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1 Einleitung

Tumorerkrankungen stellen in Deutschland nach Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsys-
tems die 2. hdufigste Todesursache dar (Statistisches Bundesamt, Todesursachenstatistik,
2005). Zirka jeder Vierte stirbt an den Folgen einer Tumorerkrankung. Die malignen Tumoren
der Verdauungsorgane sind sowohl bei Frauen als auch bei Ménnern die hdufigste Tumorer-
krankung und fiir ungeféhr ein Drittel der Todesfiélle in der Gruppe der Neubildungen verant-
wortlich. Die Tendenz von Tumorzellen zur Ausbildung von Metastasen iiber den Blutweg,
das Lymphsystem oder auch per continuitatem erschwert eine erfolgreiche Therapie. Das Vor-
handensein von Fernmetastasen bei der Diagnose einer Tumorerkrankung stellt somit einen
entscheidenden prognostischen Faktor dar und ist zumeist mit einer deutlich schlechteren
Prognose verbunden. Neben den von Fernmetastasen hiufig befallenen Organen, wie Gehirn,
Knochen, Leber und Lunge, metastasieren bei bestimmten Tumorentitdten Tumorzellen auch
in das Peritoneum. Die so genannte Peritonealkarzinose stellt eine grof3e Herausforderung fiir

die Therapie dar.

1.1 Die Peritonealkarzinose

1.1.1 Epidemiologie

Die Peritonealkarzinose wurde zuerst im Jahre 1931 von Sampson beschrieben. Er beobachte-
te die Entstehung als Folge einer regionalen Tumorzellstreuung beim Ovarialkarzinom. Heute
ist bekannt, dass die Peritonealkarzinose auch beim Magenkarzinom, beim Pankreaskarzinom
und beim kolorektalen Adenokarzinom auftritt. Sie entsteht sehr wahrscheinlich durch kavita-
re Metastasierung, wobei der genaue Mechanismus der Streuung der Tumorzellen nicht be-
kannt ist. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Peritonealkarzinose ist auch abhéngig
von der Art des Primdrtumors. Beispielsweise ist die Inzidenz fiir ein peritoneales Rezidiv
beim kolorektalen Karzinom aufgrund eines geringen peritonealen Metastasierungspotentials
viel niedriger als beim Magenkarzinom [Hara et al., 2007]. Daneben wird eine Peritonealkar-
zinose auch bei nichtabdominalen Tumoren wie dem Mammakarzinom und dem Melanom als
Folge einer Fernmetastasierung beobachtet. In vielen Fillen einer Peritonealkarzinose kann
jedoch der Priméirtumor nicht diagnostiziert werden. Man spricht dann vom so genannten
,cancer of unknown primary* (CUP). In seltenen Fillen treten auch neoplastische Léasionen
des Peritoneums auf, wie das peritoneale maligne Mesotheliom, die mesenteriale Fibromatose
oder das Pseudomyxoma peritonei. Diese Neubildungen des Peritoneums haben jeweils eine
unterschiedliche Prognose, die von sehr gut bis sehr schlecht reicht. Die Prognose von Patien-

ten, die an Peritonealkarzinose als Folge disseminierter Tumorzellen erkrankt sind, ist relativ
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schlecht. Je nach Erkrankungsstadium und zu Grunde liegendem Priméartumor ergibt sich ein
Uberleben von 0,1 bis 48 Monaten. Im Mittel betriigt es allerdings nur etwa 6 Monate [Sa-
deghi et al., 2000].

Eine Peritonealkarzinose kann auch durch eine peritoneale Ausbreitung von Tumorzellen im
Verlauf einer kurativen Resektion eines Primértumors entstehen: Zum einen konnen sich da-
bei freie Tumorzellen von serosalen Oberflachen ablésen, zum anderen kénnen durch die Ma-

nipulation des Tumors im Zuge der Resektion Krebszellen freigesetzt werden.
1.1.2 Stadien der Peritonealkarzinose

Nach Gilly et al. [1994] wird die Peritonealkarzinose im Hinblick auf Ausbreitung und Di-
mension in 4 Stadien eingeteilt. Im Stadium 0 ist keine makroskopisch sichtbare Erkrankung
vorhanden. Im Stadium I und II liegen Tumorknoten kleiner als 5 mm vor, wobei diese im
Stadium I auf eine abdominale Region begrenzt sind und im Stadium II diffus tiber das ge-
samte Abdomen verteilt sind. Stadium III stellt Tumorknoten mit einem Durchmesser von 5
mm bis 2 cm dar. Im Stadium IV schlieBlich kommen Tumorplatten mit einer Ausdehnung

grofler als 2 cm vor (Tab. 1).

Stadium Beschreibung der Peritonealkarzinose
Stadium 0 nicht makroskopisch sichtbar

Stadium I <5 mm, eine abdominelle Region
Stadium II < 5 mm, diffus

Stadium III 5 mm bis 2 cm

Stadium IV grof3e Tumorplatte (> 2 cm)

Tab. 1: Stadien der Peritonealkarzinose nach Gilly [1994]

Von Bedeutung fiir die Wahl des geeigneten Therapieverfahrens ist, ob die Patienten noch im
Stadium 0 oder schon in Stadium I sind. Im Stadium 0 sind die Tumorzellen, im Gegensatz zu

Stadium I, nicht vaskularisiert.

1.1.3 Krankheitsverlauf

Nach der Einwanderung von Tumorzellen in die Peritonealhéhle setzen sich die Zellen dort
fest und entwickeln sich zu makroskopisch sichtbaren Tumoren. Wird die Krankheit klinisch
manifest kann es zur Entwicklung eines Subileus beziehungsweise eines Ileus und/oder von
Aszites kommen. Durch fortschreitendes, verdrangendes beziehungsweise invasives Wachs-
tum der Tumorzellmassen im Abdomen kommt es schlielich zur Darmobstruktion. Dies er-

fordert eine chirurgische Resektion des obstruierenden Darmabschnittes [Sadeghi et al.,



2000]. Der maligne Aszites beruht auf einem Ungleichgewicht zwischen Ein- und Ausstrom
von Fliissigkeit am Peritoneum. Der erhdhte Influx wird vor allem durch die Ausschiittung
von VEGF (vascular endothelial growth factor) durch Krebszellen induziert. Die Reduktion
des Fliissigkeitsausstroms wird bedingt durch die Obstruktion der Lymphgefaf3e des Perito-
neums durch die Tumorzellen. Die in diesen Stadien rein palliative Behandlung umfasst hier
Parazentese, perito-vendse Shunts sowie systemische und intraperitoneale Chemotherapie

[Adam et al., 2004]. SchlieBlich versterben die Patienten innerhalb kurzer Zeit.
1.1.4 Diagnose der Peritonealkarzinose

Da es sich bei einem peritonealen Tumor meistens um eine Metastase handelt, fallen die Pati-
enten durch Symptome des zugrunde liegenden Priméirtumors (kolorektales Adenokarzinom,
Magenkarzinom, Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom) auf. Symptome die von einer perito-
nealen Dissemination des Primértumors verursacht werden konnen, wie abdominale Schmer-
zen oder zunehmende Obstipation, treten in frithen Stadien der Peritonealkarzinose oftmals
noch nicht auf. Vielmehr wird der Befall des Bauchfells erst im Zuge der chirurgischen Ent-
fernung des Primartumors entdeckt. Fiir eine effektive Therapie ist es von gro3er Bedeutung,
die Peritonealkarzinose in einem sehr frithen Stadium zu diagnostizieren. Mit nicht invasiven
Methoden wie der Sonographie sowie der Computertomographie sind Tumorknoten erst ab
einem Durchmesser von 2 cm beziehungsweise 5 mm detektierbar [Weill et al., 1990]. Die
Laparoskopie mit Charakterisierung der darin vorhandenen Zellen und gegebenenfalls Biopsie
ist der effektivste Weg der Diagnose. Aufgrund des minimal invasiven Eingriffs besteht je-
doch die Gefahr, dass maligne Zellen in die Bauchhohle ausstreuen [Ketcham et al., 1970,
Sheperd et al., 1995, Taragazona et al. 1998]. Die im Rahmen der chirurgischen Resektion des
Primértumors durchgefiihrte Peritoneallavage bietet eine gute Moglichkeit zur Diagnose dis-

seminierter Tumorzellen.

1.1.5 Therapie

Die Therapie der Peritonealkarzinose stellt eine grof3e Herausforderung dar. So stellt die chi-
rurgische Resektion von Tumorgewebe im fortgeschrittenen Stadium der Krankheit oft nur
noch eine palliative MaBnahme dar. Die systemische Chemotherapie wird abhiangig von der
Primartumorart, mit dem jeweilig aktuellen Therapieregime, eingesetzt. Deren Wirksamkeit
ist in der Regel begrenzt, da die Konzentrationen des zytotoxischen Therapeutikums in der
Bauchhdhle, bedingt durch die Art der Applikation, gering sind. Zudem sind disseminierte
Tumorzellen, die nicht vaskularisiert sind, mit systemischer Chemotherapie nicht zu errei-

chen. Die intraperitoneale Chemotherapie ermoglicht weitaus hohere Konzentrationen des
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Therapeutikums in der Bauchhohle und verspricht somit eine bessere therapeutische Effi-
zienz. Bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom konnte mit einer Kombination aus intravendser
und intraperitonealer Chemotherapie eine Verlingerung des medianen Uberlebens von 49,7
auf 65,6 Monate im Vergleich zu nur intravends chemotherapierten Patientinnen erreicht wer-
den [Armstrong et al., 2006]. Ein weiteres multimodales Konzept zur Therapie der Perito-
nealkarzinose basiert auf Arbeiten von Sugarbaker [1995]. Es verbindet die elektrochirurgi-
sche Resektion befallener Bauchfellanteile mit einer hyperthermen intraperitonealen
Chemotherapie (HIPEC). Durch Erwidrmung des Zytostatikums auf 40°C soll der zytostati-
sche Effekt verstarkt und das Erreichen tiefer liegender Tumorzellschichten verbessert wer-
den.

Die therapeutische Effizienz der Chemotherapie ist einerseits abhéngig von der Zellzyklus-
phase in der sich die Tumorzelle befindet andererseits vom Grad der Hypoxie der Zellen. Die
Effizienz einer Chemotherapie wird durch die so genannte ,,multi drug resistance® von Tu-
morzellen, bei der die zytotoxischen Stoffe bevor sie wirken kénnen wieder aus der Zelle aus-
geschleul3t werden, stark vermindert.

Einen neuen Ansatz bietet der Einsatz von Antikorpern zur Therapie. In der klinischen Ent-
wicklung sind derzeit so genannte trifunktionale Antikdrper. Diese kdnnen mit 3 unterschied-
liche Bindungsstellen, das heift auch am Fc Teil, eine Tumorzelle, eine T-Zelle und eine ak-
zessorische Zelle (Makrophage, dendritische Zelle, natiirliche Killerzelle (NK Zelle)) binden
und so eine verstirkte Immunantwort gegen Tumoren erreichen. Die trifunktionalen Antikor-
per gegen EpCAM und CD3 beziehungsweise Her2/neu und CD3 wurden von Heiss et al.
[2005] bereits erfolgreich, im Sinne eines Parazentese freien Weiterlebens, bei Patienten mit
malignem Aszites aufgrund einer Peritonealkarzinose angewendet. Ein weiteres viel verspre-
chendes Verfahren zur Therapie der Peritonealkarzinose ist die Radioimmuntherapie. Im
Tiermodell [Borchardt et al., 2000, Milenic et al., 2005, Qu et al., 2005, Elgqvist et al., 2006,
Beck et al., 2007] zerstoren Konjugate aus tumorspezifischen Antikorpern und Radionuklid
nach i.p. Applikation gezielt einzelne Tumorzellen oder kleinere Tumorzellcluster. Versuche
zur Anwendung von IgM-Radioimmunkonjugaten zur Therapie einer Peritonealkarzinose

werden in der vorliegenden Arbeit untersucht und diskutiert.
1.2 Die Radioimmuntherapie

Die Radioimmuntherapie als innovatives Verfahren fiir die Therapie verschiedener Tumorer-
krankungen befindet sich im Fokus nuklearmedizinischer Forschung. Beim Menschen wird
Radioimmuntherapie bei Leukdmien und beim multiplen Myelom vor der Stammzelltrans-

plantation, beziehungsweise bei Non-Hodgkin-Lymphomen und bei neuroendokrinen Tumo-



ren eingesetzt. Bei den eingesetzten Antikdrpern unterscheidet man tumorspezifische Anti-
korper, die ausschlieBlich an Tumorzellen binden von tumorassoziierten Antikérpern deren
Zielantigen vermehrt auf Tumorzellen, aber auch auf anderen Zellen des menschlichen Orga-
nismus vorkommt. Der Einsatz von Radioimmuntherapie mit Radioimmunkonjugaten beste-
hend aus a-Strahlern wird unter anderem im Rahmen von klinischen Studien am Menschen
untersucht [Jurcic et al. 2002, Allen et al., 2005, Zalutsky, 2005]. Die Untersuchung von neu-
en Radioimmunkonjugaten im Hinblick auf ihre therapeutische Effizienz und deren Einsatz ist
Gegenstand der aktuellen Forschung [Imam et al., 2001, Couturier et al., 2005, Goldenberg et
al., 20006].

1.2.1 Transportmolekiile fir die Radionuklid beziehungsweise Radio-

immuntherapie

Als Transportmolekiile fiir die Radioimmuntherapie werden Antikdrper beziehungsweise ver-
schiedene Antikorperfragmente eingesetzt. Das klassische Transportmolekiil fiir Radionuklide
in der Radioimmuntherapie stellen monoklonale Antikorper der Klasse IgG dar. Das nichst
kleinere Molekiil ist das F(ab'),-Fragment. Es besteht aus zwei mittels Disulfidbriicken ver-
bundenen Fab-Fragmenten und wird durch Pepsin-Spaltung hergestellt. F(ab'),-Fragmente
besitzen wie intakte Antikorper zwei Antigenbindungsstellen (Abb. 1). Fab'-Fragmente, her-
gestellt mittels Papain-Spaltung beziehungsweise gentechnisch, besitzen ein Molekularge-
wicht von zirka 50 kDa und bestehen aus der leichten Kette (Vi + C) sowie dem Vy + Cyl
Teil der schweren Kette eines IgG-Antikorpers. Die Biodistribution eines Fab'-Fragments
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Antikorperfragmente mit dem geringsten Mole-
kulargewicht sind gentechnisch hergestellte single-chain Fv (scFv) Fragmente (Abb. 1) (Mo-
lekulargewicht zirka 25 kDa), die nur aus den variablen Doménen der schweren und der leich-
ten Kette bestehen, die iiber einen Peptidlinker verbunden sind. Die Penetration dieser
Molekiile (spezifisch gegen Kolonkarzinomzellen) in subkutane Tumoren aus Kolonkarzi-
nomzellen bei Mausen wurde unter anderem von Yokota et al. [1992] untersucht. Das scFv
zeigt schon 0,5 Stunden p.i. die tiefste Tumorpenetration, die von einem intakten IgG Anti-
korper erst 48 bis 96 Stunden nach Injektion erreicht wird [Yokota et al., 1992]. Des Weiteren
werden auch noch kleinere Molekiile als mogliche Transporter untersucht. Durch den Einsatz
kleinerer Molekiile soll eine bessere Penetration in solide Tumorgewebe erreicht werden. Ein-
gesetzt werden hier unter anderem Biotin bei Mdusen mit subkutanen Tumoren bestehend aus
humanen Epidermoidkarzinomzellen [Yao et al., 2004] oder Plasminogen Aktivator Inhibitor

Typ 2 (PAI2) bei mit Pankreaskarzinomzellen xenotransplantierten Méusen [Qu et al., 2005].
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Abb. 1: Struktur von Antikérper (IgG) und Antikérperfragmenten zum Einsatz als Transport-

molekiil in der Radioimmuntherapie (Einzelheiten siehe Text) [Senekowitsch-Schmidtke, 2000].

Die grofiten Antikorpermolekiile sind [gM-Antikdrper. Sie bestehen aus fiinf I[gG-Molekiilen
(Abb. 2) und werden fiir disseminierte Tumorzellen eingesetzt. Aufgrund ihrer GrofBe sind
IgM-Antikorper nicht fiir die Therapie solider Tumoren geeignet, da sie mehrschichtige Tu-

morgewebe nicht durchdringen kénnen.

| A
@ ‘ &

IgG

Abb. 2: Antikorper der Klasse IgG und IgM. IgM ist ein Pentamer bestehend aus fiinf IgG Mo-
lekilen.

Zytotoxizitit und Biodistribution von IgM-Radioimmunkonjugaten wurden in dieser Arbeit

untersucht.
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1.2.2 Geeignete Radionuklide fur die Radioimmunthera-

pie/Radionuklidtherapie

Die Auswahl des geeigneten Radionuklids wird bestimmt durch das Behandlungsziel. Zur
Therapie solider Tumoren werden B-Strahler mit einer Reichweite im Bereich von einigen
Millimetern verwendet. Damit konnen aufgrund des Crossfire-Effekts auch Zellen eliminiert
werden an die das Radioimmunkonjugat nicht bindet, die sich entweder im Zentrum des Tu-
mors befinden oder die das Zielantigen gar nicht exprimieren [Imam, 2001]. Zur Abtdtung
von Einzelzellen oder aus wenigen Zellen bestehenden Mikrometastasen sind o-Emitter mit
geringer Reichweite sowie mit hohem linearem Energietransfer (LET) und hoher relativer
biologischer Wirksamkeit (RBW) besser geeignet [Imam, 2001, Mattes, 2002]. Neben Quali-
tdt der Strahlung und Energie der Strahlung sind die Halbwertszeit [Srivastava, 1996] sowie
die Zerfallsprodukte des eingesetzten Radionuklids bei der Auswahl fiir eine Therapie zu be-
rliicksichtigen [Imam, 2001]. Neben B-Strahlern und o-Strahlern werden auch Auger-

Elektronen-Emitter in der Radioimmuntherapie eingesetzt.
1.2.2.1 Auger-Elektronen-Emitter

Die Auger-Elektronen-Emitter '*°I und ''In zerfallen durch Elektroneneinfang zu '**Te bezie-
hungsweise '''Cd. Der Atomkern dieser Strahler fingt ein Elektron aus der Atombhiille, meist
aus der innersten Schale (K-Schale), ein. Im Kern bewirkt das Elektron, dass ein Proton in ein
Neutron und ein Neutrino umgewandelt wird. Somit nimmt die Kernladungszahl ab. Das ent-
standene Loch der tief gelegenen Schale der Elektronenhiille wird durch ein Elektron aus ei-
ner hoheren Schale wieder besetzt. Dadurch entsteht eine Energiedifferenz, die auf andere
Elektronen iibertragen werden kann, welche dann als so genannte Auger-Elektronen aus dem
Atom freigesetzt werden [Kriehuber und Simko, 2000, Senekowitsch-Schmidtke, 2000]. Au-
ger-Elektronen besitzen nur eine Energie von 10 - 30 keV [Mattes, 2002] bei einer Reichweite
von wenigen Nanometern, das hei3t hoher linearer Energietransfer vergleichbar mit dem von
a-Emittern [Senekowitsch-Schmidtke, 2000]. Eine Schadigung der zelluliren DNA tritt daher
nur auf, wenn die Auger-Elektronen in unmittelbarer Ndahe des DNA Doppelstrangs emittiert
werden [Daghighian et al., 1996, Mattes, 2002]. Aus diesem Grund werden die Auger-
Elektronen-Emitter an Transportmolekiile gekoppelt, welche selektiv in Tumorzellen aufge-
nommen und dort in die DNA integriert werden. Von Buchegger et al. [2003] wird zum Bei-

spiel '*’I-Iododeoxyuridin an Méusen mit humanen Glioblastomtumoren untersucht.
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1.2.2.2 B-Strahler

[B-Strahler, wie zum Beispiel Py, B, YLy oder 188Re, sind die am héufigsten in der Radio-
immuntherapie verwendeten Nuklide. Sie emittieren Elektronen aus dem Atomkern mit einem
kontinuierlichen Energiespektrum. Aufgrund relativ groBer mittlerer Reichweiten im Gewebe

P11 und 5,3 mm fiir °°Y sind diese p-Emitter fiir die Therapie von Tumoren

von 0,8 mm fiir
mit einem Durchmesser zwischen 2,5 - 5 mm beziehungsweise 28 - 42 mm am besten geeig-
net [I1lidge und Brock, 2000]. B-Emitter-Immunkonjugate schadigen aufgrund ihrer Reichwei-
te auch benachbarte Zellen an die der Antikdrper nicht bindet. Dieser so genannte Crossfire-
Effekt fiihrt zu guten Therapieerfolgen bei Tumoren mit heterogener Antigenexpression [I-
mam, 2001]. Aufgrund des Crossfire-Effekts sind B-Emitter auch dann wirksam, wenn das
Radioimmunkonjugat schlecht durch das Tumorgewebe penetriert und somit nicht in allen
Bereichen des Tumors gleichméBig verteilt ist [Buchsbaum, 2000]. Jedoch ist durch die Be-
strahlung des die Tumorzellen umgebenden Normalgewebes eine unspezifische Toxizitit ge-
geben (negativer Crossfire-Effekt) [Mattes, 2002]. Zur Abtétung von Zellverbidnden, wie Mik-
rometastasen, oder von einzelnen Zellen, wie hdmatologische Tumoren, ist aufgrund des
relativ niedrigen LET der B-Strahler eine gro3e Anzahl von Nukliden pro Zelle notig. Auf-
grund der erfolgreichen Therapieversuche beim Lymphom wurde Zevalin®, als Beispiel fiir
ein B-Emitter Immunkonjugat, fiir die Radioimmuntherapie eines rezidivierenden oder refrak-
taren CD20-positiven follikuldren B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphoms Anfang des Jahres 2004
zur Therapie am Menschen, auch fiir die ambulante Anwendung, zugelassen. Hier wird ein
Antikdrper gegen CD20-Antigen mit dem B-Strahler *°Y gekoppelt und zur Therapie intrave-

nds appliziert.
1.2.2.3 a-Strahler

a-Partikel sind hochenergetische Heliumkerne mit hohem LET und geringer Reichweite von
30 - 80 um in Gewebe [Senekowitsch-Schmidtke, 2000]. In Tierversuchen wurden vor allem
2 Ac, ?!'At, *'Bi und *"*Bi, gekoppelt an geeignete Transportmolekiile, untersucht, von de-
nen *"' At und *"*Bi auch am Menschen eingesetzt wurden. In Tab. 2 sind einige aufgrund von
Halbwertszeit, Zerfallsprodukten und Verfiigbarkeit prinzipiell zur Therapie geeignete a-
Strahler aufgefiihrt. Aufgrund ihrer geringen Reichweite sind a-Strahler besonders zur Thera-
pie mikroskopischer Tumorknoten mit einem Durchmesser von 1 bis 2 mm geeignet [Coutu-
rier et al., 2005]. Aufgrund des hohen LET der a-Emitter von etwa 100 keV/um tritt etwa alle
10 nm ein ionisierendes Ereignis auf. Da der Abstand der DNA-Strange in der Doppelhelix
10 nm betrigt, induzieren a-Partikel relativ hdufig Doppelstrangbriiche [Imam, 2001]. Die
therapeutische Effizienz von a-Emittern ist auch unabhingig von der Zellzyklusphase sowie
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dem Sauerstoffgehalt einer Tumorzelle. So kdnnen sowohl normal oxigenierte als auch hypo-
xische Zellen zerstort werden [Imam, 2001]. Mittels Comet Assay konnte gezeigt werden,
dass die durch a-Partikel induzierten DNA-Schéiden zirka 2,5-fach hoher sind als die durch y-
Strahler (*’Cs) induzierten [Réssler et al., 2006].

Nuklid t12 E, Reichweite im Ge-
webe (um)
At 7.2h 6.8 65
212Bj I,Lh 6,0 54
213pj 46 min 8,2 72
Th 4,1h 4,0 28
BAc 10d 5.8 54

Tab. 2: a-Emitter fiir die Radioimmuntherapie.

Aufgrund ihrer geringen Reichweite wurden a-Strahler, gekoppelt an geeignete Carrier zur
Therapie himatologischer Tumoren, Mikrometastasen und Tumoren, die sich entlang innerer
Oberflachen ausbreiten (zum Beispiel neoplastische Meningitis, residuale Tumorzellen nach
Glioblastom-Operation, Peritonealkarzinose) eingesetzt [Imam, 2001]. Neuere Studien weisen
aber darauf hin, dass a-Strahler nur bei kleinen Zielvolumina und Mikrometastasen therapeu-
tisch optimal effektiv sind. In der Ansicht von Burke et al. [2002] sind bei Leukédmien dem-
nach B-Strahler eher in der Lage eine Totalremission herbeizufiihren, wobei dann mehr syste-
mische Nebenwirkungen auftreten. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von *"*Bi und der
langen Zirkulationszeit im Blut erreicht bei systemischer Anwendung nur ein Teil der Radi-
oimmunkonjugate die Zielzellen. Bei der lokoregionalen Applikation von *"*Bi-
Immunkonjugaten dagegen bindet der iiberwiegende Teil unmittelbar an die Zielzellen. Da-

durch wird auch die systemische Toxizitit reduziert.
1.2.3 Kopplung von Radionukliden an die Tragermolekdle

Eine stabile und schnelle Kopplung von Radionukliden an ihre jeweiligen Transportmolekiile
ist von groBBer Bedeutung fiir die effektive, nebenwirkungsarme Radioimmuntherapie. Unter-
schiedliche Kopplungsmethoden werden abhédngig von den chemischen Eigenschaften des
jeweiligen Nuklids angewandt. Iod-Isotope konnen an Tyrosinreste des Tragermolekiils kova-
lent gekoppelt werden, wohingegen Metall-Radionuklide nur mittels geeigneter Chelatoren an
Carrier gebunden werden konnen. Fiir metallische Radionuklide haben sich DOTA und
DTPA bewiéhrt [Zalutsky und Vaidyanathan, 2000]. Aufgrund des Chelatierungsprozesses
von DOTA, der entweder lange dauert, oder Temperaturen von iiber 60°C erfordert, beides ist

.. 213

fiir © “Bi-Immunkojugate nicht praktikabel, wird die weniger stabile Bindung mittels SCN-
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CHX-A"-DTPA eingesetzt. Fiir *’Bi-Radionuklide hat sich die Verwendung von SCN-CHX-
A"-DTPA bewihrt, da die Verbindung stabiler ist als mit DTPA. Die Stabilitdt dieses SCN-
CHX-A"-DTPA-Konstruktes ist bei der HWZ von 45,6 min fiir 213Bi mit einem in vitro-
Release von weniger als 5 % iiber 2 Tage ausreichend [Nikula et al., 1999]. Als gute Alterna-
tive zu DOTA fiir die Chelatierung wird auch von Milenic et al. [2001] CHX-A-DTPA be-

schrieben.
1.2.4 Radioimmuntherapie und Radionuklidtherapie mit a-Strahlern

Der Einsatz von a-Strahlen emittierenden Radioimmunkonjugaten zur Therapie im Mausmo-
dell wurde erstmals 1988 beschrieben. Hier wurde ein *'*Bi-markierter [gM-Antikdrper intra-
peritoneal injiziert [Macklis et al., 1988b]. Mit der Produktion des ***Ac/*"*Bi-Generators ab
1997 wurde *"*Bi fiir klinische und in-vivo bezichungsweise in-vitro Studien verfiigbar. Die
Anwendung von a-Strahlern in der Radioimmuntherapie bei metastasierenden Tumoren ist
eine viel versprechende Option zur Therapie von malignen Einzelzellen und fiir pra-
angiognetische Lisionen [Allen, 1999]. So wurden unter anderem Mikrometastasen in der
Lunge, induziert durch i.v. Injektion von Mammakarzinomzellen, im Mausmodell mit *"*Bi-
markierten 201B-Antikorpern (gegen murines Thrombomodulin, spezifisch fiir Blutgeféf3e)
behandelt. Nach intravendser Injektion reichert sich die Radioaktivitdt in der Lunge an und
kann dort Tumorzellen abtdten. Das Uberleben der Miuse konnte mittels dieser Therapie von
14 auf bis zu 100 Tage verlidngert werden [Kennel und Mirzadeh, 1998, Kennel et al., 1999a].
Auch zur Therapie der Peritonealkarzinose ist der Einsatz von a-Emitter-Konjugaten viel ver-
sprechend. Im Mausmodell nach i.p. Inokulation von Magenkarzinomzellen wurde mit *"°Bi-
Immunkonjugaten gegen ein tumorzellspezifisches Antigen (d9-E-Cad) eine deutliche Verlédn-
gerung des Uberlebens erreicht [Huber et al., 2003b, Bloechl et al., 2005, Beck et al., 2007].
Neben Antikorpern werden auch andere Transportmolekiile fiir a-Strahler verwendet. So wur-
de von Yao et al. [2004] mit *"*Bi markiertes Biotin Therapie eingesetzt. Das mediane Uberle-
ben von subkutan Epidermoidkarzinomzelltumoren tragenden Méusen konnte hier von 7 auf
bis zu 83 Tage verldngert werden [ Yao et al., 2004]. Auch zur Therapie von Leukémien bietet
der Einsatz von a-Strahlern interessante Perspektiven. So wurden a-Partikel am Menschen als
erstes bei Leukdmiepatienten untersucht: >"*Bi- markierte Anti-CD33-Antikérper, die spezi-
fisch an bestimmte Leukdmiezellen binden, wurden zur Analyse von Pharmakokinetik und
Dosimetrie bei Leukdmiepatienten eingesetzt [Sgouros et al., 1999]. ?*Bi-HuM 195 (Antikor-
per gegen CD33) wurden von Jurcic et al. [2002] erfolgreich bei Patienten mit akuter myeloi-
scher Leukéimie zur Reduktion der Myeloblasten eingesetzt. SchlieBlich werden die *"°Bi-

Immunkonjugate auch zur Therapie von Hautkrebs eingesetzt. '°Bi markierte Antikorper
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(9.2.27) gegen Melanomzellen wurden intraldsional im Rahmen einer klinischen Phase 1 Stu-

die erfolgreich an Melanompatienten eingesetzt [Allen et al., 2004].
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2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung der intraperitonealen Retention von *"°Bi- bzw.
""n-Radioimmnukonjugaten mit unterschiedlichen Molekulargewichten hinsichtlich der Op-
timierung der Effizienz der lokoregionalen a-Emitter-Radioimmuntherapie intraperitoneal

disseminierter Tumorzellen. Da die Effizienz der Abtdtung von Tumorzellen mit der Verweil-
zeit der a-Emitter-Immunkonjugate im Intraperitonealraum korreliert, sollten geeignete Kon-

jugate diesbeziiglich selektiert werden.

Dazu wurde zunichst in vitro die Bindung von *"*Bi-Fab', gerichtet gegen mutiertes d9-E-
Cadherin, sowie von unspezifischem *’Bi-IgM an HSC45-M2 Magenkarzinomzellen mit
Expression von d9-E-Cadherin untersucht. Zusitzlich wurde die spezifische Zytotoxizitit der

*PBi-Immunkonjugate gegen HSC45-M2-Zellen ermittelt.

In vivo wurde die Biodistribution der *"*Bi- bzw. '''In-Radioimmunkonjugate (Fab', IgG,
IgM) an tumorfreien Mausen nach i.p. Injektion zur Beurteilung der Retention im Peritoneal-
raum sowie der Zirkulation im Blut untersucht. Zusétzlich wurden die Anreicherung der Ra-
dioimmunkonjugate in ausgewéhlten Organen und die Ganzkdrperverteilung mittels Szinti-
grammen sowohl nach i.v als auch nach i.p. Injektion analysiert. Zur Berechnung der
biologischen Halbwertszeiten der verschiedenen Radioimmunkonjugate wurden Ganzkorper-
aktivitdtsmessungen herangezogen. Die therapeutische Effizienz soll in Abhidngigkeit von der
Retention im Intraperitonealraum in nachfolgenden Therapiestudien in Tiermodellen verifi-

ziert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Medikamente

Ammoniumacetat Sigma, Steinheim
Ascorbinsédure Sigma, Steinheim
Augensalbe, Vidisic® Dr. Mann Pharma, Berlin
Chelating Resin (Iminodiacetic Acid) Sigma, Steinheim
Chelex 100 Sigma, Steinheim

EDTA 1% in PBS ohne Ca*"/Mg*" c.c. pro, Neustadt
Ethanol 96% Merck, Darmstadt

FCS (fetales Kélberserum) Biochrom, Berlin

FDG (2-['*F]Fluor-2-Deoxy-Glucose) Technische Universitdt, Miinchen
(FDG TUM)

Isofluran, Forene® Abbott, Wiesbaden

ITLC SG (Instant thin-layer chromatography paper) Gelman Sciences, Michigan,USA

Ketavet” (100mg/ml Ketaminhydrochlorid) Pharmacia & Upjohn, Erlangen
NacCl- Losung, 0,9% Delta-Pharma, Pfullingen
Natrium-Jodid (ACS Reagens) Sigma, Steinheim

PD-10 Desaltin columns Sephadex GE Healthcare, Schweden
Penicillin/ Streptomycin Biochrom, Berlin

Rompun® (2% Xylazinhydrochlorid) Bayer Vital, Leverkusen
Salzsdure 30% (ultrapure) Merck, Darmstadt

SCN-CHX-A"-DTPA (2-(4-isothiocyanatobenzyl)- Macrocyclics, Dallas, U.S.A

Cyclohexyl-Diethylentriaminpentaessigsdure)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,05M pH 5,5 Merck, Darmstadt
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3.1.2 Lbésungen

3.1.2.1 Anésthesie

Ketavet-Rompun Narkotikum:
82% physiologische NaCl-Losung, 0,9%
10% Ketavet® (100mg/ml Ketaminhydrochlorid)

8% Rompun® (2% Xylazinhydrochlorid)
3.1.2.2 Zellkultur

DULBECCO’S MEM (Biochrom, Berlin):
NaHCOs (3,7 g/l); D-Glucose (4,5 g/1); N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin (1,028 g/1)

Phosphatpuftfer (PBS) (Biochrom, Berlin):
NacCl (8 g/l); KCI1 (0,2 g/l); KH,PO4 (0,2 g/1); Na,HPO4 x 12 H,0 (2,85 g/1); pH 7,2

3.1.3 Gerate
Aktivimeter capintec CRC-15R Ramsey, NJ, U.S.A
Analysenwaage Sartorius, Typ LA 230S-OCE Sartorius, Gottingen
Biofuge 13 Heraeus Sepatech, Osterode
Cell Counter, CASY® Modell TT Schirfe, Reutlingen
Gamma-Counter TYP 1480 Wizard TM 3 Wallac , Finnland
Gamma-Kamera Forte ADAC/Philips, Niederlande
Kernspintomograph Sonata 1,5 Tesla Siemens, Erlangen
Kleintier-PET: MOSAIC Philips, Niederlande

(small animal PET scanner)

Laborwaage Sartorius, Typ BL 1500W Sartorius, Gottingen
Laminar-Flow-Arbeitsbank Heraeus-Instrumente, Osterode
Lichtmikroskop Typ ID 03 Zeiss, Oberkochen

Megafuge 1,0 R Heraeus Sepatech, Osterode
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3.1.4 Antikoérper

3.1.4.1 Anti-delta 9-E-Cadherin Fab'-Fragmente

Die Herstellung der Fragmente erfolgte gentechnisch unter Verwendung der Nukleotidse-
quenz des variablen Abschnitts des Antikorpers 7E6 (IgG1) [Mages, 2005]. Das Fragment
gegen d9-E-Cadherin wurde uns freundlicher Weise {iberlassen von dem Lehrstuhl fiir Biolo-

gische Chemie, Technische Universitdt Miinchen (Weihenstephan), Prof. Dr. A. Skerra.
3.1.4.2 IgM-Antikérper

Die verwendeten Antikdrper der Klasse IgM wurden bezogen von Pierce Biotechnology,
Rockford, U.S.A.. Es handelt sich dabei um humane, unkonjugierte Myelomantikorper (Hu-
man IgM (Myeloma), Whole Molecule, ImmunoPure®).

3.1.4.3 IgG-Antikérper

Der Antikorper 6HS (IgG2a) gegen d9-E-Cadherin [Becker et al., 1999] wurde uns freundli-
cher Weise zur Verfligung gestellt von dem Institut fiir Pathologie. Technische Universitét

Miinchen, PD Dr. K.F. Becker.
3.1.5 Bovines Serumalbumin (BSA)

Das bovine Serumalbumin wurde bezogen von der Firma Biorad, Miinchen. *"*Bi-BSA-
Konjugate wurden als unspezifische Kontrolle in klonogenen Tests zur Ermittlung der durch

*13Bj-Radioimmunkonjugagte verursachten Toxizitéit verwendet.

3.1.6 Radionuklide

3.1.6.1 Wismut-213 (**°Bi)

Wismut-213 (*"*Bi) ist ein Zerfallsprodukt von ***Ac (Abb. 3). Mit einer Halbwertszeit
(HWZ) von 45,6 min zerfallen 98 % des *"*Bi unter Elektronenemission zu *"*Po (B™-Zerfall)
und 2 % zu **T1 unter Emission von a-Partikeln. *"*Po zerfillt mit einer HWZ von 4,2 ps zu
2ph, wobei a-Partikel mit einer Energie von 8,54 MeV emittiert werden. 29971 zerfallt unter
Elektronenemission (p-Zerfall) weiter zu >’ Pb, welches schlieBlich unter p-Zerfall (HWZ
von 3,3 h) zu stabilem **Bi wird (Abb. 3). Die beim *"’Bi-Zerfall auftretende y-Strahlung hat

ihr Energiemaximum bei 440 keV. Diese y-Linie wird genutzt zur Detektion des Radionuk-
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lids, sowohl zur Szintigraphie als auch fiir die Bestimmung der Organaktivititen in Biodistri-

butionsstudien.
o | 5.935 MeV
10.0d
Ra-221 b~ Fr-221
a- 0.312 MeV r-
49m
(< 0.10%)
o | 6.886 MeV o | 6.458 MeV
285 4.9m
ﬁ_
Bn-217 At-217
0.740 MeV
323ms
(< 0.00%:)
o 7.889 MeV o | 7.202 MeV
0.54 ms 32.3ms
Po-213 i Bi-213
0= 1.426 MeV
45.59 m
(97.91%)
o | 8.537 MeV o 35‘323 MeV
N m
42ps (2.09%)
Bi-209 B Pb-209 i T1-209
0.644 MeV 3.980 MeV
3253 h 29m

Abb. 3: Zerfallsreihe von **Ac [nach McDevitt et al., 1999a]

3.1.6.2 ??*Ac/?*’Bi-Generator

2138 wird mit einem etablierten Verfahren aus einem **>Ac/?*Bi-Generator eluiert, der uns

vom Institut fiir Transurane der Europdischen Kommission (ITU) zur Verfiigung gestellt wur-
de. Das dafiir bendtigte *°Ac ist ein Produkt des natiirlichen Zerfalls von **°U [Boll et al.,
1997]. Eine alternative Methode zur Herstellung von “**Ac ist die Neutronenbestrahlung von
2°Ra im Hochflussreaktor [Van Geel et al., 1994]. ***Ac entsteht hier durch eine (n; 2n; B)-
Reaktion. Als konomischste Moglichkeit zur Herstellung von ***Ac zeichnet sich der Be-
schuss von **°Ra im Zyklotron mit Protonen ab. Die Absorption eines Protons verursacht die
Emission zweier Neutronen. Als Resultat dieser (p; 2n)-Reaktion entsteht 2 Ac. Mit dieser
Technik wurden am Kernforschungszentrum in Karlsruhe zirka 500 MBq **’Ac experimentell

hergestellt [ Apostolidis et al., 2005a].
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Am Institut fiir Transurane der Europiischen Kommission in Karlsruhe wird **’Ac trigerfrei
aus einem “*’Th/**’ Ac-Generator eluiert. Nach der Abtrennung von “*’Ra mittels Chroma-
tographie wurde das “*’Ac aufgereinigt [McDevitt et al., 1998]. Zur Herstellung des

22 Ac/*Bi-Generators werden 370 MBq (10mCi) - 740 MBq (20 mCi) **Ac-Nitrat an
AGMP-50 Kationen-Austauschharz adsorbiert und in eine Fluorpolymer Saule (5,5 cm, r =
3,2 mm) {iberfiihrt [McDevitt et al., 1999a, Apostolidis et al., 2005b].

3.1.6.3 Indium-111 (**'In)

""In wurde von GE Healthcare, Amersham, U.K. als '''InCl; bezogen. Aufgrund der HWZ
von 67 h und einer einfachen Kopplung an chelatierte Proteine eignet es sich gut fiir Biodist-
ributionsstudien iiber ldngere Zeitrdume. Die Emissionsmaxima der y-Strahlung bei 172 keV

und 246 keV werden dabei zur Detektion des Radionuklids herangezogen.
3.1.7 Magenkarzinomzelllinie HSC45-M2

Die Zelllinie HSC45-M2 wurde aus einer japanischen Patientin mit diffusem Magenkarzinom
isoliert [ Yanagihara et al., 1993]. Es handelt sich um eine Magenkarzinomzelllinie vom Sie-
gelringzelltyp, die mutiertes E-Cadherin mit Deletion des Exon 9 exprimiert [Fukodome et

al., 2000].

3.2 Methoden

3.2.1 Chelatierung der Antikérper

Zur Chelatierung der Antikorper beziehungsweise von BSA wurde der bifunktionelle Chela-
tor SCN-CHX-A"-DTPA (2-(4-isothiocyanatobenzyl)-Cyclohexyl-Diethylentriamin-
pentaessigsdure) verwendet. Die Chelatierung von Antikorpern mit SCN-CHX-A"-DTPA
verdndert weder deren Bindungskinetik [Fischer, 2001] noch deren Biodistribution [Huneke et
al., 1992]. Mit CHX-A-DTPA chelatierte Antikérper binden 2'*Bi innerhalb von 8 bis 10 min
[McDevitt et al., 1999b]. Fiir alle Schritte zur Chelatierung der Antikdrper wurden ausschlief3-
lich metallfreie Chemikalien und Reaktionsgefdfle verwendet. Losungen wurden mittels Che-
lex 100 entionisiert. Alle Glasgefd3e wurden vor Benutzung mit 2 M Salzséure gespiilt. CHX-
A"-DTPA (Abb. 4) (0,5 mg) wurde liber Nacht an die Antikorper 1gG, IgM, die Antikorper-
fragmente beziehungsweise BSA (je zirka 5 mg) gekoppelt [Nikula et al., 1995]. Dabei rea-
giert die freie Thioharnstoffgruppe des Chelators mit freien NH»-Gruppen von Lysinresten der
Proteine zu stabilen Schwefelbriickenbindungen. Pro 1gG Antikdrpermolekiil sollen nur etwa

3-5 Chelatmolekiile gebunden werden, pro Antikorperfragment nur 1-2 und pro IgM Antikor-
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permolekiil nur 18-30, damit die Bindungsfahigkeit des Antikorpers beziehungsweise des

Antikdperfragmentes nicht beeintrichtigt wird.

=CH

HDQCFN> " <N_\CDQH

HOLC HOLC CoLH
Abb. 4: SCN-CHX-A"-DTPA [von www.macrolytics.com]
3.2.2 Eluierung von ***Bi aus dem 2**Ac/?*’Bi-Generator

Zur Eluierung von *"*Bi wurden zunichst 600pl einer 0,1 M HCI/0,1 M Nal Losung langsam
iber einen Polyethylenschlauch (r = 0,8 mm) in den Generator gespritzt und dort fiir 2 min
mehrmals vor und zuriick gepumpt zur effizienten Abldsung von *"°Bi aus der Matrix. Das
Eluat wird anschlieBend in einem Plastikrohrchen aufgefangen. Im Eluat finden sich

21317 N2 A 213
(“’Bils)” Anionen, aus denen

Bi im Chelat gebunden wird [Spivakov et al., 1979]. Fiinf
Stunden nach der Eluierung ist im Generator wieder das radioaktive Gleichgewicht zwischen
22 Ac und *"*Bi erreicht. 90 % der maximalen *"’Bi-Radioaktivitit liegen allerdings schon
nach 150 Minuten vor. Zur effizienten Nutzung des Generators empfiehlt sich somit eine
2Bj-Gewinnung im Abstand von etwa 2 bis 2,5 h.

3.2.3 Radionuklidmarkierung der chelatierten Antikdérper und Frag-

mente

3.2.3.1 Markierung mit **>Bi

Das gewonnene *°Bi-Eluat (siche 3.2.2) wurde mittels 100 ul 3 M Ammoniumazetat
(NH4C,H30,) auf einen pH Wert von zirka 5,3 gepuffert. Um den Antikorper vor Radiolyse zu
schiitzen, wurden 100 pl einer 4%igen L-Ascorbinsdureldsung zugesetzt. 50 bis 100 pg (zirka
10-50 pl) der chelatierten Antikdrper 1gG und IgM, der chelatierten Anitkorperfragmente be-
ziehungsweise des chealtierten BSA wurden nun der Losung zugesetzt und etwa 7 min lang
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Separierung der radioaktiv markierten Proteine von nicht
inkorporierten Radionukliden erfolgte mittels PD-10 Gelfiltrationssaule (Bettvolumen 2,5 ml,
GE Healthcare). Dazu wurde der Markierungsansatz ad 2,5 ml mit PBS aufgefiillt und auf die
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Siule aufgetragen, die vorher mit zirka 20 ml PBS #quilibriert worden war. *"°Bi markierte
Proteine wurden mit 2 ml PBS aus der Sdule ausgespiilt. Die Markierungsausbeute wurde
sowohl vor als auch nach der PD-10 Aufreinigung mittels Instant Thin Layer Chroma-

tographie (ITLC) mit 0,05 M Tri-Natriumcitrat als Laufmittel analysiert.
3.2.3.2 Markierung mit *In

In einem Gemisch aus 200 ul ''In-Chlorid (93 MBq), 250 ul 3M Ammoniumazetat und

500 pl 0,2M HCI wurden 300 pg chelatierter Antikorper beziehungsweise Antikorperfragment
pipettiert und die Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Separierung der '''In
markierten Proteine von nicht inkorporierten Radionukliden erfolgte mittels PD-10 Gelfiltra-
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tion wie unter 3.2.3.1 fiir © "Bi beschrieben. Die Markierungsausbeute wurde mittels ITLC

iiberpriift.

3.2.4 Analyse der Stabilitdt von 2°Bi-IgM-Konjugaten in PBS und Se-

rum und Analyse der Bindung von *!°Bi an Proteine des Serums

Jeweils 100 pl *’Bi-IgM-Konjugat-Losung mit einer Aktivitit von 2,22 MBq (60 pCi) wurde
in 900 pl PBS beziehungsweise in 900 ul humanem Serum bei 37° C inkubiert. Nach 0 min,

23Bi mittels

10 min, 30 min, 1 h, 2 h und 3 h wurde jeweils der Anteil von IgM gebundenem
Instant Thin Layer Chromatographie ermittelt.

Jeweils 100 pl *’Bi-Lésung mit einer Aktivitit von 2,5 MBq (68 pCi) wurde in 900 ul PBS
beziehungsweise in 900 pl humanem Serum bei 37° C inkubiert. Nach 0 min, 10 min, 30 min,
1 h, 2 hund 3 h wurde jeweils der Anteil des freien *"*Bi mittels Instant Thin Layer Chroma-
tographie ermittelt.

Um die intraindividuelle Korrelation der Messwerte tiber die Zeit beriicksichtigen zu kdnnen,

wurde fiir die statistische Auswertung ein GEE - Regressionsmodell gerechnet, mit den Ein-

flussgrofen Zeit und Gruppe.
3.2.5 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinie HSC45-M2 wurde in Dulbeccos Modified Eagle Medium (D-MEM, 4,5 g/l Glu-
cose) mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37° C, 5 % CO;
und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Der pH-abhédngige Indikator im Medium zeigt durch
Farbumschlag von rot nach gelb eine Anreicherung saurer Stoffwechselprodukte. Die Subkul-
tivierung sowie das Ablosen der Zellen erfolgten unter antiseptischen Bedingungen in einer
Laminar-Flow-Arbeitsbank. Die Zelllinien wurden bei einer Dichte von etwa 1x10’ Zellen
pro Kulturflasche (175 cm?) passagiert. Bei dieser Zelldichte befinden sich die Zellen in der
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exponentiellen Wachstumsphase. Nach Absaugen des Kulturmediums wurden pro Kulturfla-
sche 6 ml ImM EDTA in PBS zugegeben und die Flasche fiir 10 min im Wérmeschrank in-
kubiert. Durch Beklopfen der Flaschen wurden die Zellen anschlieBend vollstindig abgelost.
Sie wurden in sterile Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und 3 min bei 1200 U/min (Megafuge 1,0
R, Heraeus) zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet entweder in
FKS-haltigem Medium zur weiteren Passagierung oder in FKS-freiem Medium zur Injektion

in Méuse resuspendiert.
3.2.6 Bindungstests flur die Radioimmunkonjugate

Die Bindung von *’Bi-Fab'- bezichungsweise von *"°Bi-IgM-Immunkonjugaten an HSC45-
M2-Zellen wurde wie folgt analysiert [modifiziert nach Nikula et al., 1999]: Je 3x10° Zellen,
bestimmt mit Hilfe des Cell Counter- und Analyser-Systems (CASY™), wurden in 500 pl
Zellkulturmedium 30 min auf Eis mit je 50 ng des entsprechenden *'’Bi-Radioimmun-
konjugats inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml PBS wurden die Zellen durch dreiminiitige
Zentrifugation bei 1200 U/min (Megafuge 1,0 R, Heraeus) vom Uberstand separiert. Nach
zweimaligem Waschen mit jeweils 0,5 ml PBS wurden die Aktivititen simtlicher Uberstinde
sowie des Zellpellets im y-Counter gemessen und die an die Zellen gebundene Aktivitét in

Prozent der zugegebenen Gesamtaktivitit berechnet.

3.2.7 Klonogene Tests zur Ermittlung der Toxizitat der 2*3Bi-

Radioimmunkonjugate

Sédmtliche Experimente wurden mit 24-Well-Platten durchgefiihrt. Die HSC45-M2-Zellen
wurden stets in 1 ml Medium pro Well inkubiert. In Vorversuchen wurde jeweils die optimale
Zellzahl zur Aussaat fiir die beiden unterschiedlichen Versuchsansétze zu 100 beziehungswei-
se 500 Zellen pro Well ermittelt.

Im ersten Ansatz wurden die Zellen (je 100 pro Well) 24 Stunden nach Aussaat mit jeweils
0,37, 0,74 oder 1,48 MBq pro ml (10, 20 oder 40 uCi pro ml) *"*Bi-Fab' inkubiert. Das ent-
spricht Aktivitdtskonzentrationen von 370 kBg/ml bis 1480 kBg/ml. Als Kontrolle dienten
Zellen, die nicht mit Radioaktivitit inkubiert wurden.

Im zweiten Ansatz wurden jeweils 3x10° Zellen 3 Stunden lang im Eppendorfgefa unter
Schiitteln bei 37° C mit 0,037, 0,074, 0,185, 0,37, 0,74, 1,48 MBq pro ml (1, 2, 5, 10,20 ,40
uCi pro ml) *"’Bi-Fab' oder *"*Bi-BSA inkubiert. Das entspricht Aktivititskonzentrationen
von 37 kBg/ml bis 1480 kBg/ml. AnschlieBend wurden jeweils 500 Zellen pro Well ausgesit.
Als Kontrolle dienten wiederum Zellen, die nicht mit Radioaktivitit inkubiert worden waren.

Zirka 1-2 Wochen nach Inkubation, die Kontrollzellklone sollten zwischen 50-100 Zellen
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aufweisen, wurde die Anzahl der Klone fiir alle Ansétze mikroskopisch bestimmt.

Die Ergebnisse des ersten Ansatzes wurden zuerst mittels ANOVA-Varianzanalyse auf signi-
fikante Heterogenitét der Versuchsgruppen untersucht. AnschlieBend wurde mittels POST-
HOC Test (t-Test Bonferroni) auf signifikante Unterschiede zum (adjustierten) Signifikanzni-
veau von 1,67 % zwischen den Gruppen untersucht (jeweils p< 0,001).

Die Ergebnisse des zweiten Ansatzes wurden zundchst mittels zweiseitigem t-Test auf signifi-
kante Unterschiede zwischen *"*Bi-Fab' und *"*Bi-BSA untersucht (Signifikanzniveau:

1,67 %). AnschlieBend wurde auch hier wieder mittels ANOVA-Varianzanalyse und POST-
HOC Test auf signifikante Unterschiede in den beiden Gruppen untersucht.

3.3 Tierexperimente

3.3.1 Versuchstiere und Haltung

Weibliche Swiss nu/nu (Nacktméause) und weibliche Balb/c Mause wurden im Alter von 5
bzw. 7 Wochen aus pathogenfreier Zucht (Charles River, Frankreich bzw. Sulzfeld) bezogen
und in Kéfigen zu je 4-5 Tieren in einem Tierstall mit speziellem Lichtprogramm bei 26°C,
50-60 % Luftfeuchtigkeit gehalten und mit Mausestandardfutter Altromin 1314 und Lei-
tungswasser ad libitum versorgt. Die Einstallung der Tiere erfolgte mindestens 2 Wochen vor
Versuchsbeginn. Swiss nu/nu Méuse zeichnen sich durch Thymushypoplasie mit konsequen-
ter Immundefizienz aus. Die humorale Immunitit ist reduziert, wahrend die zelluldre nahezu
vollig fehlt. Dies ist die Vorraussetzung fiir erfolgreiche Xenotransplantation von humanen
Tumoren [Rygaard, 1981]. Balb/c Méuse mit intaktem Immunsystem wurden fiir Biodistribu-
tionsstudien mit *"’Bi- bezichungsweise '''In-Radioimmunkonjugaten verwendet.

Die Tierversuche, unter Einhaltung von Vorschriften des Tierschutzgesetzes, wurden mit Ge-
nehmigung von Tierversuchen der Regierung von Oberbayern, Geschéftszeichen 55.2-1-54-

2531-82-02, durchgefiihrt.
3.3.2 Anasthesie und Tétung

Die Tiere wurden entweder mittels i.p. Injektion von 250 pl des Rompun-Ketamin-Gemisches
(siche 3.1.2.1) oder mittels kontinuierlicher Inhalationsnarkose mit Isofluran (Forene®) anis-
thesiert. Das letztgenannte Verfahren eignet sich aufgrund seiner guten zeitlichen Steuerbar-
keit gut fiir Untersuchungen zur szintigraphischen Darstellung der Verteilung von RIK. Die
Cornea wurde bei narkotisierten Tieren aufgrund des Fehlens des LidschluBreflexes mit Vidi-
sic® Augensalbe abgedeckt. Ein rasches Auskiihlen der Tiere, insbesondere von Nacktméu-

sen, bei narkosebedingt reduziertem Stoffwechsel wurde durch Einsatz einer Infrarotlampe
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oder durch korperwarme Wasserkissen verhindert. Zur i.v. Injektion der Radioimmunkonju-
gate in die Schwanzvene eignet sich am Besten eine Kurznarkose mit Isofluran.

Die Totung der Tiere erfolgte nach Atemstillstand infolge der Betdubung mit CO; durch Er-
6ffnung des Brustkorbs und Durchtrennung der Aorta im Bereich des Aortenbogens zum Ent-

bluten der Organe.

3.3.3 Peritonealkarzinosemodell

3.3.3.1 Induktion der Peritonealkarzinose

Zur Erzeugung einer Peritonealkarzinose wurden den swiss nu/nu Méusen jeweils 1x10’
HSC45-M2-Zellen i.p. injiziert. Dieses Verfahren wurde von Senekowitsch et al. [2001] schon
erfolgreich mit MDA-MB-435S-Zellen angewendet. Die Zellen wurden, unter Beachtung der
Tierschutzrechtlinien, die eine Applikation von maximal 1 ml Fliissigkeit i.p. bei 20 g schwe-
ren Nagern zulassen, in einem Volumen von 0,5 ml serumfreien Medium injiziert. Die Injekti-
onsstelle befand sich auf der Linea alba caudal des Nabels, zur Schonung der Leber. Die In-
jektion erfolgte, zur Vermeidung einer Milzpunktion, im 20°-30°-Winkel der 27G Kaniile

nach rechts von der Linea alba abweichend nach cranial in die Peritonealhohle.

3.3.3.2 Darstellung der Karzinose

3.3.3.2.1 In-Vivo-Kernspintomographie

Mit Ketavet-Rompun betdubte (siche 3.1.2.1), tumortragende Nacktmiuse wurden axial zu
den beiden Offnungen auf dem Bauch liegend in der Handgelenkspule eines Siemens Sonata
1,5 Tesla Kernspintomographen gelagert. Zur Optimierung des Signals und zur Warmung der
Méuse wurde ein mit warmem Wasser befiillter Einmalhandschuh verwendet. Die Aufnahme
der Bilder erfolgte T,-gewichtet, bei einer Schichtdicke von 2 mm, einer Repetitionszeit TR

von 3580 ms und einem Voxelvolumen von 0,18 mm®.

3.3.3.2.2 In-Vivo-Positronenemissionstomographie

Die Positronenemissionstomographie (PET) nutzt die Tatsache, dass sich beim Positronenzer-
fall ein aus dem Atomkern emittiertes Positron mit einem Elektron aus der Hiille rekombi-
niert. Wobei die Masse der beiden Teilchen in zwei y-Quanten mit einer Energie von jeweils
0,511 MeV, die sich in diametral entgegengesetzter Richtung bewegen, umgewandelt wird.
Ein geschlossener Detektorring, dessen Detektoren mit einer Koinzidenzschaltung miteinan-

der verbunden sind, registriert das annidhernd zeitgleiche Auftreffen zweier Photonen auf ge-
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geniiberliegenden Detektoren. Aufgrund dieses zeitgleichen Auftreffens kann der Ort der Ver-
nichtung eines Positron-Elektron-Paares berechnet werden. Nach Applikation einer definier-
ten Aktivitdtsmenge des Tracers kann man ein Aktivitdtsverteilungsmuster in transversaler,
sagittaler und koronarer Schichtebene rekonstruieren [Reiser, 2004]. Am hiufigsten wird als
Tracer 2-['*F]Fluor-2-Deoxy-Glucose verwendet, da die Glucoseaufnahme in tumords verin-
dertem Gewebe gesteigert ist und das Radionuklid eine kurze Halbwertszeit besitzt und somit
die Strahlenbelastung gering gehalten wird.

Ketavet-Rompun narkotisierten tumortragenden Méusen wurde FDG mit einer Aktivitét von
12-14 MBq (324-378 uCi) in die Schwanzvene injiziert. Dazu wurde der Schwanz fiir einige
Sekunden in etwa 45° C warmes Wasser getaucht und anschlieBend abgetrocknet. Die so dila-
tierte Schwanzvene wurde mittels 27G Kaniile punktiert, und 100-200 pl der radioaktiven
Substanz i.v. injiziert. Die statischen PET-Messungen erfolgten in Bauchlage in einem Klein-
tier-PET-Gerit mit einer rdumlichen Auflosung von 2,5 mm 3 h nach Injektion des Tracers.
Die Bilder wurden mit einem ,,fully three-dimensional iterative reconstruction algorithm*

(3D-RAMLA) rekonstruiert.

3.3.4 Biodistribution der Radioimmunkonjugate in der Maus

3.3.4.1 Ermittlung der Organverteilung

Die Biodistribution, das heisst die Verteilung der RIK in den Organen der Versuchstiere, wur-
de sowohl nach i.p. als auch nach i.v. Applikation untersucht. Die orthotope Injektion der RIK
erfolgte analog zur Tumorzellinokulation wie unter 3.3.3.1 beschrieben im Bolus ad 0,5 ml in
PBS. Die i.v. Injektion erfolgte wie unter 3.3.3.2.2 beschrieben ebenfalls in Volumina zwi-
schen 150-200 pl.

Die applizierte Aktivitit war abhingig von der HWZ des verwendeten Radionuklids und dem
Zeitpunkt der Bestimmung der Verteilung. Fiir Untersuchungen zur Biokinetik {iber langere

o 2131 111
Zeitraume wurde anstelle von < ~"Bi

In verwendet. Fiir verldssliche Messungen im -
Counter sind Impulsraten zwischen 1x10’-1x10° cpm pro min und Probe notwendig. Daher
wurden zur Erfassung der Organverteilung von 2"*Bi-Konjugaten nach 10 min, 30 min, 1 h
bezichungsweise 1,5 h je 5,6 MBq (150 puCi) und zur Erfassung nach 3 h je 11,1 MBq

(300 uCi) appliziert. Zur Bestimmung der Organverteilung von '''In-Konjugaten nach 3 h
beziehungsweise 24 h wurden 0,74 MBq (20 pCi), zur Erfassung nach 72h jeweils 5,55 MBq
(150 pCi) appliziert. Zu den festgesetzten Zeitpunkten nach Injektion der Radioimmunkonju-
gate wurden die Tiere wie unter 3.3.2 beschrieben getotet und Blut, Herz, Lunge, Leber, Ma-

gen, Pankreas, Milz, Niere, Peritoneum und Muskel in y-Probenréhrchen iiberfiihrt. Serum

wurde nach 5 min Zentrifugation bei 6000 U/min (Biofuge 13, Heraeus) (entspricht zirka
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3000 g) aus Blut gewonnen. Die Gewichte sdmtlicher Organproben wurden unverziiglich
nach Entnahme mit einer Analysenwaage (Einteilung = 0,0001 g; MefBfehler = 0,0002 g) be-
stimmt.

Die Aktivititsbestimmung sdmtlicher Proben erfolgte in einem y-Counter (Wallac). Dazu

111 . . 2131 e . .
In- beziehungsweise “ "Bi-Aktivititen in counts per minute

wurden in den Organproben
(cpm) fiir jeweils 1 min bestimmt. Zur Auswertung wurden nur solche Zahlraten herangezo-
gen, die innerhalb des linearen MeBbereichs des y-Counters (1x10°-1x10° cpm) lagen. Daher
wurden von Blut und Leber jeweils nur Teile gemessen. Die cpm-Werte der Gewebeproben
wurden auf Prozent der injizierten Aktivitéit pro g Gewebe normiert (% ID/g). Der 1 % Stan-
dard-Wert wurde wie folgt bestimmt: Die pro Tier injizierte Aktivitdt wurde ad 100 ml mit
PBS verdiinnt und 1 ml Aliquots daraus im y-Counter gemessen (5 identische Proben zur Be-
stimmung des Mittelwerts).

Fiir die statistische Auswertung wurden Mittelwertvergleiche quantitativer Grof3en mit Hilfe

des Zwei - Stichpoben T-Tests vorgenommen. Alle statistischen Auswertungen erfolgten zu

einem Signifikanzniveau von 5 %.
3.3.4.2 Analyse der Kinetik mittels Szintigraphie

Tumorfreien Balb/c Mausen wurden jeweils 5,55 MBq (150 pCi) "' In-Immunkonjugate (IgG,
IgM beziehungsweise Fab') i.p. (siehe 3.3.3.1) oder i.v. (siehe 3.3.3.2.2) appliziert. Die Vertei-
lung von '"In-Fab' wurde 1 h, 4 h bezichungsweise 24 h nach Injektion, diejenige von ''In-
19G beziehungsweise -IgM wurde 3 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Injektion jeweils mittels
Szintigraphie dargestellt. Dazu wurden die Tiere jeweils mit Isofluran narkotisiert. Die Auf-
nahmen erfolgten in Bauchlage ventro-dorsal. Die Peaks von 172 keV und 246 keV wurden
von einem ADAC (Philips) forte Gerit mit 3/8° Kristall und einem Medium-Energy-General-
Purpose-Collimator bei Aufnahmezeiten von 10-30 min erfasst. Mit der Bildbearbeitungs-
software ,,Pegasys X* der verwendeten Kamera erfolgte die quantitative Auswertung der szin-
tigraphischen Aufnahmen. Hierfiir wurden jeweils ROIs iiber die gesamte Maus, den vorderen
Teil der Maus (Kopf, Brustorgane und Leber) sowie das kaudale Abdomen (Bauchorgane
kaudal der Leber und Beckenorgane) gelegt. Die Normierung der Messungen erfolgte mit
Hilfe eines Standards, dessen Aktivitit 10 % der injizierten Aktivitdt betrug. Somit konnten

111 111

die unterschiedlichen Verteilungsmuster von 'In-1gG beziehungsweise  In-IgM nach i.p.

und i.v.-Injektion aufgrund quantitativer Berechnungen beurteilt werden.
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3.3.4.3 Ermittlung der Ausscheidung der Radioimmunkonjugate mittels Be-

stimmung der Ganzkérperaktivitat

Die Ganzkdrperaktivitit der fiir die Kinetikversuche mit '''In-1gG beziehungsweise -IgM inji-
zierten Mause wurde zudem in einem Aktivimeter (capintec) jeweils O h, 24 h, 48 h bezie-
hungsweise 72 h nach Injektion bestimmt. Fiir "n-Fab' erfolgte dies analog O h, 1 h, 4 h,

20 h, beziehungsweise 24 h nach Injektion. Somit konnte die Ausscheidung der verschiedenen
RIK ermittelt werden. Anhand des linearen Verlaufs der Aktivitidtskurven wurden mittels Ge-
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radengleichung die biologischen Halbwertszeiten fiir '''In-1gG beziehungsweise ' 'In-IgM

berechnet.

"'In-1gG bezichungsweise -IgM

Fiir die statistische Auswertung wurde auch hier wieder fiir
ein GEE - Regressionsmodell mit den Einflussgrofen Zeit und Gruppe gerechnet, um die

intraindividuelle Korrelation der Messwerte {iber die Zeit zu beriicksichtigen.
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4 Ergebnisse

4.1 Qualitatskontrolle nach Eluierung beziehungsweise Kopp-

lung der Radionuklide

Abhingig von der Beladung und vom Alter des **>Ac/*'*Bi-Generators wurden pro Eluierung
zwischen 37 MBq (1 mCi) und 185 MBq (5§ mCi) an 21 gewonnen.

Nach Inkubation des *'*Bi-Eluats mit den chelatierten Antikérpern beziehungsweise Antikor-
perfragmenten betrug die Bindung des Radionuklids durchweg mehr als 80 %. Nach Abtren-
nung freier Radionuklide mittels PD-10 Gelfiltration wurden radiochemische Reinheiten von
iiber 95 % erzielt. Fiir '''In-Radioimmunkonjugate waren die Ergebnisse dhnlich gut.

Die spezifische Aktivitit fiir 2°Bi-Fab' betrug bei den Biodistributionsversuchen zirka 1,9
GBg/mg. Das heilit, zirka jedes 1500. Antikorperfragmentmolekiil war mit 213Bi markiert. Die
spezifische Aktivitit von *"*Bi-1gG betrug 1,3 GBq/mg. Hier war zirka eins von 750 Antikor-
permolekiilen mit *"*Bi markiert. Die spezifische Aktivitit von *'°Bi-IgM betrug bei den Bio-
distributionsversuchen 0,8 GBg/mg. Hier war aufgrund der Grof3e des Antikorpers zirka jedes
200. Molekiil mit *"*Bi markiert.

111

Die spezifischen Aktivititen bei den ~ In-Radioimmunkonugaten betrugen zirka 0,2 GBg/mg

fiir I[gM, 1gG und das Antikérperfragment. Somit war zirka jedes 9. IgM Molekiil, jedes 46.

111 .
In markiert.

IgG Molekiil und jedes 180. Antikdrperfragmentmolekiil mit
Die spezifische Aktivitit von *"*Bi-Fab' betrug im ersten Ansatz des klonogenen Tests 1,1

GBq/mg. Hier war ungefihr eins von 2700 Antikorperfragmentmolekiilen mit *'*Bi markiert.
Im zweiten Ansatz betrug die spezifische Aktivitit des *"*Bi-Radioimmunkonjugats aufgrund
der geringen Menge der bendétigten Aktivitdt nur 0,1 GBg/mg. Hier war zirka eins von 27000

Antikorperfragmentmolekiilen mit *'’Bi markiert.
4.2 Bindung von ?**Bi-1gM und ?**Bi-Fab’' an HSC45-M2-Zellen

Die Bindung von *"’Bi-IgM an HSC45-M2-Zellen war mit 0,87 % % 0,1 % (Mittelwert aus 3
Versuchen) wie erwartet sehr gering, da die HSC45-M2-Zellen keine IgM spezifischen Anti-
gene exprimieren.

Die Bindung von *’Bi-Fab' gegen d9-E-Cadherin an HSC45-M2-Zellen mit d9-E-Cadherin-
Expression fiel mit 2,5 % + 0,24 % unerwartet gering aus. In der Western Blot Analyse gegen
d9-E-Cadherin dagegen zeigten die Fab'-Fragmente (dhnlich wie der intakte Antikorper) ein

eindeutig positives Signal [Becker, personliche Mitteilung].
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4.3 Klonogener Test zur Ermittlung der Toxizitat von ?**Bi-

Fab' und ?**Bi-BSA gegen HSC45-M2-Zellen

Im ersten Ansatz (siehe 3.2.7) wurden 100 HSC45-M2-Zellen pro Well 24 Stunden nach Aus-
saat mit unterschiedlichen Aktivititskonzentrationen von *"*Bi-Fab' inkubiert. Als Kontrolle
dienten entsprechend ausgesdte Zellen, die keine Radioaktivitét erhielten. Hier waren im Mit-

tel zirka 50 Zellklone nachweisbar.
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Abb. 5: Klonogener Test adhirenter Zellen: Toxizitit von 2'°Bi-Fab' gegen HSC45-M2-Zellen
nach Inkubation mit 0,37 MBg/ml (10 pCi/ml), 0,74 MBg/ml (20 uCi/ml), 1,48 MBqg/ml (40 puCi/ml)

(jeweils n = 15) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n = 24)

Abb. 5 zeigt eine deutliche Abnahme der Klonanzahl nach Inkubation der Zellen mit *°Bi-
Fab'. Bereits die Inkubation mit 0,37 MBg/ml (10 uCi/ml) senkt den Anteil der iiberlebenden
Klone auf 28 %. Die Inkubation mit 1,48 MBg/ml totet nahezu sdmtliche Zellen mit einem
Anteil von 2 % iiberlebenden Klonen.

Die statistische Auswertung ergab signifikante Unterschiede des klonogenen Uberlebens zwi-
schen den mit 0,37 MBg/ml (10 nCi/ml) und 0,74 MBqg/ml (20 pCi/ml) beziehungsweise zwi-
schen den mit 0,37 MBg/ml (10 uCi/ml) und 1,48 MBqg/ml (40 pCi/ml) behandelten Zellen.

Im zweiten Ansatz (sieche 3.2.7) wurden, 3x10° Zellen durch kontinuierliches Schiitteln in
Suspension gehalten, mit *"’Bi-Fab' beziehungsweise *"*Bi-BSA inkubiert. AnschlieBend wur-
den pro Well 500 Zellen ausgesit und die Klonzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
ermittelt. Nach der Inkubation der Zellen mit 0,037, 0,074, 0,185, 0,37, 0,74 und 1,48
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MBg/ml (1, 2, 5, 10, 20 und 40 pCi/ml) 23Bj-Fab' beziehungsweise -BSA wuchsen ab den
mit 0,74 MBg/ml (20 nCi/ml) behandelten Ansitzen keine Zellklone mehr. Bei den mit

0,37 MBg/ml (10 pCi/ml) behandelten Ansitzen ergab sich fiir *'*Bi-Fab' beziehungsweise -
BSA ein Anteil von zirka 3 % iiberlebender Klone. Die Inkubation der Zellen mit 0,037,
0,074, 0,185 MBg/ml (1, 2, 5 pCi/ml) 213Bj-Fab' beziehungsweise -BSA ergibt einen grofleren
Anteil iiberlebender Klone mit einem Unterschied zwischen *'°Bi-Fab' und *’Bi-BSA. Abb. 6
zeigt eine deutliche Abnahme des klonogenen Uberlebens mit der Zunahme der applizierten
Aktivitit, wobei nach Applikation von *"’Bi-BSA jeweils geringfiigig mehr Zellen iiberlebten
als nach Applikation von *"°Bi-Fab'.

100%—

@OBi-213-Fab'
B Bi-213-BSA
OKontrolle

90%—

80%—

70%—

60%—

50%—

40%—

30%—

Anteil de Klone in % der Kontrolle

20%—

10%—

0,037 MBg/ml 0,074 MBg/ml 0,185 MBg/ml 0,37 MBg/ml  0,74MBg/ml 1,48 MBg/ml Kontrolle

Abb. 6: Klonogener Test (Zellen in Suspension): Vergleich der Toxizitéat von #3Bj-Fab' und
#1°Bj.BSA nach Inkubation von 3x10° Zellen/ml mit 0,037, 0,074, 0,185, 0,37, 0,74 und
1,48 MBg/ml (jeweils n = 24).

Die statistische Auswertung dieses Versuchs ergab signifikante Unterschiede zwischen appli-
zierten Aktivititskonzentrationen von 2'*Bi-Fab' bezichungsweise 2’ Bi-BSA. Zudem zeigten
sich auch signifikante Unterschiede zwischen den mit *"*Bi-Fab' und mit *'’Bi-BSA behandel-

ten Zellen bei den Aktivitdtskonzentrationen 0,074 MBg/ml und 0,185 MBg/ml (2uCi/ml und
5 uCi/ml) bei einem adjustierten Signifikanzniveau von 0,0167 (Abb. 7).
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Abb. 7: Statistische graphische Auswertung der Ergebnisse des klonogenen Tests aus

Abb. 6 (jeweils n = 24)

4.4 Stabilitat von “**Bi-1gM in Serum

Die Freisetzung von *"°Bi aus *"°*Bi-IgM-Radioimmunkonjugaten wurde vergleichend in Se-
rum und PBS bestimmt. Bereits zum Zeitpunkt 0 (unmittelbar nach Zugabe von **Bi-IgM in
PBS bezichungsweise Serum) war der Anteil von gebundenem *"°Bi in PBS um zirka 25 %

hoher als in Serum (Abb. 8). Im zeitlichen Verlauf blieb dieser Unterschied in etwa konstant.

In PBS sank der Anteil des gebundenen *"*Bi im Verlauf von 180 min von 95 % auf zirka

87 %.
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Abb. 8: Kinetik der Stabilitit von 2'*Bi-IgM in Serum und PBS

Die statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte signifikante Unterschiede der Messwerte in
PBS beziehungsweise Serum (p<0,001), sowie eine signifikante Verringerung der Werte mit

der Zeit (p<0,001).
4.5 Bindung von Bi-213 an Proteine des Serums

Zur Analyse der nicht chelat-vermittelten Bindung von *’Bi an Proteine des Serums wurde
freies *"°Bi in Serum bezichungsweise PBS inkubiert und der Anteil der Retention von *'°Bi

zu verschieden Zeiten mittel ITLC Test bestimmt.
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Abb. 9: Bindung von freiem 2'°Bi durch Serum beziehungsweise PBS

Unmittelbar nach der Inkubation des "

Bi mit dem Serum beziehungsweise PBS liegt gleich
viel ungebundenes *'*Bi vor. Im Zeitverlauf ergab sich ein Unterschied zwischen Serum und
PBS von zirka 15-20 % (Abb. 9). *"*Bi bindet an Proteine des Serums, wohingegen *"*Bi in
PBS ungebunden bleibt.

Auch hier ergab die statistische Auswertung signifikante Unterschiede der Messwerte zwi-

schen den beiden Gruppen (p<0,001).

4.6 Tierexperimente

4.6.1 Induktion der Peritonealkarzinose

Die Manifestierung der Peritonealkarzinose durch orthotope Injektion von HSC45-M2-Zellen
war trotz Verwendung weiblicher thymoshypoplasierter swiss nu/nu Nacktmiuse nicht hinrei-
chend erfolgreich. Die typische Manifestierung wie sie bei Huber [2003a] beschrieben ist war
nicht zu beobachten. Es entwickelten sich lediglich subkutane Tumoren an der Einstichstelle.
Diese waren oft mit seroser, klarer Fliissigkeit gefiillt und nahmen iiber die Zeit an Grof3e zu.
Ein vorzeitiges Versterben der Tiere als Folge der Tumorzellinjektion wurde lediglich bei ei-
ner Maus beobachtet. Intraperitoneale Tumoren wurden bei insgesamt sieben Tieren gefun-
den, wohingegen Aszites nur bei drei Méusen feststellbar war. Eine klassische Manifestation

der Peritonealkarzinose war somit nur bei einem von insgesamt 58 Tieren zu beobachten.
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4.6.2 Techniken zur In-vivo-Darstellung der Tumoren

Die In-vivo-Darstellung von Tumoren war somit auf die ohnehin schon mit dem bloBen Auge
erkennbaren subkutanen Tumoren beschrinkt. Die verschiedenen Techniken zur In-vivo-
Darstellung bestétigten die optisch sichtbaren subkutanen Tumoren, brachten aber keine wei-

teren Neoplasien der Tiere hervor.
4.6.2.1 In-Vivo-Kernspintomographie

Die In-Vivo-Kernspintomographie wurde zur Untersuchung der Manifestierung einer Perito-
nealkarzinose in swiss nu/nu Miusen nach Inokulation von HSC45-M2-Zellen eingesetzt.
Exemplarisch fiir die erhaltenen Ergebnisse sind 2 Miuse aufgefiihrt (Abb. 10). Bei Maus 1
entwickelte sich beispielsweise an der Einstichstelle der Tumorzellinjektion ein derber subku-
taner Tumor. Im Kernspintomogramm von Maus 2 ist ein mit Fliissigkeit gefiillter Tumor zu
erkennen, welcher ebenfalls subkutan lokalisiert ist. In beiden Aufhahmen zeigen sich keiner-
lei Anzeichen einer Fliissigkeitsansammlung im Abdomen. Bei einer Peritonealkarzinose mit
Aszites miissten in der To-Wichtung deutlich helle Abschnitte zwischen den Eingeweiden er-

kennbar sein [Huber, 2003a].

Maus 1

Abb. 10: Kernspintomogramme (T2-gewichtet) zweier Nacktmause 7 Wochen nach Injektion
von 1x10” HSC45-M2-Zellen. Bei Maus 1 zeigt sich ein derber subkutaner Tumor (Pfeilspitze),
bei Maus 2 ein fliissigkeitsgefiillter subkutaner Tumor (Pfeilspitze). Es sind jeweils keine Anzei-

chen eines Aszites zu erkennen.
4.6.2.2 In-Vivo-Positronenemissionstomographie

Zur weiteren Abkldrung der Manifestation der Peritonealkarzinose wurden In-Vivo-
Positronenemissionstomographien (PET) angefertigt. In der Kernspintomographie nicht de-

tektierbare Tumoren sollten mittels PET aufgrund einer sehr hohen Auflosung erkennbar sein.
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Die PET-Aufnahmen der in Abb. 10 mittels Kernspintomographie dargestellten Tiere bestéti-
gen jedoch nur die schon erkennbaren Befunde. Es zeigt sich eine deutliche Anreicherung von

FDG in den schon makroskopisch erkennbaren subkutanen Tumoren (Abb. 11).

Maus1 Maus 2

Abb. 11: Statische PET-Aufnahmen der in Abb. 10 dargestellten Mause. Die Aufnahmen wur-
den 3 h nach Injektion von jeweils 12-14 MBq (324-378 uCi) in die Schwanzvene gemacht. Es
zeigt sich jeweils eine deutliche Anreicherung des Tracers im Tumor.

4.6.3 Biodistribution der Radioimmunkonjugate in der Maus

Zur Abschitzung der therapeutischen Effizienz und von toxischen Nebenwirkungen sind
Kenntnisse iiber die Verteilung der *"*Bi-Radioimmunkonjugate in Geweben sowie iiber die
biologische HWZ unabdingbar. Die Versuche wurden aufgrund der Tatsache, dass sich keine
Peritonealkarzinose entwickelte, durchwegs an Méusen durchgefiihrt, die keinen Tumor tru-
gen. Die durchgefiihrten Biodistributionsstudien zeigen somit die Verteilung der Radioim-
munkonjugate in Abhéngigkeit von ihrem Molekulargewicht und erlauben eine Aussage wel-
che am besten geeignet erscheinen fiir die lokoregionale Radioimmuntherapie i.p.

disseminierter Tumoren.
4.6.3.1 Organverteilung von **>Bi-Fab’

Tumorfreien Méusen wurde 2'*Bi-Fab' intraperitoneal injiziert. Zu verschiedenen Zeiten nach
Injektion (10 min bis 3 h) wurden die Tiere abgetotet, ausgewéhlte Organe entnommen und
deren Radioaktivitit im y-Counter bestimmt. Die Verteilung von *'°Bi-Fab' zeigt iiber den
zeitlichen Verlauf einen Anstieg im Blut (Abb. 12). Das entspricht der Diffusion des RIK von
der Peritonealhdhle in den Blutkreislauf. Auffallend ist die hohe Anreicherung des RIK in den
Nieren. Diese nimmt {iber den zeitlichen Verlauf stetig zu und erreicht nach 180 min 54,3 % +
9,98 % ID/g. Das bedeutet, dass sich 3 h p.1. ungefdahr 20% der injizierten Aktivitit in den
Nieren befindet. In den iibrigen Organen blieb die Anreicherung von *'*Bi-Fab' zu verschie-
denen Zeitpunkten konstant. "*Bi-Fab' geht aufgrund seiner geringen Gréfe sehr schnell in

das Blut iiber und wird in der Niere retiniert. Aufgrund der hohen Akkumulation in den Nie-
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ren bereits 20 min p.i. und der schnellen Resorption aus dem Peritonealraum erscheint *'*Bi-

Fab' zur Therapie intraperitoneal disseminierter Tumorzellen als nicht geeignet.
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Abb. 12: Aktivititskonzentrationen von ?’Bi-Fab’ in ausgewihlten Organen 10, 30, 60, 90,
und 180 min nach i.p.-Injektion.

4.6.3.2 Organverteilung von %3Bij-IgM / **1In-IgM nach i.p.- Injektion

Die Verweildauer eines Radioimmunkonjugats im Peritoneum ist abhdngig vom Molekular-
gewicht der eingesetzten Substanz. Daher wurde die Biodistribution von IgM-
Radioimmunkonjugaten untersucht. Antikorper der Klasse IgM besitzen ein zirka 6 fach ho-
heres Molekulargewicht als IgG-Molekiile und ein zirka 18 fach hoheres Molekulargewicht
als Fab'-Fragmente. Zur Untersuchung der Verteilung des RIK im Organismus wurde tumor-
freien Miusen *"*Bi-IgM und ''In-IgM i.p. appliziert und jeweils nach 45 min, 90 min und

3 h beziehungsweise nach 3 h, 24 h und 72 h die Organaktivititen bestimmt. 3 h nach Injekti-
on ergaben sich fiir *°’Bi-IgM und '''In-IgM nahezu identische Organverteilungen. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die Biodistribution von IgM nicht durch die Kopplung

von 2’Bi beziehungsweise "'In beeinflusst wird (Abb. 13).
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Abb. 13: Vergleich der Organverteilung von “ “Bi-lgM beziehungsweise " 'In-IgM 3 h nach i.p.

-Injektion

Die Verteilung von IgM-Radioimmunkonjugat in Abhéngigkeit zu der Zeit nach i.p.-Injektion
ergab eine Zunahme der Anreicherung im Blut bis 3 h nach Applikation. Nach 24 h bezie-
hungsweise 72 h konnte im Blut kaum noch ''In-Aktivitit detektiert werden (Abb. 14). Eine
auffillige Akkumulation von IgM war in der Leber zu beobachten. 3 Stunden nach Applikati-
on wurde ein Wert von 29,7 % + 6,5 % ID/g erreicht, was zirka 33 % der injizierten Gesamt-
aktivitét entspricht. Im weiteren Verlauf reduzierte sich die Aktivititskonzentration auf 16,6 %
+ 2,2 % (24 h) beziehungsweise 19,3 % + 4,4 % (72 h) ID/g, war damit aber immer noch
deutlich hoher als in den {ibrigen Organen. Die Verteilung auf die restlichen Organe zeigte

Werte bis maximal zirka 5 % ID/g und nur geringe Schwankungen im Zeitverlauf.
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Abb. 14: Verteilung von ?’Bi-IlgM 45 min, 90 min und 3 h sowie von ""'In-IgM 24 h und 72 h

nach i.p. Injektion in Blut, Leber, Milz, Niere und Peritoneum
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4.6.3.3 Organverteilung von %3Bi-1gG / *In-IgG nach i.p.- Injektion

Analog zu IgM wurde die Biodistribution von *"*Bi-IgG 45 min, 90 min bezichungsweise 3 h
sowie von '"'In-1gG 24 h beziehungsweise 72 h nach i.p. Injektion in tumorfreien Balb/c
Maiusen untersucht. Es zeigte sich eine rasche, hohe Anreicherung des 19G-
Radioimmunkonjugats im Blut, die tiber 72 h konstant bei zirka 15 % ID/g blieb (Abb. 15).
Dies entspricht in etwa 25 % der injizierten Gesamtaktivitdt. In den librigen Organen, mit

Ausnahme der Leber, zeigten sich durchweg hohere Aktivitédten als nach Injektion der IgM-

Radioimmunkonjugate.
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Abb. 15: Verteilung von ?’Bi-lgG 45 min, 90 min und 3 h sowie von "'In-lgG 24 hund 72 h

nach i.p. Injektion in Blut, Leber, Milz, Niere und Peritoneum
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4.6.3.4 Organverteilung von *2In-IgM nach i.v. Injektion im Vergleich zur

i.p. Injektion

Die Biodistribution von '''In-IgM wurde 24 h und 72 h nach i.v. Injektion in tumorfreien

Balb/c Miusen mit den entsprechenden Ergebnissen nach i.p. Injektion verglichen (Abb. 16).
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Abb. 16: Verteilung von "'In-IgM 24 Stunden und 72 Stunden nach i.p. beziehungsweise i.v.
Injektion in Blut, Herz, Lunge, Leber, Pankreas, Milz, Niere, Peritoneum, Muskel im Vergleich.

24 Stunden nach Injektion von '''In-IgM ergaben sich deutliche Unterschiede zwischen i.p.
und i.v. Injektion (Abb. 16). Auffallend waren die hohen Aktivititen in Leber und Milz nach
1.v. Injektion. 72 h nach Applikation ndherten sich die Werte von i.v. und i.p. Injektion an und

erreichten ein nahezu identisches Niveau mit Ausnahme des Peritoneums.
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4.6.3.5 Organverteilung von ' In-IgG nach i.v. Injektion im Vergleich zur

i.p. Injektion

. C e . . 111
Die Biodistribution von

In-1gG wurde ebenfalls 24 h und 72 h nach i.v. Applikation im Ver-
gleich zur i.p. Injektion untersucht. Dabei ergaben sich fiir alle untersuchten Organsysteme
jeweils nahezu identische Aktivitdtskonzentrationen sowohl nach 24 h als auch nach 72 h

(Abb. 17).
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Abb. 17: Verteilung von 111In-IgG 24 Stunden und 72 Stunden nach i.p. beziehungsweise i.v.

Injektion in Blut, Herz, Lunge, Leber, Pankreas, Milz, Niere, Peritoneum, Muskel im Vergleich.

4.6.3.6 Vergleich der Organverteilung von ***In-IgM und '**In-IgG nach i.v.
Injektion

Hinsichtlich der Aktivititskonzentrationen von '''In-IgM und ''In-1gG in Blut und Leber
zeigten sich nach i.v. Injektion deutliche Unterschiede. Die schon unter 4.6.3.2 beschriebene
starke Anreicherung von IgM nach i.p. Injektion in der Leber war auch nach i.v. Applikation
beobachtbar und fiel bei IgM noch deutlich hdher aus als bei 1gG. Ein signifikanter Unter-
schied fand sich auch hinsichtlich der Verteilung der Radioimmunkonjugate im Blut: 24 h
bezichungsweise 72 h nach ''In-1gG-Injektion befinden sich 16,6 % + 1,9 % bezichungswei-
se 20,7 % + 0,7 % ID/g im Blut, bei ''In-IgM dagegen nur 0,64 % + 0,89 % bezichungsweise
0,06 % + 0,01 % ID/g. Diese Befunde belegen eine im Vergleich zu 1gG schnellere Eliminati-

on von IgM aus dem Blut und ein Akkumulation von IgM in der Leber.

43



4.6.3.7 Beobachtung der Kinetik mittels Szintigraphie

Zur Uberpriifung der in den Biodistributionsstudien gewonnenen Daten wurde die Verteilung

111

von ""In-IgM beziehungsweise '’

In-1gG auch nicht invasiv mittels Szintigraphie zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach i.v. beziehungsweise i.p. Injektion analysiert.

Drei Stunden nach Injektion von ''In-IgM sieht man einen deutlichen Unterschied zwischen
1.v. und i.p. Injektion. Nach i.p. Applikation ist Aktivitét iiber dem kaudalen Abdomen mess-
bar. Dieser Unterschied zwischen i.v. und i.p. Injektion bleibt iiber den gesamten Zeitverlauf
erhalten und ist auch noch 72 h p.i. erkennbar. Die schon in der Biodistribution starke Anrei-
cherung in der Leber nach i.v. sowie nach i.p. Applikation von ''In-IgM ist auch in den szin-
tigraphischen Aufnahmen gut zu erkennen und stellt insbesondere nach i.v. Injektion den ein-
zig erkennbaren Ort von Aktivitdtsanreicherung dar (Abb. 18).

Nach i.v. bezichungsweise i.p. Injektion von ''In-1gG ist ein Unterschied nur 3 h p.i. erkenn-
bar. Hier zeigt sich nach i.p. Applikation eine Aktivititsretention im kaudalen Abdomen. Uber
den zeitlichen Verlauf ist dieser Unterschied jedoch nicht mehr auszumachen und es zeigt sich
ein nahezu identisches Verteilungsmuster. Die hochste Aktivitét findet sich nach i.v. sowie
nach i.p. Injektion im Bereich des Thorax. Dies entspricht den blutgefiillten Organen Lunge
beziehungsweise Herz, die, aufgrund der hohen Aktivititskonzentration und der langen Ver-

111

weildauer von ' In-1gG im Blut, eine hohe Aktivitit im Szintigramm aufweisen. Das Vertei-

lungsmuster der Biodistribution ist auch hier wieder gut mit den szintigraphischen Aufnah-

men vereinbar (Abb. 18).

Zwischen der Verteilung von ''In-IgM und ''In-1gG sind in den szintigraphischen Aufnah-
men auch deutliche Unterschiede zu erkennen. Bei '''In-IgM bleibt die hohere Aktivitit im

111

kaudalen Abdomen iiber den gesamten Zeitverlauf erhalten, bei  In-1gG dagegen ist ein Un-

terschied zwischen i.v. und i.p. Injektion nur nach 3 h zu erkennen. Bei der Verteilung von
"n-IgM in der Maus zeigt sich die hochste Aktivitit in der Leber, wohingegen die Vertei-

111

lung von " 'In-1gG eine Anreicherung im Bereich des Thorax aufweist. Des weiteren zeigen

"In-1gG eine Aktivitit iiber dem gesamten Tierkérper, bei ' 'In-IgM

die Szintigramme von
ist die Aktivitdtsanreicherung auf die Leber oder auf die Leber und das kaudale Abdomen
begrenzt. Dies deutet wiederum auf eine schnellere Metabolisierung des IgM in der Leber,

nach Ubergang ins Blut, im Vergleich zu 1gG hin (Abb. 18).
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Abb. 18: Szintigramme 3 h, 24 h, 48 h und 72 h nach i.p. sowie i.v. Injektion von jeweils
5,55 MBq (150 pCi) ""'In-IgM beziehungsweise ""'In-IgG.
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Die in Abb. 18 veranschaulichten Unterschiede hinsichtlich der Verteilung von ''In-IgM und
""In-1gG wurden mit Hilfe kranial und kaudal definierter ROIs, wie unter 3.3.4.2 beschrie-
ben, quantifiziert. Die Grenze zwischen beiden ROIs wurde kaudal der gut erkennbaren Leber
gezogen. Die angegebenen Werte entsprechen dem jeweiligen Anteil der fiir das gesamte Tier
bestimmten Aktivitét.

Die bereits in den Szintigrammen erkennbare unterschiedliche Verteilung von ''In-IgM nach
i.p. bezichungsweise i.v. Injektion konnte mittels Quantifizierung bestitigt werden. Uber den
gesamten Verlauf der Messungen war in den kranialen ROIs nach i.v. Injektion eine héhere
Aktivitdt als nach i.p. Injektion messbar (Abb. 19). In den kaudalen ROIs blieb die Aktivitit
durchweg hoher (bis zu 2,7 fach) nach i.p. Injektion im Vergleich zur i.v. Injektion. Dieser

Befund spricht fiir eine vergleichsweise lange Retention von IgM im Peritoneum nach i.p.

Injektion.
100% OIgM i.v. kranial (n=2)
BIgM i.p. kranial (n=2)
90% OlIgM i.v. kaudal (n=2)
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Abb. 19: Quantifizierung der mittels Szintigraphie veranschaulichten Verteilung von 111In-IgM

nach i.p. sowie i.v. Injektion iiber kranial und kaudal definierten ROIs 3 h, 24 h, 48 hund 72 h
p-i..

3 Stunden nach Applikation von '

In-1gG zeigte sich in den kaudalen ROIs nach i.p. Injektion
ein anndhernd doppelt so hoher Wert als nach i.v. Injektion (Abb. 20). Mit zunehmender Zeit
verringerte sich dieser Unterschied und war 72 h p.i. nicht mehr zu beobachten. Im kranialen
Teil ist dieser Unterschied nicht so stark ausgeprigt und nahm ebenfalls {iber den Zeitverlauf

ab, bis er 72 h p.i. nicht mehr vorhanden ist.

46



100%

O1gG i.v. kranial (n=2)
90% W IgG i.p. kranial (n=1)
OlgG i.v. kaudal (n=2)
OlgG i.p. kaudal (n=1)

80%

70%

60% +—

50% +—

40%

Anteil an der Gesamtaktivitat

30% - T

20% +— —

10% +— —

0%

3h 24h 48 h 72h

Abb. 20: Quantifizierung der mittels Szintigraphie veranschaulichten Verteilung von "'In-igG
nach i.p. sowie i.v. Injektion iiber kranial und kaudal definierten ROIs 3 h, 24 h, 48 hund 72 h

p-i..

Die Verteilung von '''In-Fab' wurde ebenfalls nach i.p. beziehungsweise i.v. Injektion mittels
Szintigraphie untersucht. Aufgrund ihres vergleichsweise geringen Molekulargewichts gelan-
gen Fab'-Radioimmunkonjugate nach i.p. Applikation relativ schnell in den Blutkreislauf. Wie
in Abb. 21 zu sehen ist, ist 1 h p.i. noch ein Unterschied zwischen i.p. und i.v. Injektion vor-
handen, wohingegen 24 h p.i. die Unterschiede gering sind. Auffillig ist die in beiden Grup-

pen, schon nach 1 h gut erkennbare, starke Anreicherung von '''In-Fab' in den Nieren.
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Abb. 21: Szintigramme 1 h und 24 h nach i.p. beziehungsweise i.v. Injektion von jeweils
5,55 MBq (150 pCi) ""'In-Fab".

4.6.4 Ganzkorperausscheidung der Radioimmunkonjugate

Mittels Szintigraphie zeigten sich deutliche Unterschiede im Verteilungsmuster von ''In-1gG
bezichungsweise '''In-IgM nach i.p. beziehungsweise i.v. Injektion. Zur Untersuchung der
Ganzkorperausscheidung der beiden Radioimmunkonjugate, wurde jeweils zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Injektion die Gesamtaktivitét der Tiere gemessen. Dargestellt sind die Er-
gebnisse als prozentualer Anteil der Ganzkdrperaktivitidt zum Zeitpunkt 0. Es zeigte sich eine
wesentlich schnellere Ausscheidung von ''In-IgM als von ''In-1gG, wie bereits aufgrund der
szintigraphisch ermittelten Ergebnisse vermutet werden konnte (Abb. 22). Die Aktivitit von
""In-IgM verringerte sich (zerfallskorrigiert) innerhalb von 24 Stunden auf fast die Halfte des
Ausgangswertes (50,7 %). Bei '''In-1gG sank die zum Zeitpunkt 0 ermittelte Aktivitit nach
24 h nur um zirka 12 % auf 87,7 % der urspriinglichen Aktivitdt ab. Zwischen 24 und 72 h

111 111

verlief die Abnahme der Aktivitét fiir = In-IgM beziehungsweise = In-1gG in etwa parallel

und resultierte bei 34 % fiir [gM und 74,7 % fiir 1gG. In der statistischen Auswertung mittels
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GEE-Regressionsmodell ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen ''In-1gG und '''In-

IgM (p<0,001), sowie eine signifikante Verringerung der Werte mit der Zeit (p<0,001).
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-~ - —_
N S e & In-111-IgG (n=3)
90% - | In-111-Fab (n=4) |
N % _________ + —& In-111-IgM (n=4)
80% - AN e N RS
[N T R _{
S 70% - N
r= ~
2 \ -
S 60% S
€
] AN
§ 50% B~
g —
£ ~ .
< -
5 40% =  — . T
° _—- —
i
£ 30%

20% A

10%

0%

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit in Stunden

Abb. 22: Anteil der Ganzkorperaktivitat (Verglichen mit der anféanglichen Aktivitét) (zerfalls-

korrigiert) in Mdusen 0 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Injektion von "'In-lgG (1 Maus i.p. und 2

111

Mause i.v.) beziehungsweise " 'In-IgM (jeweils 2 Mause i.p. und i.v.) und in Mdusen 0 h und 24 h

nach Injektion von "'In-Fab' (jeweils 2 Mause i.p. und i.v.).

Fiir '"'In-Fab' wurde die Ausscheidung 0 h, 1 h, 4 h, 20 h und 24 h nach Injektion ermittelt.
Da die Punkte alle auf einer Geraden liegen, wurden in Abb. 22 nur Punkt 0 und 24 einge-
zeichnet. Die zum Zeitpunkt 0 gemessene Aktivitét fiel nach 24 h um zirka 25 % auf einen
Wert von 74,9 % ab. Die Ausscheidung von '''In-Fab' ist somit geringer als diejenige von
""n-IgM und héher als diejenige von ''In-1gG.

Die berechneten biologischen Halbwertszeiten im Gesamtkorper betragen fiir ''In-IgM 24

Stunden, fiir '''In-Fab' 45 Stunden und fiir '''In-1gG 165 Stunden.
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5 Diskussion

Die Peritonealkarzinose als Folge der kavitidren Metastasierung des Ovarialkarzinoms, des
Magenkarzinoms, des Pankreaskarzinoms und kolorektaler Karzinome stellt eine schwer zu
behandelnde Komplikation dieser Erkrankungen dar. Das Vorhandensein einer Peritonealkar-
zinose geht mit einer deutlichen Verschlechterung der Gesamtprognose einher. Zum einen
sind einzelne disseminierte Tumorzellen nur schwer nachzuweisen, zum anderen sind die
Standardtherapien fiir dieses fortgeschrittene Krankheitsstadium nur unzureichend effizient.
Da der Differenzierungsgrad des Primirtumors die Prognose der Patienten mit Peritonealkar-
zinose nicht beeinflusst, kommt der Therapie der metastasierten Zellen eine entscheidende

Bedeutung zu.
5.1 Peritonealkarzinosemodell

Das Ziel war die Etablierung eines Peritonealkarzinosemodells mit humanen Magenkarzi-
nomzellen, die eine Deletion im Exon 9 aufweisen um die Biokinetik des spezifischen Anti-
delta 9-E-Cadherin Antikorperfragments zu analysieren. Hierzu wurde das von Senekowitsch
et al. [2001] fiir MDA-MB-435S-Zellen etablierte und von Huber et al. [2003b] erfolgreich
mit HSC45-M2-Zellen angewandte Peritonealkarzinosemodell verwendet. Es wurden wie
beschrieben jeweils 1 x 107 HSC45-M2-Zellen thymushypoplasierten swiss nu/nu Nacktméu-
sen intraperitoneal injiziert. Insgesamt 58 Mause wurden in vier unabhdngigen Experimenten

mit HSC45-M2-Zellen xenotransplantiert.

Die Entstehung von subkutanen Tumoren an der Einstichstelle der Zellinjektion zeigt, dass
die Tumorzellen noch proliferieren kdnnen. Die Etablierung eines Peritonealkarzinosemodells
mit disseminierten Tumoren in der Peritonealhdhle, wie sie bei Huber et al. [2003b] und
Bloechl et al. [2005] gezeigt wurde, war jedoch nicht zu erreichen. Es wurde somit nur ein
unbefriedigendes Ergebnis erzielt. Verglichen mit anderen Magenkarzinomzelllinien, wie zum
Beispiel HSC-41, HSC-57 oder HSC-60, besitzt die hier verwendete im Gegensatz das Poten-
tial zur peritonealen Zelldissemination und scheint somit fiir ein Karzinosemodell als geeig-
net. Allerdings wird die HSC45-Zelllinie hinsichtlich der peritonealen Invasivitit noch von
zwei anderen Magenkarzinomzelllinien, HSC-44PE und HSC-58, iibertroffen [ Yanigihara et
al., 2004]. Diese beiden Zelllinien eines szirrhosen Magenkarzinoms besitzen iiberdies die
Féhigkeit zur spontanen Metastasierung in die Lungen und in Lymphknoten nach subkutaner
Injektion in Mdusen. Gegen eine Verwendung einer dieser beiden Zelllinien sprach zum einen
das Fehlen des mutierten E-Cadherins bei den HSC-58-Zellen und zum anderen die mangeln-
de Verfiigbarkeit der HSC-44-PE-Zellen. Eine Ursache fiir das Scheitern der intraperitonealen
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Dissemination konnte eine Verdnderung der HSC45-M2-Zellen im Zuge der Kultivierung
gewesen sein. Durch die Isolierung von Tumorzellen aus dem Aszites von HSC-44PE bezie-
hungsweise HSC-58 induzierten Magenkarzinomen werden diese aggressiver. Die so isolier-
ten und nach Kultivierung erneut implantierten Tumorzellen fiihren in einem hohen Prozent-
satz zu Peritonitis und blutigem Aszites [ Yanagihara et al., 2005]. So konnte es umgekehrt
denkbar sein, dass die Kultivierung der Zellen in vitro im Gegensatz zur Injektion in vivo, die
Invasivitit der Zellen herabsetzt, da die Tumorzellen keinen Abwehrmechanismen ausgesetzt

sind.

Die ausbleibende Manifestierung der Peritonealkarzinose in dieser Arbeit konnte auch in Zu-
sammenhang mit den thymushypoplasierten swiss nu/nu Nacktméusen stehen. So verhindert
beispielsweise eine Virusinfektion der Miuse eine erfolgreiche Manifestierung der Perito-
nealkarzinose [R. Beck, personliche Mitteilung]. Da diese aber mit einer deutlichen Reduzie-
rung des Allgemeinzustandes der Tiere verbunden ist, und dies bei den in dieser Arbeit ver-
wendeten Tieren nicht der Fall war, ist speziell diese Ursache unwahrscheinlich. Es ist aber
durchaus denkbar, dass eine makroskopisch nicht erkennbare Affektion der Méuse eine er-
folgreiche Manifestierung der Peritonealkarzinose verhindert hat. Auch bei der Anzahl der zu
injizierenden Tumorzellen gibt es deutliche Unterschiede in der Literatur. Beit MKN-45-EGFP
humanen Magenkarzinomzellen beispielsweise sind fiir eine erfolgreiche Manifestierung der
Peritonealkarzinose nur 1 x 10* Zellen bei BALB/c Nacktmausen notwendig [Mori et al.,
2005]. Dies zeigt die enorme Varianz und Unterschiedlichkeit bei Tiermodellen mit humanen
Tumorzellen. Es sind vielfdltige Ursachen fiir ein Scheitern eines Tumormodells in einem
komplexen vitalen System denkbar, auch wenn objektiv auf simtliche mdgliche Fehlerquellen
geachtet wurde. Aufgrund der Tatsache, dass keine Peritonealkarzinose erzeugt werden konn-
te, wurde die Biokinetik der Radioimmunkonjugate in dieser Arbeit an tumorfreien Miusen

untersucht.

5.2 Biokinetik und Bindungseigenschaften der Antikorper be-

ziehungsweise Antikorperfragmente

5.2.1 Biokinetik und Bindungseigenschaften von ?:*Bi/**!In-Fab’

Die viel versprechenden Ergebnisse der Therapiestudien mit spezifischen radioaktiv markier-
ten Antikorpern [Huber et al., 2003b, Bloechl et al., 2005, Beck et al., 2007] zog eine weitere
Entwicklung schneller zu synthetisierender Immunglobuline nach sich. Da die Sequenz von
dem in den Therapiestudien verwendeten d9MAD (Anti-d9-E-Cadherin), Klon 6HS, IgG2a

jedoch nicht zur Verfiigung stand, wurden Fab'-Fragmente gentechnisch mit Hilfe der Se-
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quenz des Klons 7E6 (IgG1) hergestellt. Der intakte 7E6 Antikdrper zeigte im Western Blot
eine etwas bessere Bindung gegen d9-E-Cadherin als der 6H8 Antikorper. Die synthetisierten
7E6 Fab'-Fragmente zeigten im Western Blot eine dhnlich gute Bindung wie der intakte 7E6
beziehungsweise 6H8 Antikorper gegen d9-E-Cadherin [K. F. Becker, personliche Mittei-
lung]. Die fiir die Bindungsstudien verwendeten *"°Bi-Fab'-Konjugate wiesen durchweg ra-

diochemische Reinheiten von > 95 % auf.

Die Bindung von *’Bi-d9-Fab' an HSC45-M2-Zellen von 2,5 % war im Vergleich zu der des
intakten *'*Bi-d9Mab (6H8) (25 %) deutlich geringer und nur etwas héher als diejenige von
*Bi-BSA (0,5 %) [Huber et al., 2003b]. Dies zeigt, dass die Qualitit der Erkennung eines
Antigens durch einen Antikdrper in Abhéngigkeit von der Untersuchungsmethode variieren
kann. So erkennt der 7E6 Antikdrper d9-E-Cadherin im Western Blot besser als der 6H8 Anti-
korper. In vivo allerdings scheint er sich jedoch anders zu verhalten. Ahnliches gilt, dement-
sprechend, wahrscheinlich fiir die Fab'-Fragmente. Ein weiterer Grund fiir die schlechte Bin-
dung von *"’Bi-d9-Fab' an HSC45-M2-Zellen ist die in der Regel schlechtere Bindung von
Antikorperfragmenten als die von intakten Antikdrpern. Auch die Chelatierung der Antikor-
perfragmente beeintrichtigt deren Bindungsverhalten: Da es sich um kleinere Molekiile han-
delt, wird hier 6fter die Bindungsstelle maskiert als bei intakten Antikérpern. Zudem kann der
*1Bj-Chelat-Komplex, der im Vergleich zum Fab'-Fragment relativ groB ist, die Bindung des
Fragments eventuell negativ beeinflussen. Die spezifische Bindung des hier untersuchten An-
tikorperfragments ist in etwa mit der des unspezifischen Anti-Delta-8-Antikorpers von Huber
et al. [2003b] von 2 % vergleichbar. Auch mit einem *"*Bi-RIK dieses Antikdrpers konnte in

Therapiestudien eine deutliche Verlingerung der Uberlebenszeit xenotransplantierter Miuse

erreicht werden.

Zur Analyse der Zytotoxizitit des 2'*Bi-d9-Fab' wurden klonogene Tests durchgefiihrt. Im
ersten Ansatz (siehe 3.2.7), modifiziert nach Seidl et al. [2005], zeigte sich mit zunehmender
213Bi-Aktivititskonzentration eine zunehmende Toxizitéit von *"*Bi-Fab' gegeniiber HSC45-
M2-Zellen. Bei Verdopplung der Aktivititskonzentration nahm die Klonanzahl jeweils um
zirka 70 % ab. Nach Inkubation mit 1,48 MBq/ml iiberlebten nur noch 2,2 % der Klone im
Vergleich zur Kontrolle. Im zweiten Ansatz (siehe 3.2.7) wurde versucht, durch Schiitteln der
Zellen wéhrend der Inkubation mit dem RIK bei 37° C bei einem anderen Verhéltnis von An-
tikdrperfragment zu Antigen, eine spezifische Zytotoxizitit von *'’Bi-Fab' gegeniiber HSC45-
M2-Zellen zu beobachten. Durch das Schiitteln wurden die Zellen per se schon sehr stark ge-
schédigt, so dass zur Erreichung identischer Klonanzahlen in den Kontrollen fiinfmal mehr

Zellen pro Well ausgesit werden mussten als beim ersten Ansatz. Dementsprechend waren die

Zellen nach Schiitteln viel empfindlicher gegeniiber der Inkubation mit *’Bi-
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Immunkonjugaten: Fiir einen vergleichbaren zytotoxischen Effekt wurden im zweiten Ansatz

nur 25 % bis 50 % der Aktivitidtskonzentrationen des ersten Ansatzes benotigt.

Der Vergleich der Toxizitit von 2'*Bi-Fab' mit *"*Bi-BSA zeigte im zweiten Ansatz bei Aktivi-
tatskonzentrationen zwischen 0,037 MBg/ml und 0,185 MBg/ml nur geringe Unterschiede.
Das *!’Bi-Fab'-Konjugat gegen d9-E-Cadherin zeigte bei jeder Aktivititskonzentration eine
um 7 % bis 12 % hohere Zytotoxizitit. Ein nur geringer Unterschied beziiglich des Uberle-
bens zwischen mit spezifischen 2'*Bi-d9-Antikérper-Konjugaten beziehungsweise unspezifi-
schen *'*Bi-d8-Antikérper-Konjugaten inkubierten HSC45-M2-Zellen, bei Aktivititskonzent-
rationen zwischen 0,6 MBg/ml und 1 MBg/ml, wird auch von Seidenschwang [2006] bei
klonogenen Tests beschrieben. Bei den Versuchen, die dhnlich der im ersten Ansatz dieser
Arbeit (siehe 3.2.7) durchgefiihrt wurden, ergab sich ebenso eine geringfiigig stirkere Schédi-
gung der Zellen durch die spezifisch bindenden *"*Bi-d9-Antikérper-Konjugate.

In einer anderen Arbeit wurde die Radiotoxizitit von **Bi-d9-MAb an MDA-MB-435S-
Brustkrebszellen, transfiziert mit d9-E-Cadherin, mit Zellen, transfiziert mit wt-E-Cadherin,
verglichen. Hier wurde bei der Inkubation von 1x10* Zellen in 200 ul Suspension iiber einen
Aktivitdtskonzentrationsbereich von 10 bis 1000 kBg/ml (zugegeben in einem Volumen von
50pl) eine deutlich hohere Hemmung der Proliferation der Zellen mit d9-E-Cadherin Expres-
sion als derjenigen mit wt-E-Cadherin-Expression beobachtet [Miederer et al., 2003]. Hier ist
durch die hohe Anzahl der Zellen pro Ansatz im Verhiltnis mehr Antigen pro Antikorper vor-
handen und es ist ein hoherer zytotoxischer Effekt der spezifisch bindenden Antikorper er-
kennbar. Bei einem deutlich hoheren Anteil an Antikorper im Vergleich zu der Anzahl von
Antigenen zeigt ein spezifisch bindender Antikorper dagegen einen kaum hoheren zytotoxi-
schen Effekt. Da bei der Behandlung von disseminierten Tumorzellen in der Bauchhéhle mit
einer im Verhéltnis zu den Antigenen hohen Anzahl von Antikérpern gearbeitet wird und hier-
bei die spezifische Bindung der Antikorper keine entscheidende Rolle spielt, wurde von *"*Bi-
Fab' die in vivo Verteilung, im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz, im murinen Orga-

nismus mittels Biodistributionsversuchen untersucht.

Die Biodistributionsversuche mit *'’Bi-Fab' wurden an swiss nu/nu Nacktmiusen durchge-
fiihrt. Den Tieren wurden drei Wochen zuvor jeweils 1x10” HSC45-M2-Zellen intraperitoneal
injiziert um eine Peritonealkarzinose zu induzieren und somit die Anreicherung des RIK im
Tumorgewebe bestimmen zu kénnen. Da sich jedoch i.p. Tumore nicht entwickelten (siche
4.6.1) wurde die Biokinetik an tumorfreien Mausen untersucht. Zur Beurteilung der Biokine-
tik des Antikorperfragments im Hinblick auf den Einsatz zur Radioimmuntherapie spielte die-

ser Umstand nur eine geringe Rolle.
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Nach intraperitonealer Applikation von *'’Bi-Fab' zeigte sich ein schnelles Ansteigen der Ak-
tivitdt in der Niere. Drei Stunden p.i. befanden sich zirka 20 % der injizierten Aktivitit in den
Nieren. Dies entspricht einem Wert von 45,8 % der injizierten Aktivitit pro Gramm Gewebe.
Die hohe Anreicherung von Fab'-Fragmenten gegen TAG-72 Antigen in der Niere wird auch
von Pavlinkiva et al. [1999] beschreiben. Hier wurden nach i.v. Injektion von "*'I-Fab' in
Maéiuse, mit subkutanem Tumor aus humanen Kolonkarzinomzellen, 30 min p.i. 138 % ID/g
und 4 h p.i. noch 22 % ID/g gemessen. Nach i.v. Injektion von *’™Tc markiertem Anti-CEA-
Fab' in tumorfreie BALB/c Miuse beschreiben Behr et al. [1995b] eine mittlere maximale
Anreicherung von 88,1 % ID/g in der Niere. Dies entspricht einer Menge von 18-35% der

injizierten Aktivitit in den Nieren.

Eine hohe Anreicherung von Aktivitdt in der Niere wird auch bei Biodistributionen mit den
groBBeren F(ab'),-Konjugaten beobachtet [Casey et al., 1996, 1999, Ugur et al., 1996]. Eine
hohe Anreicherung von Radiokonjugaten in der Niere verursacht Storungen der Nierenfunkti-
on bis zum Verlust der Funktion. Das Radioimmunkonjugat reichert sich schon nach kurzer

Zeit in der Niere an und zeigt im Vergleich zu 213

Bi-1gG eine schnelle Elimination aus dem
Blut. Die Niere wird auch von Behr et al. [1999] bei der Biodistribution von **Y- bezie-
hungsweise *"*Bi-markierten Antikorperfragmenten bei Mausen, mit subkutanen Tumoren aus
humanen Kolonkarzinomzellen, als dosislimitierendes Organ beschrieben. Auch die szin-
tigraphische Analyse der Verteilung von '''In-Fab' zeigt eine schnelle Resorption ins Blut und
eine hohe Anreicherung des Antikorperfragments in den Nieren. Nach 24 Stunden ist die Ak-

tivitdt, sowohl nach i.p. als auch nach i.v. Injektion, vornehmlich in den Nieren lokalisiert.

Im Hinblick auf den Einsatz fiir die Therapie ist das hier untersuchte Fab'-Konjugat, wegen
seiner schnellen Resorption vom Peritonealraum in das Blut und seiner Nierentoxizitit, als
ungeeignet einzustufen. Die Tatsache, dass nach intraperitonealer Injektion von *"*Bi-Fab'
nach 90 Minuten schon 45,8 % + 12,9 % ID/g in der Niere zu finden sind deutet darauf hin,
dass das RIK aufgrund seiner geringen Grof3e schnell aus dem Peritonealraum resorbiert wird.
Somit gelangt ein groBer Anteil der Aktivitit schnell ins Blut und von dort in die Nieren. Das
eingesetzte *°Bi zerfillt somit nicht intraperitoneal, wie es zur Therapie einer Peritonealkar-
zinose notwendig wire. Die Akkumulation der injizierten Radioaktivitdt in den Nieren mit
einer nur geringen Ausscheidung belegt auch die biologische Halbwertszeit von Fab'-RIK von
45 Stunden, die deutlich ldnger ist als die von IgM-RIK mit 24 Stunden. Bei IgM-RIK erfolgt,
nachdem es ins Blut gelangt ist, die vergleichsweise schnelle Ausscheidung iiber die Leber.

Die Ausscheidung von 'In-Fab' ist jedoch wesentlich schneller als die von "'

In-1gG, wel-
ches erst nach 165 Stunden zur Hilfte eliminiert ist. Antikorperfragmente zeigen auch beim

Menschen eine kiirzere biologische Halbwertszeit als intakte 1gG-Antikorper. Ermittelt wur-

54



9MTe mar-

den die biologischen Halbwertszeiten mittels Szintigraphie nach i.v. Injektion von
kierten Anti-CEA-IgG-Antikérpern beziechungsweise F(ab'),/Fab'-Gemischer. Mittels ROI-
Technik wurde fiir 1gG eine Halbwertszeit von 36 Stunden, fiir F(ab'), eine Halbwertszeit von

16 Stunden und fiir Fab' eine Halbwertszeit von nur 4 Stunden bestimmt [Behr et al., 1995a].

Ein geringer Anteil der Aktivitit in der Niere konnte durch freies 2'*Bi verursacht werden,
welches sich in der Niere anreichert [Beck et al., 2007]. Ein Nierenschaden welcher sich nach
Applikation von 22,2 MBq *"*Bi-d9Mab entwickelt, duBert sich bei der Maus durch glomeru-
lare Sklerose, Tubulusatrophie und vernarbtes Interstitium [Beck et al., 2007]. Durch die we-
sentlich hohere Nierenanreicherung von *"*Bi-Fab' wire bei dem in dieser Arbeit untersuchten
Radioimmunkonjugat eine solche Nierenschidigung schon bei viel niedrigeren injizierten
Aktivititen zu erwarten. Beim Menschen fiihrt der zunehmende Verlust der Nierenfunktion
der nach einer Strahlenexposition der Niere beobachtet wird zu einer Glomerulosklerose
und/oder einer tubulointerstitiellen Fibrose [Cohen et al., 2003]. Ahnliche Schiden kénnten

somit bei der Anwendung von 213Bj-Fab' beim Menschen auftreten.
5.2.2 Biokinetik und Bindungseigenschaften von ?*3Bi/**!In-IgM

Zur vollstindigen Elimination von i.p. disseminierten Tumorzellen ist es notwendig einen
deutlichen Uberschuss an Radioimmunkonjugat-Molekiilen im Vergleich zur Anzahl der An-
tigene auf den Zielzellen zu applizieren. Dabei trégt der Crossfire-Effekt von nicht zellgebun-
denen Radioimmunkonjugaten in hohem Mal3e zur therapeutischen Effizienz bei. Die thera-
peutische Effizienz ist daher auch abhéngig von der Verweilzeit des Therapeutikums im
Intraperitonealraum (nach i.p. Applikation). Die spezifische Bindung des Radioimmunkonju-
gats an die Tumorzellen ist bei einem hohen Uberschuss von Antikdrpern im Vergleich zu
Antigenen fiir die therapeutische Effizienz nicht von entscheidender Bedeutung [Beck et al.,
2007]. Antikorper der Klasse IgM verbleiben aufgrund ihres hohen Molekulargewichts ldnger
im Peritonealraum als 1gG-Antikdrper. Ein Vorteil eines Therapeutikums, das nicht iiber die
Bindung an ein spezielles Antigen wirkt, wire eine universelle Einsetzbarkeit bei disseminier-

ter Peritonealkarzinose.

In dieser Arbeit wurde ein unkonjugierter, humaner Antikorper der Klasse IgM mit unbekann-
ter Spezifitét (Pierce Biotechnology) untersucht um den Einsatz gegeniiber dem 1gG-
Antikdrper zu priifen. Wie erwartet lag die Bindung von *°Bi-IgM an HSC45-M2-Zellen mit

0,9 % ungefihr im Bereich von *"*Bi-BSA (0,5 %) [Huber et al., 2003b]. Fiir Biodistributi-

213 111

onsstudien wurde “ "Bi-IgM fiir kiirzere Zeitpunkte und ~ " 'In-IgM fiir ldngere Zeitpunkte

213 111

verwendet. Identische Verteilungen von “ °Bi-IgM beziehungsweise  In-IgM 3 Stunden p.i.

lassen auf eine gleiche Biokinetik der beiden Radioimmunkojugate schlieen. Eine gleiche
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Verteilung von '''In beziehungsweise **Y markiertem IgM, spezifisch bindend an humane
Ovarialkarzinomzellen (SKOV3-NMP2), nach i.p. Injektion bestitigen auch Borchardt et al.
[1998] bei Biodistributionsversuchen an Miusen mit intraperitonealen Tumoren induziert

durch Ovarialkarzinomzellen nach orthotoper Xenotransplantation.

Auffallend in unseren Studien war die hohe Anreicherung von **Bi-/"''In-IgM in der murinen
Leber. 24 Stunden nach intraperitonealer Injektion waren 16,6 % + 2,1 % ID/g, nach intrave-
ndser Injektion sogar 32,7 % + 23,4 % ID/g in der Leber vorhanden. Damit verbunden wurde
"'n-IgM schnell aus dem Blut eliminiert. Nach anfinglichem Anstieg der Aktivitit auf 4,5 %
ID/g 3 Stunden nach i.p. Injektion, ist schon 24 Stunden p.i. fast kein RIK (i.p.: 0,3 %, 1.v.:

0,6 % ID/g) im Blut mehr nachzuweisen. Diese beiden Aspekte der Biokinetik sind auch in
anderen Arbeiten mit Antikorpern der Klasse IgM zu finden: Bei Quadri et al. [1995] befinden
sich 24 h nach i.v. Injektion von ''In-IgM (AC6C3-2B12) in Mause, mit subkutanen Tumo-
ren aus humanen Kolonkarzinomzellen, 50 % ID/g in der Leber, wihrend im Blut fast kein
RIK mehr nachzuweisen ist. Borchardt et al. [1998] beschreiben nach i.p. beziehungsweise
1.v. Injektion von 20y "n-IgM (AC6C3-2B12) in xenotransplantierte (Ovarialkarzinomzel-

len) Méuse die hochsten Aktivitdten in Leber und Milz. Auch hier waren im Blut jeweils nur

geringe Aktivititen nachzuweisen.
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In Ubereinstimmung mit der schnellen Elimination von '''In-IgM iiber die Leber war die bio-

111

logische Halbwertszeit auch geringer als die von " 'In-1gG. Sie betrug 24 Stunden und war

somit nur halb so lang wie die von '''In-Fab' und betrug sogar nur 1/7 der biologischen Halb-

. 111
wertszelt von

In-1gG. Eine schnelle Eliminierung von IgM-Radioimmunkonjugat (CR4ES)
und eine sehr niedrige Aufnahme in andere Gewebe wird auch von Borchardt et al. [1997,
2004] bei Untersuchungen an Méusen mit subkutan induziertem humanem Plattenepithelkar-
zinom beschrieben. Nach subkutaner Injektion in die tumordse Lasion ist systemisch kaum
Aktivitit messbar. 24 Stunden und 48 Stunden nach i.v. Injektion von ''In-IgM (CR4ES) er-
geben sich hohe Aktivitédten in der Leber (35 % ID/g), wohingegen im Blut 24 Stunden p.i.

nur noch 1 % ID/g nachzuweisen sind [Borchardt et al., 1997].

Die schnelle Eliminierung von IgM-Radioimmunkonjugaten kdnnte auf die Expression von
Poly-Ig-Rezeptoren in der Mausleber zuriickzufiihren sein, die sowohl fiir die Bindung als
auch fiir den schnellen hepatobilidren Transport von Poly-IgA und von IgM verantwortlich
sind [Delacroix et al., 1985, Koertge et al., 1986]. Die in unseren Studien ermittelte biologi-
sche Halbwertszeit fiir '''In-IgM ist mit 24 h deutlich linger als diejenige fiir '*’I-VG-IgM
(spezifischer Antikorper flir Carcinoembryonales Antigen (CEA)) [Garambois et al., 2004].
Dort waren nach 24 Stunden nur noch 20,5 % '*’I-VG-IgM (spezifischer Antikorper fiir Car-

cinoembryonales Antigen (CEA)) bei der Ganzkorpermessung der Maus ermittelt worden. In
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der Arbeit von Garambois et al. [2004] wird zudem von teilweise spezifischen den einzelnen
IgM-Antikérpern zuordenbaren Eigenschaften ausgegangen. So fehlt dem IgM-Antikorper
(AC6C3-2B12) der von Borchardt et al. [1998] verwendet wird die J Kette und somit kann
dieser Antikorper nicht an den Poly-Ig-Rezeptor binden. Die Annahme von speziellen Eigen-
schaften der IgM-Antikorper wiirde auch die teilweise von anderen Arbeiten abweichende
Biokinetik des IgM-RIK dieser Arbeit erkldren. Bei dem hier verwendeten unspezifischen
IgM-Antikorper kommt es nicht zu einer hohen Aktivititsanreicherung des Pankreas wie sie
von Quadri et al. [1995] nach i.v. Injektion von ''In-IgM (AC6C3-2B12) in Miusen be-
schrieben wird. Die gemessene Aktivitit betrdgt fiir das Pankreas in dieser Arbeit 0,6 % ID/g
im Vergleich zu 20 % ID/g [Quadri et al., 1995] 24 Stunden nach i.v. Injektion.

5.2.3 Vergleich der Biokinetik von ?'*Bi/!''In-IgM und *'*Bi/!!'In-1gG

Zur qualitativen und quantitativen Beurteilung wurde die Verteilung von ''In-IgM-
Konjugaten auch mittels Szintigraphie nach 1.p. beziehungsweise i.v. Injektion analysiert, im

Vergleich zu '

In-1gG-Konjugaten (d9-MAD). Auch hier galt das Hauptaugenmerk den Unter-
schieden in der Biokinetik nach intraperitonealer beziechungsweise intravendser Applikation,
auch hinsichtlich eines méglichen Einsatzes von *°Bi-IgM in der lokoregionalen Therapie der
Peritonealkarzinose. Die mittels Biodistribution nachgewiesene Anreicherung von *"*Bi/!!'In-
IgM in der Leber konnte auch mit Hilfe der Szintigraphie bestitigt werden. Zu dem Ergebnis

- 11
der Anreicherung von

In-IgM-Radioimmunkonjugat (spezifisch fiir Thy 1.2-Antigen) in der
Immunszintigraphie im Bereich der Leber kommen auch Macklis et al. [1988a] in Mdusen die
Thy1.2 exprimierende T-Zellen besitzen als auch in Mausen mit T-Zellen die dieses Antigen
nicht exprimieren. Das Thy Oberflichenantigen wird unter anderem bei verschieden murinen

T-Zell-Erkrankungen an diesen iiberexprimiert [Bubenik et al., 1983].

Die im Szintigramm ermittelte Verteilung von ''In-1gG und "'In-IgM lieferte deutlich unter-

"n-1gG verteilte sich

schiedliche Ergebnisse unabhingig von der jeweiligen Applikationsart:
iber den ganzen Mauskorper und zeigte aufgrund der langen HWZ im Blut schon 3 h p.i. tiber
den gesamten Beobachtungszeitraum eine Anreicherung der '''In-Aktivitit im Bereich des
Thorax in welchem sich die stark durchbluteten Organe Herz und Lungen befinden. Im Ge-
gensatz dazu war ''In-IgM 3 h p.i. bis 72 h p.i. nahezu ausschlieBlich in der Leber und nur
nach i.p. Applikation auch im kaudalen Abdomen nachzuweisen. Diese Befunde sind im Ein-

111

klang mit den Ergebnissen der Biodistributionsstudien in denen ~ In-IgM im Blutpool unab-

héngig von der Applikationsart mit einer Aktivitit von unter 1 % ID/g 24 h p.i. praktisch
kaum mehr nachzuweisen ist. Nach i.p. Injektion verblieb '''In-IgM deutlich linger im Peri-

111

tonealraum als '~ 'In-1gG, was auch nach quantitativer Auswertung der Szintigramme mit Hilfe
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von ROIs bestétigt werden konnte. Eine Ursache hierfiir ist der, aufgrund des hoheren Mole-
kulargewichtes, langsamere Durchtritt des [gM-Pentamers iiber GefaBmembranen im Ver-
gleich zu Antikdrpern der Klasse 1gG [Jullien-Vitoux et al., 1973]. Den vergleichsweise
schnellen Ubertritt von IgG vom Peritonealraum in den Blutkreislauf belegen auch die Ergeb-
nisse der Biodistributionsstudien: Schon 24 Stunden p.i. findet sich kein Unterschied in der
Verteilung von 'In-1gG nach i.p. beziechungsweise i.v. Injektion beziiglich der untersuchten
Organe Blut, Herz, Lunge, Leber, Pankreas, Milz, Niere, Peritoneum und Muskel. Die ver-
gleichbaren Aktivititen nach i.p. beziehungsweise i.v. Injektion der untersuchten Organe sind

bei '"'In-IgM erst wesentlich spiter zu beobachten.

"n-1gG bezichungsweise ''In-IgM

Die Unterschiede im Hinblick auf die Verteilung von
konnten auf unterschiedlichen Katabolismen der beiden Radioimmunkonjugate beruhen.
Wihrend fiir IgM-RIK unter anderem, wie oben beschrieben, der Poly-Ig-Rezeptor der Leber
fiir die schnelle Elimination verantwortlich sein kann, wurde fiir chelatierte '''In-1gG Anti-
korper ein Abbau zu Low molecular weight Metaboliten ebenfalls in der Leber beschrieben
[Jones et al., 1990, Motta-Hennessy et al., 1990]. Es ist bekannt, dass '''In-DTPA Antikdrper
beziehungsweise Antikorperfragmente in den Nieren retiniert und in der Leber abgebaut wer-

den. Das Endprodukt des lysosomalen Abbaus in der Niere/Leber, ''In-DTPA-¢-Lysin, wird

schlieBlich tiber den Harn beziehungsweise Féazes ausgeschieden [Rogers et al., 1995]. Dies

111 111

erkldrt auch die hohere Anreicherung von *In in der Niere nach * 'In-1gG Injektion im Ver-

gleich zur '"'In-IgM Injektion.

AbschlieBend ldsst sich somit folgendes Fazit ziechen: IgM-Radioimmunkonjugat ist hinsicht-
lich der Retention im Peritonealraum und des Modus der Exkretion besser geeignet zur loko-
regionalen Therapie disseminierter Tumorzellen nach i.p. Injektion als entsprechende 1gG-
und Fab'-Radioimmunkonjugate. '''In- IgM verbleibt relativ lange im Peritonealraum und
wird nach dem Ubertritt in den Blutkreislauf schnell iiber die Leber abgebaut (Ganzkdrperak-

tivitditsmessung).

5.3 Uberlegungen zur Therapie disseminierter Tumorzellen im

Peritoneum

Wie bereits in der Einleitung erwihnt unterscheidet man zwischen der makroskopisch sichtba-
ren Peritonealkarzinose, bei der solide Tumorknoten vorhanden sind, und der mikroskopi-
schen Peritonealkarzinose, bei der einzelne Tumorzellen disseminiert im Peritonealraum vor-
liegen. Zur Diagnose dieser unterschiedlichen Stadien der Karzinose werden unterschiedliche

Verfahren angewandt. Die makroskopisch sichtbaren Stadien lassen sich mittels Kernspinto-
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mographie (signalreicher Aszites in der T,-Wichtung) und auch mittels Positronenemissi-

onstomographie (PET) sehr gut darstellen.

Neben den nicht-invasiven Verfahren zur Darstellung einer Peritonealkarzinose wird auch
eine invasive Methode zur Detektion disseminierter Tumorzellen angewendet. Die Detektion
von Tumorzellen nach zytologischer Untersuchung einer durch Peritoneallavage gewonnenen
Probe stellt einen wichtigen prognostischen Faktor dar. Die auf ,,reverser Transkriptase Poly-
merase Kettenreaktion* (RT-PCR) basierende molekulare Untersuchung der Peritoneallavage
auf Carcinoembryonales Antigen (CEA)stellt eine noch sensitivere Methode fiir die Detektion
von Tumorzellen dar. Zudem lassen sich mit diesem Verfahren Aussagen beziiglich Rezidiven
im Peritonealraum nach der Resektion eines Magenkarzinoms treffen [Kodera et al., 1998,
2002, Sugita et al., 2003, Mori et al., 2004]. Durch die zusétzliche molekulare Untersuchung
der Peritoneallavage auf humanes Cytokeratin (CK)-20 mittels ,,reverser Transkriptase Poly-
merase Kettenreaktion® (RT-PCR) kann die Sensitivitdt der Untersuchung nochmals verbes-

sert werden [Kodera et al., 2005].

Aufgrund der sehr schlechten Prognose, die mit einer peritonealen Aussaat von Tumorzellen
verbunden ist, wird eine effektive Therapie disseminierter Tumorzellen sowie auch kleiner
Tumorknoten dringend benétigt. Bisher angewandte Therapien mit relativ geringer therapeuti-
scher Effizienz umfassen die kontinuierliche hypertherme peritoneale Perfusion [Kaibara,
1996], die Applikation der Adhésionspolypeptide YIGSR, RGD sowie RGD-Derivaten, die
aus wenigen Aminoséduren bestehen, die die Invasivitidt von Tumorzellen hemmen [Matsuoka
et al., 1998], und intraperitoneale Chemotherapie zum Beispiel mit Paclitaxel [Ohashi et al.,
2005]. Ein viel versprechendes, erfolgreich im Tiermodell angewandtes Verfahren, ist die
intraperitoneale Radioimmuntherapie mit a-Emittern. Dieses ist bei einer Reihe peritoneal
disseminierter Tumorentitdten erfolgreich eingesetzt worden. Bei dem oft kavitir metastasier-
enden Ovarialkarzinom wurden im Mausmodell nach Inokulation von humanen Ovarialkarzi-
nomzellen mit *'' At markiertem monoklonalem MX35-Antikorper (gegen ein Zelloberfli-
chenglykoprotein von Ovarialkarzinomzellen) gute therapeutische Erfolge erzielt [Elgqvist et
al., 2005]. Eine Verlingerung des mittleren Uberlebens von 20 auf fast bis zu 60 Tage wurde
durch den Einsatz von *'*Bi beziehungsweise *'*Pb markiertem Herceptin bei einer Perito-
nealkarzinose, erzeugt durch Kolonkarzinomzellen im Mausmodell, erreicht [Milenic et al.,
2004, 2005]. *'*Pb-Herceptin eignete sich im Mausmodell auch fiir die Therapie disseminier-
ter Pankreaskarzinomzellen im Peritoneum [Milenic et al., 2005]. Auch die durch Magenkar-

zinomzellen vom diffusen Typ hervorgerufene Peritonealkarzinose konnte erfolgreich mit

213 213

Bi-Radioimmunkonjugaten therapiert werden. Dabei wurden “ “Bi-d9-Mab-Konjugate ge-

gen mutiertes E-Cadherin appliziert. Damit konnten im Friithstadium der peritonealen Karzi-
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nose bis zu 87 % der Tiere geheilt werden und zeigten ein unverindert langes Uberleben im
Vergleich zu Kontrolltieren [Huber et al., 2003b, Bloechl et al., 2005, Beck et al., 2007]. Bei
dem beschriebenen Magenkarzinommodell hat sich iiberraschender Weise, wie schon unter
5.2.1 erwihnt, herausgestellt, dass die Spezifitit des Antikorpers beziiglich der Tumorzellen
fiir eine erfolgreiche Therapie in einem bestimmten Aktivitdtsbereich des eingesetzten Radi-
oimmunkonjugats nicht von entscheidender Bedeutung ist [Huber et al., 2003b, Beck et al.,
2007]. Beschrieben wird die gleiche therapeutische Effizienz zwischen spezifischem bezie-
hungsweise unspezifischem Radioimmunkonjugat auch von Milenic et al. [2004]. Hier wird
bei einer durch Kolontumorzellen verursachten Peritonealkarzinose bei Méusen kein Unter-
schied beziiglich des Uberlebens nach Therapie mit *"*Bi markiertem Herceptin (spezifisch an
die Tumorzellen bindend) bezichungsweise mit *'*Bi markiertem unspezifischen 1gG-
Antikorper beobachtet. Bei der Therapie von frithen Stadien der Peritonealkarzinose, induziert
durch OVCAR-3 Ovarialkarzinomzellen bei Mausen, wird ebenfalls die gleiche therapeuti-
sche Effizienz mit *'' At-MX35-F(ab') (spezifisch gegen OVCAR-3-Zellen) bezichungsweise
21 At-Rituximab (unspezifisch gegen OVCAR-3-Zellen) erreicht [Elgqvist et al., 2006]. Erst
bei spiteren Stadien der Krankheit, es liegen schon groBere Tumorknoten vor, ist > At-

MX35-F(ab') in der Therapie dem unspezifischen Radioimmunkonjugat iiberlegen.

Die gute therapeutische Effizienz auch der nicht spezifisch an Tumorzellen bindende *"*Bi-
Radioimmunkonjugate beruht auf dem schon unter 5.2.2 beschriebenen Crossfire-Effekt, der
bei einem Uberschuss von Antikdrper-Konjugat im Vergleich zu den Zellantigenen auftritt
und eine effiziente Tumorzellabtétung bewirkt. Die geringe Reichweite der a-Strahler ver-
bunden mit einem hohen linearen Energietransfer (LET) bewirken bei lokoregionaler Appli-
kation eine rdumlich begrenzte, effektive Tumorzellabtdtung und sind somit zur Therapie von
Mikrometastasen gut geeignet [Imam, 2001, Couturier et al., 2005]. Dies wird auch durch die
effektive Abtotung von Sphiroiden mit einem Durchmesser von 20 bis 30 Zellen durch *"*Bi-

Radioimmunkonjugat bestitigt [Kennel et al., 1999b].

Die Analysen zur Stabilitit von *"*Bi-IgM zeigten in PBS eine stabile Bindung iiber 3 Stun-
den. Nach diesem Zeitraum waren noch 87 % des *"*Bi an den Antikdrper gebunden. In Se-
rum nahm der Anteil des gebundenen RIK zwar unmittelbar nach dem Start der Inkubation ab,
blieb dann aber iiber 3 Stunden nahezu stabil. Fiir die Verwendung des RIK zur lokoregiona-
len Therapie ist aber ohnehin die Stabilitdt in PBS entscheidend, da dieses in PBS verdiinnt
appliziert wird und erst nach dem Ubertritt in den Blutkreislauf mit Serum in Beriihrung
kommt. Entscheidend fiir eine systemische Toxizitét ist dabei die Geschwindigkeit der Diffu-
sion in das Blut. Bei einer Abspaltung des *"*Bi von IgM wiirde man noch eine zunehmende

Anreicherung der Aktivitit in der Niere verzeichnen, dies war bei den Biodistributionsversu-
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chen jedoch nicht zu beobachten. Radioimmunkonjugate bestehend aus *’Bi und Antikérpern
der Klasse IgM scheinen aufgrund der langen Verweilzeit im Peritonealraum und des schnel-
len Elimination aus dem Blutkreislauf fiir die Therapie intraperitoneal disseminierter Tumor-

zellen viel versprechend.

Wichtig fiir die Interpretation der Ergebnisse der Biokinetik beziiglich der Anwendung am
Menschen ist die Vergleichbarkeit der Verteilung im murinen und im menschlichen Organis-
mus. Im Mausmodell zeigt sich bei '''In markierten monoklonalen IgM Antikorpern ein Un-
terschied in der Verteilung zwischen humanen und murinen Antikdrpern [Halpern et al.,
1988]. Die Verteilung von humanen Antikorpern der Klasse IgM in der Maus ist der Vertei-
lung dieser Antikorper im Menschen, untersucht mittels Szintigraphie, dhnlich, was sich zum
Beispiel an einer hohen Anreicherung der Aktivitit in der menschlichen Leber zeigt [Halpern
et al., 1988]. Somit kdnnen die im Tierexperiment gewonnenen Ergebnisse teilweise auf den

Menschen tibertragen werden.

Die lokoregionale, das heisst die intraperitoneale, Applikation von Radioimmunkonjugat zur
Therapie intraperitonealer Tumoren beziehungsweise disseminierter Tumorzellen ist un-
bestritten. Ein hinsichtlich des Therapieerfolgs weiter optimierter therapeutischer Effekt, be-
ziiglich des medianen Uberlebens, kann durch unterschiedliche Therapieschemata erreicht
werden. Ein interessanter Ansatz ist die fraktionierte, lokoregionale Niedrigdosis-
Radioimmuntherapie. Hier wurden xenotransplantierten Mausen an Tag 1 beziechungsweise 8
nach Inokulation von HSC45-M2-Zellen jeweils 0,37 MBq *"°Bi-d9-Mab appliziert. Dies
fiihrte zu einem signifikant lingeren Uberleben (im Mittel 84 Tage gegeniiber 48 Tage) im
Vergleich zu den nur einmal am Tag 1 nach Tumorzellinjektion mit 0,37 MBq *"*Bi-d9-Mab
behandelten Miusen [Bloechl et al., 2005]. Eine Uberlegenheit der zweifachen Applikation
des RIK ist auch bei einer Behandlung eines fortgeschritteneren Stadiums der Peritonealkar-
zinose zu beobachten: Die Applikation von jeweils 0,74 MBq *'*Bi-d9Mab an Tag 8 bezie-
hungsweise Tag 15 nach Tumorzellinjektion ist der einmaligen Applikation von 1,48 MBq
*1Bi-d9Mab an Tag 8 nach Tumorzellinjektion hinsichtlich der Verlingerung des mittleren

Uberlebens von 44 auf 78 Tage iiberlegen [Bloechl et al., 2005].

Ein weiterer interessanter Ansatz beziiglich der Therapieform einer Peritonealkarzinose ist die
Kombination von Chemotherapie und Radioimmuntherapie. Untersucht wurden verschiedene
Therapieregimes an Méusen denen intraperitoneal humane Kolonkarzinomzellen, mit einer
Uberexpression von HER2-Antigen, injiziert wurden. Das Stadium der Krankheit entsprach
hier, zum Zeitpunkt der Therapie, einer disseminierten mikroskopischen Peritonealkarzinose.

212

Mit der Kombination des Chemotherapeutikums Gemcitabin und “ “Pb-Trastuzumab konnte

eine Verlingerung des medianen Uberlebens der Tiere von 18,5 Tage bei den unbehandelten
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Tieren auf bis zu 196,5 Tage erreicht werden. Das beste Ergebnis lieferte, mit einem mittleren
Uberleben von 196,5 Tagen, folgendes Therapieregime: Applikation von 1 mg Gemcitabin an

212

Tag 2, von 10 pCi © “Pb-Trastuzumaban Tag 3, von 1 mg Gemcitabin an Tag 9, von 1 mg

Gemcitabin an Tag 23, von 10 pCi *'*

Pb-Trastuzumab an Tag 24 und schlieBlich von 1 mg
Gemcitabin an Tag 30 [Milenic et al., 2007]. Eine weitere Therapieoption, die bisher nur in
vitro getestet wurde, stellt die so genannte MTAT (=multiple targeted a-therapy) dar. Hier
wird ein Cocktail bestehend aus *"*Bi-C595, **Bi-BLCA-38 und *"’Bi-PAI2 angewendet. Ar-
beiten hierzu wurden an Spharoiden von Prostatakarzinomtumorzellen durchgefiihrt. Die Ver-

wendung eines solchen Cocktails konnte zur Therapie von Mikrometastasen eine potente The-

rapieoption darstellen [Wang et al., 2006].

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass 2"

Bi-IgM Radioimmunkonjugate einen viel
versprechenden Ansatz zur Therapie disseminierter intraperitonealer Tumorzellen darstellen.
Auch bei fehlender Spezifitdt des [gM Antikorpers, ist die Therapie prinzipiell fiir alle i.p.

. .. . . . 213
disseminierten Tumoren geeignet. Die lange Retention von

Bi-IgM im Peritonealraum nach
orthotoper Applikation und eine rasche Ausscheidung aus dem Blut {iber die Leber, und somit
die Ausscheidung aus dem ganzen Korper, sind zwei entscheidende Vorteile des untersuchten

Radioimmunkonjugats gegeniiber *"°Bi-1gG bezichungsweise *'*Bi-Fab' Konjugaten. Die the-

rapeutische Effizienz muss aber erst noch gezeigt werden.
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6 Zusammenfassung

Zur therapeutischen Effizienz im Rahmen einer Radioimmuntherapie tragen vor allem Radi-
oimmunkonjugate bei, die spezifisch an die Zielzellen binden, daneben aber auch solche ohne
spezifische Bindung, die ihre Wirkung iiber den so genannten Crossfire-Effekt erzielen. Von
entscheidender Bedeutung ist dabei die Verweilzeit der Konjugate am Ort ihrer therapeuti-
schen Einwirkung. Im Falle der Therapie disseminierter Tumorzellen einer Peritonealkarzino-
se sollen Radioimmunkonjugate nach lokoregionaler Applikation daher mdglichst lange im

Peritonealraum verbleiben.

In der vorliegenden Studie wurde die Biodistribution verschiedener Radioimmunkonjugate
sowohl nach intraperitonealer (i.p.) als auch intravendser (i.v.) Injektion in tumorfreien Méu-
sen mittels Szintigraphie, Quantifizierung der Aktivitét in ausgewdhlten Organen, sowie Er-
mittlung der biologischen Halbwertszeit bestimmt. Dazu wurden folgende Radioimmunkoju-

gate eingesetzt:

213Bi-/"""In-Fab' (Anti-d9-E-Cadherin, gentechnisch hergestellt aus Klon 7E6);
21Bi-/""In-1gG (Anti-d9-E-Cadherin , Klon 6H8);

2BBj-/""n-IgM (Myeloma).

Zur Charakterisierung der verwendeten Radioimmunkonjugate wurde zunéchst deren Bin-
dung an HSC45-M2-Magenkarzinomzellen, die mutiertes d9-E-Cadherin exprimieren, ermit-

telt und nachfolgend die Zytotoxizitit der Radioimmunkonjugate untersucht.

Wie erwartet zeigten I[gM-Radioimmunkonjugate nur eine sehr geringe, unspezifische Bin-
dung and die HSC45-M2-Zellen (ca. 1%), die im Bereich von BSA-Radioimmunkonjugaten
lag. Uberraschenderweise war die Bindung von Fab'-Radioimmunkonjugaten gegen d9-E-
Cadherin nur unwesentlich hoher (ca. 2,5%) und damit deutlich geringer als diejenige von
IgG-Radioimmunkonjugaten gegen d9-E-Cadherin (ca. 25%), wie bereits frither gezeigt wer-
den konnte. Sowohl *"*Bi-Fab'- als auch *"*Bi-IgM-Konjugate zeigten dementsprechend nur
jeweils eine geringfiigig hohere Zytotoxizitit gegen HSC45-M2-Zellen als 213Bji-BSA-
Konjugate.

Die Untersuchungen zur Biodistribution der *"*Bi-/""'In-Konjugate (Fab', 1gG, IgM) im Hin-
blick auf ihre Verweilzeit im Intraperitonealraum, die Zeitspanne ihrer Zirkulation im Blut-
kreislauf sowie die Anreicherung in dosislimitierenden Organen wie der Niere erbrachten fol-

gende Ergebnisse:
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3 h nach i.p. Injektion zeigten Fab'-Radioimmunkonjugate eine sehr hohe Anreicherung in der
Niere (54,3 % £ 9.9 % ID/g), wiahrend 1gG-Radioimmunkonjugate die hochste Aktivititskon-
zentration im Blut aufwiesen (16,0 % ID/g + 7,2 % ID/g) und IgM-Radioimmunkonjugate
sich vorwiegend in der Leber anreicherten (29,7 % ID/g + 6,5 % ID/g). Auffallend war die
durchweg geringe Aktivitdtskonzentration von IgM-Radioimmunkonjugaten im Blut, die nach
24 hunter 1 % ID/g lag und damit deutlich niedriger war als bei 1gG-Konjugaten. Nach i.v.
Injektion der verschiedenen Radioimmunkonjugate zeigten sich maximale Anreicherungen

jeweils in den gleichen Geweben wie nach i.p. Injektion.

Mittels Szintigraphie konnte gezeigt werden, dass '''In-IgM-Radioimmunkonjugate nach i.p.

Injektion durchgehend (iiber 72 Stunden) ca. 2-fach hohere Aktivititen im kaudalen Abdomen
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aufwiesen als nach i.v. Injektion. Fiir ' In-lgG-Radioimmunkonjugate war ein entsprechender

Unterschied nur zu einem frithen Zeitpunkt (bis 3 Stunden) nach Injektion beobachtbar. ''In-
Fab'-Radioimmunkonjugate zeigten ebenfalls nur bis 1 h p.i. einen Unterschied zwischen i.p.
und i.v. Injektion, wobei hier bei allen Aufnahmen hohe Aktivitdten im Bereich der Nieren

ermittelt wurden.

72 h nach Injektion von ''In-IgG waren noch 75% der injizierten Aktivitit in den Tieren

nachweisbar, nach Injektion von

schen Halbwertszeiten von 24 h fiir '''In-IgM und 165 h fiir '"'In-1gG. Fiir '"'In-Fab' wurde

In-IgM dagegen nur noch 33%. Das entspricht biologi-

eine biologische Halbwertszeit von 45 h ermittelt. Nach i.p. Injektion identischer Aktivitdten
der verschiedenen Radioimmunkonjugate, verursachen I[gM-Konjugate bei langster Retention

im Intraperitonealraum daher die geringste Ganzkdrperexposition.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Verweilzeit von Radioimmunkonjuga-
ten im Intraperitonealraum nach i.p. Injektion positiv mit dem Molekulargewicht des verwen-
deten Antikdrpers korreliert. So verblieben IgM-Radioimmunkonjugate deutlich ldnger intra-
peritoneal als entsprechende 1gG- beziehungsweise Fab'-Radioimmunkonjugate. Zudem
wurden IgM-Radioimmunkonjugate deutlich schneller aus dem Blutkreislauf eliminiert bzw.
aus dem Ganzkorper ausgeschieden als 1gG- und Fab'-Radioimmunkonjugate. Der Katabo-
lismus der IgM-Radioimmunkonjugate iiber die vergleichsweise strahlenresistente Leber stellt
einen weiteren Vorteil gegeniiber 1gG- beziehungsweise Fab'-Radioimmunkonjugaten dar,
welche iiber die Niere ausgeschieden bzw. dort auch teilweise retiniert werden. Somit ver-
sprechen I[gM-Radioimmunkonjugate nach i.p. Applikation zur Therapie intraperitoneal dis-
seminierter Tumorzellen eine hohere therapeutische Effizienz bei geringerer Toxizitdt als ent-

sprechende 19gG- bzw. Fab'-Radioimmunkonjugate.
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8 Abkurzungsverzeichnis

90Y

lllcd

111
In

1257 131
I, 1

b

1257
1370

1497

77

188R

205206, 209p; 212p; 213p;
209py, 212py,
2097

213p

2550

25Ra, Ra
29T

2334

Abb.

Bq

BSA

Ci

cpm

d

Da
d9-E-Cadherin
d9-Fab'
d9-Mab

DNA

DOTA

Yttrium-90

metastabiles Technetium-99

Cadmium-111

Indium-111

lod-125,-131

Tellur-125

Caesium-137

Terbium-149

Lutetium-177

Rhenium-188

Wismut-205/206, -209, -212, -213

Blei-209, -212

Thallium-209

Polonium-213

Actinium-225

Radium-225, -226

Thorium-229

Uran-233

Abbildung

Bequerel

Bovines Serum Albumin

Curie: 1 Ci=3,7x 10" Bq

counts per minute

Tag

Dalton (g/Mol)

Mutation des Exon 9 fiir die Expression des E-Cadherins
Antikorperfragment gegen d9-Mutation des E-Cadherins
Antikorper gegen d9-Mutation des E-Cadherins
Desoxyribonukleinsiure

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid

75



DTPA

EDTA
eV
FDG

HCl

HSC
HWZ, T,
IgG

IgM

ITLC

L.p.

Lv.

LET

PBS
PET
p.i

r
RBW
RIK
ROI
Tab.
U/min

U/ml

wt-E-Cadherin

% ID/g

diethylenetriamine pentaacetic acid

Mittlere Energie pro a-Partikel
Ethylendiamintetraazetat

Elektronenvolt
2-["*F]Fluor-2-Deoxy-Glucose
Fallbeschleunigung der Erde: 9,81 Meter/sec’
Stunde

Salzsdure

Human Signetringcell Carcinoma
physikalische Halbwertszeit
Immunglobulin der Klasse G
Immunglobulin der Klasse M

instant thin layer chromatographie
intraperitoneal

intravends

Linearer Energietransfer

Anzahl der MeBpunkte (Tiere oder Zellen)
Phosphate Buffered Saline (Phosphatpuffer)
Positronen-Emissions-Tomographie

post injectionem

Radius

Relative biologische Wirksamkeit
Radioimmunkonjugat

region of interest

Tabelle

Umdrehungen pro Minute

Units pro Milliliter

Wildtypvariante fiir die Expression des E-Cadherins

Prozent der injizierten Aktivitdt pro Gramm Gewebe

76



9 Danksagung

Mein herzlicher Dank gilt Frau Prof. Dr. Dr. R. Senekowitsch-Schmidtke fiir die Uberlassung
des Themas, die liecbenswiirdige Betreuung und tatkraftige Unterstilitzung bei der Erstellung

dieser Arbeit.

Besonders bedanken mdochte ich mich bei meinem Betreuer Herrn Dr. C. Seidl fiir die uner-
miidliche Unterstiitzung in allen Belangen, die in groBem MalBle zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen hat. Nicht zu vergessen ist die zeitintensive und akribische Korrektur der vorlie-

genden Arbeit.

Meiner Betreuerin Frau TA B. Pfost gilt mein Dank fiir die groBe Hilfe bei der Durchfiihrung

samtlicher tierexperimenteller Versuche.

Ebenso mochte ich mich bei den Mitarbeitern im Labor fiir das kollegiale Umfeld und die
tatkraftige Hilfe bei der Ausfiihrung der Experimente bedanken. Hier gilt mein besonderer

Dank Herrn F. Gértner, Herrn J. Miiller sowie Frau U. Schwaiger.

Bedanken mochte ich mich auch bei dem gesamten Team der technischen Mitarbeiter der
nuklearmedizinischen Abteilung unter der Leitung von Frau J. Grahneis, die mich mit viel
Geduld und groem Engagement bei der Erstellung der szintigraphischen Aufnahmen unter-

stlitzt haben.

Herrn Prof. Dr. K. F. Becker danke ich fiir die Bereitstellung des IgG-Antikorpers und des
Fab'-Antikorperfragments.

77



	Einleitung
	Die Peritonealkarzinose
	Epidemiologie
	Stadien der Peritonealkarzinose
	Krankheitsverlauf
	Diagnose der Peritonealkarzinose
	Therapie

	Die Radioimmuntherapie
	Transportmoleküle für die Radionuklid beziehungsweise Radioi
	Geeignete Radionuklide für die Radioimmuntherapie/Radionukli
	Auger-Elektronen-Emitter
	β-Strahler
	α-Strahler

	Kopplung von Radionukliden an die Trägermoleküle
	Radioimmuntherapie und Radionuklidtherapie mit α-Strahlern


	Zielsetzung
	Material und Methoden
	Materialien
	Chemikalien und Medikamente
	Lösungen
	Anästhesie
	Zellkultur

	Geräte
	Antikörper
	Anti-delta 9-E-Cadherin Fab'-Fragmente
	IgM-Antikörper
	IgG-Antikörper

	Bovines Serumalbumin (BSA)
	Radionuklide
	Wismut-213 (213Bi)
	225Ac/213Bi-Generator
	Indium-111 (111In)

	Magenkarzinomzelllinie HSC45-M2

	Methoden
	Chelatierung der Antikörper
	Eluierung von 213Bi aus dem 225Ac/213Bi-Generator
	Radionuklidmarkierung der chelatierten Antikörper und Fragme
	Markierung mit 213Bi
	Markierung mit 111In

	Analyse der Stabilität von 213Bi-IgM-Konjugaten in PBS und S
	Kultivierung der Zellen
	Bindungstests für die Radioimmunkonjugate
	Klonogene Tests zur Ermittlung der Toxizität der 213Bi-Radio

	Tierexperimente
	Versuchstiere und Haltung
	Anästhesie und Tötung
	Peritonealkarzinosemodell
	Induktion der Peritonealkarzinose
	Darstellung der Karzinose
	In-Vivo-Kernspintomographie
	In-Vivo-Positronenemissionstomographie


	Biodistribution der Radioimmunkonjugate in der Maus
	Ermittlung der Organverteilung
	Analyse der Kinetik mittels Szintigraphie
	Ermittlung der Ausscheidung der Radioimmunkonjugate mittels 



	Ergebnisse
	Qualitätskontrolle nach Eluierung beziehungsweise Kopplung d
	Bindung von 213Bi-IgM und 213Bi-Fab' an HSC45-M2-Zellen
	Klonogener Test zur Ermittlung der Toxizität von 213Bi-Fab' 
	Stabilität von 213Bi-IgM in Serum
	Bindung von Bi-213 an Proteine des Serums
	Tierexperimente
	Induktion der Peritonealkarzinose
	Techniken zur In-vivo-Darstellung der Tumoren
	In-Vivo-Kernspintomographie
	In-Vivo-Positronenemissionstomographie

	Biodistribution der Radioimmunkonjugate in der Maus
	Organverteilung von 213Bi-Fab'
	Organverteilung von 213Bi-IgM / 111In-IgM nach i.p.- Injekti
	Organverteilung von 213Bi-IgG / 111In-IgG nach i.p.- Injekti
	Organverteilung von 111In-IgM nach i.v. Injektion im Verglei
	Organverteilung von 111In-IgG nach i.v. Injektion im Verglei
	Vergleich der Organverteilung von 111In-IgM und 111In-IgG na
	Beobachtung der Kinetik mittels Szintigraphie

	Ganzkörperausscheidung der Radioimmunkonjugate


	Diskussion
	Peritonealkarzinosemodell
	Biokinetik und Bindungseigenschaften der Antikörper beziehun
	Biokinetik und Bindungseigenschaften von 213Bi/111In-Fab'
	Biokinetik und Bindungseigenschaften von 213Bi/111In-IgM
	Vergleich der Biokinetik von 213Bi/111In-IgM und 213Bi/111In

	Überlegungen zur Therapie disseminierter Tumorzellen im Peri

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Danksagung

