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1 Einleitung

1.1 Geschichte und Wirkmechanismus der Positronenem issionstomographie

mit dem Tracers [ *®F]FLT

Die Positronenemissionstomographie hat in den letzten Jahren einen starken
Aufschwung in der medizinischen Diagnostik erlebt. Sie wird hauptséchlich in den
Fachern Neurologie, Kardiologie und Onkologie eingesetzt. Nach Injektion eines
Positronen emittierenden Nuklids wird seine Anreicherung im Korper mit einer
Ortsauflésung im Millimeterbereich gemessen. Dies ist mdglich, da das emittierte
Positron in nachster Nahe mit einem Elektron reagiert und sich die Teilchen dabei
gegenseitig vernichten. Die Energie entweicht in Form von zwei Photonen, die sich
genau in entgegengesetzter Richtung (1809 vom Reak tionsort wegbewegen. Die
ringféormig um den Patienten angeordneten Detektoren registrieren nun diese
Photonen. Aus der zeitlichen und rdumlichen Verteilung der Messereignisse wird
wiederum auf die raumliche Verteilung des zerfallenden Nuklids im Korperinneren
geschlossen und eine Serie von Schnittbildern errechnet. Diese Technik der
Positronenemissionstomographie ist bereits validiert und schon seit Jahren im
klinischen Einsatz.

Es hangt von den Eigenschaften des einzelnen Tracers ab, d.h. von dem Molekl
das radioaktiv markiert wurde, welche zellularen Stoffwechselvorgédnge adressiert
werden und aufgrund dessen wo er sich im Kdrper vermehrt anreichert. Viele Tracer
sind im Koérper vorhandenen Metaboliten und Botenstoffen in ihrer Struktur ahnlich,
jedoch meist nicht komplett gleich (siehe Abb. 1). Um nun eine Anreicherung in
einem bestimmten Areal interpretieren zu kdnnen, ist es auf der einen Seite wichtig
die Stoffwechselvorgdnge des Ursprungsmetaboliten zu kennen. Noch wichtiger ist
es jedoch auf der anderen Seite genau die individuellen biochemischen
Eigenschaften, den Metabolismus und die Pharmakokinetik des Tracers selbst

heraus zu finden. Der meist erforschte und klinisch etablierte Tracer ist ['**F]FDG.
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Abb. 1: Molekulare Struktur von den Metaboliten D—Glucose und Thymidin und den
korrespondierenden Radiopharmaka[ F]FDG und [ C]Thymidin bzw. [ F]FLT sowie des
pharmakologisch genutzten AZ|d0thym|d|n (AZT). * = Lokalisation des radioaktiven Nuklids.
Adaptiert und erweitert nach Bading et al*

Den Weg zur Entdeckung des Tracers [F]JFLT bahnte die Entwicklung
antiretroviraler Medikamente gegen HIV. Nach der Entdeckung von Zidovudin (=
Azidothymidin, AZT) versuchte man weitere Thymindinanaloga als Nukleosidartige
Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI) zu synthetisieren. Alovudin (= 3'-Deoxy-3'-
Fluorothymidin, FLT) ist ein Beispiel, welches es bis in die klinische Erprobung
schaffte. Jedoch musste eine Phase | Studie 1994 bei Patienten mit AIDS
abgebrochen werden, da es bei der Gabe von FLT in einer Klinisch wirksamen
Dosierung zu verstarkter Toxizitat kam?®. Man lernte jedoch auch, dass es in geringer
Dosierung, wie sie bei einer PET-Untersuchung von Noéten ist, vollig unbedenklich
gegeben werden kann. Daraufhin wurden verschiedene Wege entwickelt FLT, mit
positronenemittierendem Fluor (*®F) zu markieren.

1998 wurde [*®F]FLT erstmalig von Shields et al. als neuer PET-Tracer eingesetzt.
Man erhoffte sich Ruckschlisse auf die Proliferationskinetik eines Gewebes. Die

ersten tierexperimentellen und klinischen Studien erbrachten dann auch




kontrastreiche Bilder mit einer hohen Anreicherung in stark proliferierendem Gewebe
sowie in Tumoren® 8,

Weiterfiihrende molekularbiologische Untersuchungen ergaben, dass [**F]FLT in der
Zelle akkumuliert. Durch unspezifische Nukleosidtransporter gelangt es in die Zelle.
Ahnlich wie [*®*F]JFDG durch die Hexokinase wird [*®F]JFLT hauptsachlich durch die
zellzyklusabhangige Thymidinkinase 1 (TK1), sehr viel weniger durch die
mitochondriale, zyklusunabhangige Thymidinkinase 2 (TK2), ATP-abhéangig
phosphoryliert und kann die Zelle dadurch nicht mehr verlassen” %> >3 °’. Da das
Fluor an der 3'-Position der Ribose von [*®F]FLT eingefiigt ist, fiihrt es beim Einbau
in DNA zum Kettenabbruch. Hier spiegelt sich seine Wirkung als antivirales
Medikament wieder: das Ubersetzen der viralen RNA in DNA sollte somit gehemmt

werden” 40 57

. In weiterfihrenden Untersuchungen fand sich jedoch nur wenig
[*|F]FLT in der Kern-DNA der Zellen, die dem Tracer ausgesetzt waren” ** *’. Dies
ist durch eine sehr geringe Affinitat von [*®F]JFLT an die Enzyme der zelleigenen
DNA-Synthese zu erklaren. Der normale Replikationsvorgang der Zelle wird somit
durch den Tracer wenig beeinflusst. Durch das Fluor an der 3"-Position der Ribose
ergibt sich noch ein weiterer essentieller Effekt: sie verhindert das Angreifen der
Thymidinphosphorylase und damit den intrazellularen Abbau von [**F]FLT. Daraus
folgt, dass der Tracer zwar beim Eintreten in die Zelle und mit seiner
Phosphorylierung seinem Ursprungsmolekil, dem Thymidin, gleicht, dann jedoch
weder abgebaut wird, noch weiter metabolisiert wird, noch die Zelle wieder verlassen
kann. Dieser Einschluss des Tracers in die Zelle wird als , Trapping“ bezeichnet und
findet in analogerweise auch bei dem Tracer [**F]FDG statt (siehe Abb. 2a und b).

Dieser Effekt erklart die oben erwdhnten kontrastreichen Bilder mit einer hohen
Anreicherung im Gewebe und geringem Rauschen durch unspezifische Verteilung
von signalgebenden Tracermetaboliten im Blut. Beim Vorgéanger [*'C]Thymidin, der
ebenfalls zur in vivo Proliferationsmessung eingesetzt wurde, erzeugten die durch
seinen Abbau entstehenden Metaboliten, die die Zelle ungehindert wieder verlassen
konnten, eine storend hohe Hintergrundaktivitdt. Zudem begrenzte die kurze

Halbwertszeit des *'C von 20 Minuten den breiten Einsatz im klinischen Alltag®® °®
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Abb. 2a: Normaler Thymidinmetabolismus in vereinfachter Darstellung (TdR = Thymidin, dUMP =
Desoxyuridinmonophosphat, TMP = Thymidinmonophosphat, TTP = Thymidintriphosphat). Die
Enzyme stehen in kursiver Schrift iber den katalysierten Reaktionen: TS = Thymidinsynthetase, TK1

= 'I;hymidinkinase 1, TK2 = Thymidinkinase 2, TP = Thymidinphosphorylase. Adaptiert nach Bading et
al.
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Abb. 2b: Intrazelluldres , Trapping“ von [**F]FLT. Das Enzym Thymidinkinase 1 gTKl) wird in
proliferierenden Zellen hochreguliert und katalysiert die Phosphorylierung von [l FIFLT zu [lSF]FLT-
Monophosphat (FLTMP), welches nicht mehr aus der Zelle entweichen kann und sich nun anhauft, da
es kaum in die DNA eingebaut wird. Zudem ist [**F]JFLT durch seine molekulare Struktur gegentiber
seinem eigenen Abbau durch die Thymidinphosphorylase (TP) resistent. Adaptiert nach Bading et al.*




Nun ist weiterhin nachzuweisen, dass [*®F]FLT tatsachlich die Proliferation von Zellen
widerspiegelt. Stark proliferierende Zellpopulationen befinden sich zu einem hohen
Prozentsatz im Zellzyklus. Zun&chst wird dabei in der S-Phase die DNA verdoppelt.
Hierfir werden vermehrt Nukleotide benétigt, die normalerweise aus dem Blut
zellzyklusabhangig, verstarkt in der S-Phase, in die Zelle aufgenommen werden.
Obwoh! [*®F]FLT nur wenig in die DNA (0,2%) eingebaut wird, korreliert seine
Aufnahme eindeutig (r = 0,88) mit der von Thymidin in Zellen mit verschiedener
Proliferationskinetik. Dies  zeigen  Vergleichsuntersuchungen mit  dem
Thymidinanalogon [*H]Thymidin, das entsprechend dem nativen Molekil Thymidin in
die DNA (90%) eingebaut wird”®. Daraus schloss man, dass der zellulare Bedarf an
Thymidin durch das Schlisselenzym, die Thymidinkinase 1 (TK 1), reguliert wird und
somit mit der Zellproliferation korreliert?> *® °® > Man konnte auch zeigen, dass die
Expression dieser Kinase spezifisch in der S-Phase stark hochreguliert wird® %3,

Es ist bekannt, dass viele Tumorarten dieses Enzym Uberexprimieren und sich
dadurch gut mit [**F]JFLT darstellen lassen. Fir folgende Tumorarten wie
Mammakarzinome, Lungenkarzinome, Larynxkarzinome, kolorektale Karzinome,
Sarkome und Melanome ist dies bereits gezeigt * "% 24 27 70 |n entnommenem
humanem Tumorgewebe kann die Proliferationsrate konventionell, zum Beispiel mit
dem etablierten Marker Ki-67 durch immunhistochemische Farbung bestimmt
werden. Vergleicht man nun die Proliferationsrate eines Tumors gemessen mit Ki-67
und die [*®F]FLT-Anreicherung innerhalb des Tumors so erhalt man, wie schon in

mehreren Studien gezeigt, hohe Korrelationskoeffizienten (r = 0,84; r = 0,92)** ®.

Nicht zuletzt muss vor der Beurteilung des Nutzens eines Tracers die klinische
Einsetzbarkeit und die Unbedenklichkeit des Radiopharmakons [**F]FLT gezeigt
werden bzw. etwaige Belastungen fir den Patienten quantifiziert werden. Die
Halbwertszeit von *8F ist mit 110min gleich der von [**F]JFDG und ist fir den Einsatz
in der klinischen Routine gut geeignet. Die toxikologische Unbedenklichkeit in der
Dosierung, wie sie bei der Diagnostik eingesetzt wird, war wie oben genannt schon
vor der Nutzung von [**F]FLT als Tracer bekannt®® *°. Der Aufwand der Synthese von
[*F]FLT unterscheidet sich heute kaum mehr vom kommerziell erhaltlichen
[*®F]FDG. SchlieRlich liegt auch die Ganzkorperstrahlenbelastung mit etwa 5-10mSv,
sowie die Strahlenexposition der einzelnen Organe bei einer [“*F]FLT-PET-

Untersuchung in Rahmen anderer nuklearmedizinischer Untersuchungen’.




Als Klinisch einsetzbarer, proliferationsspezifischer Marker ist es daher sinnvoll zu
untersuchen ob [*®F]FLT speziell bei Non-Hodgkin-Lymphomen als Surrogatmarker
zur Therapieevaluation geeignet ist, nicht zuletzt auch da die NHL ein durchaus

bedeutendes Krankheitsbhild darstellen.

An einem Non-Hodgkin-Lymphom erkranken in Deutschland aktuell jahrlich 5.850
Manner und 6.250 Frauen. Damit liegt das NHL von allen malignen Erkrankungen bei
Mannern an zehnter und bei Frauen an zwolfter Stelle. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei 53% fur Manner und 61% fur Frauen und hat sich seit den letzten 20 Jahren
nur wenig verandert. Obwohl die Interpretation durch verschiedene konkurrierende
Klassifikationsschemata erschwert ist, steht fest, dass die Erkrankungsraten sowie
der Mortalitatsraten fiir Manner sowie fiir Frauen deutlich ansteigen®.

Die Non-Hodgkin-Lymphome sind eine sehr heterogene Krankheitsgruppe und
werden aktuell in der giltigen WHO-Klassifikation nach Zellart und Differenzierung in

4 grolRe Hauptgruppen eingeteilt (siehe Tab. 1a)"2.

Tab. 1la: Die haufigsten malignen Lymphomentitdten nach der neuen WHO-Klassifikation von 2001
adaptiert nach Stein at al.”®, geordnet nach deren Zellart und Zelldifferenzierung.

B-Zell-Vorlaufer -Neoplasien B-Zell-Vorlaufer lymphoblastisches Lymphom

Reife (periphere) B -Zell-Neoplasien B-Zell chronische lymphatische Leukéamie
Mantelzell-Lymphom
Follikulares Lymphom Grad 1,2 und 3
Marginalzonen B-Zell Lymphom vom MALT-Typ
Plasmozytom / Plasmazell-Myelom
Diffus grof3zelliges B-Zell Lymphom
Burkitt-Lymphom

T-Zell-Vorlaufer -Neoplasien T-Zell-Vorlaufer lymphoblastisches Lymphom

Reife (periphere) T -Zell-Neoplasien Mycosis fungoides / Sézary Syndrom
Peripheres T-Zell Lymphom, nicht spezifiziert
Angioimmunoblastisches T-Zell Lymphom
Extranodales NK/T-Zell Lymphom
Anaplastisches groRzelliges Lymphom



Tab. 1b: Klinische Einteilung der malignen Lymphome nach der neuen WHO-Klassifikation von 2001
addaptiert nach Hiddemann et al.”®. Drei Kategorien werden definiert: Indolente Lymphome (low risk),
Aggressive Lymphome (intermediate risk) und Sehr aggressive Lymphome (high risk).

Indolent e Lymphome (low risk) B-Zell chronische lymphatische Leukamie
Mantelzell-Lymphom
Follikulares Lymphom Grad 1 und 2
Marginalzonen B-Zell Lymphom vom MALT-Typ
Plasmozytom / Plasmazell-Myelom

Mycosis fungoides / Sézary Syndrom

Aggressive Lymphome (intermediate risk) Follikulares Lymphom  Grad 3
Diffus grof3zelliges B-Zell Lymphom
Burkitt-Lymphom

Peripheres T-Zell Lymphom, nicht spezifiziert
Angioimmunoblastisches T-Zell Lymphom
Extranodales NK/T-Zell Lymphom
Anaplastisches groRzelliges Lymphom

Sehr aggressive Lymphome (high risk) B-Zell-Vorlaufer lymphoblastisches Lymphom

T-Zell-Vorlaufer lymphoblastisches Lymphom

Die Klassifizierung eines NHL-Befalls in eine dieser Entitaten ist nur durch eine
exzisionale Biopsie und eine anschlieende histopathologische und
immunhistochemische Untersuchung des Tumorgewebes mdglich, evtl. auch mit
Hilfe genetischer und molekularbiologischer Methoden. Um auch den klinischen
Verlauf und die Prognose der einzelnen Erkrankungen zu beschreiben teilt die WHO
die Non-Hodgkin-Lymphome zusétzlich in Indolent, Aggressiv und Sehr Aggressiv
ein (siehe Tab 1b)%.

Nach der Diagnosestellung folgt direkt eine Stadieneinteilung (Staging) der
Erkrankung, um den genauen Ausbreitungsgrad des Lymphoms festzustellen. Sie
stellt einerseits einen wichtigen Eckpfeiler der Therapieplanung dar, andererseits
ergeben sich aus ihr prognostische Informationen. Das Ann Arbour-Staging-System
wird nach wie vor zur Stadieneinteilung bei Non-Hodgkin-Lymphomen gebraucht,



obwohl es ursprunglich fir den Morbus Hodgkin entwickelt worden war (siehe Tab.

1c)*.

Tab. 1c: Stadieneinteilung maligner Lymphome nach der modifizierten Ann Arbor Klassifikation
adaptiert nach Rosenberg at al.”. Als Lymphatische Organe gelten Lymphknoten, Milz, Thymus,
Waldeyerscher Rachenring und Appendix.

| Befall einer einzigen Lymphknotenregion (I) oder Vorliegen eines  einzig en oder lokalis ierten
extranodalen Herdes (IE)

1l Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells (11)
oder Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde und Befall einer oder mehr
Lymphknotenregionen auf einer _ Seite des Zwerchfells (IIE)

1 Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells
(1) oder Befall von lokalisierten extranodalen He  rden und Lymphknotenbefall, so dass
ein Befall auf beiden _Seiten des Zwerchfells vorliegt (I1IE)

1 subphrenische Lokalisation, beschrankt auf Milz, zéliakale und/oder portale Lymphknoten

2 subphrenische Lokalisation mit Beteiligung paraaortaler, mesenterialer, iliakaler und/oder inguinaler
Lymphknoten

\V4 disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymp hatischer Organe mit oder ohne
Befall von Lymphknoten

A ohne Allgemeinsymptome

B nicht erklarbare s Fieber > 38C und/oder nicht erklarbare r Nachtschweif3 und/oder nicht
erklarbarer Gewichtsverlust von mehr als 10% des K6  rpergewichts innerhalb sechs Monate

1.2 Fragestellung und Zielsetzung

Gerade in einer solchen heterogenen Krankheitsgruppe, wie die der aggressiven
Non-Hodgkin-Lymphome, bei der bei weitem nicht jeder Behandlungsversuch zu
einer Besserung, geschweige denn zu einer Heilung fuhrt, ist es sehr wichtig, die
Wirksamkeit einer begonnenen Therapie schnell beurteilen zu kénnen.

RoutinemalRig wird das Therapieansprechen im Rahmen morphologischer,
anatomischer Bildgebung mit Computertomographie (CT), Ultraschall oder Magnet-
Resonanz-Tomographie (MRT) beurteilt"*. Da Veranderungen in der TumorgréRe
frihestens mehrere Wochen nach Beginn der Therapie sichtbar werden, verzdgert
dies notwendige Anpassungen des Schemas bei Nichtansprechen der Therapie und
fuhrt zu unnoétiger Toxizitat und Kosten. Zusatzlich tun sich die Bildgebungsverfahren
schwer zwischen vitalem Tumorgewebe und fibrotischen Gewebe in residualen

Tumormassen zu unterscheiden’™.



Als nichtinvasives funktionelles Bildgebungsverfahren wurde die
Positronenemissionstomographie erstmals mit dem Tracer [*®F]FDG zur Beurteilung
des Therapieansprechens eingesetzt, nach dem gro3en Erfolg dieser Untersuchung
in der Erstdiagnostik und beim Staging maligner Erkrankungen ** *°. Da [**F]FDG
aber als Glukoseanalogon vielmehr den zellularen Energieumsatz in einem Gewebe
widerspiegelt als die Proliferation, ist die Spezifitit zur Beurteilung des
Therapieansprechens unzureichend. Der Hauptgrund daflr ist eine unspezifische
Anreicherung des Tracers in Entziindungsherden im tumorésen Areal®® ®°. Es wurde
gezeigt, dass proliferative Aktivitat weitaus spezifischer fir maligne Tumore ist als
der erhéhte Glucosemetabolismus®’. Desweiteren ist das Hauptziel der klassischen
Chemotherapeutika ebenfalls die Zellproliferation. Aus diesen Grinden erscheint es
sinnvoll zu untersuchen, ob [*®F]FLT, welches ja spezifisch die Zellproliferation
widerspiegelt, flr die nichtinvasive Therapieevaluation bei aggressiven Non-Hodgkin-

Lymphomen geeignet ist.

Diese Arbeit ist zweiteilig aufgebaut. Zunéchst wurde in einer tierexperimentellen
Studie untersucht, ob das Ansprechen einer Chemotherapie, in Form des in der NHL-
Therapie standartm&Rig genutzten, Doxorubicin in vivo mit einer [“*F]FLT-
Positronenemissionstomographie bei einem xenotransplantierten Non-Hodgkin-
Lymphom im Mausmodel schon nach wenigen Tagen beurteilt werden kann. Die
Resultate wurden zur Validierung der nichtinvasiven Bildgebung anschlie3end mit
den histologischen bzw. molekularbiologischen Veranderungen innerhalb des

Tumorgewebes verglichen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde in einer prospektiven, klinischen Studie der
Einsatz von [*®F]FLT als Surrogatmarker fiir eine frihe Therapiepradiktion bei
aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen untersucht. Als Chemotherapieschema
wurde CHOP allein oder R-CHOP (mit Rituximab) verwendet. Eine
Polychemotherapie nach dem CHOP-Schema gilt heute beim aggressiven Non-
Hodgkin-Lymphom als Standard. Dieses enthélt Cyclophosphamid, Adriamycin
(=Doxorubicin), Vincristin und Prednison. Es wurde gezeigt, dass die zusatzliche
Gabe von Rituximab, einem chimaren monoclonalen Anti-CD20-Antikdrper zu einer
signifikanten Verlangerung der ereignisfreien Zeit fuhrt. Auch das Gesamtiberleben
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wurde signifikant verlangert®® Daraufhin wurden die Resultate mit der




standardmafig durchgeflhrten Diagnostik zur Therapieevaluation in Form einer

Computertomographie verglichen.

2 Material und Methoden
2.1 Synthese von [ *®F]FLT

Die Synthese von [*®F]FLT wurde in der Abteilung fiir Radiopharmazie im Klinikum
rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen, Deutschland, durchgefihrt.
Der Tracer wurde fir alle hier aufgefihrten Experimente dort nach der von Machulla
at al. publizierten und etablierten Standardmethode hergestellt*®. Dazu wurde als
Ausgangsstoff das durch eine Benzoylgruppe vor dem Zerfall geschuitzte
Anhydrothymidin verwendet. Die Radiosynthese erfolgte aus Strahlenschutzgriinden
ferngesteuert. Das [*°F]Fluorid zur radioaktiven Markierung wurde durch
Protonenbestrahlung (18MeV) aus [**0OJH,O im Zyklotron des Klinikums (Siemens
AG, Munchen, Deutschland) generiert. AnschlieRend wurde der Tracer in seiner
Qualitat geprift, dass heit es wurde eine Stoffidentifikation durchgefuhrt, um
Verunreinigungen und Fehlsynthesen auszuschliel3en. Zudem wurde die radioaktive
Markierungsausbeute kontrolliert. Um das [*®*F]FLT fur die Injektion vorzubereiten,
wurde es mit einem Sterilisationsfilter filtriert und in steriler Umgebung in eine sterile
Injektionslosung Uberfihrt. Der Tracer wurde direkt anschlielend an die
nuklearmedizinische Klinik Gibergeben und zeitnah fir die Tierexperimente und fir die

klinischen PET-Untersuchungen verwendet.

2.2 Methodik der tierexperimentellen Studie
2.2.1 Tiermodell

Die Versuchstiere, Mause mit einer schweren Immundefizienz, mit dem kombinierten
Immundefekt CB-17/lcr - Prkdc>“'°/Crl (SCID-Mé&use) wurden (iber Charles River
(WIGA GmbH, Sulzfeld, Deutschland) aus spezifisch pathogenfreier Zucht bezogen.
Diese Versuchstiere sind kombiniert immundefizient bezuglich der T-Zell- sowie der
B-Zell-Funktion. Es lag die Genehmigung fir Tierversuche durch die Regierung von
Oberbayern (Tierversuchsantrag-Nummer: 55.2-1-54-2531-52-07) vor. Gehalten
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wurden die Tiere im Einklang mit dem Tierschutzgesetz in Kéfigen zu je vier bis
sechs Mause in einem Tierstall bei 26C und 50-60% Luftfeuchtigkeit. Die Nahrung
bestand aus Spezialfutter fir immundefiziente M&ause (Altromin 1314 Zuchtdiat,
Altromin Spezialfutter Gmbh & Co KG, Lage, Deutschland) und Leitungswasser ad

libitum.

2.2.2 Zellkultur, Xenotransplantation der Lymphoms

Fur die Xenotransplantation wurde die Zelllinie SU-DHL-4, 1975 generiert aus einem
humanen diffus grof3zelligen B-Zell Lymphom, bezogen von der DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Bestellnummer: ACC 495,
Braunschweig, Deutschland) verwendet. Die Zelllinie wurde in Zellkulturflaschen
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) bei 37C, 5% CO 2 und 100%
Luftfeuchtigkeit mit dem Fertigmedium RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
Medium 1640, Invitogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) unter Zusatz von 10%
fetalem Kalberserum (FCS, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich), 1% L-
Glutamin (Invitogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) sowie 1%
Penicillin/Streptomycin (Invitogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert. Die
Passage der Zellen erfolgte drei- bis viermal pro Woche.

10 Millionen (10Xx10¢) Lymphom Zellen wurden in sterilem PBS (Invitogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) suspendiert. Daraufhin wurden die 6-7 Wochen alten,
weiblichen, immundefizienten Mause subkutan im Bereich der rechten Schulterregion

mit diesen Zellen xenotransplantiert.

2.2.3 Tumorvolumenmessung und Therapieschema

Das Wachstum der Tumore wurde mit einer Schublehre beurteilt. Nach ca. 3-4
Wochen, als die Tumoren im Mittel eine GroRe von 1,3 X 1,1cm (Linge X Breite)
erreichten, wurde mit der Therapie begonnen. Zur Beurteilung des Effekts der
Therapie auf das Tumorwachstum wurde taglich anhand des Langendurchmessers
(entspricht einer Parallele der Longitudinalachse) und des Breitendurchmessers
(entspricht einer Parallele der Sagittalachse) das Tumorvolumen mit der folgender
Formel abgeschatzt:




|74 [Cm3] _ Lénge [Cm] XZ(BTeite [Cm])z

Um die Messungenauigkeit zu verringern wurden die Achsen auf den Tieren

markiert.

Die Chemotherapie der Tumoren bestand aus einer einmaligen Injektion von 100ul
Doxorubicin  (Cell Pharm GmbH, Bad Vilbel, Deutschland) mit einer
gewichtsadaptierten Konzentration von 10ug/gKG intraperitoneal. Diese Art und
Dosierung der Therapie wurde bereits von Schmitt at al. pupliziert®. Die
Kontrollgruppe erhielt ebenfalls eine intraperitoneale Injektion von 100ul

physiologischer Kochsalzlésung (0,9% NacCl).
2.2.4 Bildgebung im Kleintier-PET

Wahrend der Messung im PET ist eine durchgehende Anésthesie der Versuchstiere
von No6ten. Zu deren Einleitung wurde den Mausen 4% Isofluran (Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) unter Verwendung des Tiermedizinischen Ané&sthesie
Systems (Vetland Medical Sales and Services, Lousiville, KY, USA) per inhalationem
zugefihrt. Nach der Anflutung zur Aufrechterhaltung der Anasthesie wurde die
Konzentration auf 1,5% Isofluran reduziert. Um das Austrocknen der Augen der
Versuchstiere zu verhindern, wurden diese mit einer Augensalbe bedeckt.

Der Tracer [*®F]JFLT wurde den Tieren intravends mittels eines Katheters in die
Schwanzvene injiziert. Der Katheter wurde anschlieend mit 0,9% NaCl gespult und
die in der Injektionsspritze verbliebene Aktivitat durch Ruckmessung bestimmt. Es

wurden 3,7-7,4 MBq pro Maus verwendet.
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Abb. 3: Dynamische, nichtinvasive Bildgebung der Versuchstiere mit einem Kleintier-
Positronenemissionstomographen tiber 60min in vivo unter inhalativer Anasthesie mit Isofluran tber

eine Atemmaske unter Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur mittels in der Liege eingebauter
Heizung.

Die Bildgebung erfolgte dynamisch direkt nach der Injektion des Tracers im
hochauflosenden Kleintier-Vollringscanner MicroPET Focus 120 (SIEMENS
Preclinical Solutions, Knoxville, TN, USA) tber 60 Minuten. Um zu gewabhrleisten,

dass die Korpertemperatur der Versuchstiere wahrend der Untersuchung nicht
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absinkt, wurde eine regelbare Heizung in die Liege der Tomographen installiert und
die Umgebungstemperatur direkt um das Versuchstier kontrolliert (siehe Abb.3).

Der Abstand der einzelnen Messungen in der dynamischen Bildgebung betrug 5min.
Die Rohdaten wurden in Sinogramme transformiert und anschliel3end rekonstruiert in
ein 128X128X95 Voxelbild. Dies entspricht einer Voxelgréf3e von 0.43x0.43%0.80
mm3. Die Daten wurden automatisch gegenuber der Totzeit korrigiert, d.h. die
fehlende Registration der Photonen, die in der Zeit nach einem Messereigins den
Detektor treffen, wéhrend dieser noch nicht wieder bereit ist ein neues Photon
nachzuweisen, wurden durch ein stochastisches Modell mit bertcksichtigt. Zudem
wurde der physikalische Zerfall des Tracers Uber die Zeit in die Berechnung

miteinbezogen.

2.2.5 Bildbearbeitung und semiquantitative Bestimmu ng der [*®F]FLT-
Anreicherung mittels Bildanalyse

Zur objektiven Bewertung der PET-Daten wurde die tumor background ratio (TBR,
Tumor-Hintergrund-Quotient) wie friher von Buck at al. und Tseng at al. publiziert
berechnet'" 8. Dieser lasst eine semiquantitative Beurteilung der [**F]FLT-Aufnahme
im Tumor zu. Zu diesem Zweck wurde von Hand im letzten Frame, also ca. 1h nach
Injektion des Tracers, jeweils in dem koronaren Schnittbild mit der hdchsten Aktivitat
eine Kreisflaiche mit 3mm Radius als Region-of-Interest (2D-ROIl) definiert. Als
Hintergund-2D-ROI wurde der Querschnitt durch die Muskulatur des rechten
Hinterlaufs benutzt. Als anerkannte Bildbearbeitungssoftware diente hierfir PMOD -
Biomedical Image Quantification Software, Version 2.8 (PMOD Technologies Ltd.,
Zurich, Schweiz). Die TBR errechnet sich aus den mittleren gemessenen Aktivitaten
der ROIs von Tumor und Muskel wie folgt:

TBR — mittlere gemessene Aktivitat ROI(Tumor)[counts/s]

mittlere gemessene Aktivitat ROI(Muskel)[counts/s]
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2.2.6 Ex vivo Messung der FLT-Anreicherung mittels Gammacounter

Im Mittel 140min nach der PET-Messung wurden die Versuchstiere mittels CO,—
Inhalation in Narkose versetzt und nach anschlieRender Eréffnung des Thorax mit
einem Herzschnitt getdtet. Gewebeproben des Tumors und des Muskels wurden
neben anderen Organen (Blut, Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz, Pankreas, Magen,
Dunndarm, Dickdarm, Knochen, Hirn) entnommen und gewogen (+£0,0002g). Die
Zahlrate pro Minute wurde in einem automatisierten Gammacounter (Gammacounter,
TYP 1480 Wizard TM 3 Wallac, Finnland) gemessen. Aus diesen Daten wurde
zerfallskorrigiert die injizierte Dosis pro g Organmasse (%ID/g) berechnet. Zusatzlich
wurde der Tumor-Muskel-Quotient ermittelt. Diese Herangehensweise ist bereits von

Buck at al. veroffentlicht**.

2.2.7 Histologie und immunhistochemische Untersuchu ngen

Das sezierte Tumorgewebe wurde in 4%iger Formalinldsung fixiert und in Paraffin
eingebettet. Im Institut fur Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie des
Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen wurden Dinnschnitte
einer Dicke von 5um wurden auf Glastrager (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)
aufgebracht und durch Erhitzen auf 58T lber Nacht befestigt. Ein Teil der Schnitte
wurde in einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung fur die histologische Untersuchung
weiterverarbeitet. Die anderen Schnitte wurden dann fir die Immunfarbung in Xylol
entwachst und in einer Acetonreihe je 5min in 100%, 96%, 75% und 40% rehydriert.
In 0,01mol/l Citratpuffer (pH = 6,0) und 0,1% Tween 20 vor Austrocknung geschutzt,
wurden die Schnitte anschliel3end in der Mikrowelle bei 800W 30 Minuten erhitzt, um
die Antigene wieder zu demaskieren (alle hier genannten Chemikalien wurden von
Merck KG, Darmstadt, Deutschland bezogen). Danach schloss sich ein
Waschvorgang in Kochsalzlosung mit 5% fetalem Kalberserum (FCS, Life
Technologies, Inc., Grand Island, NY, USA), gepuffert mit Tris-Puffer (pH = 7,6,
Merck KG, Darmstadt, Deutschland) Gber 20min an.

Als Priméarantikorper wurde MIB-1, ein monoklonaler Kaninchen-Antikorper gegen Ki-
67, ein nukleadres Proliferationsantigen (Immunotech, Westbrook, ME, USA,;
Verdinnung 1:10) und der Cleaved Caspase 3 Antikorper, ebenfalls ein

monoklonaler Kaninchen-Antikorper gegen die aktivierte Caspase 3 (Cell Signaling,
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New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland), welche nur aktiv vorhanden ist, wenn
Apoptose in der Zelle eingeleitet wird, verwendet und die Schnitte Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert.

Der Zweitantikérper gegen Kaninchen-IgG (EnVision, DAKO, Hamburg, Deutschland)
ist Trager eines Peroxidasekomplexes, welcher, zusammen mit Diaminobenzidin
(Merck KG, Darmstadt, Deutschland) die Farbung der mit dem Primarantikdrper
besetzten, positiven Kerne bewirkt. Die immunhistochemische Farbung wurde in dem
automatisierten Immunostainer (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA)
nach dem mitgelieferten Protokoll der Firma durchgefihrt. Kontrollfarbungen ohne
Priméarantikdrper und mit einem unspezifischen Antikérper des gleichen Isotyps
zeigten keine spezifische Farbung. Es wurden reprasentative Ausschnitte ausgewahlt

und photographiert.
2.2.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS (Version: 15.0, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Mittelwerte (Arithmetisches Mittel), Median, Wertebereich
(WB) und die einfache Standardabweichung (SD) der TumorgrofRe, des Tumor-
Hintergrund-Quotienten und der Tumor-Muskel-Quotienten wurden wie folgt

ermittelt®.

x n+1) n ungerade
. _ 1 .
Mittelwert: ¥ = ~ X Median: x =

NIR N

<X(2) + x(§+1)> n gerade

2

Wertebereich (WB): [x;- x,], Standardabweichung (SD): ¢ = \/ﬁz?ﬂ(xi — X)2

Die Signifikanz wurde mittels des in der Software implementierten Mann-Whitney-U-
Test bestimmt. Dies ist ein nicht parametrischer statistischer Test, der Gberpruft, ob
zwei unabhangige Stichproben A und B zu derselben Grundgesamtheit gehoren,
ohne a priori eine Normalverteilung der Stichproben anzunehmen®. Dieser Test setzt
voraus, dass die verwendeten Daten mindestens ordinal skaliert sind, diese
Voraussetzung ist bei den hier untersuchten Daten gegeben. Die Nullhypothese H(0)

besagt, dass es keinen Unterschied zwischen den Verteilungen gibt, d.h. A = B.
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Ergibt sich aus dem Test ein signifikanter Unterschied, kann diese verworfen werden.
Der Test lasst sich einseitig oder zweiseitig durchfihren. Bei den in der
tierexperimentellen Studie untersuchten Fragestellungen wurde ein einseitiger Test
angewendet, also ist A > B bzw. A < B. Ein P-Wert kleiner 0,05 (p < 0,05) wurde als
signifikant angenommen. Durch die ebenfalls in der Software implementierte
Regressionsanalyse wurde die Unabhangigkeit der Variablen und damit die

Anwendbarkeit des Mann-Whitney-U-Tests bestatigt.
2.3 Methodik der klinischen Studie

Diese klinische Studie wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitat
Munchen vor ihrem Start begutachtet und genehmigt. Die Aufklarung der Patienten
erfolgte sowohl in einem Gesprach mit einem Arzt als auch schriftlich mit einem
Aufklarungsbogen, in dem alle etwaigen Risiken und Nebenwirkungen der
vorgesehenen Untersuchungen aufgelistet waren. Eine nach der Aufklarung
unterschiebene Einverstandniserklarung war obligatorische Voraussetzung zur
Teilnahme an der Studie. Diese wurde zur Aufbewahrung in der Klinik far

Nuklearmedizin der Technischen Universitdt Minchen hinterlegt.
2.3.1 Patientenkollektiv

Um der Fragestellung naher zu kommen, ob sich mit dem Tracer [*®F]FLT friih ein
Ansprechen der Therapie bei Non-Hodgkin-Lymphomen darstellen lasst, wurde eine
prospektive Studie geplant.

Dafur wurden 22 Patienten vom 12.08.2004 bis zum 12.07.2006 mit bioptisch
gesichertem aggressivem Non-Hodgkin-Lymphom, 16 Manner und 6 Frauen, im Alter
von 34 bis 76 Jahren in die Studie eingeschlossen. Das mittlere Alter betrug 59 +14
Jahre. Alle Patienten begannen erstmals innerhalb der Studie eine systemische
Immunochemotherapie nach dem R-CHOP-Protokoll, (n=20) oder eine alleinige
Chemotherapie nach dem CHOP-Protokoll ohne Rituximab bei Patienten mit
anaplastischem T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (n=2). Ausschlusskriterien waren
frihere maligne Erkrankungen und eine bereits begonnene Radio- oder

Chemotherapie, sowie eine noch nicht erreichte Volljahrigkeit.
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2.3.2 Histologische Klassifikation

Lymphome wurden histologisch mit dem neuen WHO Klassifikationssystem von 2001
klassifiziert. In allen 22 Patienten wurde ein aggressives Non-Hodgkin-Lymphom
bestétigt, bei 18 Patienten ein diffus grof3zelliges B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom, bei
2 Patienten ein Grad 3 follikulares Lymphom und bei 2 Patienten ein anaplastisches
grof3zelliges T-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (siehe Tab. 2).

Tab 2: Charakterisierung der in die Studie eingeschlossenen Patienten, einschlie3lich Histologie des
diagnostizierten NHLs, das Stadium der Erkrankung, sowie das gewahlte Therapieschema. Die
Stadieneinteilung wurde nach der Ann Arbor Klassifikation vorgenommen (siehe Tab. 1c).

Gruppe (1): Eingangs-[**F]FLT-PET, sowie weitere Messung an Tag 7 und Tag 40 nach
Therapiebeginn (siehe Abb 4). Gruppe (2): Eingangs-[**F]FLT-PET, sowie weitere Messung an Tag 2
nach der Gabe von Rituximab und an Tag 4 zwei Tage nach dem 1. Zyklus CHOP (siehe Abb. 5).
Weil3 markiert ist Pat Nr. 15, welcher als reprasentatives Beispiel in Abb. 14 abgebildet ist.

Patient  Alter [a] Histologie Stadium  Therapieschema
Gruppe (1)

17 48 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

16 76 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

21 70 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IVEA R-CHOP

18 46 Follikulares Lymphom Grad 3 IVEA R-CHOP

19 34 Anaplastisches groRzelliges T-Zell Lymphom 1A CHOP

22 56 Anaplastisches groRRzelliges T-Zell Lymphom A CHOP
Gruppe (2)

9 55 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IA R-CHOP
13 55 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IA R-CHOP
14 74 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IA R-CHOP

3 76 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

4 29 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

5 71 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

6 76 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

7 27 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP
11 65 Diffuses groRRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP
20 63 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEA R-CHOP

1 51 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IEB R-CHOP

8 62 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom HEA R-CHOP
10 69 Diffuses groRRzelliges B-Zell Lymphom IVA R-CHOP

2 69 Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom IVEA R-CHOP
12 63 Follikulares Lymphom Grad 3 IVA R-CHOP
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2.3.3 Therapieprotokoll

Aktuell ist die Standardtherapie bei fortgeschrittenen Non-Hodgkin-Lymphomen
weiterhin die Chemotherapie. Patienten mit aggressiven NHL erhalten diese im
Rahmen eines Therapieprotokolls namens CHOP. Zusatzlich wird bei B-Zell-NHL der
chimére Anti-CD20-Antikoérper Rituximab gegeben. Das CHOP-Protokoll beinhaltet
die klassischen Chemotherapeutika Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und
Prednisolon. Diese wurden, dem Protokoll entsprechend, in ihrer Standarddosis
(siehe Tab. 3) in Zyklen alle 3 Wochen verabreicht. Abhéangig vom Blutbild wurde bei
Bedarf die Dosis reduziert oder der Zeitpunkt der Verabreichung verschoben. 20 der
22 Patienten erhielten zusatzlich Rituximab, entsprechend dem R-CHOP-Protokoll in
seiner Standarddosis (siehe Tab. 2).

Tab. 3: Das CHOP-Therapieschema mit den
jeweiligen Dosierungen stellt den Grundbaustein
bei der Therapie aggressiver Non-Hodgkin-

- 2

Cyclophosphamid 750mg/m Lymphome dar. Zusatzlich wird im Rahmen des R-
Doxorubicin 50mg/m? CHOP Therapieschemas Rituximab verabreicht.
Vincristin 1,4mg/m?

Prednisolon 100mg

Rituximab 375mg/m®

Bei allen Patienten wurde zunachst eine Ausgangsuntersuchung mit der [**F]FLT-
PET innerhalb der ersten Woche vor Therapiebeginn (Tag 1) durchgefuhrt. In dieses
Zeitfenster wurden auch alle anderen notwendigen Untersuchungen gelegt, wie z. B.
die Staginguntersuchungen (klinische Untersuchung, CT) oder ein [**F]FDG-PET.
Die Patienten wurden je nachdem, welches Untersuchungsschema gewahlt wurde, in
zwei Gruppen unterteilt und spéater getrennt von einander analysiert. Diese zwei
Untersuchungsschemata sind im Folgenden dargestellt.

25




Gruppe 1:

['®F]FLT —PET ['®F]FLT —PET ['®F]FLT —PET

(n=6) (n=6) (n=4)

Tag 0-(-9) Tag 1 Tag 7 Tag 22 Tag 40 Tag 43
(R-)CHOP : 1. Zyklus (R-)CHOP : 2. Zyklus (R-)CHOP: 3. Zyklus
(Rituximab Tag 0) (Rituximab Tag 21) (Rituximab Tag 42)
CHOP Tag 1 CHOP Tag 22 CHOP Tag 43

Abb. 4: Studiendesign der Gruppe (1). Zeitlicher Ablauf der einzelnen Zyklen der beiden
Therapieschemata CHOP und R-CHOP %das Rituximab wurde jeweils ein Tag vor der CHOP-Gabe
verabreicht), sowie der durchgefiihrten [1 FJFLT-PET-Untersuchungen zur Therapieevaluation mit den
dazugehdrigen Fallzahlen (n).

In Gruppe (1) (n = 6; siehe Tab. 2) wurde, nach einem Eingangs-[**F]JFLT-PET
innerhalb einer Woche vor Therapiebeginn, an Tag 1 mit dem ersten Zyklus des
CHOP-Protokolls (n = 2) begonnen. Den Patienten, die mit R-CHOP behandelt
wurden, wurde jeweils einen Tag zuvor Rituximab verabreicht (n = 4).

Im Mittel am Tag 7 (Mittelwert = 6,3; WB = Tag 6 - Tag 7) nach Therapiebeginn wurde
ein weiterer [**F]JFLT-PET-Scan durchgefiihrt (n = 6).

Eine dritte [*®F]JFLT-PET-Untersuchung schloss sich den ersten Beiden im Mittel am
Tag 40 nach der Vollendung des zweiten Zyklus des R-CHOP bzw. CHOP
Therapieschemas (Mittelwert: 39,3; WB = Tag 39 - Tag 41) an (n = 4) (siehe Abb 4).

26




Gruppe 2:

['8F]JFLT —PET ['8F]JFLT —PET ['®F]JFLT —PET
(n=16) (n=16) (n=9)
Tag 0-(-7) Tag 0 Tag 2 Tag 4
(R-)CHORP : 1. Zyklus (R-)CHORP : 1. Zyklus
Rituximab CHOP

Abb. 5: Studiendesign der Gruppe (2). Zeitlicher Ablauf der Zyklen des R-CHOP Therapieschemas
(Rituximab wurde jeweils zwei Tage vor der CHOP-Gabe verabreicht), sowie der durchgefihrten
[**F]FLT-PET-Untersuchungen zur Therapieevaluation mit den dazugehdérigen Fallzahlen (n).

Alle Patienten in Gruppe (2) (n = 16; siehe Abb. 5) erhielten eine Therapie nach dem
R-CHOP-Protokoll. Auch hier wurde zunachst ein Eingangs-[*®F]JFLT-PET innerhalb
einer Woche vor Therapiebeginn durchgefihrt. An Tag 0 wurde bei allen Patienten
mit der Rituximabtherapie begonnen.

Anschlie3end wurde bei allen Patienten im Mittel an Tag 2 (Mittelwert = 2,3; WB =
Tag 2 - Tag 3) mit ein weiteres [**F]FLT-PET durchgefiihrt (n = 16). Daraufhin wurde
die Therapie mit CHOP weitergefuhrt.

Wiederum im Mittel nach zwei weiteren Tagen, also an Tag 4 (Mittelwert= 4,4; WB =
Tag 4 - Tag 6) nach der Gabe der klassischen Chemotherapeutika schloss sich eine
weitere [*®F]FLT-PET-Untersuchung an (n = 9) (siehe Abb. 5).

Rituximab wurde bei dreizehn Patienten ohne vorherige Dexamethasongabe
verabreicht. Jedoch bekamen drei Patienten Dexamethason aus anderen
medizinischen Grinden.

Nach Abschluss von drei bis sechs Zyklen der R-CHOP-Therapie wurden bei allen
Patienten die standardisierten Restaging-Untersuchungen durchgefuhrt. Diese

umfassen entweder eine CT- oder eine MRT-Bildgebung.
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2.3.4 Molekulare / funktionelle Bildgebung mit PET

Insgesamt wurden 57 [*®*F]FLT-PET-Scans durchgefiihrt. Davon erhielten neun
Patienten zwei Scans und dreizehn Patienten drei Scans.

[*®F]FLT wurde wie vorher beschrieben synthetisiert (siehe 2.1). Vor der
Untersuchung blieben die Patienten sechs Stunden ntchtern. Dann erfolgte die
intravenose Tracerapplikation. Daraufhin wurden die Patienten angehalten, wenig zu
sprechen und dbermalige, nicht notwendige Muskelaktivitdit zu vermeiden.
Durchgefiihrt wurden statische Emissionsmessungen 45min nach Injektion von im
Mittel 300MBq [*®F]FLT (WB = 270 - 340MBq). Die Positronenemissionstomogramme
wurden mit einem hochauflosenden Ganzkdrper-PET-Scanner gemessen (ECAT
HR+, Siemens/CTI Inc., Knoxville, TN, USA). Dieser Scanner misst 47 Vollring-
Schnitte mit einer Dicke von 3,4mm in einem Messvorgang. Die Daten wurden
automatisch korrigiert um Fehler aufgrund zufallsbedingter Koinzidenzen, aufgrund
der Totzeit, sowie aufgrund des Photo- bzw. des Comptoneffekts moglichst
auszuschalten. Daraufhin wurden die Schnittbilder durch einen im Geréat
implementierten Algorithmus berechnet.

Die Matrix der berechneten Bilder betrug 128128 Pixel mit einer Pixelgrof3e von
4,0X4,0mm. Die Pixel-Counts wurden umgerechnet in Aktivitatskonzentration
(Bg/ml) und gegenuber dem physikalischen Zerfall korrigiert.

2.3.5 PET Datenanalyse

Fur die nun folgend beschriebene Analyse der PET-Daten wurden speziell zu diesem
Zweck programmierte Software verwendet, wie sie auch bei der Arbeit von Weber at
al. verwendet wurde®.

Alle PET-Datensatze wurden von zwei erfahrenen Nuklearmedizinern begutachtet,
die weder die klinischen Befunde, noch die Ergebnisse der anderen die Studie
betreffenden Untersuchungen kannten. Im dem koronaren Schnittbild mit der
hochsten Aktivitat des Tumors wurde von beiden Untersuchern eine Kreisflache mit
1,5cm Radius als Region-of-Interest (2D-ROI) definiert. Diese lag innerhalb des
Tumorgewebes bei einem mittlerem Durchmesser der zur Analyse herangezogenen
Lasionen von 4,6cm (Median = 4,0cm; WB = 2,0cm - 17,5cm). Der Standard-uptake-

value (SUV), eine dimensionslose Masszahl, die einen absoluten Vergleich zwischen
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der gemessenen Aktivitat in gleich gro3en ROI's ermdglicht, wurde aus der injizierten

Dosis und dem Kérpergewicht des Patienten mit folgender Formel berechnet:

mittlere gemessene Aktivitit der ROI [%] X KG [g]

SUV =
Injizierte Aktivitat [Bq]

In die weitere Analyse der Daten wurden immer beide Standard-uptake-values mit
einbezogen.

In gleicher Weise wurde bei den anderen Regions of Interest verfahren, die ebenfalls
mit einem Radius von 1,5cm in die Leber (rechter Leberlappen ohne jeweils den
Leberrand oder den zentralen Leberbereich zu streifen), in die Milz (ebenfalls ohne
den Milzrand und den Milzhilus zu streifen), ins Knochenmark (zentral in den vierten
Lendenwirbel) und in einen Muskel (Zentral in den groBen Glutealmuskel)
positioniert. Um die berechneten SUV-Werte in den einzelnen Geweben zu
verifizieren und Fehlberechnungen zu eliminieren wurden die Einzel-SUV-Werte der
beiden Untersucher bei den verschiedenen Untersuchungen in identischen Regions
of Interest miteinander verglichen und gegebenfalls angepasst.

Das gesamte Vorgehen zur Auswertung der PET-Daten ist auch von Weber et al.,
sowie von Wieder et al. veroffentlicht und hat sich als adaquat im Bezug auf die

Beurteilung der Therapie erwiesen®® %,

2.3.6 Klinische Evaluation des Therapieerfolgs und Follow-Up

Zur Beurteilung des Therapieerfolgs als Teil der klinischen Routine wurden bei allen
Patienten CT-Untersuchungen durchgefiihrt. Zunachst wurde eine préatherapeutische
CT-Untersuchung von Kopf, Hals, Thorax, Abdomen und Becken vor Beginn der
Chemotherapie erstellt. Nach drei und nach sechs Zyklen folgte erneut eine
Computertomographie. Nach dem Ende von sechs Zyklen der R-CHOP- bzw. der
CHOP-Therapie wurde der Therapieerfolg nach den Kriterien zur Evaluation des

.”8 evaluiert

Therapieerfolgs in soliden Tumoren, veréffentlicht durch Therasse at a
und klassifiziert. Dazu wurde der maximale Durchmesser der korrespondierenden
Tumorlasionen und anschlieBend der grof3te Durchmesser der L&sion senkrecht
dazu auf derselben Ebene vermessen und dessen Veranderung im Vergleich zur

Eingangsuntersuchung vor Therapie beurteilt. Daraufhin wurde der Therapieerfolg in
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komplette Remission (CR), partielle Remission (PR), und in fortschreitende

I.’®. Die weiteren

Erkrankung (PD) eingeteilt, ebenfalls nach Therasse at a
Kontrolluntersuchungen in Bezug auf das Ansprechen der Therapie nach dem

Standardprotokoll wurden alle drei Monate durchgefuhrt.

2.3.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS (Version: 15.0, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA), entsprechend der tierexperimentellen Studie. Mittelwerte,
Median, Wertebereich und Standardabweichung der Standard-uptake-value der
verschiedenen Organe und des Tumors wurden, wie oben beschrieben, berechnet.
Die Signifikanz wurde entweder mittels des in der Software implementierten t-Tests
fur Stichproben, bei denen eine Normalverteilung zu Grunde gelegt werden konnte,
ermittelt oder mittels des Mann-Whitney-U-Tests, fur Daten mit fehlendem Nachweis
der Normalverteilung. Der Mann-Whitney-U-Test wurde bereits in 2.2.8 naher erklart.
Der t-Test ist ein parametrischer statistischer Test, der eine Normalverteilung der
verwendeten Stichproben voraussetzt®®>. Ob nun die in der klinischen Studie
erhobenen Daten diese Voraussetzung erfullen, wurde mit dem Shapiro-Francia-Test
gepruft. Dabei wird gepruft, ob die Stichproben einen signifikanten Unterschied zur
Normalverteilung zeigen oder nicht. Bestand bei bestimmten Fragestellungen eine
Abhé&ngigkeit der beiden zu untersuchenden Stichproben wurde der gepaarte t-Test
angewendet. Waren die Stichproben unabhangig voneinander wurde der ungepaarte
t-Test benutzt. Durch die, ebenfalls in der Software implementierten
Regressionsanalyse wurde gegebenenfalls die Unabhéngigkeit der Variablen
bestétigt. Analog zum Mann-Whitney-U-Test besagt die Nullhypothese H(0) beim t-
Test, dass es keinen Unterschied zwischen den Verteilungen gibt. Ergibt sich aus
dem Test ein signifikanter Unterschied, kann die Nullhypothese verworfen werden.
Der Test lasst sich einseitig oder zweiseitig durchfiihren®®. Bei der Analyse der
klinischen Daten wurde der Test immer zweiseitig durchgefuhrt. Ein P-Wert kleiner

0,05 (p<0,05) wurde als signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Tierexperimentelle Studie

3.1.1 Effekte der Chemotherapie auf die Tumorgréi3e

Um den Effekt der Chemotherapie auf das Tumorwachstum zu beurteilen, wurde die
GrofRe der Xenotransplantate bei elf Mausen (n=11) gemessen, nachdem das
Xenotransplantat nach 9-16 Tagen unter der Haut der SCID-M&ause tastbar war.
Erreichte der Tumor eine Gro3e von mindestens 1cm X 1cm, wurden die
Versuchstiere in die Studie eingeschlossen und erhielten zunachst ein dynamisches
[*®F]FLT-PET. Diese Messung lieferte die pratherapeutischen Referenzdaten, mit
denen im Anschluss alle weiteren Untersuchungen in Relation gesetzt wurden.
Anschlieend direkt nach der Untersuchung an Tag O wurde den Tieren der
Versuchsgruppe eine Chemotherapie in Form einer einmaligen Injektion von
Doxorubicin 10mg/kg intraperitoneal verabreicht. Im Anschluss daran wurden die
Tiere erneut an Tag 1, Tag 5 und Tag 9 weiteren Untersuchungen unterzogen, sowie
das Xenotransplantat und weitere Organe zur ex vivo Validierung der im PET

gemessenen Daten durch eine Gammacountermessung entnommen (siehe Abb. 6).

Chemotherapie (od. NaCl 9%) i.p.

!

Tag -9-16 Tag 0 Tag 1 Tag 5 Tag 9
Xenotransplantierung PET Untersuchung und Explantation des
der Tumorzellen s.c. Lymphom-Xenotransplantats

Abb. 6: Versuchsprotokoll des tierexperimentellen Teils. Tag -9 bis -16 Xenotransplantierung s.c. in
SCID-Mause von 10x10° Tumorzellen der Zelllinie SU-DHL-4, die aus einem diffus grof3zelligen B-Zell
Lymphoms kultiviert wurde. Am Tag O Eingangs-[lsF]FLT-PET und entweder Chemotherapie
(Doxorubicin 10mg/kg) i.p. oder Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) i.p. bei den Kontrolltieren. An Tag 1, Tag
5, Tag 9 erneute dynamische [18F]FLT-PET-Messung zur Therapieevaluation und zur ex vivo
Validierung der PET-Daten Explantation des Tumors und weiterer Organe.

Als Kontrollgruppe dienten vier Mause (n=4) die nur eine einmalige intraperitoneale

Injektion mit physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) bei einer Tumorgrol3e von
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im Mittel 1,0 X 1,0cm erhielten. Zudem wurde taglich die Tumorgrél3e bis zum Tag 9
nach der Therapie bzw. der NaCl-Injektion gemessen. Aus diesen Daten wurde das
Tumorvolumen abgeschétzt und die Entwicklung des Wachstums dargestellt.

Zwei Mause (n=2) aus der Kontrollgruppe wurden Uber die gesamten neun Tage
beobachtet, dabei wurde ein elffacher Zuwachs des Tumorvolumens abgeschatzt.
Gleichzeitig wuchs das Tumorvolumen bei drei therapierten Tieren (n=3) nur um
50% im gleichen Zeitintervall.

Wenn man das Tumorwachstum aller behandelten Tiere (n=11) und aller
unbehandelten Tiere (n=4) mittelt und in Prozent umrechnet, wobei das
Tumorvolumen an Tag 0 100% entspricht, ergibt sich Abb. 7. Das Tumorvolumen

wurde mit der Formel in 2.1.3 abgeschéatzt.
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Abb. 7: Median des Tumorwachstums OAnderung des Tumorvolumens, angegeben in Prozent an
Tag 1, Tag 5 und Tag 9 gegenuber des Tumorvolumens an Tag 0 (=100%). Das Tumorvolumen
wurde mit der Formel in 2.1.3 abgeschatzt. Zur Berechnung der Grafik wurden die folgende Anzahl an
Versuchstieren herangezogen: An Tag 0 und Tag 1 (n=10), an Tag 5 (n=7) und an Tag 9 (n=2) in der
therapierten Gruppe (weif3); in der Kontrollgruppe (grau) an Tag 0 und Tag 1 (n=4), an Tag 5 (n=3)
und an Tag 9 (n=2). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD).
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Das mittlere Tumorwachstum pro Tag in der behandelten Gruppe betrug: Mittelwert
(In Tumorwachstum/d)=0,116 (Median = 0,107; SD = 0,094; WB = 0,004-0,310), in
der unbehandelten Gruppe: Mittelwert (In Tumorwachstum/d)=0,374 (Median =
0,380; SD = 0,169; WB = 0,190-0,547).

Abb. 8 zeigt eine signifikant niedrigere Rate des Tumorwachstums pro Tag der

behandelten Tiere im Gegensatz zu der unbehandelten Gruppe (p = 0,016).
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Therapierte Tiere Kontrolle

Abb. 8: Logarithmische Darstellung des Tumorwachstums 0Anderung des Tumorvolumens pro Tag
angegeben in In(cmzld) der mit Doxorubicin therapierten Versuchstiere (weifl3) und der untherapierten
Kontrolltiere (grau). Das Boxplot-Diagramm zeigt einen signifikanten Unterschied des
Tumorwachstums pro Tag zwischen therapierten und nicht therapierten Tiere (p=0,016). Das
Tumorvolumen wurde mit der Formel in 2.1.3 abgeschatzt.

3.1.2 Frithe Beurteilung des Therapieeffekts ~ mit [ *®F]JFLT-PET

Fur eine frihe Beurteilung des Ansprechens der Chemotherapie wurden die
Versuchstiere einer dynamischen [*®F]FLT-PET Untersuchung vor Therapie, Tag 1

nach Therapie, Tag 5 nach Therapie (Mittelwert = 5,5d; WB = 5-6d) und nach Tag 9
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unterzogen. In Abb. 10a sind reprasentative PET-Bilder einer identischen Maus in
den Spalten 1-3 und eine weitere untersuchte Maus in der Spalte 4 gezeigt, die alle
eine standardisierte Chemotherapie erhielten. Bei der Messung am Tag O ist der
Tumor mit hohem Kontrast vom umliegenden Gewebe abzugrenzen. Das Signal
schwacht sich anschlieBend von Tag 1 an nach Therapie deutlich ab (siehe Pfeile
auf Abb. 9a). Im Gegensatz dazu bleibt das Therapiesignal im Kontrolltier
unverandert hoch.

Abb. 9a (siehe nachste Seite): Exemplarische axiale und coronare Schichten der [lBF]FLT-
Positronenemissionstomogramme durch ein Xenotransplantat vor Therapie (Tag 0) und im Verlauf
nach Gabe der Chemotherapie. An Tag 1, 5 und 9 nach Therapie erkennt man eine reduzierte
Anreicherung des Tracers innerhalb des Tumors (Pfeile). Beim Kontroll-Tier kommt es zu keinem
Ruckgang der Anreicherung von [*®*F]JFLT an Tag 5 nach der Eingangsuntersuchung.

Abb. 9b (siehe nachste Seite): Exemplarische HE-Farbungen (HE), immunhistochemische Farbung
des Proliferationsmarkers Ki-67 (Ki-67) und des Markers fur die in Gang gesetzte Apoptose, die
aktivierte Caspase 3 (Caspase3a) der xenotransplantierten Lymphome vor Therapie (Tag 0) und Tag
1, 5 und 9 nach Therapie, sowie einer Kontrolle an Tag 5 nach der Eingangsuntersuchung. Das
Kontrolltier zeigt eine hohe proliferative Aktivitdt des Tumors und eine niedrige Anzahl in Apoptose
gehender Zellen. Die Schnitte der therapierten Versuchstiere zeigen an Tag 1, 5 und 9 nach Therapie
eine reduzierte Proliferationsrate, sowie eine Zunahme an in Apoptose gehende Zellen, angezeigt
durch die Zunahme Caspase 3a positiver Zellen. Die HE-Farbung zeigt im Verlauf nach Therapie nur
minimale Veranderungen, wie eine Zunahme von Apoptosekdrperchen an Tag 5 und 9. Ausschnitte in
400facher VergréRerung.
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Fur eine objektive Bewertung der PET-Bilder ist eine quantitative Bildauswertung
notig. Hierfir wurden sog. Regions-of-Interest (2D-ROIS) in reprasentative koronare
Schnitte durch den Tumor, sowie durch den Muskel bei allen [**F]FLT-PET
Messungen gelegt und ein Kontrastverhaltnis, die sogenannte tumor background

ratio (TBR, Tumor-Hintergrund-Quotient), wie in 2.2.5 beschrieben, berechnet.

Abb. 10: Median der TBR
(tumor background ratio) vor
(Tag 0) n=11 (0 100%), an
Tag 1 n=6, an Tag 5 n=4 und
Tag 9 n=2 nach Gabe der
Chemotherapie. Die TBR
sank signifikant an Tag 1 auf
76% (p=0,048) und auf 47%
l an Tag 5 (p=0,068). An Tag 9
kam es interessanterweise zu
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Der Median der TBR aller Tiere (n=11) vor Therapie wurde als 100% definiert. Ein
Tag nach der Therapie sank er signifikant auf 76% (n=6; p=0,048). Am Tag 5 nach
Therapie reduzierte er sich weiter auf 47% (n=4; p=0,068) in Bezug auf den
Anfangswert. Am Tag 9 stieg die TBR wieder auf 77% (n=2; p-Wert Berechnung nicht
moglich) an. In Abb. 10 sind diese Ergebnisse dargestellt.
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3.1.2 Validierung der [ ‘®F]FLT-PET Ergebnisse mittels ex vivo

Aktivitditsmessung

Wie Abb. 6 zeigt, wurden zu den Zeitpunkten Tag 0, 1, 5 und 9 bei einzelnen Tieren

der Tumor und andere Referenzorgane entnommen und die Aktivitat in diesen mittels

eines Gammacounters gemessen, um die Ergebnisse der Untersuchungen zu

validieren. Als Referenzorgan wurde hier analog zur Bildauswertung der Musculus

guardiceps femoris des rechten Hinterlaufs verwendet. Aus der Aktivitat des

jeweiligen Organs und des Muskels wurde ein Quotient gebildet (TMR, tumor muscle

ratio, Tumor-Muskel-Quotient). Der Median dieses Quotienten fur die Lymphom-

Xenotransplantate ist in Abb. 11 gezeigt. In der Kontrolle ergab sich ein Wert von
3,31 (SD = 1,25; n = 3), dieser fiel an Tag 1 auf 2,53 (SD = 0,22; n = 2) und weiter an
Tag 5 auf 1,82 (SD = 0,93; n = 4). Am Tag 9 wurde ein Wert von 1,85 (SD = 0,78; n =

2) gemessen.
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Abb. 11: [**F]FLT-
Anreicherung in den
Lymphom-
Xenotransplantaten ex vivo
gemessen mit einem
Gammacounter, dargestellt
als TMR (tumor muscle ratio),
der Kontrolltiere (n=3) und
der therapierten Tiere an
Tag 1 (n=2), an Tag 5 (n=4)
und an Tag 9 (n=2) nach
Therapie. Die Fehlerbalken
zeigen die
Standardabweichung (SD)
an.
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Im Gegensatz zur Abnahme der relativen Aktivitat im Tumor nach der Therapie blieb
der Quotient von Lebergewebe-, Herzmuskel- und Hirngewebeaktivitat durch die
Aktivitat im Muskel Uber die Zeit konstant. Es fallt auf, dass der Tracer im
Hirngewebe kaum anreichert, da er gleich seinem Ursprungsmetaboliten Thymidin
eine intakte Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann. Alle anderen untersuchten
Geweben, wie auch Leber oder Herzmuskel, zeigten nur geringe Unterschiede zur
Hintergrundaktivitat, mit Ausnahme der Nieren. Dies steht im Einklang mit den PET-
Bildern (siehe Abb. 9) und zu fritheren Untersuchungen zur [**F]JFLT-Anreicherung in

normalen Organen®®.

3.1.3 Histologie und Immunhistochemie

Um zu untersuchen, wie die abnehmende [**F]FLT-Anreicherung im Lymphom-
Xenotransplantat am Tag 1, 5 und 9 nach der Chemotherapie zustande kommt,
wurde Tumorgewebe zu diesen genannten Zeitpunkten entnommen und histologisch
bzw. immunhistochemisch analysiert. Reprasentative histologische Schnitte von
vitalem Tumorgewebe behandelter bzw. unbehandelter Tiere sind in Abb. 9b gezeigt.
Auf eine quantitative Auswertung wurde bei den immunhistochemischen
Untersuchungen verzichtet, da das Tumorgewebe insgesamt relativinhomogen war.
In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) ist eine hohe Anzahl an Tumorzellen,
zwischen denen sich wenige Stromazellen befinden, sichtbar. Kleine nekrotische
Herde sind ebenfalls sichtbar. Morphologisch veranderte sich das Tumorgewebe nur
geringgradig. An Tag 5 und Tag 9 ist bei den behandelten Lymphomen eine
Zunahme von apoptotischen Zellkérpern zu erkennen (Abb. 9b). Die
immunbhistologische Farbung des proliferationsspezifischen Antigens Ki-67 stellt eine
validierte Methode zur Bestimmung der Proliferationsaktivitat in
Gewebedinnschnitten bei Non-Hodgkin-Lymphomen dar, wie in der Veroffentlichung
von Szczuraszek at al. beschrieben’®. Unbehandelte Lymphomzellen waren zum
Uberwiegenden Teil Ki-67 positiv, was auf eine hohe proliferative Aktivitat der
Tumorzellen hindeutet. In behandelten Tieren verringerte sich der Anteil der Ki-67
positiven Zellen zunehmend. In der Kontrollgruppe blieb der Anteil Ki-67 positiver
Zellen konstant hoch (Abb 9b).

Die aktivierte Caspase 3 ist ein etabliertes Marker-Protein fiir apoptotische Zellen, da

diese aktivierte Form von Caspase 3 nur in Zellen vorkommt, die gerade Apoptose,
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d.h. den programmierten Zelltod, durchlaufen®®. Bei der immunhistologischen
Farbung gegen die aktivierte Caspase 3 eines unbehandelten Tumorsschnittes
finden sich nur vereinzelt positive, d.h. apoptotische Zellen. Die Zahl steigt jedoch
schon am Tag 1 deutlich sichtbar und weiterhin an Tag 5 und 9 an. Bei der

Kontrollgruppe ist kein Anstieg apoptotischer Zellen sichtbar (Abb. 9b).

3.2 Klinische Studie
3.2.1 Patienten

Bei allen Teilnehmern der Studie wurde nach den aktuellen Leitlinien postbioptisch
eine histopathologische Artdiagnose gestellt und der Tumor nach der WHO
Klassifikation von 2001 eingeteilt. Zudem wurde leitliniengerecht die Ausdehnung
des Tumorleidens ermittelt (Staging) und die Erkrankung nach Ann Arbor klassifiziert.
Bei achtzehn Patienten wurde ein diffus grof3zelliges B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom
diagnostiziert. Diese wurden den Stadien I(E)A-IV(E)A zugeordnet. Zwei Patienten
litten an einem follikularen Lymphom Grad 3, Stadium IV(E)A und zwei Patienten an
einem nodalen anaplastischen grof3zelligen T-Zell Lymphom, Stadium IlIA. Die
initialen [**F]JFLT-Positronenemissionstomogramme ergaben hoch kontrastreiche
Bilder, die zum einen die Lymphom-Manifestationen sowie das stark proliferativ
aktive Knochenmark darstellten. Bei allen Patienten wurden die im Routine-Staging
beschriebenen Manifestationen, nodal und extranodal, durch eine fokale
Mehranreicherung von [**F]FLT nachgewiesen (Sensitivitat der [**F]JFLT-PET, 100%).
In Abbildung 15 sind neben den Patientendaten die Werte der Anreicherung von
[*®F]FLT in einem Bereich innerhalb des Tumors (der [**F]JFLT-SUV, Berechnung
siehe unter 2.3.5) und dessen Entwicklung im Laufe der Therapie pro Patient einzeln
aufgefuhrt, sowie die Einteilung des Therapieerfolgs nach der leitlinienkonformen
klinischen Evaluation.

Die mittlere Anreicherung von [*®F]FLT in den tumorésen Arealen (mittlerer [**F]FLT-
SUV) lag bei 8,1 (Median = 7,4; SD = 3,9; Wertebereich = 2,6-19,4). Die mittlere
[*®F]FLT-Anreicherung in den Lymphommanifestationen zur pratherapeutischen
Eingangsuntersuchung war nicht signifikant unterschiedlich in den beiden Gruppen
(mittlerer [18F]FLT-SUV (Gruppe (1)) = 6,0; mittlerer [8F]FLT-SUV (Gruppe (2)) = 9,0;
p=0.06). AulRer im Tumorgewebe wurde auch im proliferativen aktiven Knochenmark
eine hohe [*®F]FLT-Anreicherung gemessen (mittlerer [18F]FLT-SUV = 7,0; Median =
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6,8; Wertebereich = 4,2-9,0). Zur weiteren Analyse wurde der SUV in einem
Referenzsegment der Leber (mittlerer [!8F]FLT-SUV = 4,7, Median = 4,4;
Wertebereich = 2,9-7,9), in der Milz (mittlerer [!8F]FLT-SUV = 2,2; Median = 2,1;
Wertebereich = 1,3-3,8) und im Muskelgewebe (mittlerer [18F]FLT-SUV = 0,8; Median

= 0,8; Wertebereich = 0,5-1.1) gemessen (siehe auszugsweise in Abb. 12 und 13).

Tab. 4: Histologie (DLBCL = Diffus grof3zelliges B-Zell Lymphom, FL = Follikulares Lymphom, Anapl.
T-Zell L. = Anaplastisches gro3zelliges T-Zell Lymphom), sowie Stadium des diagnostizierten NHLs
und die Einzelwerte der Anreicherung von [*°F]FLT (SUV-Wert, Berechnung siehe unter 2.3.5) zur
pratherapeutischen Eingangsuntersuchung (Tag 0) und dessen Verlauf an Tag 2,4,7 und 40 nach
Therapiebeginn, sowie das Ergebnis der klinischen Beurteilung des Therapieansprechens nach den
Abschluss von sechs Zyklen R-CHOP bzw. CHOP. Weil3 markiert ist Pat Nr. 15, welcher als
reprasentatives Beispiel in Abb. 14 abgebildet ist.

Pat. Histologie Stadium Tag0 Tag2 Tag4 Tag7 Tag40 Ansprechen
Gruppe (1)

17 DLBCL IEA 8.2 - - 2.0 1.0 CR

16 DLBCL IEA 6.9 - - 1.8 1.4 CR

21 DLBCL IVEA 5.1 - - 1.3 - PR

18 FL Grad 3 IVEA 4.7 - - 1.4 0.7 CR

19 Anapl. T-Zell L. 1A 6.2 — — 1.0 0.8 CR

22 Anapl. T-Zell L. A 4.6 - - 0.7 — CR
Gruppe (2)

9 DLBCL 1A 10.5 11.5 - - - CR
13 DLBCL 1A 7.2 2.7 - - - PR
14 DLBCL 1A 5.8 6.2 1.5 - - CR

3 DLBCL IEA 11.8 10.4 - - - PR

4 DLBCL IEA 4.7 4.9 - - - CR

5 DLBCL IEA 19.4 16.3 3.0 - - PR

6 DLBCL IEA 13.8 10.4 - - - CR

7 DLBCL IEA 8.0 7.8 1.8 - - CR
11 DLBCL IEA 6.9 6.5 - - - -
20 DLBCL IEA 5.8 24 2.1 - - CR

1 DLBCL IEB 2.6 25 1.0 - - CR

8 DLBCL INEA 8.3 8.2 3.1 - - PR
10 DLBCL IVA 14.8 14.3 9.0 - - PD

2 DLBCL IVEA 8.5 6.6 2.8 - - PR
12 FL Grad 3 IVA 7.6 2.1 - - - CR
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3.2.2 Beurteilung des Therapieansprechens mit[  ®F]JFLT-PET 7 und 40 Tage
nach R-CHOP/CHOP (Gruppe (1))

In Gruppe (1), welche nach dem Therapieschema in Abb. 4 behandelt wurden,
erreichte die mittlere Anreicherung von [*®F]FLT vor Therapie (mittlerer [*®F]FLT-
SUV) einen Wert von 6,0 (n=6; Median = 5,7; SD = 1,4; Wertebereich = 4,6-8,2).
Sieben Tage nach Beginn der Chemotherapie reduzierte sich die [**F]FLT-
Anreicherung in den Tumorarealen signifikant um 77% (n=6; mittlerer [18F]FLT-SUV
= 1,4; Median = 1,4; SD = 0,5; Wertebereich = 0,7-2,0; p<0,001) und nach 40 Tagen
um 85% (n=4; mittlerer [18F]FLT-SUV = 1,0; Median = 0,9; SD = 0,5; Wertebereich =
0,7-1,4; p=0,003) Der initiale mittlere [**F]FLT-SUV, der nach 40 Tagen untersuchten
Patienten, betrug 6,5 (n=4; Median = 6,6; SD = 1,5; Wertebereich = 4,7-8,2).
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Abb. 12: Absolutwerte des mittleren [*°F]JFLT-SUV der Gruppe (1)(n=6) in einem Bereich der
Lymphom-Manifestation, des Knochenmarks, innerhalb der Leber und innerhalb eines Muskels zur
Eingangsuntersuchung (t1) und im Verlauf der Therapie mit R-CHOP bzw. CHOP an Tag 7 (t2) und
Tag 40 (t3). Bei signifikanten Unterschieden sind die p-Werte angegeben. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (SD).

Gegensatz dazu blieb die [**F]FLT-Anreicherung in der Leber, wie auch im Muskel,
die Untersuchungszeit Gber konstant und zeigte keine signifikanten Verdnderungen
(mittlerer [18F]FLT-SUV der Leber (vor Therapie) = 4,2; mittlerer [!8F]FLT-SUV der
Leber (Tag 7 nach Therapie) = 4,0; mittlerer [18F]FLT-SUV der Leber (Tag 40 nach
Therapie) = 4,4; mittlerer [8F]FLT-SUV des Muskels (vor Therapie) = 0,8; mittlerer
[8F]FLT-SUV des Muskels (Tag 7 nach Therapie) = 0,9; mittlerer [18F]FLT-SUV des
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Muskels (Tag 40 nach Therapie) = 1,0) (siehe Abb.12). Im Knochenmark zeigte sich
sieben Tage nach Therapie ein geringer nichtsignifikanter Riickgang der [**F]FLT-
Anreicherung, bei der Untersuchung 40 Tage nach Therapiebeginn stieg der
[*|F]FLT-SUV wieder auf die Ursprungswerte an (mittlerer ['8F]FLT-SUV im
Knochenmark (vor Therapie) = 6,2; mittlerer [18F]FLT-SUV im Knochenmark (Tag 7
nach Therapie) = 5,1; p=0,42; mittlerer [18F]FLT-SUV im Knochenmark (Tag 40 nach
Therapie) = 4,4; p=0,76) (siehe Abb. 12).

3.2.3 Beurteilung des Therapieansprechens mit[ '°F]JFLT-PET 2 Tage nach
Rituximab und 2 Tage nach CHOP (Gruppe (2))

Dreizehn Patienten wurden aus der Gruppe (2), welche nach dem Therapieschema
in Abb. 5 behandelt wurden, beurteilt. Drei Patienten davon erhielten Dexamethason
vor der Gabe von Rituximab und wurden separat analysiert. Die [“*F]FLT-
Anreicherung (mittlerer [*|F]FLT-SUV) vor Therapie betrug bei Patienten ohne
Dexamethason Medikation 9,4 (n=13; Median = 8,3; SD = 4,6; Wertebereich =2,6-
19,4). Alle 13 Patienten erhielten eine [**F]JFLT-PET kurz nach der Gabe von
Rituximab und zeigten keine signifikante Verdnderungen in der Anreicherung im den
Lymphommanifestationen (n=13; mittlerer [18F]FLT-SUV = 8,9; Median = 8,2; SD =
3,8; Wertebereich = 2,5-16,3; p=0,3). Im Gegensatz dazu sank der [**F]FLT-
Anreicherung signifikant zwei Tage nach Verabreichung des CHOP
Therapieschemas. (n=8; mittlerer [18F]FLT-SUV = 3,0; Median = 2,3; SD = 2,6;
Wertebereich = 1,0-9,0) gegentiber dem Wert vor Therapiebeginn (mittlerer [18F]FLT-
SUV = 9,4; Median = 8,2; SD = 5,3; Wertebereich = 2,6-19,4; p=0,004). Auf gleiche
Weise verhielt sich das Knochenmark, das zwei Tage nach der Gabe von Rituximab
ahnliche Anreicherungswerte ergab als beim [*®*F]FLT-PET vor der Therapie
(mittlerer [18F]FLT-SUV (vor Rituximab) = 7,4; mittlerer [18F]FLT-SUV (Tag 2 nach
Rituximab) = 7,4; p=0,93), jedoch sank der Wert signifikant zwei Tage nach Beginn
des CHOP-Schemas (mittlerer [18F]FLT-SUV (Tag 2 nach CHOP) = 2,4; p<0,001). Die
Anreicherung in der Leber, als auch im Muskels, hielt sich stabil tUber die
Untersuchungszeit (mittlerer [18F]FLT-SUV der Leber (vor Rituximab) = 5,0; mittlerer
[18F]FLT-SUV der Leber (Tag 2 nach Rituximab) = 5,6; mittlerer [18F]FLT-SUV der Leber
(Tag 2 nach CHOP) = 4,1; mittlerer [18F]FLT-SUV des Muskels (vor Rituximab) = 0,8;
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mittlerer [18F]FLT-SUV des Muskels (Tag 2 nach Rituximab) = 1,0; mittlerer [18F]FLT-
SUV des Muskels (Tag 2 nach CHOP) = 1,0) (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Absolutwerte der mittleren [**F]FLT-SUV, der Patienten der Gruppe (2)(n=13) ohne
Dexamethasonvorbehandlung in einem Bereich der Lymphommanifestation, des Knochenmarks,
innerhalb der Leber und innerhalb eines Muskels zur Eingangsuntersuchung (t1) und im Verlauf der
Therapie mit R-CHOP an Tag 2 (t2) und Tag 4 (t3). Bei signifikanten Unterschieden sind die p-Werte
angegeben. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD).
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Abb. 14: (A) Konventionelles CT durch die lymphombefallene Region, sowie ein korrespondierender
Schnitt und eine koronal rekonstruierte Ganzkorperaufnahme des [*°F]JFLT-PET jeweils zur

Eingangsuntersuchung vor Therapie (B), 2 Tage nach Rituximabgabe (C) und 2 Tage nach CHOP (D)
des Patienten Nummer 15 aus der Gruppe (2).




Beispielhaft ist in Abbildung 14 der zeitliche Verlauf der einzelnen [**F]FLT-PET-
Scans in repréasentativen Schnitten vor und wahrend der Therapie von Patient 15
gezeigt.

Bei den drei Patienten, die vor der Rituximabgabe mit Dexamethason behandelt
wurden (Patienten mit der Nummer 12, 13 und 20, siehe Tab. 4), betrug die [*®F]FLT-
Anreicherung (mittlerer [**F]FLT-SUV) vor Rituximabgabe 6,9 (n=3; Median = 7,2; SD
= 0,9; Wertebereich = 5,8-7,6), zwei Tage nach der Verabreichung von
Dexamethason und Rituximab sank der Wert signifikant auf 2,4 (n=3; Median = 2,4;
SD = 0,3; Wertebereich = 2,1-2,7; p=0,018). Wiederum verhielt sich das Knochenmark
ahnlich in der [**F]FLT-Anreicherung und sank signifikant (mittlerer [!8F]FLT-SUV (vor
Rituximab) = 7,1; mittlerer [!8F]FLT-SUV (Tag 2 nach Rituximab) = 2,2; p=0,024),
wobei auch hier die Werte in der Leber und im Muskel konstant blieben (mittlerer
[18F]FLT-SUV der Leber (vor Rituximab) = 4,7; mittlerer [18F]FLT-SUV der Leber (Tag 2
nach Rituximab) = 4,2; p=0,24; mittlerer [18F]FLT-SUV des Muskels (vor Rituximab) =
0,8; mittlerer [18F]FLT-SUV des Muskels (Tag 2 nach Rituximab) = 1,0).

3.24 Beurteilung des klinischen Therapieansprechen s und

Verlaufsbeobachtung

Eine klinische Beurteilung im Verlauf war bei 21 von 22 Patienten mdglich, da es
einen nicht mit der hier untersuchten Grunderkrankung zusammenhangenden
Todesfall wahrend dem ersten Therapiezyklus gab (Patient Nummer 11, siehe Tab.
4). Nach sechs Zyklen R-CHOP bzw. CHOP wurde klinisch das Ansprechen mittels
konventioneller Bildgebung durchgefihrt. Nach zwei Zyklen Chemotherapie wurde
die Erkrankung eines Patienten (Patient Nummer 10) als progredient (PD) eingestuft
und daraufhin eine Zweitlinientherapie begonnen. Die Ubrigen 20 Patienten sprachen
nach den zwei Zyklen auf die verabreichte Therapie an und wurden nach dem
Restaging als komplette Remission (CR; n=14) oder partielle Remission (PR; n=6)
eingestuft.

Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 12,6 Monaten bei 20 Patienten
(Wertebereich = 3,3-24,2 Monate) erreichten 15 die Einstufung der kompletten
Remission (CR), 3 die Einstufung partielle Remission (PR) und zwei Patienten

erlitten ein Rezidiv. Einer dieser Patienten war anfanglich als komplette Remission
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eingestuft (Patient Nummer 12), der andere als partielle Remission (Patient Nummer
2).

3.2.5 Korrelation der klinischen Beurteilung des T ~ herapieansprechens mit der
Beurteilung durch eine [ ®F]FLT-PET-Untersuchung

Alle Patienten, die auf das verabreichte Therapieschema R-CHOP bzw. CHOP
ansprachen, zeigten eine signifikante Abnahme der [*®F]FLT-Anreicherung in den
Lymphom-Manifestationen, zudem war die verbliebene Traceraufnahme in
Tumorgebiet niedriger als die Anreicherung von [*®F]FLT in der Leber (siehe fiir
Gruppe (1) Abb. 12 und fur Gruppe (2) Abb. 13). Im Gegensatz dazu verblieb bei
dem Patienten, der nicht auf die verabreichte Therapie ansprach und nach zwei
Zyklen Chemotherapie als PD eingestuft wurde, die [**F]FLT-Anreicherung auf einem
hohen Niveau im Bereich des Tumors und zeigte nur eine moderate
Signalabschwéchung um 39% im Gegensatz zur Anreicherung bei der
pratherapeutischen Eingangsuntersuchung (['8F]FLT-SUV (vor R-CHOP) = 14.8;
[18F]FLT-SUV (nach R-CHOP) = 9,0). Aufgrund der niedrigen Anzahl der Patienten mit
PD konnte eine weitere statistische Auswertung nicht erfolgen.

Der Unterschied der [®F]FLT-Anreicherung im Tumorgebiet in der
pratherapeutischen PET-Untersuchung zwischen den Patienten, die in der
Verlaufsbeobachtung nach sechs Zyklen Chemotherapie in der konventionellen
Bildgebung mittels CT als partielle Remission (PR), und denen, die als komplette
Remission (CR) eingestuft wurden, war nicht signifikant (p=0,09). Jedoch bei den 14
Patienten, die friih nach dem ersten Zyklus der Chemotherapie ein [**F]FLT-PET
erhielten (n = 8 (4 Tage nach R-CHOP) und n = 6 (7 Tage nach R-CHOP/CHOP)) zeigte
sich ein signifikanter ~Unterschied der [**F]JFLT-Anreicherung in den
Lymphommanifestationen zwischen denen, die dann nach der Therapie als partielle
(PR) und denen, die nach der Therapie als komplette Remission (CR) eingestuft
wurden (mittlerer [18F]FLT-SUV (PR) = 2,6; mittlerer [18F]FLT-SUV (CR) = 1,5;
p=0,009).

Nach einer mittleren Nachbeobachtungszeitraum von 12,6 Monaten war die
Mehrzahl der Patienten immer noch in kompletter bzw. partieller Remission (n=18).
Nur zwei Patienten erlitten einen Ruckfall, nachdem sie zunéchst auf die Therapie

ansprachen (Patient Nummer 2, Riickgang der [*F]FLT-Anreicherung zur

a7




Eingangsuntersuchung = 67% und Patient Nummer 12, hier wurde keine frihe
[*®F]FLT-Untersuchung nach Therapiebeginn durchgefiihrt; siehe Tab. 4). Aufgrund
der niedrigen Anzahl der Patienten mit einem Ruckfall der Erkrankung wurde auf eine
Korrelation der Veranderungen der [**F]JFLT-Anreicherung im Verlauf und dem

Ergebnis der Nachbeobachtung verzichtet.

4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Mdglichkeit den Proliferationsmarker [*®F]FLT als Tracer
im Rahmen einer PET-Untersuchung fur die frihe Therapieevaluation bei
aggressiven Lymphomen zu nutzen untersucht. Dies geschah in zwei Schritten. In
einem  tierexperimentellen  Ansatz  wurde der histopathologisch  und
immunhistochemisch nachweisbare Therapieeffekt mit der friilh nach Beginn der
Chemotherapie messbaren Abnahme der Traceranreicherung korreliert und somit
[*|F]FLT fir die Pradiktion eines Therapieerfolgs validiert. Zugleich wurde in einer
klinischen Studie die [*®F]JFLT-PET zum Nachweis friiher Therapieeffekte eingesetzt
und die Resultate mit dem Standardverfahren zur Beurteilung des
Therapieansprechens (konventionelle Bildgebung) verglichen. Im praklinischen
Modell und in der humanen Erkrankung konnte erstmals gezeigt werden, dass
[*®F]FLT ein brauchbarer in vivo Surrogatmarker fir die nicht-invasive friihe

Beurteilung des Therapieansprechens maligner Lymphome darstellt.

4.1 Vergleich der Moglichkeiten zur Uberwachung des Therapieansprechens

bei malignen Lymphomen

Momentan werden in der klinischen Routine zur Therapieliberwachung und zur
Bewertung des Therapieansprechens meist die konventionellen morphologisch-
anatomisch bildgebenden Verfahren angewandt, wie Ultraschall,
Computertomographie und Magnetresonanztomographie'® ** *3. Es wird dabei nach
einem festgelegten Zeitplan vorgegangen, der einen Zeitraum von Wochen bis
Monaten nach Therapiebeginn voraussetzt, um morphologische Veranderungen im
Bereich des Tumors identifizieren zu kdnnen. Der Nachteil bei diesem Vorgehen ist,
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dass bei Nichtansprechen evtl. nétige Therapiemodifikationen oder Regimewechsel
und nicht zuletzt der Therapieabbruch und Wechsel zu palliativer Pflege und
Therapie (best supportive care) um diese Wartezeit verzogert wird. Weiterhin kommt
es trotz des langen Zeitraums zwischen Therapiebeginn und Evaluation bei einem
nicht zu vernachlassigbaren Anteil der Patienten zu Problemen, zwischen
Nabengewebe und vitalem Tumor im Bereich der vorbekannten Tumorlokalisation zu
unterscheiden®® 3%, Auch filhren bestimmte Tumortherapeutika, obwohl sie wirksam
sind, nicht zwingend zu einer Verkleinerung des Tumorvolumens®*. Vor allem bei
Patienten, die auf die Therapie nicht ansprechen, wirde eine zuverlassige, frihe
Beurteilung des Therapieerfolgs viel friher eine Therapieanpassung erlauben, als es
bisher mit den herkdbmmlichen Schnittbildverfahren mdglich ist. Diese gewonnene
Zeit wirde dem Patienten zusatzliche Toxizitat der unwirksamen Therapie ersparen,
und nicht zuletzt Kosten reduzieren.

Eine Kklinisch schon etablierte Mdglichkeit nichtinvasiv Veranderungen im
Metabolismus des Tumorgewebes durch eine Chemotherapie nachzuweisen ist ein
PET-Scan mit [*®F]FDG als Tracer. In vielen Studien ist der klinische Nutzen einer
[**F]FDG-PET fiir die Erstdiagnostik und fiir das Staging und Restaging einer
Lymphomerkrankung aufgrund seiner hohen Sensitivitat beschrieben worden®® 343>
°L.52 7udem besteht laut einigen Studien eine Korrelation zwischen der [**F]JFDG-
Anreicherung im Lymphom und dem Grad der Malignitat (Tumorgrading)>* %% ©2
Dieser kann sich im Laufe der Erkrankung andern und sollte Gberwacht werden, da
sich dadurch die bevorzugte Behandlung des Tumors ebenfalls andert und
entsprechend  angepasst werden muss. Bei der Bewertung des
Therapieansprechens zeigt sich die [**F]JFDG-PET (berlegen gegeniiber der

K> 3% 3571 Das Verfahren ist damit

konventionellen, CT-basierten Diagnosti
effektiver bei der Identifizierung derjenigen Patienten, die nicht von der verabreichten
Therapie profitieren. Aus diesem Grund empfiehlt Cheson at al. den momentanen
Standard der Therapieevaluation bei Lymphomen zu Gunsten der [*®FJFDG-PET
anzupassen®®.

Wichtig ist es jedoch auch, die Limitationen der [**F]JFDG-PET zu beleuchten. Die
Spezifitat ist durch eine vermehrte Aufnahme in entzindlich verandertem Gewebe,
wie zum Beispiel in Granulomen bei Tuberkulose oder Sarkoidose und in Abszessen
reduziert*” . Auch in Tumormanifestationen ist nur ein Teil der Anreicherung

tatsachlich auf die Proliferationsaktivitat der malignen Zellen zuriickzufithren*!. Diese
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Beobachtung gewinnt umso mehr an Bedeutung, wenn sich das tumorése Gewebe
aufgrund der begonnenen Therapie in seiner zellularen Zusammensetzung
verandert, und filhrt damit zu einer eingeschrankten Interpretierbarkeit des [**F]JFDG-
PET beim Einsatz in der Therapieevaluation.

Um die Aussagekraft der PET-Untersuchung weiter zu verbessern, rickte das
Radiopharmakon [**F]FLT ins Augenmerk der Forscher, da dieses im Gegensatz zu
[*®FJFDG ein fast ausschlieRlich tumorzellspezifisches Merkmal adressiert, die
exzessive Proliferation.

Wie in tierexperimentellen und klinischen Studien gezeigt, korreliert die [**F]FLT-

Aufnahme eng mit der Tumorproliferation® *>

. In der Studie von Wagner at al.
wurde gezeigt, dass mit einer [*®F]JFLT-PET eine hohe Sensitivitat bei der Detektion
von Lymphomen erzielt wird®®. Eine leichte Uberlegenheit gegeniiber der
Routinediagnostik beim Staging von Lymphomen wurde in der Studie von Buck at al.
festgestellt. In dieser Studie wurde auch untersucht, ob der Grad der Malignitat
(Tumorgrading) der Tumore mit der [**F]JFLT-PET messbar ist, ob also eine
Differenzierung in aggressive und indolente Lymphome mdglich ist. Tatséchlich
wurde ein signifikanter Unterschied der Traceranreicherung innerhalb der
Tumormanifestationen zwischen aggressiven und indolenten Lymphomen gefunden?®.
Zum Thema frihe Therapieevaluation einer Chemotherapie bei malignen
Lymphomen liegen auch schon erste Ergebnisse vor. So zeigte sich in einer
tierexperimentellen Studie ebenfalls von Buck at al. eine signifikante Korrelation
zwischen den Ruckgang der Proliferationsfraktion 48h nach der Injektion eines
Chemotherapeutikums und dem Riuckgang der ex vivo im Tumorgewebe
gemessenen [®F]FLT-Aufnahme’!. Diese vielversprechenden Ergebnisse stehen im

Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, die im Folgenden diskutiert werden.

4.2 Diskussion der tierexperimentellen Studie

Zur Beurteilung des Therapieeffektes in einem praklinischen Modell wurden
Lymphom xenotransplantierte Mause generiert und mit einer einmaligen
intraperitonealen Injektion mit Doxorubicin  (10pg/g Korpergewicht), einem
Standardtherapeutikum bei malignen Lymphomen, therapiert.

Doxorubicin interagiert direkt mit der DNA, durch Interkalierung blockiert es die

Matrizenfunktion und damit die Replikation der DNA und die Synthese von RNA®.




Dieser Schaden fiihrt schlieRlich zum Zellzyklusarrest und zu Apoptose®* %2, Um nun
den Therapieeffekt mit [*®F]JFLT zu messen, darf weder der Metabolismus des
Tracers, noch des Ursprungsmetaboliten Thymidin direkt durch Doxorubicin
beeinflusst werden. Thymidin kann in der Zelle entweder energieaufwendig ,,de novo*
also komplett neu innerhalb der Zelle produziert oder energiesparend Uber den
.Salvage pathway* durch transmembranare Aufnahme und Umwandlung von im Blut
zirkulierendem Thymin bereitgestellt werden (siehe Abb. 2a). AnschlieRend daran
wird es im Zellzyklus in die DNA eingebaut. Auch [*|F]JFLT nutzt bei seiner
Anreicherung innerhalb der Zelle, dem sog. ,Trapping®, die gleichen Reaktionswege
wie sein Ursprungsmetabolit (siehe Abb. 2b). In einer Studie von Keno at al. wurden
keine Hinweise fur einen direkten Einfluss des Chemotherapeutikums Doxorubicin
auf den Thymidinmetabolismus, den ,Salvage pathway“ und die transmembranare
Aufnahme von Nukleosiden aus dem extrazellularen Raum gefunden®. Damit ist
eine Messung der sinkenden proliferativen Aktivitdt der Lymphomzellen im Rahmen
der Doxorubicinbehandlung mit [**F]FLT als Surrogatparameter méglich.

Alle Tumormanifestationen der Versuchstiere wurden mit der [**F]FLT-PET mit
hohem Kontrast dargestellt, damit errechnet sich eine Sensitivitdt bei der
Tumordetektion von 100%. Obwohl kein signifikanter Unterschied in der Tumorgrol3e
zwischen den therapierten Tieren und den Kontrolltieren an Tag +1 bestand, wurde
schon eine signifikante Reduktion in der [*®F]FLT-Aufnahme 24h nach der Therapie
im Vergleich zum PET-Scan vor der Therapie gemessen. Der Median des Tumor-zu-
Hintergrund-Verhaltnisses (tumor background ratio, TBR) verminderte sich signifikant
um 24% an Tag +1 (p = 0,048), gefolgt von einer weiteren Reduktion an Tag +5
(53%) im Vergleich zur Eingangsuntersuchung. Zuséatzlich wurden die
Xenotransplantate direkt nach der PET-Messung enthommen und zeigten auch ex
vivo mit einen Gammacounter gemessen, wie erwartet, eine erniedrigte TMR (tumor
muskle ratio = Tumor-Muskel-Quotient) nach Chemotherapie. Dazu passend fand
sich eine Reduktion der proliferierenden Zellen am Tag +1 nach Therapie, gezeigt
durch immunhistochemische Farbung mit einem spezifischen monoklonalen
Antikdrper (MIB1) gegen den Proliferationsmarker Ki-67. Die Reduktion des Anteils
der proliferierenden Zellen blieb bis zum Tag +9 bestehen. Weiterhin konnte ein
Anstieg der aktivierten Caspase 3 positiven Zellen ab Tag+l nach der Gabe der

Chemotherapie beobachtet werden. Diese Proteinkinase ist in ihrer aktivierten Form




ein Marker fur das eingeleitete Apoptoseprogramm, d. h. fur den ablaufenden
programmierten Zelltod. Beide Resultate aus den immunhistochemischen
Untersuchungen deuten darauf hin, dass Zellzyklusarrest und Apoptoseinduktion in
den Tumorzellen die zugrundeliegenden Mechanismen fiir die reduzierte [**F]FLT-
Aufnahme in den behandelten Mausen darstellen. Interessanterweise zeigte ein
Versuchstier nach einem anfanglichen Abfall der TBR um 24% an Tag +1 eine fast
vollstdndige Rekonstitution der TBR am Tag +9. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass
nicht in Apoptose gegangene Zellen die Chemotherapie Uberwinden und sich nach
einiger Zeit wieder teilen. Dies scheint ein erster Hinweis darauf zu sein, dass
[*|F]FLT auch im Falle eines Rezidivs die wiedergewonnene proliferative Aktivitat im
Tumor darstellen kann.

Die hier dargestellten Ergebnisse sind statistisch durch die geringe Anzahl der
Versuchstiere etwas in ihrer Interpretierbarkeit limitiert. So ergab sich kein statistisch
signifikantes Ergebnis beim Abfall der TBR am Tag +5 nach Therapie. Trotzdem ist
ein eindeutiger Trend ersichtlich. Das Gleiche gilt fir die ex vivo Messung der FLT-
Anreicherung im Tumorgewebe und die immunhistochemischen Untersuchungen.
Auch wurde auf eine statistische Auswertung der Immunhistochemie verzichtet, da
sich das Tumorgewebe bei einigen Versuchstieren inhomogen darstellte.
Zusammengefasst jedoch bekraftigen die Resultate dieser Studie den Einsatz des
nicht-invasiven [*®F]FLT-PET-Scans zur friihen Beurteilung des Therapieerfolgs einer
zytotoxischen Therapie bei aggressiven Lymphomen. Auch bei anderen
Tumorentititen wurde [**FJFLT als Surrogatmarker zur Therapieevaluation
klassischer Chemotherapeutika bereits untersucht. Anschlielend sollen die

wichtigsten Arbeiten zu diesem Thema dargestellt werden.

In einer Arbeit von Apisarnthanarax at al. wurde in einem &hnlichen
tierexperimentellen Ansatz der Tracer [*®F]FLT fiir die frilhe Therapiepradiktion einer
kombinierten Radiochemotherapie beim Osophaguskarzinom eingesetzt. Dabei
wurden ebenfalls Xenotransplantate in immundefiziente Mause mit einer Zelllinie
namens SEG-1, aus einem Adenokarzinom des Osophagus, generiert. AnschlieRend
wurden diese mit Doxetaxel und Radiatio oder gar nicht therapiert. Auch hier wurde
die Tumorgrof3e gemessen bei der kombinierten Radiochemotherapie ergab sich erst
8 Tage nach Therapie eine signifikante GroRenregredienz der behandelten Tumoren

(p = 0,03). Zu verschiedenen Zeitpunkten, einen, zwei und vier Tage, nach Therapie




wurde ex vivo die Aufnahme von [°H]JFLT im Tumorgewebe der Versuchstiere
gemessen und mit der Aufnahme von [*H]FDG verglichen und anschlieBend mit dem
Proliferationsmarker Ki-67 korreliert. Dabei ergab sich bei [*H]FLT eine signifikante
Reduktion der ex vivo gemessenen TMR auf 43% im Vergleich zur Kontrollgruppe an
Tag 1. An Tag 2 reduzierte sich dieser weiter auf 20%, an Tag 4 lag die Anreicherung
bei 12% (p < 0,001 in der Varianzanalyse). Die [°HJFDG-Messung nach Therapie
ergab nur eine geringe nicht signifikante Reduktion der TMR um weniger als 20%".
Es zeichnet sich derselbe Trend wie in der hier dargestellten tierexperimentellen
Studie beim Lymphom ab und bestatigt die, mangels fehlender Signifikanz bei
geringer Fallzahl nur wenig aussagekraftigen, ex vivo Messungen der [**F]FLT-
Aufnahme nach Therapie. Von einem signifikanten Einfluss des in der Arbeit von
Apisarnthanarax at al. verwendeten Tritium (*H) als positronenemittierendes Nuklid
ist nicht auszugehen, da dieses an der gleichen Position innerhalb des
Tracermolekiils eingefiigt ist wie das '®F bei [*®FJFLT und sich daher keine
Unterschiede im Metabolismus des Tracers ergeben.

Um eine statistische Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse zu
erreichen wurde in der Arbeit von Apisarnthanarax at al. der Markierungsindex der
sog. Labelingindex (Llkis7) berechnet, der die Anzahl der Ki-67 positiven Zellen mit
der Anzahl in einer standardisierten Flache vorhandenen Zellen in Beziehung setzt.
Mit einem Korrelationskoeffizient von r = 0,89 (p < 0,001) ergab sich eine signifikante
Korrelation der TMR und dem Proliferationsmarker Ki-67 tber die Zeit nach Therapie.
Wahrend dieser Zeit &nderte sich das Tumorvolumen der therapierten Tiere nur
wenig. Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch in vivo Messungen mit [*®F]JFLT mit
Hilfe einer PET zwei Tage nach Radiochemotherapie durchgefiihrt. Diese zeigten
eine deutliche Reduktion der TBR (tumor background ratio = Tumor-Hintergrund-
Quotient) um 57%. Jedoch wurde nur eine nicht reprasentative Fallzahl (n=2)
untersucht. Der TBR sank bei der [*®FJFDG-PET nur um 17% (n=2). Obwohl die
absolute Anreicherung von [*®*F]FLT im Tumorgewebe grundsétzlich etwas niedriger
ist als die von [*®F]JFDG korrelieren die Messungen mit [*®F]FLT deutlich besser mit
der Immunhistochemie®. Auch diese Ergebnisse passen zu den Resultaten die hier
beim Lymphom nach Chemotherapie in vivo mit [*®F]JFLT in der PET gemessen

wurden, und eine signifikante Reduktion der TBR friih nach Therapiebeginn zeigten.




Eine weitere Studie von Barthel at al. bediente sich beim Fibrosarkom ebenfalls eines
ahnlichen experimentellen Ansatzes. Hier wurden ebenfalls Xenotransplantate
generiert, in diesem Fall mit einer Fibrosarkomzelllinie namens RIF-1, die
anschlieBend mit 5-Fluorouracil (5-FU) behandelt wurden. Auch hier wurde die
TumorgréfRe gemessen und es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Tumorgrof3e zwischen den therapierten Tieren und der Kontrollgruppe an Tag 1 und
Tag 2 (p < 0,001 in der Varianzanalyse). In der ex vivo Messung reduzierte sich
signifikant die [**F]FLT-Anreicherung an Tag 1 nach Verabreichung der Therapie auf
47,8% (p < 0,01), wahrend die [**F]JFDG-Aufnahme nicht signifikant nur auf 77,6%
sank (Differenz zwischen [**F]JFDG und [*®F]FLT ebenfalls signifikant; p = 0,037). An
Tag 2 nach Therapie fiel die [*®F]JFLT-Anreicherung weiter signifikant im Vergleich
zum Wert vor Therapie auf 27,1% (p < 0,001). Zu diesem Zeitpunkt konnte auch eine
signifikante Reduktion der [**F]FDG-Anreicherung in Vergleich zum Anfangswert
gemessen werden. Der Wert fiel auf 51,8% (p < 0,01). Auch in dieser Studie wurde
ein  Vergleich mit der Histologie angestellt, hier jedoch wurde eine
immunhistochemische Markierung mit dem ebenfalls etablierten
Proliferationsmarkers PCNA (proliferating cell nuclear antigen = Nukledres Antigen
proliferierender Zellen) durchgefiihrt und ebenfalls, wie oben beschrieben, ein
Markierungsindex (Llpcna) ausgewertet. Hier zeigte sich eine signifikante positive
Korrelation zwischen der ex vivo gemessenen [**F]FLT-Anreicherung und dem Llpcna
(r =0,71; p = 0,031) im zeitlichen Verlauf nach Therapie. Bei der in vivo Bildgebung
mit einer [*®F]JFLT-PET wurde der Wert der fraktionierten Retension ausgewertet, da
die therapierten Versuchstiere nach der Therapie mit 5-FU eine schnellere Anflutung
und anschlieBend eine schnellere Elimination aus dem Tumorgewebe Uber die
Messzeit im Vergleich zu den untherapierten Tieren zeigten. Diese Mal3zahl definiert
sich aus dem Quotienten aus dem gemessenen Absolutwert der Traceranreicherung
5min nach Applikation innerhalb einer ROI (region of interest) und demselben Wert
nach 60min in der dynamischen Messung. Er sank bei der Gruppe der therapierten
Versuchstiere 48h nach Therapie signifikant ab (p = 0,026; n = 3/Gruppe). Diese hier
verwendete Auswertung der Traceranreicherung ist laut den Autoren in diesem Fall
gerechtfertigt durch eine spezielle Eigenschaft des verwendeten
Chemotherapeutikums 5-FU, das einen erhodhten Blutdurchfluss innerhalb des
Tumors verursacht und es deshalb zu einem im Vergleich zur Kontrollgruppe

schnelleren Anfluten des Tracers im Tumor bei der dynamischen Messung kommt®.




Diese Studie zeigt, dass bei der Entscheidung fur eine Therapieevaluation mit
[*®F]FLT unbedingt die molekularbiologischen Wirkmechanismen der verwendeten
Chemotherapeutika und die Verdnderungen im Tumorgewebe, die diese
verursachen, bekannt sein und bei der Auswertung beriicksichtigt werden mussen.
Zudem wurde hier eine Korrelation des Rickgangs der Traceranreicherung nach
Therapie mit einem weiteren etablierten immunhistochemischen Proliferationsmarker
PCNA nachgewiesen, was die in dieser Arbeit durchgefiihrten Ergebnisse ebenfalls

bestétigt.

Die letzte in diesem Zusammenhang erwahnte Arbeit wurde von Leyton et al.
verfasst. Darin wurden ebenfalls Fibrosarkomxenotransplantate mit RIF-1 Zellen
generiert und anschieend mit Cisplatin behandelt. Auch hier wurde wieder die
TumorgréfRe gemessen und man fand 24h nach Therapiebeginn keinen Unterschied
der Tumorgrdl3e. 48h nach Therapieapplikation jedoch zeigte sich ein signifikanter
Volumenunterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tumoren (p = 0,03; n
= 8). Es wurden [*®F]FLT-PET-Untersuchungen 24h und 48h nach Therapie mit
Cisplatin durchgefuhrt und die TBR berechnet, wobei in dieser Arbeit nicht der
Muskel als Referenzorgan verwendet wurde sondern die Leber. An 24h nach
Therapiebeginn betrug der Wert des TBR(Lenery der therapierten Tiere nur noch 75%
des Werts der unbehandelten Kontrollen. Dieser Unterschied war signifikant (p =
0,03). 48h nach Therapiebeginn fiel der Wert weiter auf 50% im Vergleich zu den
Kontrollen ab, ebenfalls signifikant (p = 0,03). Auf die gleiche Weise wurden
[*F]FDG-PET-Untersuchungen durchgefiihrt, dabei errechnete sich ein ebenfalls
signifikanter Unterschied von 47% des TBReber) im Vergleich zu dem der Kontrollen
24h nach Therapiebeginn (p = 0,03). 48h nach Therapiebeginn sank der TBR eber) bei
den [**F]JFDG-Messungen nur noch unwesentlich auf 37% des Kontrollwerts. Auch in
dieser Arbeit wurde die fraktionierte Retention berechnet, wie oben beschrieben,
jedoch brachte sie hier keinen neuen Informationsgewinn. Zudem wurden Schnitte
der Tumore nach der Explantation immunhistochemisch mit Antikérper gegen PCNA
gefarbt und der Llpcna, Wie oben beschrieben, errechnet. Bei der Analyse wurde bei
den Tumoren, die mit [**F]JFLT untersucht wurden, eine signifikante positive
Korrelation zwischen dem Llpcna und der TBRebery gefunden (r = 0,89; p = 0,001). Far
[*®F]FDG wurde ebenfalls eine positive Korrelation ermittelt, die jedoch aufgrund

einiger Ausrei3er nicht signifikant war (r = 0,55; p = 0,06). In Zellzyklusanalysen




wurden in dieser Arbeit die molekularbiologischen Mechanismen fir die verringerte
Traceraufnahme nach Therapie weiter untersucht. Es wurden ein signifikanter
Anstieg der Go-G;- und der G,-M-Zellfraktion, sowie ein signifikanter Abfall der S-
Phase-Zellfraktion festgestellt*”. Dies passt ebenfalls sehr gut zu denn hier
dargestellten Daten und weist als einen Mechanismus der reduzierten [**F]FLT-
Anreicherung ebenfalls einen Zellzyklusarrest der Tumorzellen nach. Welche Rolle
die Apoptoseeinleitung der mit Cisplatin behandelten Tumorzellen spielt wurde in der

Arbeit von Leyton et al. nicht weiter untersucht.

Alle oben genannten Studien, inklusive der hier in dieser Arbeit dargestellten
Untersuchungen, zeigen konsistente Ergebnisse. Schon friih nach einer Therapie mit
klassischen Chemotherapeutika zeigt sich unabhéngig von der Tumorentitat ein
signifikanter Riickgang der [*®F]FLT-Anreicherung ex vivo gemessen. Dies ist auch in
einem nicht invasiven ['*F]JFLT-PET-Scan gut reproduzierbar, und man fand
ebenfalls unabhangig von der Tumorentitat eine signifikante Reduktion der
Traceranreicherung. Zudem wurde eine signifikante Korrelation mit den etablierten
immunhistochemischen Proliferationsmarkern gefunden, wobei bei diesen frihen
Messzeitpunkten nicht zwingend eine Reduktion des Tumorvolumens nachweisbar
sein muss. In den Studien, in denen ein Vergleich von [**F]FLT mit [**F]FDG
durchgefiihrt wurde, zeigten sich deutliche Vorteile von [**F]FLT beim Nachweis der
Effekte der Chemotherapeutika auf das Tumorgewebe im Verlauf. Bekannt ist
bereits, dass die Aktivitdt der Thymidinkinase 1 (TK1) die Traceranreicherung in den
Tumorzellen bestimmt. Diese wird wiederum beeinflusst durch seine Expression oder
durch die Beeinflussung seiner katalytischen Aktivitat, durch einen reduzierten
intrazellularen Spiegel des Kofaktor ATP® 7. Beide Mechanismen scheinen bei der
Behandlung mit den klassischen Chemotherapeutika eine Rolle zu spielen. Nach den
Ergebnissen der oben genannten Studien scheinen Apoptoseeinleitung und
Zyklusarrest die Ubergeordneten Ausloser fur die reduzierte Expression und den
verminderten Spiegel an ATP zu sein. Um nun die bisherigen Resultate im Rahmen
des Einsatzes von [**F]JFLT als Surrogatmarker bei der Therapieevaluation von
Lymphomen und andern Tumorentitaten fortzufihren, ware als nachster Schritt
sinnvoll ein Tiermodell zu etablieren, welches untersucht, ob Therapieversager
zuverlassig detektiert werden kénnen. Es sollte auch untersucht werden wie die

molekularbiologischen Mechanismen, welche ein Therapieversagen verursachen, die




Traceranreicherung beeinflussen. Es ist also weitere praklinische Forschung
notwendig um die bisherigen vielversprechenden Ergebnisse zu festigen und einen

sinnvollen klinischen Einsatz von [*®F]FLT vorzubereiten.
4.3 Diskussion der klinischen Studie

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde in einer ersten klinischen Studie gezeigt, dass die
frihe Therapieevaluation einer Chemotherapie nach R-CHOP bzw. CHOP bei
aggressiven Lymphomen mit der nicht invasiven [**F]FLT-PET machbar und
aussagekraftig ist. In den préatherapeutischen PET-Untersuchungen wurden die
Lymphommanifestationen der Patienten mit einer Sensitivitdt von 100% detektiert.
Schon zwei Tage nach Initiation von R-CHOP reduzierte sich die [“*F]FLT-
Anreicherung in den Lymphommanifestationen signifikant auf eine TBR (tumor
background ratio = Tumor-Hintergrund-Quotient) < 1 bei allen Patienten, bei denen
die Therapie ansprach. Als Referenzorgan fur die Berechnung der TBR wurde hier
die Leber verwendet. Im Gegensatz dazu wurde in einem nichtansprechenden
Patienten eine hohe [*®F]JFLT-Anreicherung innerhalb des Tumors nach Therapie
gemessen, mit einer TBR von > 2 (SUV Reduktion von 39%). Es gab zwei Patienten
bei denen ein Rezidiv der Erkrankung auftrat. Der erste Patient war in partieller
Remission nach sechs Zyklen R-CHOP. Dies wurde korrekt durch einen signifikanten
Abfall in der [*|F]FLT-Anreicherung angezeigt (67%). Beim zweiten Patient mit
Rezidiv wurde der geplante PET-Scan nach kompletter Chemotherapie nicht
durchgefilhrt. Diese Daten weisen daraufhin, dass die [**F]FLT-Anreicherung
innerhalb des Tumors einen Marker fur das Therapieansprechen flr

Immunochemotherapie darstellen konnte.

Die Anreicherung bei der [*®F]FLT-PET-Bildgebung zwei Tage nach der Gabe von
Rituximab blieb in den Lymphommanifestationen jedoch unverédndert. Es war aber
maoglich, zwischen dem Effekt auf die in vivo Proliferation von Rituximab allein und
der zusatzlichen Gabe von CHOP zu unterscheiden, was darauf hindeutet, dass
Rituximab allein nach der ersten Verabreichung nicht die Potenz hat, einen
ausreichenden antiproliferativen Effekt zu induzieren. Diese Ergebnisse stimmen mit
der Arbeit von Maloney at al. Uberein, welche gezeigt haben, dass es mit Rituximab

als alleinige Therapie nicht moglich ist eine ausreichende Zytotoxizitat in Diffus




groRzelligen B-Zell Lymphomen zu erreichen®’. In dieser Phase | Studie wurden 20
vortherapierte Patienten, 15 mit einem niedriggradigen und 5 mit einem mittel- oder
hochgradigem B-Zell-Lymphom, eingeschlossen. Von den 18 auswertbaren
Patienten sprachen nur 33% an. In der Subgruppenanalyse wurde nur bei den
niedriggradigen Lymphomen eine etwas hdhere Ansprechrate von 37% festgestellt.
Nach dieser Studie wurde der Weg Rituximab, als alleinige Therapie bei
hochgradigen B-Zell-Lymphomen einzusetzen, verlassen. Einen weiteren zu
beachtenden Gesichtspunkt arbeiteten die Autoren in dieser Arbeit heraus, bei der
ersten Injektion lasst sich ein geringerer maximaler Plasmaspiegel von Rituximab
nachweisen als in den folgenden Injektionen. Als Erklarung wird angegeben, dass
zunéachst alle im Blut befindlichen Epitope abgesattigt werden mussen. Das kdnnte
ebenfalls zu der geringen antiproliferativen Wirkung von Rituximab nach der ersten
Injektion beigetragen haben. Es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten, in wie
weit sich ein [**F]JFLT-PET zur Therapieevaluation einer alleinigen Rituximabtherapie
bei niedriggradigen Lymphomen einsetzen lasst.

Interessanterweise fand sich ein Unterschied bei der [**F]JFLT-Anreicherung
innerhalb des Tumors zwischen Patienten in partieller Remission und Patienten in
kompletter Remission (n = 14), welche in einem PET-Scan frih nach Beginn der
Chemotherapie untersucht wurden (p = 0,009). Im der Nachbeobachtungszeit trat ein
nicht-Lymphom-assoziierter Todesfall bei einem Patienten auf, der auf die
verabreichte Therapie nicht ansprach, und es wurden zwei Patienten mit Progression
der Krankheit nach kompletter bzw. partieller Remission beobachtet. Daraus
errechnete sich eine Ansprechrate von insgesamt 82% (18 von 22). Ahnlich hohe
Ansprechraten wurden ebenfalls in friheren Therapieevaluationsstudien von Coiffier
et al.?°, Czuczman et al.?? und Vase et al.®, die R-CHOP mit CHOP bei aggressiven
Lymphomen verglichen, gefunden. In diesen Studien fand man Ansprechraten von
76% bis Uber 90%. Zudem stellte sich in allen genannten Arbeiten ein signifikanter

Vorteil von R-CHOP gegenuiber der alleinigen Gabe von CHOP dar.

Durch die niedrige Anzahl therapierefraktarer oder rickfalliger Patienten kann der
pradiktive Wert der [*®F]FLT-PET nicht abschlieRend bestimmt werden. Jedoch
finden sich in der Literatur vergleichbare Ergebnisse in Studien zur
Responseevaluation bei verschiedenen Tumorentitaten mit Tracern, die wie [**F]JFLT




die zellulare Proliferation adressieren. So wurde von Shields at al. der Tracer
[*'C]Thymidin bei sechs Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom oder einem
high-grade Sarkom vor und nach Chemotherapie untersucht. Bei Patienten die auf
die Therapie ansprachen, zeigte sich ein Abfall der [*C]JThymidin-Anreicherung
sowie der [*®F]JFDG-Anreicherung innerhalb des Tumors, dagegen bei Patienten, die
therapierefraktar waren, blieb die Anreicherung beider Substanzen unverandert®’.
Auch bei Brustkrebs wurde die Beurteilung des Therapieansprechens mit der
[*F]FLT-PET untersucht. Kenny at al. konnte in einer Pilotstudie mit 13 Patienten
feststellen, dass ein [*®F]JFLT-PET Proliferationsveranderungen im Tumor innerhalb
einer Woche nach Beginn der Chemotherapie bereits darstellen kann®. In einer
klinischen Studie, in die 14 Patienten eingeschlossen wurden, zeigte Pio et al., dass
die mittlere Veranderung der [*®F]FLT-Anreicherung bei primaren und metastasierten
Brustkrebs bereits nach einen Zyklus Chemotherapie signifikant mit dem spéateren
Veranderungen der Tumormarker korreliert®®. Durch die genannten Arbeiten und die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie scheint eine [*®F]FLT-PET die
Potenz zu besitzen Veranderungen in der Proliferationskinetik von Lymphomen und
anderen malignen Tumoren nach der Applikation von Chemotherapeutika auch im

Menschen darzustellen.
4.4 Limitationen und unbeantwortete Fragen beim Ein  satz von [ **F]FLT-PET

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen sollten
bestimmte Limitationen beim klinischen Einsatz des Tracers [**F]FLT beachtet
werden. Wie bereits in der Einleitung erwahnt wird mit [**F]FLT nicht direkt der
Thymidineinbau in die DNA dargestellt, sondern die Aktivitat der Thymidinkinase 1.
Es ist vorstellbar, dass verschiedene Therapieregimes in den Metabolismus von
[*|F]FLT direkt eingreifen, zum Beispiel durch Beeinflussung der Thymidinkinase-1-
Aktivitat direkt, durch die Beeinflussung der Konzentration des Cofaktors ATP in der
Zelle oder durch die Veranderung des Expressionslevels’. Dies hétte die Abkopplung
des [*®F]FLT-Signals von der tatsachlichen Proliferationsaktivitat der Zelle zur Folge.
Es ist auch zu beachten, dass Therapieschemata, die im Rahmen einer
Chemotherapie eingesetzt werden, zunéchst die Zellen durch verschiedene
Mechanismen daran hindern, sich weiter zu teilen. Man nennt diese Situation

Zellzyklusarrest.  Die  Zellen  reagieren  daraufhin  normalerweise  mit




Apoptoseeinleitung®. Dies ist das Ziel einer zytotoxischen Therapie. Problematisch
ist die Situation bei Zellen, die auf die Behandlung hin nur in einem Zyklusarrest
warretiert” sind und kein Apoptose-Programm einleiten, etwa aufgrund von Mutationen
in Schlisselenzymen der entsprechenden Proteinkaskade. Diese Zellen sind immer
noch vital, proliferieren jedoch nicht mehr und werden deswegen vermutlich nicht in
einem [**F]FLT-PET erfasst werden. Sie sind jedoch potentiell in der Lage, sich nach
einiger Zeit erneut zu teilen und konnen ein Fehlschlagen der Tumortherapie
verursachen. Aus diesen Uberlegungen heraus bleibt noch zu beweisen, ob eine
zuriickgehende Proliferationsaktivitat, einmal gemessen durch eine [*®F]FLT-PET
frih nach Therapiebeginn, ein ausreichender Pradiktor fir den Therapieerfolg Gber
einen langeren Zeitraum darstellt. Der erneute Anstieg der mittleren TBR 9 Tage
nach Therapiebeginn in der hier gezeigten tierexperimentellen Studie deutet darauf
hin, dass die proliferative Aktivitat langere Zeit nach Therapie auch wieder ansteigen
kann. Endgultige Schlussfolgerungen lassen sich aus diesen Hinweisen nicht ziehen,
da keine Langzeitbeobachtungen im Sinne von Uberlebenskurven erstellt wurden.

Auch in der klinischen Studie ist es, aufgrund der limitierten Anzahl der Patienten und
aufgrund der hohen Ansprechrate der untersuchten Patienten momentan nicht
moglich, eine abschlielende Aussage Uber den pradiktiven Wert der Veranderung
der [*®F]FLT-Anreicherung im Tumor in Bezug auf das Langzeitansprechen zu
machen. Die Bestimmung dieses Wertes ist jedoch obligat vor einem breiten Einsatz
in der Klinik. Auch weil in einer Studie von Wieder at al. gezeigt wurde, dass sich ein
[*F]FLT-PET nicht immer zur Bewertung des Therapieerfolgs eignet™. In dieser
Arbeit wurde die Beurteilung des Therapieerfolgs einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie (Gesamtbestrahlunsdosis 45Gy, mit Verabreichung von
250mg/m? 5-FU) bei lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen mittels eines
[*F]FLT-PET untersucht. Dafiir wurden 10 Patienten in die Studie eingeschlossen,
die dann vor Therapie, zwei Wochen nach Therapie und praoperativ (finf bis sechs
Wochen nach Therapie) im PET untersucht wurden. Nach der Operation wurde
anschlieRend histologisch das  Ansprechen auf  die neoadjuvante
Radiochemotherapie beurteilt, indem der Prozentsatz des mit vitalen Tumorzellen
infiltrierten Gewebes zum ubrigen Gewebe im makroskopisch sichtbaren Tumorbett
in Beziehung gesetzt wurde. Anschlie3end wurden, wie schon friher publiziert, die
Patienten bei denen nur weniger als 10% des Tumorbetts tumorinfiltriert waren als

»Therapieansprecher” klassifiziert und diejenigen die mehr als 10% Tumorinfiltration
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aufwiesen als ,Therapieversager* eingestuft. Die [**F]JFLT-Anreicherung,
reprasentiert durch den mittleren SUV-Wert innerhalb des Tumors sank signifikant 2
Wochen nach Therapie auf im Mittel 71,4% (p = 0,005) und weiter signifikant auf
45,3% praoperativ (p = 0,005). Diese Ergebnisse erscheinen zunéchst in Einklang mit
den hier beim Lymphom erhobenen Daten. Jedoch zeigte sich keine Korrelation mit
der histologischen Klassifikation des Therapieansprechens, d. h. histologisch als
Therapieansprecher klassifizierte Patienten zeigten keinen Unterschied in Bezug auf
den Riickgang der Traceraufnahme oder in Bezug auf die Absolutwerte der [**F]FLT-
Anreicherung im Verlauf der Therapie im Vergleich zu den histologisch als
Therapieversager eingestuften Patienten.

Insgesamt ist die Datenlage zur Bewertung der pradiktiven Aussagekraft einer
Therapieevaluation mit [**F]FLT als Surrogatmarker noch unzureichend. Es bleibt
groBer angelegten Studien fir einzelne Tumorentitdten vorbehalten mit gentigend
grol3er Anzahl an Therapieversagern hier weiter Klarheit zu schaffen. Ebenfalls muss
noch geklart werden ob und in welchen Zeitabstanden es sinnvoll ist die
Untersuchung zu wiederholen um einen hohen Vorhersagewert zu erreichen.
Desweiteren ist, durch die Tatsache, dass [**FJFDG-PET bereits erfolgreich Einzug in
die Diagnostik und Therapieevaluation von malignen Lymphomen gehalten hat, erst
noch in zukiUnftigen Studien mit gréerer Fallzahl nachzuweisen, dass der Tracer
[*|F]FLT einen signifikanten Vorteil gegeniiber [**F]FDG aufweist. In einigen oben
genannten tierexperimentellen Studien zeigte sich ein Vorteil von [**F]FLT gegeniiber
[*®F]FDG. Auch in einer klinischen Studie von Buck at al. sind erste Ergebnisse, die
auf eine solche Uberlegenheit hindeuten, bei Lungentumoren bereits erbracht
worden. Hier zeigte sich eine signifikant bessere Korrelation zwischen der
proliferativen Aktivitat und der Anreicherung von [*®F]FLT im Bereich des Tumors als
der Anreicherung von [**F]FDG™. Ein Vergleich zwischen [**F]FLT und [**F]FDG
wurde auch von Chen at al. angestellt. Hier wurden behandelte und neu
diagnostizierte Gliome mit einem PET jeweils fur beide Tracer untersucht, um
herauszufinden, welcher Tracer ein besserer Pradiktor fir Tumorprogression und
Gesamtiiberleben darstellt. Bei high-grade Gliomen ergab sich fir [**F]JFLT eine
signifikant bessere pradiktive Aussagekraft in Bezug auf Tumorprogression und
Gesamtiiberleben als fir [*®FJFDG™. Auch die von Kasper at al. veroffentlichte
Studie vergleicht die beiden Tracer unter dem Gesichtspunkt, ob sich bei der

Untersuchung residualer Tumormassen bei Lymphomen nach Therapie mit dem
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PET, je nach Tracer eine bessere Vorhersage des Gesamtiiberlebens machen lasst.
Aus den Ergebnissen lasst sich ein etwas besserer pradiktiver Wert des [**F]FLT-
PET vermuten, jedoch ergab sich kein signifikanter Unterschied®’. Eine
aussagekraftige, zwischen [*®F]FLT und [*®F]JFDG vergleichende Studie zur friihen
Therapieresponseevaluation bei malignen Lymphomen steht noch aus.

Zuletzt sei darauf hingewiesen, dass, obwohl [*®F]FLT spezifischer erscheint als
[*®F]FDG, es Hinweise auf eine unspezifische Traceranreicherung in entziindliche
Lasionen mit hoher proliferativer Aktivitat gibt, wie zum Beispiel in reaktiven
Lymphknoten oder bei der Sarkoidose®. Denn auch der Entziindungsprozess kann
von proliferativer Aktivitat der Entziindungszellen selbst begleitet sein. Dies kann
zum  Beispiel, wie eine Studie von Troost at al. zeigt, zu
Differenzierungsschwierigkeiten zwischen reaktiven, also benignen

Lymphknotenveranderungen und metastatisch durchsetzten Lymphknoten fiihren®.

4.5 Neue experimentelle Herangehensweisen zur Messu  ng der

Proliferationsaktivitat durch molekulare Bildgebung

Es gibt kaum Eigenschaften, die allen malignen Tumoren zugleich eigen sind. Die
wohl grundlegendste Gemeinsamkeit ist die deregulierte exzessive Proliferation. Aus
diesem Grund wird der nichtinvasiven Messung der proliferativen Aktivitat in der
aktuellen Forschung soviel Bedeutung beigemessen. [*®*F]FLT ist momentan der
meist erforschte nicht-invasive Marker fur diesen Einsatz. Da jedoch nur ein geringer
Prozentsatz in die DNA inkooperiert wird, ist ausschlie3lich eine indirekte Messung
der Proliferation moglich. Diese ist durch die Aktivitdit und Expression der
Thymidinkinase 1 (TK1) charakterisiert. Um nun diese Unscharfe auszuschalten, wird
trotz der vielen positiven Eigenschaften von [*®F]JFLT an neuen molekularen
Tracerstrukturen geforscht, die eine direkte nichtinvasive Messung von Proliferation
mdoglich macht. Man geht davon aus, dass die Aufnahme eines Tracers, welcher zu
einem hohen Anteil in die DNA eingebaut wird, nur noch von der Progression des

Zellzyklus abhéngt und damit direkt die Proliferation der Zelle anzeigt.
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Abb. 15: Molekulare Struktur von Thymidin und den korrespondierenden Radiopharmaka [lBF]FLT,
[**F]JFMAU und [*®F]FBAU. * = Lokalisation des radioaktiven Nuklids. Adaptiert nach Bading et al.*

Ein Versuch, dies zu verwirklichen, wurde mit dem Tracer [*'C]Thymidin bereits
unternommen. Wie oben beschrieben verhinderten jedoch die geringe Halbwertszeit
von C und die durch den schnellen Zerfall von [*'C]Thymidin in der Zelle
ungeeignete Pharmakodynamik die breite Untersuchung des Tracers in der Klinik.
Neue Tracer sind jedoch bereits in der Entwicklung und werden auf ihre Eignung hin
untersucht. Die vielversprechendsten Beispiele dafir sind die Thymidinanaloga 2'-
[*®F]Fluoro-5-Methyl-1-B-D-Arabinofuranosyl-Uracil ([**F]FMAU) bzw. 2'-[**C]Fluoro-
5-Methyl-1-B-D-Arabinofuranosyl-Uracil ([**C] FMAU) und 1-(2'-Deoxy-2'-Fluoro-f-D-
Arabinofuranosyl)-5-["°Br]-Bromouracil (["°BrJFBAU)*® (siehe Abb. 15). Praklinische
Studien ergaben, dass die Aufnahme und Speicherung von [**F]JFMAU bzw.
[*'C]JFMAU spezifisch in Tumormanifestationen und hochproliferativen Geweben
seinen eigenen Einbau in die DNA widerspiegelt” * ’. Es finden sich Einbauraten
von (ber 80%% Zudem ist es hochresistent gegeniiber enzymatischen
Abbauprozessen und wird wie [*®F]JFLT in der Zelle durch Phosphorylierung
festgehalten”. In den ersten klinischen Pilotstudien zeigt [**FJFMAU bzw. [*'C]JFMAU
eine hohe Traceranreicherung in den untersuchten Tumoren, vergleichbar mit der
Traceraufnahme von [**F]FLT?" "3, Im Gegensatz zu [**F]FLT ist die Anreicherung in
der Leber relativ hoher, was den Einsatz in diesem Organ beeintrachtigen konnte.
Auf der anderen Seite geht die Exkretion des Tracers in die Blase deutlich langsamer
vonstatten, was seinen Einsatz im kleinen Becken begiinstigt®®. Ein weiterer Vorteil
ist die schnelle Anflutung im Zielgewebe etwa zehn Minuten nach der Injektion des

Tracers’’. Dies konnte die Verwendung des Nuklids *'C trotz seiner kurzen
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Halbwertzeit auch in der Klinik erlauben, was die Strahlenbelastung des Patienten
verringern wiirde und eine zusétzliche Bildgebung mit einem '°F markierten Tracer,
zum Beispiel [*®F]JFDG, erméglichen wiirde. Es ergeben sich wegen dem veranderten
molekularen Aufbau von [**F]JFMAU bzw. [*'C]JFMAU natirlich auch Unterschiede
zum Ursprungsmetaboliten. So ist dieser Tracer ein gutes Substrat der
Thymidinkinase 2 (TK2), die hauptsachlich zyklusunabh&ngig in den Mitochondrien
exprimiert wird, und weitaus weniger der Thymidinkinase 1 (TK1), ganz im
Gegensatz zu Thymidin selbst aber auch im Gegensatz zu [**F]FLT*®. Dadurch stellt
sich die Frage, inwiefern dieses Affinitatsdefizit von [**F]JFMAU bzw. [**C]JFMAU sich
durch die hochregulierte Expression von TK1 in stark proliferierenden Zellen
ausgeglichen werden kann. Auf jeden Fall kénnte die durch den Einbau in
mitochondriale DNA entstehende, storende Hintergrundaktivitat die Ursache fur eine
geringere Sensitivitat von [*®FJFMAU gegeniiber [**F]FLT sein. Zudem muss fiir den
Einsatz bei der Therapieevaluation bedacht werden, dass bestimmte zytotoxische
Therapien in den Metabolismus von [**F]FMAU eingreifen kénnten. Ein weiterer
Nachteil ist, dass Langzeittoxizitatsuntersuchungen fir diesen Tracer fehlen.
[*®F]FBAU zeigt viele Ahnlichkeiten zu [**FJFMAU. Es wird ebenfalls schnell in stark
proliferierenden Geweben gespeichert und zu einem ahnlich grof3en Anteil in die
DNA eingebaut** *°. Ausfiihrliche Untersuchungen zu diesem Tracer stehen noch
aus.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die wissenschaftlichen Untersuchungen zu diesen
neuen Tracern zur Proliferationsmessung zwar durchaus vielversprechend sind und
sich durch ihren molekularen Aufbau bestimmte negative Eigenschaften von [*®F]FLT
zumindest theoretisch aufheben. Eine abschliel3ende Beurteilung dieser Tracer auch
im Vergleich zu [*®F]FLT und [*®F]FDG kann jedoch erst erfolgen, wenn sie durch
weitere Studien besser charakterisiert sind. In diesem Zusammenhang ist sicherlich
auch ein Einsatz dieser Tracer bei der frihen Therapieevaluation maligner

Erkrankungen zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die bereits klinisch etablierte Positronenemissionstomographie (PET) erlaubt es,
Prozesse des Zellmetabolismus nichtinvasiv mit einem entsprechenden, radioaktiv
markierten Tracer darzustellen. Ein solcher mit dem Thymidinanalogon 3’-
[*®F]Fluoro-3’-Desoxythymidin ([*®F]FLT) gut darstellbarer Prozess ist die zelluldre
Proliferation. Ist diese dereguliert ist sie gleichzeitig das grundlegendste Merkmal
eines malignen Prozesses. Da auch in der Behandlung von Malignomen die meisten
therapeutischen Ansatze auf die gesteigerte Proliferation der Tumorzellen zielen, ist
wiederum die nichtinvasive Bestimmung der proliferativen Aktivitdt zur Beurteilung
des Therapieansprechens naheliegend. Ziel dieser Arbeit war es, [**F]FLT als
Surrogatparameter fur die frihe Préadiktion des Therapieansprechens einer
zytotoxischen Therapie beim malignen Lymphom zu untersuchen und zu bewerten.

In der tierexperimentellen Studie wurden in immundefiziente Mause humane Non-
Hodgkin-Lymphom Xenotransplantate implantiert und anschlieend mit dem
Standard-Chemotherapeutikum Doxorubicin behandelt (Tag 0). Daraufhin wurde der
Therapieeffekt am Tag +1 bis Tag +9 nichtinvasiv mit der [*®F]JFLT-PET erhoben und
mit  der immunhistochemisch gemessenen Proliferationsfraktion und
Apoptoseinduktion korreliert.

In der Therapiegruppe war schon an Tag +1 das Tumor-zu-Hintergrund-Verhaltnis
(TBR) der [*®F]FLT-Anreicherung, nicht-invasiv gemessen in einer PET-
Untersuchung, signifikant niedriger (p=0,048) als zur Eingangsuntersuchung und
dieser Trend hielt bis Tag +9 an. Diese Beobachtung wurde mit einer ex vivo
Messung der Traceraufnahme bestéatigt und korrelierte mit der Abnahme der
Proliferationsfraktion, dargestellt durch eine Ki-67 Farbung, und mit der Zunahme
apoptotischer Zellen, dargestellt durch die Farbung der aktivierten Caspase 3. Beides
deutet darauf hin, dass Zyklusarrest und Apoptoseinduktion die Ubergeordneten
Mechanismen der reduzierten Traceraufnahme sind und zeigt, dass die [**F]FLT-
PET schon 24h nach Therapiebeginn, noch weit vor dem Auftreten einer
Verdnderung des Tumorvolumen, eine Reduktion der proliferativen Aktivitdt der
Tumorzellen im murinen Lymphom-Model darstellen kann.

In der klinischen Studie wurden 22 unbehandelte Patienten mit neu diagnostiziertem
aggressiven Non-Hodgkin-Lymphom, die einer R-CHOP bzw. CHOP Therapie

zugestimmt  hatten, eingeschlossen. Sie  wurden zur nichtinvasiven
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Therapiebeurteilung vor Therapiebeginn und zu verschiedenen Zeitpunkten im
Verlauf der Therapie mit der [*®F]JFLT-PET untersucht: ein Teil (Gruppe (1), n=6) eine
und sechs Wochen nach Beginn des R-CHOP bzw. CHOP Therapieregimes, der
andere Teil (Gruppe (2), n=16) zwei Tage nach der Verabreichung von Rituximab
und zwei Tage nach CHOP.

Es wurden alle im Standardstaging erkannten Lymphommanifestationen im [**F]FLT-
PET mit einem im Vergleich zum Normalgewebe hohen Standard-uptake-value
(SUV) dargestellt (mittlerer [18F]FLT-SUV = 8,1 % 3,9). Diese dimensionslose Maf3zahl
ermdglicht einen absoluten Vergleich zwischen der gemessenen Aktivitat in gleich
grol3en ROI (region of interest). In Gruppe (1) fiel der mittlere SUV innerhalb der
Lymphommanifestationen eine Woche nach R-CHOP bzw. CHOP signifikant auf
23% (p<0,001) und nach sechs Wochen ebenfalls signifikant auf 15% (p=0,003) des
Werts der Eingangsuntersuchung ab. In Gruppe (2) zeigte sich keine signifikante
SUV-Reduktion zwei Tage nach der Gabe von Rituximab. Jedoch sank der SUV zwei
Tage nach CHOP signifikant auf 32% (p=0,004) des Anfangswerts im Bereich des
Tumors. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Rituximab allein frih nach
Therapiebeginn keinen deutlichen antiproliferativen Effekt besitzt, im Gegensatz zum

Therapieregime R-CHOP und CHOP. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass

Zusammenfassend belegen beide Studien im Einklang mit anderen Publikationen,
dass die [**F]FLT-PET eine vielversprechende und sensitive Methode ist zur frithen
nicht-invasiven Beurteilung von Therapieeffekten auf die Tumorzellproliferation.
Jedoch wird auch deutlich, dass die molekularbiologischen Veranderungen in einer
Tumorzelle nach Einleitung einer zytotoxischen Therapie komplex und letztlich nicht
ganzlich verstanden sind. Zudem ist insgesamt die Datenlage zur Bewertung der
pradiktiven Aussagekraft einer frihen Therapieevaluation mit [**F]JFLT noch
unzureichend. Es bleibt weiteren tierexperimentellen Studien vorbehalten weiter die
molekularbiologischen Zusammenhange zwischen der Proliferationskinetik, der
Traceraufnahme und der Beeinflussung durch verschiedene Therapieregime zu
erforschen und grofRer angelegten klinischen Studien mit geniigend grof3er Fallzahl
den Einsatz des Tracers als Surrogatparameter fur die frihe Responsepradiktion

weiter zu etablieren.
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