopisch nachweisbare massive Proliferation von
Plasmazellen im interfollikuldiren Raum bedingt (Abb. 23 b, ¢). Obwohl mittels der
H&E Fiarbung eine maligne oder benigne Zuordnung dieser Zellproliferation nicht
moglich war, wurde aufgrund der Menge an Russell Korperchen, dies sind Plasmazellen
mit einer hohen Konzentration an Immunglobulinen im Zytoplasma (s. Pfeile in Abb.

23 c), und der Invasion des angrenzenden Fettgewebes ein Plasmozytom vermutet.
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Abb 23.: Lebergewebe (HE, 200x) (a) und Lymphknotengewebe (HE, 25%) (b) bzw.
(HE, 400%) (c) einer Maus 145 d nach i.p. Applikation von 14,8 MBq '"Lu-d9MAKk a)
Ubergang von hepatozellulirem Karzinom mit Mitosen (Pfeil) zu normalem Lebergewebe
(NL). b) Massive Proliferation von Plasmazellen im interfollikuliren Raum. c) Russell
Korperchen (Pfeile). Aufgrund dieses typischen Befundes und der Invasion von Plasmazellen in

angrenzendes Fettgewebe war ein Plasmozytom anzunehmen.

Die histologische Untersuchung der Nieren und der Leber von 4 mit 14,8 MBq '"’Lu-
d9MAKk i.p. therapierten Miusen und von einer mit 7,4 MBq '""Lu-d8SMAKk i.p.
therapierten Maus ergab ebenfalls pathologische Ergebnisse. In allen untersuchten
Nieren war eine milde (n=3) bis schwere (n=2) proliferative Glomerulonephritis
feststellbar, die in einem Fall (14,8 MBq 177Lu-d9MAk) zusitzlich eine Sklerose sowie
eine tubuldre Atrophie (Abb. 24) aufwies. Die Leber war in allen Fillen ohne
pathologischen Befund.
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Abb 24.: Nierengewebe (HE, 100%) (a) bzw. (HE, 400x) (b) einer Maus 100 d nach i.p.
Therapie mit 14,8 MBq '"Lu-d9MAk Konjugaten 8 d nach Tumorzellinokulation. a)

Schwere diffuse proliferative Glomerulonephritis mit b) Sklerose sowie tubuldrer Atrophie
(TA).
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5 Diskussion

Fir Patienten mit diagnostiziertem Magenkarzinom ist der Nachweis einer
Peritonealkarzinose mit einer infausten Prognose verbunden. Bereits der Nachweis
einzelner Tumorzellen in einer im Rahmen des Staging durchgefiihrten
laparoskopischen Peritoneallavage fiihrt unabhéngig von Tumorstadium (nach UICC)
zu einer Prognoseverschlechterung (Rosenberg et al., 2006). Nach dem Ergebnis der
klinischen Studie von Sadeghi et al. (2000) betrug das mediane Uberleben von 125
Patienten mit einer Peritonealkarzinose des Magenkarzinoms ohne therapeutische
Interventionen nur ca. 3 Monate. Derzeitige Therapieoptionen sind in der Regel palliativ
und beinhalten eine systemische oder lokoregionale Chemotherapie. Diese Therapien
sind jedoch beziiglich ihrer tumorzytotoxischen Wirkung unspezifisch und

nebenwirkungsreich.

Eine viel versprechende, spezifische tumorzytotoxische Therapieoption stellt die
Radioimmuntherapie (RIT) dar. Dabei werden Radionuklid markierte tumorspezifische
Antikorper, wie z. B. d9MAKk, eingesetzt. d9MAKk ist ein spezifischer, monoklonaler
Antikorper gegen ein mutiertes Oberflichenantigen E-Cadherin, welches bei ca. 10%
der Patienten mit einem Magenkarzinom des diffusen Typs von den Tumorzellen
exprimiert wird, nicht aber von normalen Gewebe (Becker et al., 1999). In einer
praklinischen Therapiestudie erzielten Huber et al. (2003) an Maéausen mit i.p.
disseminierten Tumorzellen vom Typ des diffusen Magenkarzinoms hochsignifikant
lingere Uberlebenszeiten nach lokoregionaler Applikation von 2"Bi-d9MAk
Konjugaten im Vergleich zu untherapierten Kontrolltieren bei nur geringer
Knochenmarkstoxizitit. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bewertung der
lokoregionalen RIT 1i.p. disseminierter Tumorzellen vom Typ des diffusen
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Magenkarzinoms mittels '*'Lu-d9MAk Konjugaten hinsichtlich der therapeutischen

Effizienz und Toxizitdt auch im Vergleich zu 21Bi-d9MAk Konjugaten.

5.1 RIT von Mikrometastasen bzw. disseminierten Tumorzellen
mittels a-Emitter bzw. f-Emitter gekoppelten Inmunkonjugaten
Die Effektivitit der zytotoxischen Wirkung von Radioimmunkonjugaten (RIK) ist
neben der Spezifitdt des Antikdrpers vor allem vom Radionuklid abhéngig, denn die
physikalischen Eigenschaften sollten auf die Art des zu therapierenden Tumors

abgestimmt sein.
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a-Emitter werden aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften, z. B. hohem linearen
Energietransfer (LET) von ca. 100 keV/pm bei geringer Penetrationstiefe im Gewebe
von ca. 40-100 pm, als Radionuklide fiir die RIT von Mikrometastasen oder
disseminierten Tumorzellen gegeniiber PB-Emittern favorisiert (Nikula et al., 1999,
Senekowitsch-Schmidtke et al., 2001, Milenic et al., 2004). 23Bi mit einer HWZ von
ca. 46 min wird unter den allgemein schlecht verfiigbaren o-Emittern haufig in der

23Bi am besten herzustellen ist und

préiklinischen sowie klinischen RIT verwendet, da
die Markierung mit Antikorpern vergleichsweise einfach ist, z. B. gegeniiber dem a-
Emitter *''At (Astat-211). Die Zytotoxizitit gegeniiber normalen Geweben,
insbesondere dem Knochenmark, ist bei i.p. Applikation von *"*Bi-Immunkonjugaten
aufgrund der relativ kurzen HWZ und der geringen Reichweite als gering
einzuschdtzen. Bei i.p. Applikation verzogert die Resorption via Peritoneum den
Ubertritt der RIK in das Blut, wodurch das Risiko einer strahlentoxischen Wirkung auf
den Gesamtorganismus bei *"*Bi-Immunkonjugaten zusétzlich minimiert wird. Daher

erscheint *"’Bi fiir die lokoregionale RIT der Peritonealkarzinose mittels

tumorspezifischem Antikdrper d9MAk gut geeignet zu sein.

Haufiger als o-Emitter werden B-Emitter sowohl in der experimentellen priklinischen
RIT als auch in der klinischen RIT von Tumoren eingesetzt. Unter den vielfach
verwendeten B-Emittern *°Y, "'I, "Re und '""Lu weist besonders '’Lu optimale
physikalische Eigenschaften auf, welche fiir die RIT von kleinen Tumoren,
Mikrometastasen, aber auch disseminierten Tumorzellen vorteilhaft sind (Janssen et al.,
2003, Koppe et al.,, 2004, Brouwers et al., 2004). Dabei scheint vor allem die
Kombination aus relativ kurzer Reichweite im Gewebe (im Mittel 1,6 mm) und der

HWZ von 6,71 d die Effektivitit der zytotoxischen Wirkung von '”’Lu zu bedingen.

Die therapeutische Effizienz von '"’Lu-Immunkonjugaten in der RIT kleiner Tumore
bzw. disseminierter Tumorzellen gegeniiber anderen p-Emitter gekoppelten
Immunkonjugaten belegen mehrere Studien. Zum Beispiel zeigte die préklinische
Therapiestudie von Koppe et al. (2004) an Nacktmiusen, denen 10 d vor Therapie
Tumorzellen kolorektalen Ursprungs i.p. inokuliert wurden, dass das Uberleben der mit
"TLu-MN-14 i.p. therapierten Tiere eindeutig linger war als das der mit "'I-, '*°Re-
bzw. °Y-MN-14 therapierten Tiere. Alvarez et al. (1997) konnten in einer klinischen
Phase I/II Studie, in welcher 27 Patientinnen mit Peritonealkarzinose des
Ovarialkarzinoms nach erfolgloser ~Chemotherapie mit '"'Lu-CC49  gegen

tumorassoziiertes Glykoprotein TAG-72 1i.p. therapiert wurden, eine -eindeutige
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Uberlebensverlingerung  bei  Patientinnen mit i.p. Mikrometastasen bzw.
Tumorknoétchen <1 cm (n=14) gegeniiber Patientinnen mit Tumormetastasen >1 cm

(n=13) feststellen. Somit erscheint '"'Lu neben dem o-Emitter 213

Bi das geeignete
Radionuklid fiir die lokoregionale RIT der Peritonealkarzinose des diffusen

Magenkarzinoms mit dem tumorspezifischen Antikérper d9MAKk zu sein.

5.2 Bewertung der tumorspezifischen Bindung von '"Lu-d9MAKk im
Vergleich zu '"Lu-d8MAK in vitro
Im Vorfeld der in vivo Studien wurde die Spezifitit der '""Lu-d9MAk Konjugate im
Hinblick auf die Zytotoxizitit im Vergleich zu '"’Lu-d8MAk Konjugaten, die nicht an
die Tumorzellen binden, an HSC45-M2 Magenkarzinomzellen mit mutierten d9-E-
Cadherin in vitro untersucht. Die spezifische Bindung der '"’Lu-d9MAk Konjugate an
d9-E-Cadherin exprimierenden HSC45-M2 Zellen konnte eindeutig nachgewiesen
werden (s. 4.3). Unerwartet war dabei, dass auch die antigenunspezifischen '"’Lu-
d8MAk Konjugate eine schwache Bindung an die HSC45-M2 Zellen zeigten, die aber
mit 1% — 4,5% gegeniiber 10% — 21% bei '""Lu-d9MAk deutlich geringer war. Bei
Seidl et al. (2005) war mit *"’Bi-d8MAk Konjugaten ebenfalls eine schwache Bindung
an die HSC45-M2 Zellen feststellbar, die vermutlich auf eine unspezifische Interaktion
der Fc Doméne des Antikorpers dSMAk mit Oberflichenproteinen der HSC45-M2

Zellen zuriickzufihren ist.

Das Ergebnis des klonogenen Tests (s. 4.4) zeigte, dass die Proliferation der HSC45-M2
Zellen 7 d nach Inkubation mit '""Lu-dOMAk bzw. mit '""Lu-d8MAk in Abhingigkeit
von der Aktivitdt signifikant gehemmt wurde, nicht aber in Abhéngigkeit vom
Antikorper. Beispielsweise betrug die Proliferationshemmung bei Inkubation mit 1,85
MBq '""Lu-d9MAk 47% bzw. mit 1,85 MBq '’Lu-d8MAk 40% und bei Inkubation mit
3,7 MBq '""Lu-d9MAk 78% bzw. mit 3,7 MBq '’Lu-d8MAk 75%. Die Berechnung
der Anzahl der Antigene und der Molekiile Antikorper pro Antikorperlosung ergab,
dass in einem Inkubationsvolumen von 1 cm’ ein ca. 10.000-facher
Antikdrperiiberschuss vorlag. Daher diirfte die gleich starke zytotoxische Wirkung der
""Lu-d9MAk bzw. '"Lu-d8MAk Konjugate auf den fiir p-Emitter charakteristischen
Crossfire-Effekt zuriickzufiihren sein, d.h. die zytotoxische Wirkung von -Partikeln die

von RIK ausgesendet werden, welche nicht an die Tumorzellen gebunden sind.

Eine spezifische Reduktion der Proliferationskapazitit der HSC45-M2 Zellen durch
""Lu-d9MAKk gegeniiber '""Lu-d8MAk kénnte jedoch erreicht werden, wenn nach einer
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Inkubationszeit von z. B. 7 h, wie in der Arbeit von Schipper et al. (2003), das Medium
gegen RIK freies Medium ausgetauscht werden wiirde. Damit wiére der Crossfire-Effekt
ausgeschaltet. Schipper et al. (2003) untersuchten die Proliferationskapazitit von NIS
(Natrium-Jod-Symporter)-exprimierenden VS. NIS-negativen pankreatischen
neuroendokrinen Tumorzellen nach Inkubation mit "'I. Durch den mehrmaligen
Austausch des Mediums iiber 2 h nach 7 h Inkubation, wodurch freies BT eliminiert
wurde, war bei Inkubation von NIS-positiven Zellen die spezifische zytotoxische

131

Wirkung von I gegeniiber NIS-negative Tumorzellen eindeutig nachweisbar

(Schipper et al., 2003).

5.3 Bewertung der tumorspezifischen Bindung von '"Lu-d9MAK im
Vergleich zu '"Lu-d8MAK in vivo
Basierend auf den Ergebnissen der Biodistributionsstudien, den absorbierten
Organdosen sowie der Untersuchung der Ganzkdrperretention von '''Lu-
Immunkonjugaten wird die therapeutische Effizienz und Toxizitdt in Abhédngigkeit von
der Kinetik der '""Lu-Immunkonjugate in vivo im Folgenden bewertet. Zunichst wird
auf die Aktivitdtskonzentrationen im Tumorgewebe nach i.p. bzw. i.v. Applikation bei
fortgeschrittener Peritonealkarzinose (14 d nach i.p. Tumorzellinokulation) und folgend
auf die Aktivitidtskonzentrationen in den tumorinfiltrierten Organen Peritoneum und
Pankreas nach 1.p. Applikation bei frither Peritonealkarzinose (1 d nach i.p.
Tumorzellinokulation) eingegangen. Hierbei wird der Einfluss des Tumorstadiums auf
die Konzentration von '"Lu im Blut und in einzelnen Organen besonders
beriicksichtigt. Danach werden Auffilligkeiten in der Verteilung der '""Lu-
Immunkonjugte bei Maiusen ohne Peritonealkarzinose sowie die absorbierten
Organdosen untersucht. Im letzten Punkt wird die Verteilung i.p. applizierter '"’Lu-
d9MAk Konjugate mit 2“Bi-d9MAk Konjugaten (Huber, 2003) beziiglich der

Konzentration von '"’Lu bzw. *"*Bi im Tumorgewebe und im Blut verglichen.

5.3.1 Biodistribution von '"Lu-d9MAk im Vergleich zu '"Lu-d8MAK bei
fortgeschrittener Peritonealkarzinose

Im Tumorgewebe von Miusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose war nach i.p.
Applikation der spezifischen "L u-d9MAk Konjugate zu  jedem

7L u-Aktivitit

Untersuchungszeitpunkt (1 h, 3 h, 2 d p.i.) eine eindeutig stdrkere
messbar als nach Applikation von '""Lu-d8MAk Konjugaten. Dies spiegelte sich im

Tumor/Blut Quotienten wider, der jeweils 1 h, 3 h und 2 d p.i. ermittelt wurde und ein
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guter prognostischer Faktor fiir die zu erwartende therapeutische Effizienz vs. Toxizitét
ist. Ausnahmslos war dieser bei i.p. applizierten '"’Lu-d9MAk Konjugaten >1 und stets
grofer als bei '""Lu-d8MAk Konjugaten. Nach i.v. Applikation von '""Lu-d9MAk
Konjugaten konnte gegeniiber '"'Lu-d8MAk Konjugaten ebenfalls eine héhere '""Lu-
Aktivitdit im Tumorgewebe festgestellt werden, weshalb auch hier der Tumor/Blut
Quotient beim tumorspezifischen '""Lu-d9MAk groBer war als bei '"’Lu-dSMAK.

7T u-Konzentration im Blut

Insgesamt war der Tumor/Blut Quotient jedoch <1, da die
1 h p.i. aufgrund der systemischen Applikation mit 28,3 % ID/g héher war als die '’ "Lu-

Konzentration im Tumorgewebe (17,9 % ID/g).

Die tumorspezifische ~Anreicherung der '"'Lu-d9MAk Konjugate bei i.p.
Tumormanifestation wurde somit bei lokoregionaler sowie systemischer
Applikationsroute nachgewiesen. Bezliglich der therapeutischen Effizienz und Toxizitét
konnte der Vorteil der lokoregionalen Applikation aufgrund des ca. 17-fach héheren
Tumor/Blut Quotienten nach i.p. Applikation vs. i.v. Applikation 1 h p.i. gezeigt
werden. Die Szintigraphie der Méduse mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose 1 d bzw.
2 d nach ip. Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate stellte die tumorspezifische
Retention im Tumorgewebe zudem optisch dar.

Im zeitlichen Verlauf fielen nach i.p. Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate die
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Lu-Konzentrationen im Tumorgewebe besonders auf. Die

Schwankungen der
Blutkonzentrationen wiesen dagegen vergleichsweise geringe Verdnderungen auf.
Eindrucksvoll zeigten dies die jeweiligen Tumor/Blut Quotienten. Wéhrend 1 h p.i. die
héchste Tumorkonzentration der '"’Lu-d9MAk Konjugate (54,8 % ID/g) und
dementsprechend der hochste Tumor/Blut Quotient von 10,1 festzustellen war, konnte
3 h p.i. aufgrund der deutlich niedrigeren Tumorkonzentration (16,5 % ID/g) nur noch
ein Tumor/Blut Quotient von 1,8 ermittelt werden. 2 d p.i. betrug die

Tumorkonzentration 27 % ID/g und resultierte in einem Tumor/Blut Quotienten von

2,1.

Die Schwankungen der '""Lu-Konzentration im Tumorgewebe, die sich im Tumor/Blut
Quotient widerspiegelten, sind sehr wahrscheinlich auf die Untersuchung
unterschiedlich groler Tumormassen zuriickzufiihren. Denn aufgrund der i.p.
Verteilungs- und Manifestationsmoglichkeiten der Tumorzellen nach i.p. Inokulation,
wurde an den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten Tumorknodtchen unterschiedlicher

GroBe vorgefunden, so dass z. B. in einem Fall ein einzelnes groes Tumorkndtchen als
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Gewebeprobe entnommen wurde und in einem anderen Fall mehrere kleinere
Tumorknotchen. In Abhingigkeit von der Tumorgrofe variiert die Anzahl der Antigene,
weshalb an groBere Tumore theoretisch hohere Konzentrationen an '''Lu-d9MAk
Konjugaten binden konnten als an kleineren Tumore. Allerdings ist fiir die Bindung der
RIK die zugingliche Tumoroberfliche entscheidend, da die Penetration der RIK in
solide Tumorknétchen gering ist. Demzufolge ist im Vergleich zu einem einzelnen
groBen Tumorkndtchen die Oberfliche mehrerer kleiner insgesamt groBer und der
prozentuale Anteil der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe entsprechend hoher. Fiir
die Messung der Aktivitdtskonzentration im Tumorgewebe sollten daher nur einzelne

Tumorknétchen als Gewebeprobe entnommen und untersucht werden.

Der starke Abfall der '""Lu-Konzentration im Tumorgewebe 3 h nach i.p. Applikation
der """Lu-d9MAk Konjugate im Vergleich zu 1 h p.i. kénnte jedoch auch auf eine
Instabilitit der '"’Lu-Immunkonjugate in vivo hinweisen. Hierbei wire eine Abspaltung
von '""Lu vom Antikérper nach bereits erfolgter Tumorzellbindung als Ursache fiir die
deutlich geringere '’Lu-Aktivitit im Tumorgewebe nach 3 h denkbar. Dafiir wiirden
auch die zu diesem Zeitpunkt (3 h) fast doppelt so hohen '""Lu-Konzentrationen im
Peritoneum und im Blut im Vergleich zu 1 h p.i. sprechen. Denn eine erhdhte
intraperitoneale Konzentration an freiem '"’Lu wiirde zu einer Resorption von '"'Lu am

Peritoneum fiihren, infolge dessen die '”’Lu-Konzentration im Blut zunimmt.

Einen weiteren Hinweis fiir eine Instabilitidt der '""Lu-d9MAk Konjugate nach i.p.
Applikation liefern eigene Untersuchungen zur in vitro Stabilitdt der RIK im Serum
bzw. PBS (s. 4.2). Bei Inkubation von '""Lu-d9MAk in Serum wurde innerhalb der
ersten 3 d eine um 26% verminderte Bindungsstabilitit zwischen '""Lu und d9MAk
festgestellt. Danach blieb die Bindung der RIK mit 71% des Ausgangswertes im
weiteren Verlauf unverindert. Im Gegensatz dazu war die Bindung zwischen '""Lu und
d9MAK bei Inkubation von '""Lu-d9MAKk in PBS iiber den Beobachtungszeitraum von
8 d stabil. Da die Bindung der '""Lu-d9MAk Konjugate durch das proteinfreie, aber
elektrolythaltige PBS nicht beeinflusst wurde, diirften vor allem die im Serum
enthaltenen Proteine bzw. Enzyme die Instabilitit der '"’Lu-Immunkonjugate bedingt
haben. Die vom Peritoneum abgegebene Fliissigkeit ist ein Transsudat der Blutgefilie
und enthdlt dementsprechend Proteine des Blutserums, jedoch in deutlich geringerer
Konzentration. Somit kann eine Instabilitit der '’’Lu-Immunkonjugate auch in vivo
nach i.p. bzw. nach i.v. Applikation vorgelegen haben. Zudem stiitzen auch die im

Femur nach i.p. Applikation von '""Lu-d9MAKk ermittelten '’'Lu-Konzentrationen von
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1,3 % ID/g 1 h p.i. auf 2,0 % ID/g 2 d p.i. die Vermutung einer in vivo Instabilitdt der
""Lu-Immunkonjugate, da freie '"’Lu’"-Ionen in vivo bevorzugt im Knochengewebe
abgelagert werden (Miiller et al, 1980, Li et al, 2001). Ahnliche
Aktivititskonzentrationen im Femur waren auch nach ip. Applikation von '""Lu-
d9MAk Konjugaten in tumorfreien Mausen festzustellen. Hierbei wurde iiber einen
Untersuchungszeitraum von 7 d nach 1 d p.i. mit 1,9 % ID/g die hochste '"Lu-
Konzentration im Knochen ermittelt, die im weiteren Verlauf bis zum 7. Tag (1,4 %
ID/g) kontinuierlich abnahm. Einen vergleichbaren Verlauf der '""Lu-Konzentration im
Femur zeigte Milenic et al. (2002) nach i.p. Applikation von '""Lu-CHX-A-DTPA-
CC49 Konjugaten an nu/nu Nacktmdusen mit s.c. Tumoren kolorektalen Ursprungs.

Danach war die ermittelte Aktivititskonzentration 24 h p.i. mit 4,89 % ID/g jedoch ca.
um das doppelte hoher als in der vorliegenden Arbeit (Milenic et al., 2002).

Brouwers et al. (2004) untersuchten die Stabilitit der Bindung zwischen '""Lu und dem
MAk ¢G250 in Abhéngigkeit des verwendeten Chelators DOTA bzw. SCN-CHX-A-
DTPA in vitro und in vivo. Bei Inkubation in Serum wiesen die DOTA-'""Lu-
Immunkonjugate ebenso wie die SCN-CHX-A-DTPA-'""Lu-Immunkonjugate wéhrend
der ersten 14 d eine gute in vitro Stabilitit mit einem freien '"'Lu-Anteil von <5% auf.
Uber die gesamte Inkubationszeit von 22 d betrachtet, waren jedoch die '""Lu-DOTA-
¢G250 Konjugate mit einen freien '"'Lu-Anteil von <5% stabiler als die '""Lu-SCN-
CHX-A-DTPA-cG250 Konjugate, deren freier '’'Lu-Anteil >5% war (Brouwers et al.,
2004). Die Biodistributionsstudien an Mausen mit s.c. Tumoren nach i.v. Applikation
von '"Lu-DOTA-¢cG250 bzw. '"Lu-SCN-CHX-A-DTPA-cG250 zeigten nach
Applikation der SCN-CHX-A-DTPA-RIK zu jedem Untersuchungszeitpunkt (1 d, 3 d,
7 d p.i.) eindeutig héhere '"’Lu-Konzentrationen im Knochen sowie 3 d bzw. 7 d p.i.
eindeutig hohere '""Lu-Anreicherungen in Leber und Milz im Vergleich zur Applikation
von DOTA-RIK. Brouwers et al. (2004) nahmen daher in vivo eine stirkere Instabilitdt
der SCN-CHX-A-DTPA-'""Lu-Immunkonjugate als der DOTA-""Lu-
Immunkonjugaten an. Mdgliche Ursachen fiir diese insgesamt jedoch geringe
Instabilitit der SCN-CHX-A-DTPA-'""Lu-Immunkonjugaten im Vergleich zu DOTA-

Y7L u-Immunkonjugaten wurden von den Autoren nicht genannt (Brouwers et al., 2004).

Hinweise auf eine mdgliche Instabilitit von SCN-CHX-A-DTPA-'""Lu-
Immunkonjugaten zwischen '’Lu und dem Chelator liefern die Untersuchungen zur in
vitro Stabilitit von '’Lu-CHX-A-DTPA bzw. '"Lu-DOTA ohne konjugierten MAk im

Serum bei Stimmel et al. (1998). Hierbei konnte wéhrend der ersten 3 d der Inkubation
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eine Reduktion der Bindungsstabilitit zwischen '’Lu und CHX-A-DTPA um ca. 10%
festgestellt werden. Im weiteren Verlauf blieben die '"’Lu-CHX-A-DTPA Komplexe
mit ca. 90% des Ausgangswertes unverindert. Die '"'Lu-DOTA Komplexe blieben
dagegen iiber die gesamten 21 d stabil (Stimmel et al., 1998). Die Stabilitit der '""Lu-
CHX-A-DTPA Komplexe im Serum wies damit einen dhnlichen Verlauf auf wie die
Stabilitit der SCN-CHX-A-DTPA-'""Lu-Immunkonjugate der vorliegenden Arbeit,
weshalb auch hier eine Instabilitit zwischen '"’Lu und SCN-CHX-A-DTPA und nicht
zwischen SCN-CHX-A-DTPA und d9MAk vermutet wurde.

5.3.2 Biodistribution von '""Lu-d9MAK im Vergleich zu "L u-d8MAK bei friiher
Peritonealkarzinose

Bei Miusen mit frither Peritonealkarzinose waren die hochsten '’'Lu-Konzentrationen
nach i.p. Applikation der tumorspezifischen '""Lu-d9MAk Konjugate in Peritoneum und
Pankreas feststellbar, sowohl nach 1 h als auch nach 3 h p.i.. Auch 7 d p.i. zihlten
Peritoneum und Pankreas zu den Organen mit den hochsten '"’Lu-Konzentrationen.
Aufgrund ihrer Lage waren Peritoneum und Pankreas nach i.p. Tumorzellinokulation
besonders hdufig tumords infiltriert. Dies konnte makroskopisch nach Eréffnung des
Abdomen von Maiusen mit fortgeschrittener Peritonealkarzinose sowohl in der
vorliegenden Arbeit als auch bei Huber (2003) gezeigt werden. Demzufolge war die
Retention der i.p. applizierten '’ 'Lu-d9MAk Konjugate in Peritoneum und Pankreas 1 h,
3 h bzw. 7 d p.i. sehr wahrscheinlich auf die spezifische Bindung der '""Lu-d9MAk
Konjugate an die HSC45-M2 Zellen zuriickzufiihren.

Uberraschend war, dass auch nach i.p. Applikation der nicht tumorspezifischen '""Lu-
d8MAk Konjugate die '"’Lu-Konzentration in Peritoneum und Pankreas hoch war, z. B.
1 h p.i. fast doppelt so hoch wie nach Applikation von '""Lu-d9MAk. Wie ldsst sich
diese Anreicherung der nicht spezifischen '’’Lu-Immunkonjugate in tumorinfiltrierten
Geweben erkldren, wenn eine Bindung der '""Lu-d8MAk Konjugate an die d9-E-

Cadherin mutierten HSC45-M2 Zellen ausgeschlossen werden kann?

Eine mogliche Erklarung, die auf den Ergebnissen von Janssen et al. (2003) basiert,
kénnte eine verstirkte Resorption ungebundener '""Lu-d8MAk Konjugate via
Peritoneum sein. Die Autoren untersuchten die Retention tumorspezifischer bzw. nicht
tumorspezifischer '''In-MAk Konjugate ('''In-HMFG1 bzw. '''In-G250) nach i.p.
Applikation an Nacktméusen 9 d nach Inokulation von Ovarialkarzinomzellen. Dazu

wurde der Anteil freier bzw. zellgebundener RIK in der Peritoneallavage nach
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Zentrifugation bestimmt. Hierbei war das spezifische RIK zu ca. 80% an die Zellen
gebunden und zeigte somit eine signifikant bessere Retention als das unspezifische RIK,
welches vor allem im Uberstand vorlag. Beispielsweise wurde 4 h p.i. ca. 75% des
spezifischen RIK retiniert, aber nur ca. 25% des nicht spezifischen RIK (Janssen et al.,
2003). Demzufolge ist anzunehmen, dass ca. 75% der nicht spezifischen '''In-
Immunkonjugate resorbiert wurden.

3 h p.i. spiegelte sich die Resorption der '”’

Lu-d8MAk Konjugate zum einen in einer
doppelt so hohen Blutkonzentration im Vergleich zu 1 h p.i. und zum anderen in einer
um die Hilfte geringeren '''Lu-Konzentration in Peritoneum und Pankreas wider.
Dagegen wiesen die '"'Lu-Konzentrationen der '’’Lu-d9MAk Konjugate in Peritoneum,
Pankreas und im Blut 3 h p.i. vs. 1 h p.i. nur geringfiigige Verdanderungen auf, weshalb
hier eine tumorzellbedingte Retention der spezifischen '~Lu-d9MAk Konjugate
anzunehmen ist. Auch die nach 1 h und 3 h p.i. ermittelten hoheren '""Lu-
Konzentrationen der ip. applizierten '''Lu-d8SMAk Konjugate in den iibrigen

untersuchten Organen im Vergleich zu '’

Lu-d9MAk Konjugaten lassen sich mit einer
resorptionsbedingt hohen '"’Lu-Konzentration im Blut erkliren. Senekowitsch-
Schmidtke et al. (2001) wiesen hohere Organkonzentrationen nach i.p. Applikation von
*BBi-d9MAk Konjugaten bei Miusen mit MDA-Zell-Peritonealkarzinose ohne
Zielantigen im Vergleich zu Mausen mit MDA-Zell-Peritonealkarzinose mit Zielantigen
(d9-E-Cad) ebenfalls nach. Gleichzeitig war hierbei im Aszites der Miuse mit d9-E-
Cad-MDA-Zell-Peritonealkarzinose eine massive >'°Bi-Aktivititsretention festzustellen.
Nach Zentrifugation des Aszites betrug der prozentuale Anteil der injizierten *"°Bi-
Aktivitit im d9-E-Cad-MDA-Zellpellet 78 % ID/g. Eine derartig hohe *"’Bi-
Aktivititretention konnte im Aszites von Mausen mit MDA-Zell-Peritonealkarzinose

ohne d9-E-Cad Mutation nicht nachgewiesen werden (18 % ID/g) (Senekowitsch-
Schmidtke et al., 2001).

7 d nach i.p. Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate war die '’’Lu-Konzentration im
Blut ca. doppelt so hoch wie nach '""Lu-d8MAk Applikation. Dies war vermutlich auf
eine verlangsamte Resorption der '""Lu-d9MAk Konjugate infolge der i.p. Retention
zuriickzufithren. Dafiir sprechen die '’’Lu-Konzentrationen der applizierten ''"Lu-
d9MAk Konjugate in Peritoneum und Pankreas 7 d p.i., die zwar insgesamt mit 5 %
ID/g sehr gering, aber gegeniiber '’’Lu-d8SMAk Konjugaten ca. doppelt so hoch waren.
Der GroBteil der '"Lu-d8MAk Konjugate war zu diesem Zeitpunkt (7 d) sehr

wahrscheinlich bereits abgebaut, womit sich die vergleichsweise hohe '""Lu-
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Konzentration in der Leber erklédren ldsst, da nach Koppe et al. (2005) RIK in der Leber

katabolisiert werden.

5.3.3 Biodistribution und Dosimetrie von "’ Lu-d9MAK bei tumorfreien Miusen

Maiduse ohne vorherige 1.p. Tumorzellinokulation zeigten bereits kurz nach i.p.
Applikation der '""Lu-d9MAk Konjugate hohe '""Lu-Konzentrationen im Blut: 3 h p.i.
waren diese mit 18 % ID/g mehr als doppelt so hoch als 1 h p.i. (6,8 % ID/g). Die
héchste '""Lu-Konzentration im Blut wurde 1 d p.i. (21,4 % ID/g) mit anschlieBender
kontinuierlicher Abnahme bis 7 d p.i. (9,6 % ID/g) gemessen. Die massive Zunahme der
"L u-Konzentration im Blut 3 h nach '""Lu-d9MAk Applikation zeigte sich dhnlich

""Lu-d8MAk Konjugate bei Mausen mit

nach i.p. Applikation nicht tumorspezifischer
frither Peritonealkarzinose. Diese Parallelitit zwischen i.p. applizierten '’Lu-d9MAk
Konjugaten bei Mausen ohne Peritonealkarzinose und i.p. applizierten '’Lu-dSMAk
Konjugaten bei Méausen mit Peritonealkarzinose beziiglich der '’’Lu-Konzentrationen
im Blut legt nahe, dass die Retention der '""Lu-d9MAk Konjugate eindeutig durch die

Bindung an die i.p. inokulierten HSC45-M2 Zellen verursacht wurde.

Die Ursache fiir die hohen '"Lu-Konzentrationen ip. applizierter '"'Lu-
Immunkonjugate im Blut iiber den gesamten Untersuchungszeitraum von 7 d, welcher

. 177
ca. einer HWZ von

Lu entspricht, war das hohe Molekulargewicht der RIK. Im Blut
befindliche Antikorper, wie z. B. d9MAk bzw. dSMAk konnen unter physiologischen
Bedingungen aufgrund ihres Molekulargewicht von ca. 150 kDa nicht in den Glomeruli
der Niere filtriert und damit nicht ausgeschieden werden. Lediglich Proteine <65 kDa
passieren die glomeruldren Membranen und erscheinen im Ultrafiltrat. Peptide wie z. B.
Octreotid (Molekulargewicht ca. 1 kDa), welches gekoppelt an Radionuklide in der
Therapie neuroendokriner Tumore Anwendung findet, werden dagegen aufgrund ihres
Molekulargewichtes <65 kDa rasch in den Glomeruli aus dem Blut (filtriert.

"L u-Konzentration im Blut von

Beispielsweise betrug bei Schmid et al. (2003) die
Maiusen mit s.c. Tumoren (kleinzellige Bronchialkarzinomzellen) 1 d nach i.v.
Applikation von '""Lu-Octreotid 0,008 % ID/g. Bei Brouwers et al. (2004) war 1 d nach
i.v. Applikation von '""Lu-cG250 Konjugaten die '’Lu-Konzentration im Blut von
Maiusen mit s.c. Tumoren (Nierenzellkarzinomzellen) 21,0 % ID/g. Im Vergleich dazu
zeigen eigene Ergebnisse 1 d nach i.v. Applikation von '""Lu-d9MAk Konjugaten bei
tumorfreien Mausen mit 20,9 % ID/g eine dhnliche '""Lu-Konzentration im Blut wie die

Applikation von '7"Lu-cG250 Konjugaten bei Brouwers et al. (2004).
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Zwischen dem 1. Tag und 7. Tag nach i.p. Applikation und 1 h und 2 d nach i.v.

""" u-Konzentration in Milz und Leber nach

Applikation verdnderte sich die
Applikation von '""Lu-d9MAk Konjugaten bei tumorfreien Miusen nur geringfiigig.
Dies spricht fiir eine Retention der '"’Lu-Immunkonjugate in diesen Organen. Andere

gut durchblutete Organe wie Herz, Lunge oder Niere zeigten dagegen entsprechend zur
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Lu-Konzentration im Blut eindeutig zu- bzw. abnehmende "' 'Lu-Konzentrationen.
Auffallend hohe Aktivititskonzentrationen in Leber und Milz wurden vor allem nach
Applikation von Radiometall gekoppelten Immunkonjugaten im Vergleich zu iodierten
Immunkonjugaten beobachtet (Milenic et al., 2002, Koppe et al., 2004). In Organzellen,
wie z. B. den Hepatozyten wird nach Internalisierung der RIK, wahrscheinlich durch
Fliissigphasen-Endozytose, der Antikdrper eines RIK in Lysosomen, aber auch in
Endosomen enzymatisch abgebaut. Die verbleibenden, nicht abbaubaren Radionuklid-
Chelatkomplex Reste werden intralysosomal an Aminoséuren gebunden und verlassen
die Lysosomen nur langsam (Rogers et al., 1995, Duncan et al., 1997). Dagegen werden
nicht metabolisierte lod-Tyrosin Reste iodierter Immunkonjugate nach dem Abbau der
MAk rasch aus den Lysosomen via Carrier vermittelten Transportsystemen
ausgeschieden (Press et al., 1996). Koppe at al. (2004) fiihrten daher die auffallend
hohen **Y-Konzentrationen in Milz und Leber iiber 7 d nach i.p. sowie i.v. Applikation
von “*Y-MN-14 auf den intrazelluliren Einschluss von ™Y infolge des
Antikorperkatabolismus zuriick. Der Abbau von Antikdrpern in der Leber ist seit
langem beschrieben (Waldmann, 1969). Warum trotz des Abbaus der RIK in der Leber
und der Milz (Koppe et al., 2005) die '""Lu-Konzentrationen im Blut auch nach 7 d mit
fast 10 % ID/g noch relativ hoch war, ist jedoch ungekldrt. Moglicherweise ist die
Ursache im Aufnahmesystem der Hepatozyten zu suchen, die fiir die Internalisierung
der RIK verantwortlich sind.

Die Bestimmung der zerfallskorrigierten Ganzkorperaktivitit {iber 7 d nach i.p.

Applikation von "’

Lu-d9MAk Konjugaten an Miusen ohne Peritonealkarzinose zeigte
nach einem initialen Abfall auf 77% der injizierten Aktivitdt nach 1 d p.i. bis zum 7.
Tag p.d. einen nahezu wunverdnderten Verlauf der tiglich gemessenen
Ganzkorperaktivitit (s. 4.8). Diese Ganzkérperretention der '''Lu-d9MAk Konjugate

177

konnte hierbei vermutlich Ausdruck der Retention von ''Lu-Immunkonjugaten in

Leber und Milz gewesen sein.

Die starke Retention der '"’Lu-d9MAk Konjugate in der Leber spiegelte sich auch in
der Organdosis wider, wonach die Leber mit 1,37 mSv/MBq das Organ mit der
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hochsten Strahlendosis war. Das im Rahmen der histopathologischen Untersuchung
festgestellte hepatozellulire Karzinom in der Leber einer Maus, welcher 14,8 MBq
"TLu-d9MAk Konjugate i.p. appliziert wurden (s. 4.12 Abb. 23 a), ist somit vermutlich
auf eine Strahlenspitwirkung zuriickzuftihren. Auflerdem ergab die Berechnung der
absorbierten Organdosen, dass die Niere mit 1,19 mSv/MBq unmittelbar nach der Leber
die zweithdchste Strahlendosis aufwies. Die histopathologischen Untersuchungen post
mortem entnommener Nieren von Miusen, welche mit 14,8 MBq "L u-d9MAKk (n=6)
bzw. '""Lu-dSMAk (n=1) i.p. therapiert wurden, zeigten milde bis schwere proliferative
Glomerulonephritiden, die in einem Fall sogar mit einer Sklerose sowie mit einer
tubuldren Atrophie einherging (s. 4.12 Abb. 24). Die wahrscheinlichste Ursache dafiir
diirfte auch hier eine Strahlenschidigung sein. Da intakte im Blut befindliche '""Lu-
Immunkonjugate in den Glomeruli nicht filtriert werden und eine Schidigung der
Kapillarmembranen wihrend des Durchflusses in den Glomeruli aufgrund der sehr
kurzen Kontaktzeit auszuschlieBen ist, stellt sich die Frage auf welche Weise '""Lu eine

Glomerulonephritis ausgelost haben konnte.

Eine mogliche Erklirung beriicksichtigt, dass '"'Lu-d9MAk Konjugate in vitro bei
Inkubation in Serum instabil waren, d.h. bei einer Instabilitit der RIK in vivo konnten
neben freigesetztem '’ Lu, welches neu an Serumproteine bindet auch '”’Lu gekoppelte

Antikorperfragmente  entstehen. '’

Lu-Antikorperfragmente wiirden z. B. bei
Molekulargewichten <65 kDa in der Niere glomerulédr filtriert werden. Von 1i.v.
applizierten Peptid gekoppelten Radionukliden, wie z. B. '''In-DTPA-Octreotid, ist
beispielsweise bekannt, dass diese in den Glomeruli filtriert und dann von proximalen
Tubuluszellen aus dem Ultrafiltrat reabsorbiert werden (Duncan et al., 1997, Behr et al.,
1998). Nach intrazellulirem Abbau des Peptidanteils in den Lysosomen, verbleibt der
"In-DTPA Rest intralysosomal gebunden an Aminosiuren, wihrend die Metabolithen
des Proteinabbaus dem Blut zugefiihrt werden (Duncan et al., 1997). Rogers et al.

(1995) beobachteten den gleichen Mechanismus in der Niere auch fiir iy

n-
Antikorperfragmente. Demzufolge konnte die hier beobachtete Schiadigung der
Glomeruli bzw. der Tubuli bei anatomischer Nidhe von Glomerulus und proximaler
Tubuluszelle durch den intrazelluldren Einschluss von '’’Lu infolge der Aufnahme und
des Abbaus von filtrierten '"'Lu gekoppelten niedermolekularen Proteinen bzw.

Antikorperfragmenten erklért werden.
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5.3.4 Biodistribution ip. applizierter '"Lu-d9MAk Konjugate im Vergleich zu
23Bi-d9M Ak Konjugaten

Die i.p. Applikation sowohl von '"’Lu-d9MAk Konjugaten als auch von *°Bi-d9MAk
Konjugaten (Huber, 2003) fiihrte an jedem Untersuchungszeitpunkt zu einer signifikant
hoheren Aktivitdtskonzentration im Tumorgewebe im Vergleich zu i.p. applizierten
nicht spezifischen '""Lu-d8SMAk bzw. *"’Bi-d8MAk Konjugaten. Jedoch waren die
Tumor/Blut Quotienten 1 h p.i. bei Mdusen mit Peritonealkarzinose ohne Aszites bei
*1Bi-d9M Ak Konjugaten aufgrund der vergleichsweise niedrigeren *"*Bi-Konzentration
im Tumorgewebe geringer als bei '"'Lu-d9MAk Konjugaten (*"*Bi: 1,8 vs. '"'Lu: 10,1).
Der Vergleich der Aktivititskonzentrationen im Tumorgewebe basierte hierbei auf der
Annahme, dass ca. gleich groBe Tumormassen nach '"’Lu-d9MAk bzw. nach *"’Bi-
dO9MAk Applikation untersucht wurden, da die Aktivititskonzentration im
Tumorgewebe in Abhingigkeit von der untersuchten Tumorgrof3e variiert (s. 5.3.1). Die
Blutkonzentrationen waren 1 h p.i. bei beiden RIK anndhernd gleich (je ca. 5 % ID/g).
"TLu-d9MAk Konjugate wiren demnach aufgrund der hoheren Retention im
Tumorgewebe gegeniiber 2°Bi-d9MAk Konjugate vorteilhafter fiir die i.p. RIT. Aber
unter klinischen Gesichtpunkten, welche die therapeutische Wirkung gegen ein
mogliches strahlentoxisches Gefidhrdungspotential fiir gesunde Organe abwégen, sollten
die *"Bi-Immunkonjugate den '"’Lu-Immunkonjugaten fiir die i.p. RIT vorgezogen
werden, da die *"’Bi-Konzentration im Blut aufgrund der ca. 200-mal kiirzeren HWZ

gegeniiber '’ Lu vernachlissigt werden kann.

5.4 Bewertung der Therapiestudien

Basierend auf den Ergebnissen der Therapiestudien, der Obduktionen sowie der
Toxizitdtsstudien wird die therapeutische Effizienz der '""Lu-d9MAk Konjugate fiir die
lokoregionale RIT der Peritonealkarzinose gastralen Ursprungs im Vergleich zu '""Lu-

d8MAk Konjugaten im Folgenden bewertet.

Gegeniiber untherapierten Kontrolltieren fiihrte die i.p. Applikation von 1,85 MBq, 7,4
MBq bzw. 14,8 MBq des spezifischen '~Lu-d9MAk Konjugats zu einer
hochsignifikanten Verlingerung des Uberlebens bei Therapie 1 d sowie 8 d nach i.p.
Tumorzellinokulation. Jedoch wurde auch nach i.p. Applikation von 7,4 MBq bzw. 14,8
MBq des unspezifischen '""Lu-d8SMAk Konjugats an beiden Therapiezeitpunkten eine

signifikante Uberlebensverldngerung gegeniiber untherapierten Tieren festgestellt. Die
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therapeutische Wirkung der '’Lu-d8MAk Konjugate diirfte hierbei auf den Crossfire-

Effekt zuriickzufiuhren sein.

Beim Vergleich der Therapiegruppen, die mit spezifischen '’Lu-d9MAk Konjugaten
vs. nicht spezifischen '""Lu-d8MAk Konjugaten behandelt wurden, spiegelte sich die
Spezifitit der '""Lu-d9MAk Konjugate eindeutig in den Uberlebenszeiten wider. 1 d
nach Tumorzellinokulation {iberlebten die Tiere nach i.p. Applikation von 1,85 MBq
""Lu-d9MAKk ca. 2-mal und nach 7,4 MBq '""Lu-d9MAk sogar 5-mal linger als die mit
""Lu-d8SMAKk therapierten Tiere. Auch 8 d nach Tumorzellinokulation fiihrte die
Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk zu einem doppelt so langen Uberleben der
Tiere als die Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d8MAKk.

Im Gegensatz dazu wurde bei Huber (2003) im gleichen Tiermodell die Spezifitit der
2Bi-d9MAk Konjugate nur bei Applikation 8 d nach Tumorzellinokulation und nicht
bei Applikation nach 1 d festgestellt. Dies wurde auf das hdhere
Antigen/Antikorperverhdltnis im fortgeschrittenen Tumorstadium zuriickgefiihrt.
Aufgrund der erhohten Anzahl an Antigenen im progredienten Tumorstadium war bei
gleicher applizierter Antikérpermenge der tumorzellgebundene Anteil an 21Bi-d9MAk
Konjugaten bedeutend hoher und der ungebundene Anteil an *"*Bi-d9MAk Konjugaten
geringer als im frithen Tumorstadium. Demzufolge war die zytotoxische Wirkung der
2BBi-d9MAk Konjugate im fortgeschrittenen Tumorstadium groBtenteils durch
zellgebundene RIK bedingt, wobei die unspezifische Zytotoxizitit ungebundener RIK
mittels Crossfire-Effekt eine geringe Rolle spielte. Bei i.p. Therapie 1 d nach
Tumorzellinokulation bedingte dagegen der hohe Anteil ungebundener 2'’Bi-
Immunkonjugate, aufgrund des Uberschusses an Antikdrpern, den fehlenden Nachweis
der spezifischen Wirkung der *’Bi-d9MAk Konjugate im Vergleich zu *"’Bi-d8MAk
Konjugaten durch die unspezifische Tumorzytotoxizitit. Auf den Zusammenhang
zwischen dem Antigen/Antikdrperverhiltnis und der Spezifitit der '"'Lu-d9MAk

Konjugate weisen auch eigene Ergebnisse eines in vitro Versuchs hin (s. 4.3).

Die kiirzeren Uberlebenszeiten nach i.p. Therapie sowohl mit '""Lu-d9MAk Konjugaten
als auch mit *"Bi-d9MAk Konjugaten am 8. Tag vs. am 1. Tag nach
Tumorzellinokulation legen nahe, dass eine effektive Tumorzellabtétung durch RIK von
einer moglichst maximalen Antigenséttigung abhingt. Beispielsweise war das mittlere

Uberleben nach Applikation von 7,4 MBq '"’Lu-d9MAk 8 d nach Tumorzellinokulation
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um ca. 40% und nach Applikation von 7,4 MBq *"’Bi-d9MAk Konjugate um ca. 20%

kiirzer als nach Applikation 1 d nach Tumorzellinokulation.

Neben dem Ausmall der Absittigung der Antigene mit RIK, das vom
Antigen/Antikorperverhiltnis sowie von der Affinititskonstanten K, des Antikorpers
abhéngt, beeinflusst die spezifische Aktivitdit der RIK die Zytotoxizitit in der RIT
(Nikula et al., 1999). Je hoher die spezifische Aktivitit, desto hoher ist bei vollstdndiger
Antigensittigung die Anzahl der gebundenen RIK an der Zelle. Somit wird bei hoher
spezifischer Aktivitdt weniger applizierte Aktivitdt fiir die Tumorzelltétung bendtigt.
Bei niedrigeren spezifischen Aktivititen ist bei vollstindiger Antigenséttigung die
Anzahl der gebundenen RIK an der Zelle geringer als bei hoheren spezifischen
Aktivititen. Fiir die Tumorzelltdtung bedarf es dementsprechend mehr applizierte
Aktivitat. Eine Steigerung der applizierten Aktivitét fithrt aber auch zu einer Zunahme
der Antikorpermenge, wobei der Anteil der nicht tumorzellgebundenen RIK und die

damit verbundene unspezifische Zytotoxizitdt mittels Crossfire-Effekt zunimmit.

Die jeweilige spezifische Aktivitit der '’ Lu-d9MAk bzw. *"*Bi-d9MAk Konjugate zum
Zeitpunkt der Applikation und das daraus ableitbare Verhiltnis aus '""Lu bzw. 213Bj
markierten d9MAKk zu nicht markierten d9MAk konnte eine mogliche Erklérung fiir den
Nachweis der Spezifitit bei i.p. Therapie mit ''Lu-d9MAk im Vergleich zur i.p.

Therapie mit *"*

Bi-d9MAk 1 d nach Tumorzellinokulation sein. Die spezifische
Aktivitit fir die '""Lu-Markierung des d9MAK betrug zum Zeitpunkt der Applikation
im Mittel 637 MBg/mg. Dies entsprach einem Verhiltnis von markierten '’Lu-d9MAk
zu unmarkierten d9MAk von 1:8. Bei Huber et al. (2003) betrug dic maximale
erreichbare spezifische Aktivitit der 2°Bi-d9MAk Konjugate 1480 MBg/mg, wobei
dies einem Verhiltnis von markierten °Bi-d9MAk zu unmarkierten d9MAk von 1:685
entsprach. Die mittlere spezifische Aktivitit der >°Bi-d9MAk Konjugate zum Zeitpunkt
der Applikation wurde von den Autoren nicht angegeben (Huber et al., 2003, Huber,
2003). Da sowohl gleiche Antikdrpermengen (ca. 10 pg) als auch gleiche Aktivitdten
(1,85 MBq bzw. 7,4 MBq) der '""Lu-d9MAk bzw. der *"*Bi-d9MAk Konjugate pro
Maus i.p. injiziert wurden, ist davon auszugehen, dass bei Huber (2003) eine gleiche
mittlere spezifische Aktivitit der 2"’Bi-d9MAk Konjugate zum Zeitpunkt der

Applikation vorlag wie bei '’

Lu-d9MAk Konjugaten. Bei gleicher spezifischer
Aktivitit der '"Lu- bzw. der 2"’Bi-Immunkonjugate von 637 MBq/mg wiirde das

Verhiltnis aus *"*Bi markierten d9MAk zu nicht markierten d9MAk 1:1591 betragen.
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Die Ursache fiir das deutlich bessere Verhiltnis aus '""Lu-d9MAk zu nicht markierten
d9MAk im Vergleich zu *"’Bi-d9MAk zu nicht markierten d9MAk bei gleicher
spezifischen Aktivitit ist auf die HWZ von '""Lu bzw. *"’Bi zuriickzufiihren. Wie die
Rechnung nach Gleichung (2) (s. 3.6.2.2) zeigte, ist die Anzahl der '"’Lu- bzw. *"’Bi-
Atome bei gleicher Aktivitit von der HWZ abhingig, die bei '’’Lu etwa 200-mal linger
ist als bei *Bi. Bei 637 MBq '""Lu betrigt die Anzahl der '""Lu-Atome ca. 5,3x10'*,
bei 637 MBq *"’Bi betrigt die Anzahl der *"’Bi-Atome dagegen nur ca. 2,5x10'2. Bei
gleicher spezifischen Aktivitdt war daher der Anteil an '""Lu markierten d9MAk bei
einer Antikorpermenge von 1 mg, die nach Gleichung (1) (s. 3.6.2.2) 4x10"° d9MAk
Molekiile entsprach, ca. 200-mal hoher als der Anteil an *"*Bi markierten d9MAKk.

Fiir die spezifische Tétung einer Tumorzelle mittels 2°Bi-d9MAk Konjugaten sollten
ca. 5 RIK an die Zelle binden (Macklis et al., 1992). Mittels '""Lu-d9MAk Konjugaten
werden hingegen um den Faktor 1000 mehr gebundene RIK benétigt, um eine Zelle zu
toten, da die LET der B-Partikel deutlich geringer ist als die der a-Partikel (Imam,
2001). Eine HSC45-M2 Zelle exprimiert ca. 3x10° Antigene d9-E-Cad, dass sind bei
1x107 i.p. inokulierten Zellen ca. 3x10'* Antigene. Dabei kann bei i.p. Therapie 1 d
nach Tumorzellinokulation aufgrund der Adaptation der Zellen an das veridnderte Milieu
in vivo von einer etwa gleich bleibenden oder auch verminderten Zellzahl ausgegangen
werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei einer spezifischen Aktivitit von 637 MBq/mg

mindestens 5 zur Zelltotung benétigte 213

Bi-d9MAk Konjugate pro Tumorzelle binden,
erscheint aufgrund des Verhiltnisses aus *'°Bi markierten d9MAk zu nicht markierten
d9MAKk von 1:1591 gering zu sein. Daher diirfte die Tumorzellttung vor allem auf die

nicht gebundenen *'°

Bi-d9MAk Konjugate mittels Crossfire-Effekt zurilickzufiihren
sein. Die mittleren Uberlebenszeiten der 1 d nach Tumorzellinokulation mit *"’Bi-
d9MAKk therapierten Tiere, die sich nicht signifikant von den Uberlebenszeiten der mit
*13Bi-d8MAK therapierten Tiere unterschieden (Huber, 2003), waren dabei vermutlich
Ausdruck der stirkeren unspezifischen Zytotoxizitit der ungebundenen *"°Bi-d9MAk
Konjugate im Vergleich zur spezifischen Zytotoxizitit der gebundenen *"’Bi-d9MAk
Konjugate.

Die Wahrscheinlichkeit, dass bei einer spezifischen Aktivitit von 637 MBqg/mg etwa

5000 zur Zelltdtung bendtigte '’

Lu-d9MAk Konjugate pro Tumorzelle binden,
erscheint aufgrund des Verhiltnisses aus '’’Lu markierten d9MAk zu nicht markierten
d9MAk von 1:8 hoher zu sein. Der Crossfire-Effekt diirfte daher eine geringere Rolle

gespielt haben als die Zytotoxizitdt der gebundenen '""Lu-d9MAk Konjugate. Dies
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wiirde auch das signifikant lingere Uberleben der mit '"'Lu-d9MAk 1 d nach
Tumorzellinokulation behandelten Tiere gegeniiber '"'Lu-d8MAk behandelten Tieren
erkldren. Abbildung 25 veranschaulicht den Zusammenhang zwischen dem Verhiltnis
aus Radionuklid markierten d9MAk zu nicht markierten d9MAk und der
Tumorzelltdtung mittels gebundener RIK bzw. nicht gebundener RIK bei gleicher
spezifischer Aktivitit i.p. applizierter '’ Lu-d9MAk bzw. *"*Bi-d9MAk Konjugate.

Unmarkierter dA9MAk ; Crossfire-Effekt

); Markierter 213Bi-d9MAk ! Zytotoxizitit spezifisch gebundener
)z“"' . 213Bi-d9MAk bzw. 177Lu-d9MAk
Markierter !77Lu-d9MAk

47,
(/]

Abb 25.:  Vereinfachte Darstellung der Zytotoxizitit i.p. applizierter *’Bi-d9MAKk (a)
bzw. ""Lu-d9MAKk Konjugate (b) bei i.p. Therapie 1 d nach Tumorzellinokulation. Bei
gleicher spezifischer Aktivitit des '''Lu-d9MAk bzw. *’Bi-d9MAk Konjugats von 637
MBg/mg war der Anteil an '""Lu markiertem dOMAk ca. 200x hoher als bei *"°Bi markiertem
d9MAKk. Ursache war die lingere HWZ von '""Lu (~6,7 d) gegeniiber *"*Bi (~46 min), da bei
gleicher Aktivitit die Anzahl der Atome von der HWZ abhingt. a) Das Verhiltnis von *"°Bi-
d9MAKk zu nicht markierten d9MAKk betriagt 1:1591. Die Wahrscheinlichkeit mit der mindestens
5 *1Bi-d9MAKk an die Zelle binden ist gering, weshalb die Zelltétung durch ungebundene *°Bi-
d9MAKk mittels des Crossfire-Effekts eine groBere Rolle spielt als durch gebundene *"’Bi-
d9MAK. b) Das Verhiltnis von '"Lu-d9MAk zu nicht markierten d9MAKk betrigt 1:8, weshalb
hier die Tumorzellttung durch ca. 5000 gebundene '""Lu-d9MAk eine gréBere Rolle spielt als
durch nicht gebundene '""Lu-d9MAKk.
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Um die spezifische Wirkung i.p. applizierter *Bi-d9MAk Konjugate im Vergleich zu
213Bi-d8MAk Konjugaten auch bei Therapie 1 d nach Tumorzellinokulation erzielen zu
konnen, sollte der Anteil der ungebundenen *"’Bi-d9MAk Konjugate und damit die
Wirkung des Crossfire-Effekts reduziert werden. Dies ist zwar durch die Applikation
einer geringeren Antikorpermenge moglich, bedeutet bei gleicher spezifischer Aktivitat
aber auch eine Reduktion der applizierten Aktivitit der ?'*Bi-d9MAk Konjugate. Hierzu
zeigte Bloechl et al. (2005) am gleichen Tumormodell, dass die i.p. Applikation von
?Bi-d9MAk Konjugaten 1 d nach Tumorzellinokulation mit Aktivititen <1,85 MBq
zwar zu einem signifikant lingeren Uberleben gegeniiber untherapierten Kontrollen
fiihrte, aber im Vergleich zur i.p. Applikation von >1,85 MBq *"’Bi-d9MAk (Huber,
2003) war das Uberleben dieser Tiere deutlich verkiirzt. Beispielsweise betrug das
mediane Uberleben nach i.p. Therapie 1 d nach Tumorzellinokulation 48 d (MW: 51 d)
bei 0,37 MBq *"’Bi-d9MAk (Bloechl et al., 2005) vs. 214 d (MW, da kein Median
ermittelbar war) bei 1,85 MBq *"*Bi-d9MAk (Huber, 2003).

213

Eine effektivere Moglichkeit die Spezifitit der
213

Bi-d9MAk Konjugate gegeniiber
Bi-d8MAk Konjugaten bei Therapie 1 d nach Tumorzellinokulation zu erzielen, wére
die Erhdhung der spezifischen Aktivitit, da hierbei der Anteil an *"’Bi markierten
d9MAk Konjugaten gegeniiber nicht markierten d9MAk zunimmt. Dadurch wiirde die

Anzahl der gebundenen *'

Bi-d9MAk Konjugate pro Zelle zunehmen, weshalb die
Zytotoxizitit durch die gebundenen RIK eine groBere Rolle spielt als die unspezifische

Zytotoxizitit der ungebundenen *"*Bi-d9MAk Konjugate mittels des Crossfire-Effekts.

Bei Applikation sehr hoher Aktivitdten verliert die spezifische Aktivitét hinsichtlich der
Zytotoxizitidt an Bedeutung, da der Crossfire-Effekt mit zunehmender Aktivitét stirker
wird. Ein Beispiel dafiir war in der vorliegenden Arbeit die i.p. Therapie mit 14,8 MBq
"TLu-d9MAKk 1 d nach Tumorzellinokulation. Tiere dieser Therapiegruppe iiberlebten
trotz der hohen spezifischen Aktivitidt im Vergleich zu Tieren, die mit 14,8 MBq des

- 177
unspezifischen

Lu-d8MAk Konjugats 1 d nach Tumorzellinokulation i.p. therapiert
wurden, nicht signifikant linger. Das mediane Uberleben betrug 29 d nach '""Lu-
d9MAK Applikation vs. 28 d nach '""Lu-d8MAk Applikation. Gegeniiber untherapierten
Kontrolltieren (22 d) war jedoch ein geringer, aber signifikanter Uberlebensvorteil
festzustellen. Die Obduktion dieser Tiere unmittelbar nach dem jeweiligen
Todeszeitpunkt ergab, dass die mit '’Lu-d9MAk behandelten Tiere in 10 von 10 Fillen
makroskopisch ohne Zeichen einer Peritonealkarzinose waren, bei '"'Lu-dSMAKk

behandelten Tieren hingegen nur 1 von 10 Féllen. Demnach konnte eine spezifische
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Tumorzelltétung der '"Lu-d9MAk Konjugate gegeniiber ''"Lu-dSMAk Konjugaten
auch bei Applikation von 14,8 MBq nachgewiesen werden. Der mit der
Tumorzelltétung verbundene Uberlebensvorteil, wie er z. B. bei Applikation von 7,4
MBq '""Lu-d9MAKk vs. '""Lu-d8MAk beobachtet wurde, blieb jedoch aus. Daher wurde
die toxische Wirkung der Strahlung insbesondere auf das hidmatopoetische bzw.
lymphatische System als Ursache fiir den Tod der Tiere angenommen. Darauf weisen

177

vor allem die Blutbilder hin, die nach i.p. Applikation von 14,8 MBq ""'Lu eine starke

Suppression der Leukozyten zeigten.

Den Zusammenhang zwischen therapeutischer Effizienz und applizierter Aktivitit der
spezifischen  '"'Lu-d9MAk  Konjugate zeigen die  Uberlebenszeiten  der
Therapiegruppen, denen 0,37 MBq, 1,85 MBq, 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk
i.p. appliziert wurden. Mit Ausnahme von 0,37 MBq fiihrte jede i.p. applizierte '""Lu-
Aktivitit zu einer signifikanten Uberlebensverlingerung gegeniiber untherapierten
Kontrolltieren. Die mit 0,37 MBq '"Lu-d9MAKk i.p. therapierten Tiere verstarben
unabhidngig von Applikationszeitpunkt nach Tumorzellinokulation ausnahmslos an
einer ausgeprdgten Peritonealkarzinose, wie die Obduktion nach dem jeweiligen
Todeszeitpunkt zeigte. Mit zunechmender '""Lu-Aktivitit bis 7,4 MBq verlingerte sich
das tumorfreie Uberleben bei Applikation 1 d nach Tumorzellinokulation von 19 d bei
0,37 MBq '""Lu-d9MAKk auf 235 d bei 7,4 MBq '""Lu-d9MAk und bei Applikation 8 d
nach Tumorzellinokulation von 16 d bei 0,37 MBq '"Lu-d9MAk auf 69 d bei 7,4 MBq
"TLu-d9MAKk. Die Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk verkiirzte dagegen das
Uberleben der Tiere auf 29 d (1 d nach Tumorzellinokulation) bzw. 39 d (8 d nach
Tumorzellinokulation) aufgrund der hohen Strahlentoxizitit. 7,4 MBq '"’Lu-d9MAk
erwies sich somit zu beiden Therapiezeitpunkten nach Tumorzellinokulation als

diejenige '"Lu-Aktivitit mit der hochsten therapeutischen Effizienz.

Die i.p. Applikationen von 1,85 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d9MAk 1 d bzw. 8 d nach
Tumorzellinokulation unterschieden sich im Hinblick auf das Uberleben der Tiere nicht
signifikant. Die Obduktion der Méuse unmittelbar nach dem jeweiligen Todeszeitpunkt
ergab bei 9 von 10 Tieren, die 1 d nach Tumorzellinokulation mit 1,85 MBq '""Lu-
d9MAk  behandelt  wurden, makroskopisch  eindeutige  Zeichen  einer
Peritonealkarzinose. Demnach waren 1,85 MBq '"’Lu-d9MAk nicht ausreichend fiir
eine effektive Tumorzelltétung, denn im Vergleich zu untherapierten Kontrolltieren war
das Tumorwachstum zwar supprimiert, aber progredient. Im Gegensatz dazu zeigte die

Obduktion der Tiere, denen 1 d nach Tumorzellinokulation 14,8 MBq 7T u-d9M Ak
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appliziert wurden, in keinem Fall eine Peritonealkarzinose. Daher war das drastisch
verkiirzte Uberleben dieser Tiere im Vergleich zu Tieren, die mit 7,4 MBq '"’Lu-
d9MAk 1 d nach Tumorzellinokulation i.p. therapiert wurden, auf die Toxizitdt der

Strahlung aufgrund einer zu hohen applizierten '’ ’Lu-Aktivitit zuriickzufiihren (s. 0.).

Der Therapiezeitpunkt, 1 d bzw. 8 d nach Tumorzellinokulation, beeinflusste das
Uberleben der mit 1,85 MBq, 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk i.p. therapierten
Tiere nur bei 7,4 MBq'"'Lu-d9MAKk statistisch signifikant. Bei Applikation 1 d nach
Tumorzellinokulation {iberlebten hierbei die Tiere 235 d, wobei 9 von 10 Méusen am
Ende der Beobachtungszeit (250 d) ohne Zeichen einer Peritonealkarzinose waren.
Dagegen betrug das Uberleben der Tiere nach Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk
8 d nach Tumorzellinokulation 69 d, wobei nur 4 von 10 Miusen am Ende der
Beobachtungszeit tumorfrei waren. Je frilher also die Therapie nach
Tumorzellinokulation erfolgt, desto lédnger iiberleben die Tiere. Daher wére eine
erfolgreiche lokoregionale RIT mit tumorspezifischen '""Lu-d9MAk Konjugaten noch
vor dem Auftreten erster Zeichen einer Peritonealkarzinose, beispielsweise im
Anschluss an die Primértherapie, denkbar. Vor allem der Nachweis von freien
Tumorzellen mittels Peritoneallavage, der eine Prognoseverschlechterung darstellt
(Rosenberg et al., 2006), wiirde eine sinnvolle Indikation fiir die lokoregionale RIT zur

Pravention der Entwicklung einer Peritonealkarzinose sein.

5.5 Bewertung der Toxizitatsstudien

Jede Verabreichung von Therapeutika sollte stets unter Abwigung des therapeutischen
Nutzens gegen eventuell gesundheitsschiddliche Nebenwirkungen erfolgen. Zur
frithzeitigen Erkennung einer strahlungsinduzierten Toxizitdt nach Applikation von
"L u-Immunkonjugaten wurden die Méuse hinsichtlich des Verhaltens, der Hautfarbe,
des Hauttugors sowie vergroferter Lymphknoten regelméfig untersucht und das

periphere Blutbild kontrolliert.

Nach dem Gesetz von Bergonie und Tribondeau (1906) ist die Strahlenempfindlichkeit
von Geweben mit Ausnahme von Lymphozyten und Oozyten (Riede, 2004) umso
grofer, je hoher deren Zellteilungsrate und je niedriger deren Differenzierungsgrad ist
(Miinter, 2004). Hématopoetische Stammzellen des Knochenmarks bzw. des
lymphatischen Systems reagieren deshalb empfindlicher auf Strahlung als die

differenzierten Blutzellen. Die Untersuchung des Blutbildes stellt daher eine
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wirkungsvolle Methode zur Beurteilung von '""Lu-d9MAKk induzierten Schiden in

diesen Systemen dar.

Im Untersuchungszeitraum von 50 d verdnderte sich die Zahl der weilen
Blutkorperchen in Abhingigkeit von der applizierten Aktivitit der '"'Lu-d9MAk
Konjugate. Mit steigender '''Lu-Aktivitit verringerten sich die Leukozytenzahlen
drastischer und erholten sich langsamer. Wihrend bei 0,37 MBq und 1,85 MBq '""Lu-
d9MAKk kein signifikanten Abfall der Leukozyten festzustellen war, resultierte die
Applikation von 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq jeweils in einem deutlichen Abfall um 33%

bzw. 75% des Ausgangswertes bereits innerhalb der ersten 3 d p.i..

Unter den peripheren Blutzellen reagieren Lymphozyten bei Mausen (Cronkite, 1973)
sowie beim Menschen (Fritz-Niggli, 1997) am empfindlichsten auf die Einwirkung von
Strahlung. Der schnelle Abfall der Leukozyten wéhrend der ersten 3 d nach Applikation
von '""Lu-d9MAk koénnte daher auf eine Schidigung der Lymphozyten zuriickgefiihrt
werden. Beim  Menschen  kann  eine  Lymphopenie  infolge  einer
Lymphknotenschiddigung schon ca. 1 h nach Strahlenexposition auftreten (Riede, 2004).
Der weitere Abfall der Leukozyten bis zum 10. Tag (7,4 MBq '"Lu-d9MAKk) bzw. 17.
Tag (14,8 MBq '""Lu-d9MAK) p.i. ist vermutlich mit einem verminderten Nachschub
neuer Blutzellen aus geschddigtem Knochenmarksgewebe bzw. lymphatischen Gewebe

zu erkldren. Dabei kann bei i.p. Applikation von 14,8 MBq '’

Lu eine sehr ausgeprigte
Knochenmarksschiadigung angenommen werden, da die Leukozytenwerte bis auf 5%
des Ausgangswertes abnahmen. Zudem war nach Applikation von 14,8 MBq '""Lu-
dO9MAKk bis zum Ende des Untersuchungszeitraums nach 50 d keine vollstindige
Regeneration der Leukozyten feststellbar, wohl aber nach Applikation von 7,4 MBq.
Eine Verlidngerung der Erholungszeit von Leukozyten mit zunehmender '’ Lu-Aktivitit

wurde auch in Toxizitdtsstudien an Lewis Ratten beobachtet (Lewis et al., 2001).

Die Applikation von *"’Bi-d9MAk Konjugaten fiihrte ebenfalls zu einem Abfall der
Leukozyten in Abhidngigkeit von der i.p. applizierten Aktivitdt (Huber et al., 2003).
Dabei war der stirkste Abfall der Leukozyten auf ca. 35% des Ausgangswertes 7 d nach
i.p. Applikation von 22,2 MBq *"*Bi-d9MAk zu beobachten. Danach konnte eine rasche

Regeneration der Leukozyten bis zum 20. Tag p.i. nachgewiesen werden (Huber, 2003).

Unter der Annahme, dass die i.p. Applikation von 22,2 MBq *"’Bi-d9MAk (Huber,
2003) bzw. 14,8 MBq '"'Lu-d9MAk in der vorliegenden Arbeit die maximal

tolerierbaren Aktivititen (MTA) flir die Mause im gleichen Tumormodell darstellen,
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lassen sich 2"’Bi- und '""Lu-Ergebnisse vergleichen. Dabei diirfte der stirkere Abfall der
Leukozyten zum spdteren Zeitpunkt p.i. (auf 6% 17 d p.i.) sowie die protrahiert
verlaufende Regeneration der Leukozyten nach ip. Applikation von '""Lu-d9MAk
gegeniiber **Bi-d9MAk mit der lingeren HWZ und Reichweite von '"’Lu im Vergleich
zu *"Bi zu erkliren sein. Aufgrund der vergleichsweise kurzen HWZ von *"Bi sollte
die Exposition des Knochenmarks bzw. des lymphatischen Systems nach i.p.

*Bi-d9MAk Konjugaten wesentlich geringer sein als nach i.p. '"'Lu-

Applikation von
d9MAk Applikation. Auch das Ausmall der Knochenmarksschiadigung wire aufgrund
der kurzen Reichweite von *"Bi (80 pm) geringer als bei '""Lu (1,6 mm). In
Ubereinstimmung mit der geringeren Knochmarkstoxizitit von 2“Bi nach i.p.
Applikation ist auch die lingere mediane Uberlebenszeit von 119 d 1 d nach i.p.
Therapie mit 22,2 MBq *"’Bi-d9MAk im Vergleich zur i.p. Therapie mit 14,8 MBq
"TLu-d9MAKk (29 d). Der Vergleich der Verldufe der Leukozytenzahlen bei gleicher
therapeutischer Effizienz i.p. applizierter '""Lu-d9MAk Konjugate (7,4 MBq) bzw.
21Bi-d9MAk Konjugate (1,85 MBq) zeigte ebenfalls einen deutlich geringern Abfall
der Leukozyten nach *’Bi-d9MAk Applikation als nach '""Lu-d9MAk Applikation.
Zum Beispiel waren die niedrigsten Leukozytenzahlen bei *"’Bi-d9MAk Konjugaten

(Huber, 2003) am 3. Tag p.i. bei ca. 50% des Ausgangswertes festzustellen, bei ''"Lu-
d9MAk Konjugaten aber erst am 10. Tag p.i. bei ca. 40% des Ausgangswertes.

Korperliche Verdanderungen bzw. Verhaltensauffilligkeiten im Hinblick auf den
Allgemein- und Erndhrungszustand der Tiere wurden unmittelbar nach 1i.p.
Tumorzellinokulation, im fortgeschrittenen Tumorstadium sowie einige Tage nach 1i.p.
Applikation von 14,8 MBq '”’Lu beobachtet (s. 4.12). Nur bei Tieren, die mit 14,8 MBq
"Lu-dOMAk bzw. '""Lu-d8MAKk i.p. therapiert wurden bzw. die im Rahmen der
Toxizititsstudien eine i.p. Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk erhielten, zeigte
sich ca. 1 Woche nach Injektion eine zunehmende Blidsse der Haut sowie der
Schleimhédute. Eine Normalisierung der Hautfarbe (rosig) wurde erst nach weiteren 2
Wochen beobachtet. Der Verdacht auf eine strahlungsbedingte Anédmie wurde durch die

Bestimmung der roten Blutkdrperchen im Blut dieser Tiere erhértet.

Im Vergleich zur i.p. Applikation von 0,37 MBgq, 1,85 MBq bzw. 7,4 MBq '""Lu-
d9MAk wies nur die i.p. Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk einen signifikanten
Abfall der Erythrozytenzahlen auf. Dabei wurden die niedrigsten Erythrozytenwerte
zwischen dem 17 d und 24 d p.i. gemessen und erkldren damit die in diesem Zeitraum

beobachtete andmische Verdnderung der Hautfarbe. Ebenso wie bei den Leukozyten



Diskussion | Seite 84

war eine vollstindige Regeneration der Erythrozyten am Ende des
Untersuchungszeitraums von 50 d nicht feststellbar. Der deutlich geringere Abfall in der
Anzahl der Erythrozyten auf 73% des Ausgangswertes im Vergleich zu 5% des
Ausgangswertes bei den Leukozyten ist vermutlich auf die geringe Strahlensensibilitit
reifer Erythrozyten zuriickzufiihren. Eine Abnahme der Anzahl der Erythrozyten zeigte
auch Janssen et al. (2003) nach i.p. Applikation von 6,3 MBq **Y-HMFG1, 11,8 MBq
'%Re-HMFG1 bzw. 20,3 MBq "“'I-HMFGI in tumorfreien Miusen, wobei die jeweils
applizierte Aktivitdt der zuvor bestimmten MTA entsprach. Beispielsweise wurde hier
der niedrigste Erythrozytenwert nach i.p. Applikation der *°Y-Immunkonjugate auf ca.
30% des Ausgangswertes 2 Wochen p.i. ermittelt (Janssen et al., 2003). Auch nach 1i.p.
Applikation von o-Emitter gekoppelten MAk, z. B. ?*Bi-HuM195, konnte bei einer
21Bj-Aktivitit von 13,5 MBq ein geringer Abfall der Erythrozytenwerte im Vergleich
zu Kontrolltieren nachgewiesen werden (23,6 x10%ul vs. 26,7 x10%pl), wie

Toxizititsstudien im Mausmodell bei Nikula et al. (1999) zeigten.

Die hohe Strahlentoxizitit der !’

Lu-d9MAk Konjugate nach i.p. Applikation von 14,8
MBgq, die sich in deutlich sichtbaren Verdnderungen sowie einem stark pathologischen
Blutbild duBerte, reduzierte das Uberleben der Tiere drastisch im Vergleich zu Tieren,
die mit 7,4 MBq '""Lu-d9MAKk i.p. behandelt wurden. Daher entspricht die hier i.p.
applizierte '""Lu-Aktivitit von 14,8 MBq sehr wahrscheinlich der MTA. In der Literatur
beschriebene MTA nach i.p. bzw. i.v. Applikation von '"Lu gekoppelten MAk weisen
ebenfalls darauf hin. Koppe et al. (2004) ermittelte nach i.p. Applikation von '""Lu-
MN14 Konjugaten bei Nacktmdusen eine MTA von 16,7 MBq. Nach i.v. Applikation
von '""Lu-cG250 Konjugaten an Nacktmiusen betrug die MTA 18,5 MBq (Brouwers et
al., 2004). Die dhnlich hohen MTA nach i.p. bzw. nach i.v. Applikation ist mit der nach

maximal 1 d nahezu gleich hohen Blutkonzentration von '""Lu zu erkléren.

Strahleninduzierte = Spétwirkungen Jahre nach externer  Strahlenexposition,
beispielsweise nach einer Strahlentherapie, sind beim Menschen bekannt. Neben
degenerativen Verdnderungen, z. B. einer arteriellen Gefdlsklerose mit nachfolgender
Gewebsischiamie, ist das Auftreten maligner Neoplasien, z. B. einer akuten myeloischen
Leukédmie mit einer Latenz von ca. 5 Jahren, besonders schwerwiegend (Schaefer et al.,
2004). Die Beobachtung der therapierten Tiere iiber einen Zeitraum von 250 d diente
neben der Ermittlung der therapeutischen Wirkung der '"’Lu-d9MAk Konjugate daher
auch der Erkennung méglicher '""Lu-d9MAKk induzierter Spatwirkungen.
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Bei 6 von 45 Tieren, denen 14,8 MBq '"’Lu-d9MAKk bzw. '""Lu-d8MAK i.p. injiziert

wurde, sowie bei 2 von 65 Tieren, denen 7,4 MBq 177

Lu-d9MAKk 1i.p. injiziert wurde,
war 119 d nach Therapie erstmals eine klinisch auffillige, generalisierte
Lymphknotenschwellung festzustellen. Der Verdacht auf eine maligne Veranderung der
Lymphknoten wurde durch die histopathologische Untersuchung der Gewebeproben
bestitigt. Bei 4 der mit 14,8 MBq und 1 der mit 7,4 MBq '"’Lu-Immunkonjugaten
behandelten Tiere wurde aufgrund der diffusen Infiltration von Leber, Nieren, Milz und
Gehirn mit mittelgroBen blastenartigen Zellen die Diagnose lymphoblastisches
Lymphom gestellt. Diese Erkrankung entwickelt sich aus den sehr frithen
Vorlauferzellen der B- bzw. T-Lymphozyten im Knochenmark bzw. im Thymus und
geht meist mit einem leukdmisches Blutbild einher (Schaefer et al., 2004). Da aufgrund
der Untersuchung des Blutbildes eine strahlentoxische Frithschidigung des
Knochenmarks innerhalb der ersten 50 d p.i. angenommen werden konnte, wére eine

strahleninduzierte maligne Neoplasie ausgehend von den Vorlduferzellen der B-Zellen

im Knochenmark als strahleninduzierte Spatwirkung denkbar.

Die histopathologische Untersuchung der Leber einer Maus, die 145 d nach i.p.
Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAk aufgrund eines stark reduzierten
Allgemeinzustandes euthanisiert wurde, ergab ein hepatozelluldres Karzinom.
AuBerdem waren in Nieren von Méusen, denen 14,8 MBq 7TLu-d9MAKk (n=5) bzw. 7,4
MBq '"Lu-d9MAKk (n=1) i.p. injiziert wurde, unterschiedlich ausgeprigte proliferative
Glomerulonephritiden mit teilweiser Sklerose und tubuldrer Atrophie feststellbar. Diese
Ergebnisse wurden bereits in 5.3.3 diskutiert und sind vermutlich ebenfalls als

strahleninduzierte Spatwirkungen aufzufassen.

5.6 Therapeutische Effizienz und Toxizitit von '"Lu-d9MAK im
Vergleich zu *’Bi-d9MAk
Fiir die RIT kleiner Tumorknoten bzw. disseminierter Tumorzellen erscheint unter den
B-Emittern '""Lu, unter den o-Emittern 2"°Bi ein geeignetes Radionuklid zu sein. Die
lokoregionale RIT fithrte sowohl mit '""Lu-d9MAk Konjugaten als auch mit 2"’Bi-
d9MAk Konjugaten (Huber, 2003) bei Mdusen mit frither sowie mit fortgeschrittener
Peritonealkarzinose zu einer Verldngerung des Uberlebens gegeniiber untherapierten
Kontrolltieren. Die hochste therapeutische Effizienz erzielte die i.p. Therapie mit 7,4
MBq '"""Lu-d9MAk bei Mausen mit friiher Peritonealkarzinose, d.h. nach Applikation

1 d nach Tumorzellinokulation, wobei 9 von 10 therapierten Midusen in gutem
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Allgemein- und Erndhrungszustand 250 d tumorfrei iiberlebten. Dabei beruhte die
therapeutische Effizienz von '"’Lu-d9MAk auf der spezifischen Bindung an das
Tumorzellantigen d9-E-Cadherin wie der Vergleich zur i.p. Therapie mit nicht

spezifischen '""Lu-d8MAk Konjugaten in 2 unabhingigen Studien zeigte.

Die beste therapeutische Effizienz ip. applizierter 2°Bi-d9MAk Konjugate wurde
ebenfalls bei Mausen mit frither Peritonealkarzinose erzielt. Nach i.p. Applikation von
1,85 MBq des *"’Bi-Immunkonjugats iiberlebten 8 von 9 therapierten Tieren 250 d
tumorfrei in gutem Allgemein- und Erndhrungszustand (Huber, 2003). Die
therapeutische Effizienz der *"’Bi-d9MAk Konjugate war aber im Vergleich zu *"’Bi-
d8MAk Konjugaten nicht spezifisch, d.h. der Antitumoreffekt trat in gleichem Maf3e bei
Applikation von nicht tumorspezifischen *"*Bi-Immunkonjugaten auf. Eine Erklirung
fiir die spezifische Wirkung der '""Lu-d9MAk Konjugate im Vergleich zu *"’Bi-d9MAk
Konjugaten bei i.p. Therapie 1 d nach Tumorzellinokulation war bei gleicher
spezifischer Aktivitit vermutlich der um den Faktor 200 héhere Anteil an '""Lu
markierten d9MAKk als an *"’Bi markierten d9MAk. Die Anzahl an gebundenem *'*Bi-
d9MAk pro Zelle war dadurch deutlich geringer war als die Anzahl an gebundenem
""Lu-d9MAk. Obwohl fiir die spezifische Tumorzelltétung mittels a-Emitter-RIK ca.
1000-mal weniger RIK binden miissen als mittels B-Emitter-RIK, war die Anzahl an
213

gebundenem

durch nicht gebundenem *"’Bi-d9MAk mittels Crossfire-Effekt bei i.p. Therapie 1 d

Bi-d9MAKk nicht ausreichend, weshalb die unspezifische Zytotoxizitét

nach Tumorzellinokulation eine groBere Rolle spielte als bei '"'Lu-d9MAk Konjugaten.

Die Strahlentoxizitdt war in Abhdngigkeit von der applizierten Aktivitdt sowohl bei
""Lu-d9MAk Konjugaten als auch bei *'*Bi-d9MAk Konjugaten innerhalb der ersten
50 d p.i. anhand pathologisch verdnderter Leukozytenzahlen im Blutbild der Tiere
beobachtbar. Dabei fiihrte die i.p. Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAk Konjugaten
nicht nur zu sehr niedrigen Leukozytenzahlen und einem sehr geringen
Regenerationspotenzial der Leukozyten, sondern auch zu einer temporidren Anédmie.
Demzufolge konnte eine ausgeprigte aktivititsbedingte Knochenmarksschidigung
vermutet werden. SchlieBlich resultierte die i.p. Applikation von 14,8 MBq '""Lu-
d9MAKk auch in einem drastisch verkiirzten medianen Uberleben der therapierten Tiere
im Vergleich zur i.p. Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d9MAk. Daher wurde 14,8 MBq
""Lu-d9MAk bzw. '""Lu-d8MAk als MTA angenommen. Trotz der nachweislich hohen
Strahlentoxizitit der '""Lu-d9MAk Konjugate gegeniiber dem himatopoetischen bzw.
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lymphatischen System wurde die hochste absorbierte Strahlendosis nicht im

Knochenmark, sondern in Leber und Niere ermittelt.

Auch nach i.p. Applikation von 22,2 MBq *"’Bi-d9MAk Konjugate waren bei Huber et
al. (2003) sehr niedrige Leukozytenwerte festzustellen. Die Regeneration der
Leukozyten erfolgte jedoch relativ rasch innerhalb von 2 Wochen, weshalb in diesem
Fall vermutlich keine ausgeprigte Knochenmarksschidigung vorlag. Das mittlere
Uberleben der mit 22,2 MBq *"’Bi-d9MAKk i.p. therapierten Tiere war im Vergleich zu
Tieren, die mit 7,4 MBq *"’Bi-d9MAk i.p. therapiert wurden dennoch um ca. Y%
verkiirzt. Die histologische Untersuchung von Nieren 5 therapierter Méuse, die
zwischen 3 und 5 Monaten nach ip. Applikation von 22,2 MBq "“’Bi-d9MAk
verstarben, zeigte bei 3 Tieren pathologische Verdanderungen der Glomeruli sowie der
Tubuli. Diese Schadigung wurde auf die Bestrahlung des Nierengewebes durch in
Lysosomen der proximalen Tubuluszellen gespeichertes *'°Bi zuriickgefiihrt (Huber,
2003). Der Tod der mit 22,2 MBq **Bi-d9MAKk therapierten Tiere konnte somit Folge
einer strahlungsbedingten Nierenschddigung gewesen sein. Derartige Nierenschiden
waren nach Applikation von *"’Bi-Aktivititen <22,2 MBq nicht nachzuweisen (Huber,

2003).

Das hohe Schidigungspotential der '""Lu-d9MAk Konjugate gegeniiber dem
hidmatopoetischen bzw. lymphatischen System dul3erte sich auerdem vor allen nach i.p.
Applikation von '""Lu-Aktivititen >7,4 MBq ca. 4 Monate p.i. in der Entwicklung eines
lymphoblastischen Lymphoms, dessen Ursprung die frithen Vorlduferzellen der B- bzw.
der T-Lymphozyten in Knochenmark bzw. Thymus sind. Derartige strahleninduzierte,
maligne Spétwirkungen wurden nach keiner ip. Applikation von *"Bi-
Immunkonjugaten beschrieben (Huber, 2003). Die Ursache dafiir diirfte die bedeutend
lingere HWZ sowie Reichweite von '"’Lu im Vergleich zu *"’Bi sein. Insbesondere bei
hoher Aktivititskonzentration im Blut, die nach i.p. Applikation von '""Lu-d9MAk
Konjugaten iiber einen Zeitraum von 7 d ermittelt wurde, ist davon auszugehen, dass
das Schadigungspotential von Radionukliden mit relativ langer HWZ gegeniiber

Normalgeweben verhiltnismafBig hoch ist.

5.7 Schlussfolgerung

Trotz der viel versprechenden Ergebnisse, welche die vorliegenden Arbeit in der
lokoregionalen RIT der frithen Peritonealkarzinose des diffusen Magenkarzinoms mit

7,4 MBq des tumorspezifischen '"Lu-dOMAk Konjugats erzielte, muss die klinische
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Anwendung kritisch iiberdacht werden. Denn bei allgemein guter Vertraglichkeit war
zumindest bei 1 von insgesamt 65 Tieren, die mit 7,4 MBq des spezifischen bzw. nicht
spezifischen '"’Lu-Immunkonjugats behandelten wurden, eine maligne Neoplasie
festzustellen. Somit konnen bei einer RIT mit '"'Lu-Immunkonjugaten auch bei
hochster therapeutischer Effizienz strahleninduzierte maligne Spatwirkungen nicht

ausgeschlossen werden.

Die lokoregionale RIT der frithen Peritonealkarzinose mit *"’Bi-d9MAk Konjugaten
wies bei i.p. Applikation von 1,85 MBq die hochste therapeutische Effizienz auf,
obwohl die spezifische Wirkung der *’Bi-d9MAk Konjugate gegeniiber *"*Bi-d8MAk
Konjugaten nicht eindeutig nachzuweisen war. Insbesondere im Hinblick auf die
Toxizitit sollten 2’Bi-d9MAk Konjugate den '"'Lu-d9MAk Konjugaten fiir die
klinische Anwendung der lokoregionalen RIT vorgezogen werden, da bei sehr guter
Vertrdglichkeit bisher keine malignen Pathologien nachgewiesen wurden. Das Risiko
moglicher strahleninduzierter Nierenschiden kann hierbei durch die prédventive
Applikation kationischer Aminosduren (Beer et al, 1997) bzw. geringer
Konzentrationen des Plasmaexpanders Gelofusine (Vegt et al., 2006, Eerd et al., 2006)
reduziert werden, da diese Substanzen die Reabsorbtion von filtrierten Radionuklid
gekoppelten niedermolekularen Proteinen bzw. Antikorperfragmenten an den

proximalen Tubuluszellen vermindern.
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6 Zusammenfassung

Bewertung der lokoregionalen Radioimmuntherapie disseminierter Tumorzellen
des diffusen Magenkarzinoms mit tumorspezifischen L u-d9MAk Konjugaten im

Mausmodell

Bei ca. 10% der Patienten mit diffusem Magenkarzinom weisen die Tumorzellen eine
mutierte Form des Oberflichenmolekiils E-Cadherin mit Deletion von Exon 9 auf, nicht
aber normale Zellen. d9MAKk ist ein monoklonaler Antikorper, der selektiv an mutiertes
d9-E-Cadherin bindet. In dieser Arbeit wurde d9MAk an den B-Emitter '”’Lu gekoppelt,
der aufgrund seiner mittleren Reichweite von ca. 1,6 mm, Halbwertzeit (HWZ) von 6,71
d und begleitender y-Strahlung gegeniiber p-Emittern wie z. B. *°Y besonders fiir die
Radioimmuntherapie (RIT) von Mikrometastasen bzw. disseminierten Tumorzellen
geeignet erscheint. Fiir die Evaluierung der therapeutischen Effizienz und Toxizitdt

. e . 177
lokoregional injizierter

Lu-d9MAk Konjugate, wurde die Tumorzelldissemination in
Nacktmiusen imitiert, indem 1x10” humane Magenkarzinomzellen mit d9-E-Cadherin
Expression intraperitoneal (i.p.) injiziert wurden. Die Untersuchung der Spezifitit der
"TLu-d9MAk Konjugate erfolgte in vitro und in vivo stets im Vergleich zu nicht
antigenspezifischen Kontrollantikérpern ('”’Lu-d8MAKk). Dariiber hinaus wurde die
therapeutische Effizienz und Toxizitit des '’Lu-d9MAk Konjugats mit in der Literatur
beschriebenem a-Emitter *'°Bi gekoppeltem dOMAKk verglichen.

In vitro wurde die spezifische Bindung des '""Lu-d9MAk Konjugats an d9-E-Cadherin

.. . 177
exprimiernde Tumorzellen gegeniiber

Lu-d8MAKk signifikant nachgewiesen. Die
Inkubation des '"Lu-d9MAk in Humanserum zeigte nach 3 d eine um ca. Y%
verminderte Bindungsstabilitit, die aber im weiteren Verlauf unveréndert blieb. Mittels
der Biodistributionsstudien wurde nach ip. und iv. Applikation der '""Lu-
Immunkonjugate die spezifische Bindung des '""Lu-d9MAKk auch in vivo festgestellt, da
die '""Lu-Konzentration im Tumor bei '"'Lu-d9MAk deutlich héher war als bei '""Lu-
d8MAk. Die i.p. Applikation des '""Lu-d9MAk fiihrte zu deutlich stirkeren '""Lu-
Retentionen im Tumor als die i.v. Applikation, weshalb die lokoregionale Applikation
fiir die RIT der Peritonealkarzinose zu préferieren ist. Die Konzentration von i.p. bzw.

""Lu-d9MAKk im Blut war im Verlauf einer Woche, entsprechend einer

1.v. appliziertem
HWZ von '""Lu, relativ hoch. Die hochste Strahlendosis wurde in Leber und Niere

ermittelt.
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Die hochste therapeutische Effizienz, die in Abhingigkeit von der applizierten Aktivitat
bei Maiausen mit unterschiedlichem Tumorstadium (I d bzw. 8 d nach
Tumorzellinokulation) erfasst wurde, erzielte die i.p. Therapie mit 7,4 MBq '""Lu-
d9MAk 1 d nach Tumorzellinokulation. Das tumorfreie Uberleben dieser Tiere war
dabei mit 238 d deutlich ldnger als bei untherapierten Kontrolltieren (21 d) bzw. bei
Applikation von 7,4 MBq '""Lu-d8MAk (47 d). Die i.p. Therapie am 8. Tag nach
Tumorzellinokulation verlingerte das Uberleben der Tiere auf 69 d bei '""Lu-d9MAk
gegeniiber 31 d bei '"Lu-d8MAKk.

Die i.p. Applikation von 14,8 MBq '""Lu-d9MAKk verkiirzte das Uberleben der Tiere
drastisch im Vergleich zur 7,4 MBq '""Lu-d9MAk Applikation. Zugleich waren die
Leuko- bzw. Erythrozytenzahlen, die in Abhdngigkeit von der i.p. applizierten Aktivitét
ermittelt wurden, bei 14,8 MBq am niedrigsten und erholten sich am langsamsten ohne
den Ausgangswert zu erreichen. '"'Lu-Aktivititen bis 7,4 MBq fiihrten dagegen nur zu
einem temporiren Abfall der Leukozyten. 14,8 MBq '"'Lu wurde daher als maximal

tolerierbare Aktivitit (MTA) fiir die RIT mit '”’Lu-Immunkonjugaten angenommen.

Etwa 3 bis 4 Monate nach Applikation von 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq der '’Lu-Immun-
konjugate war bei einzelnen Méusen eine auffillige Lymphknotenschwellung zu
beobachten, deren histopathologische Untersuchung ein lymphoblastisches Lymphom
ergab. FEine derartige maligne Gewebeverdnderung war als strahleninduzierte
Spatwirkung zu werten und ist demnach auch bei hochster therapeutischer Effizienz des

""Lu-d9MAk Konjugats nicht auszuschlieBen.

Nach Literaturangaben wurde im gleichen Tumormodell die hochste therapeutische
Effizienz i.p. applizierter 2°Bi-d9MAk Konjugate ebenfalls bei Therapie 1 d nach
Tumorzellinokulation erzielt, wodurch das Uberleben der Tiere im Vergleich zu nicht
therapierten Tieren auch hier deutlich verlangert wurde. Allerdings war der Unterschied
im Uberleben nach *"*Bi-d9MAk bzw. *"*Bi-d8MAk Applikation nicht signifikant. Dies

21Bi-Immunkonjugate

konnte aber durch eine Erhohung der spezifischen Aktivitdt der
erreicht werden. Da bei allgemein sehr guter Vertréglichkeit keine strahleninduzierten
malignen Pathologien bei *’Bi-Immunkonjugaten beobachtet wurden, sollten *"’Bi-
d9MAk Konjugate den '"Lu-d9MAk Konjugaten fiir die klinische Anwendung
vorgezogen werden. Als optimaler Therapiezeitpunkt wire dabei z. B. die lokoregionale

Applikation im unmittelbaren Anschluss an eine chirurgische Primértherapie zu

empfehlen.
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