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Einleitung

2. Einleitung

21 Radionuklidtherapie mit a-Partikel-emittierenden Radionukliden

Radionuklide ¢- und B-Strahler) spielen in der modernen Onkologie einehtige Rolle.
Durch die Energietibertragung der ionisierten Teitchuf das umgebende Gewebe kommt es
zu einer irreversiblen Schadigung der DNA, entwedierch eine direkte Wirkung auf die
DNA-Struktur @-Strahler) oder indirekt durch Radikalbildurfig$trahler).

Zielgerichtete Tumortherapie erfolgt nfit oder a-Emittern. B-Emitter mit mittlerem und
hohem linearen Energietransfer (LET) wigi, *Lu (0,5-0,8 MeV) und®Y (2 MeV)
Ubertragen Elektronen auf das umgebende Gewebse Dieklide zeichnen sich wegen ihrer
geringen Masse durch eine Reichweite von ca. 1 msnuad sind somit in der Lage, ihre
kinetische Energie an viele Zellen gleichzeitig wjeben. Sie sind klassische Radionuklide
fur die Anwendung in der Tumortherapie solider Tuemowie z. B. der Radiojodtherapie bei
Schilddriisenkarzinomen oder Schilddrisenautonomiger oin der Peptidrezeptor-
Radionuklidtherapie mittels DOTATOC in der Therameetastasierter neuroendokriner
Tumore (Forrer, 2005 #24; van Essen, 2009 #70;c8aht, 2007 #56). Hochenergetisehe
Emitter Ubertragen Heliumkerne mit einer hohen Mag&s. 4 GeV) und einer effektiven
Energie von 4-19 MeV (8,4 und 19 MeV fiifBi oder?*Ac). Schon wenige Zerfalle eines
Emitters sind fahig, eine Zelle irreparabel zu slpén, da vor allem DNA-
Doppelstrangbriiche ausgeldst werden (McDevitt, 2688). Die Wirkung voru- Emittern

ist aulRerdem unabhéngig von der Zellzykluspositiond der Oxygenierung des
Tumorgewebes (Imam, 2001 #32; Behr, 1997 #7). Daheter Effekt voro- Emittern auch
weniger stark dosisabhangig als der giétmitter (Miederer, 2008 #40). Alpha-emittierende
Isotope stellen somit ein interessantes therapdgtss Mittel bei Tumorerkrankungen dar
(Seidl, 2007 #58).

Hochenergetischexr-Strahler haben im Gegensatz pdPartikel-Emittern lediglich eine
Reichweite von einzelnen Zelldurchmessern (28-106n).uDie die Alpha-Emitter
auszeichnende hohe Toxizitat gepaart mit ihremgen Reichweite macht es notwendig, dass
sie zur Anwendung an Tragerproteine gebunden werlereine selektive Anreicherung im
Zielgewebe ermdglichen. Ein ideales Tragerproteifteseine Aufnahme in die Zelle oder
sogar in den Zellkern vermitteln, um das Nuklid hidigst nahe an der DNA platzieren zu

koénnen.
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Abb.1. Unterschiedliche Reichweite dew- und B-Emitter (Seidl, 2007 #58).

Diese Zielgewebe kénnen entweder die Tumorzellévsseder Endothelien der den Tumor
versorgenden Geféalie sein. Die Zerstérung der Ealdeflen kann zum ischamisch bedingten
Untergang des Tumorgewebes fuhren (Bergers, 200Ba#8nan, 1995 #23).

Da ihre geringe Reichweite eine homogene VerteilimgGewebe zur Entfaltung ihrer
biologischen Effektivitat voraussetzt, konnten Ve gegenuber Niedrig-LET-Strahlung
gerade bei Mikrometastasen, hamatologischen Erkraggn und der Tumorausbreitung in
Korperkompartimenten nachgewiesen werden.

Um toxische Nebenwirkungen auf den Organismus zhiveern, sollte neben der schnellen
Aufnahme in das Zielgewebe gleichzeitig eine sdenElimination des Nuklids aus dem
Organismus erfolgen.

Unter deno-Emittern hat sich Wismut?®Bi) als besonders geeignet erwiesen, da es aus
einem ,in-house“ Generator gewonnen werden kanmrer @helatoren wird es an Antikorper
und Proteine gebunden und hat sich hier als atnneit stabilin vitro undin vivo gezeigt.
AuBerdem weist**Bi eine geeignet kurze Halbwertszeit von 45,6 Memuauf und zerfallt
unter f~ (98%)-undy-Emision zu sehr kurzlebigen Abbauprodukten (Miedef003 #41;
Kim, 2011 #36)Die Emission von 440 keY-Strahlung ist von zusatzlichem Vorteil, da sie
zur Dosimetrie und fur bildgebende Verfahren unddistributionen genutzt werden kann,
d.h. Aussagen zur Verteilung des Nuklidsivo liefert. Ein weiterer positiver Faktor ist, dass
nach Elution de$'Bi aus dem Generator aufgrund der Strahlungszusasetming des
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Nuklids keine erhdhten Sicherheitsvorkehrungen, geigonderte Abschirmung etc., getroffen
werden mussen.

Demgegeniiber weisen andere Alpha-Emitter #tat zwar eine geeignet kurze HWZ auf;
dieses zerféllt aber Zi+Emitter-Produkten mit unerwtinscht langer HWZ (Im&@01 #32).
Daneben wird es in einem Zyklotron durch Beschues Wismuth durchao-Partikel
hergestellt, ist also teuer in der Herstellung nnd eingeschrénkt verfiigb&?Ac hat eine
wesentlich hohere HWZ von circa zehn Tagen undalierieben weiteren Tochternukliden
zu?%Bi, was die Gefahr mit sich bringt, dass nach Melialerung des radioaktiv markierten
Molekdls freie Nuklide aus dem Blutstrom im Gewelnglereichert werden (vor allem in den
Ausscheidungsorganen wie Nieren und Leber) und imer eakuten oder chronischen,
strahleninduzierten Schadigung fihren (Behr, 1999 #

Als Tragermolekiile von unterschiedlichen Emittern €%°Ac, **At, **°Tb, #*Bi) kamen
bisher vor allem tumorspezifische monoklonale Adrger in praklinischen und Klinischen
Studien zur Anwendung. Hierzu liegen vielversprectee Ergebnisse vor (Borchardt, 2003
#12; Palm, 2007 #44; Raja, 2007 #49; Beyer, 20044i@nic, 2004 #42).

2.2  Radionuklidtherapie mit ,Tumor Homing" Peptiden

Neben Antikdrpern kénnen auch Peptide als Cariier Radionuklide eingesetzt werden
(Reubi, 2005 #51). Obwohl ihre Effektivitat in egen préklinischen Studien nachgewiesen
werden konnte, liegen hier noch wenige Erfahrungem(Nayak, 2007 #43; Miederer, 2008
#39).

Um Tumor Homing Peptide als Tragerprotein erfolgman vivo anzuwenden, muss zunachst
eine ausreichende Bindungsaffinitat des Liganden Rezeptor bestehen, die eine selektive
Anreicherung im Zielgewebe ermdglicht. Durch diepigelung des Liganden an ein Nuklid
durfen dessen Bindungseigenschaften nicht gestndem. Daneben muss eine ausreichende
Stabilitat der Verbindung zwischen Protein und Niiklestehen.

Schlie3lich tragt eine schnelle Elimination des ioaktiv markierten Proteins zur
Verminderung der Nebenwirkungen bei.

Die Pharmakokinetik der Radionuklide ist primar @abgig von der Gro3e des Konjugates.
GrolR3e Proteine wie IgG-Antikorper haben eine labg#ogische Halbwertszeit, was ihre
Wirkung im Tumor verlangert, aber auch eine erhoHtetergrundbelastung fir andere
Organe nach sich zieht. Abhéngig von ihrer GroRenka diese Proteine nach ihrer

Aufnahme ins Gefal3system nicht mehr renal filtreerden, sondern werden nach und nach
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vom retikulohistiozytdren System von Leber und Maafgenommen und abgebaut. Dies
fuhrt Gber die langere Zirkulationszeit des Antg@rs und evtl. anfallender radioaktiver
Abbauprodukte zu einer allgemein erhohten Hinterdbelastung in allen gut durchbluteten
Geweben. Die héaufigste Nebenwirkung ist eine hietdiedingte Myelotoxizitat. Kleinere
Proteine und Peptide kénnen hier von Vorteil sala, sie renal filtriert werden. Dies
beschleunigt ihre Elimination aus dem Kreislauf ufioldert so ihre Selektivitat. Im
proximalen Tubulussystem der Niere werden Kleinetdtne abhéngig von ihrer Ladung
allerdings haufig sehr effektiv rickresorbiert. 8as ergibt sich im Falle der
nuklidgebundenen Peptide die Gefahr des akuten du®nischen Nierenschadens (Behr,
1997 #7).

Eine Methode zur Gewinnung von Vektoren, die seledkh Rezeptoren von Tumorzellen
binden, stellt das Phage-Display dar (Pasqualird961 #45). Die Methode nutzt
Bakteriophagen, die mittels inserierter cDNA-Biltiek von malignen und normalen
Geweben zufallsorientiert Peptide exprimieren, wzas einer Vielzahl unterschiedlicher
Expressionsstrukturen fiihrt. Diese Bakteriophagénnkn tumortragenden Versuchstieren
intravenos injiziert werden und verteilen sich daiber das Gefal3system schnell in allen
Geweben des Korpers, wo sie an geeigneten Zietsterk binden kénnen. Nach einer
Zirkulationszeit von wenigen Minuten werden die r€iggeopfert, das Gefal3system gespiilt
(und somit alle nicht gebundenen Phagen entfentt)die Organe und Gewebe von Interesse
entnommen. Nachdem die Zellen lysiert wurden, kéndie Phagen daraus gewonnen und
mittels Infektion von Bakterien klonal vermehrt wen. Daraufhin folgen eine Sequenzierung
und ein Abgleich mit bekannten DNA-Sequenzen (ABE82 #3).

Aufbauend auf diesem Ansatz konnten diverse Ligaretenittelt werden, die fahig sind, an
proliferierendes Endothel des Tumor-versorgendei@®&ystems, an die Tumorzellen selbst
oder auch an Bindungsstellen der extrazellularetriMselektiv zu binden. Es konnte gezeigt
werden, dass sie Uber eine Kopplung an Chemoth&ikpeoder Apoptose-auslosende
Peptide effektiv als spezifische Vektoren eingdss&zden konnen (Ruoslahti, 2000 #55).
Der Vorteil der antiangiogenen Therapie ist decHe Zugang zu den Zielstrukturen in den
GefalRen, eine weitgehende Unabhangigkeit von Mesime&m der Tumorzellresistenz und
eine breite Anwendbarkeit bei vielen Tumortypenriib&r hinaus ist eine physiologische
Angiogenese bei Erwachsenen auf wenige Ausnahnmsat@nkt, wie etwa Schwangerschaft
oder chronisch entziindliche Prozesse (Folkman, #285Porkka, 2002 #47).
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2.3 Fragment 3 (F3) aus dem High Mobility Group Potein N2

Das Peptid F3 wurde von Porkka et al. durch Anwagdier Phage-Display-Methode isoliert
(Porkka, 2002 #47). Da nachgewiesen werden kodates endotheliale Progenitorzellen aus
dem Knochenmark an der Entstehung von Tumorendbttelligt sind (Davidoff, 2001 #21),
wurde eine Phagen-Bibliothek mit cDNA von murinemd€henmarkszellen verwendet.
Diese wurde fur einem vivo Phage Display-Ansatz in Mausen mit subkutanen MBB-
435 (humane Brustkrebs-Zelllinie)- und HL60 (humabeukamiezelllinie) -Xenograft-
Tumoren angewandt. Auf diese Weise konnte ein Plsgeert werden, der eine 20fach
erhohte Bindungsaffinitdim Vergleich zum Wildtyp-Phagen hatte. Im Vergleichit
Proteindatenbanken konnte das exprimierte Protlineim Anteil des nuklearen Proteins
HMGNZ2 identifiziert werden.

In vitro bindet das Protein nicht nur an unreife Endotheliemerhalb des Tumors, sondern
auch an die Tumorzellen selbst. Durch Subfragmemtge und Veradnderung einzelner
Aminosauren konnte die Bindung nochmals erheblieth&ssert und fur dieses Fragment F3
die Bindungsstelle eingegrenzt werden

Bei dem Fragment handelt es sich um die nukleosoB@ldungsdoméane von HMGNZ2; eine
hoch konservierte N-terminale Region, die reiclpasitiv geladenen Argininen, Lysinen und
Prolinen ist und neben anderen Bereichen des HMfaN@&ie Bindung an den Core Partikel
zustandig ist (Abb.2.jBustin, 2001 #17). Die Bindung wird Uber mehreiadBingsstellen
des F3-Fragmentes vermittelt; insbesondere undgeumerlasslich fur die Bindung ist jedoch
die Aminosaure-Sequenz von 4-11 (PQRRSARL) mit $tkeuktur einero-Helix (Christian,
2003 #18).

e —— s — -

FEAK HKDEPORRSARLSAKPAPFEFPEFKPEKAFAK KGKKG FREMGLDAK

F3 Sequenz und I y | 1
Sekundérstrutur —"ml ““‘“ Had

helix ol

HAAGNE NLS

Abb.2. Sequenz und Sekundéarstruktur von HMGN2 und sinem Fragment 3(Bustin,
2001 #17)
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In Bindungsversuchen mit den Tumorzelllinien HL6@duMDA-MB-435 nahmen die
Tumorzellen FITC-F3 in einem energieabhéngigen €&®auf und transportierten es in den
Zellkern. In Mausen mit Xenograft-Tumoren gleich&enese konnte ebenfalls eine
Anreicherung im Tumor mittels Immunfluoreszenz hediiet werden, die sich jedoch auf
Endothelzellen und gefal3nahe Tumorzellen begreBieBindung ist durch freies R8 vivo
hemmbar; komplette Hemmung erfolgte bei einer Katraéion von 100 uM Peptid.
AuRerdem nahm eine kleine Population von ZellenKinochenmark, aber auch Zellen im
Darm und in der Haut FITC-F3 auf (Porkka, 2002 #47)

Die Anreicherung im Kernin vivo schon nach 15-30 Minuten sichtbar,vitro nach circa
einer Stunde, fihren Porkka et al. auf die stadidohe Aminosauresequenz von F3 zurick,
die es dem ahnlich aufgebauten Tat-Protein sowigen Homebox-Proteinen ermdglicht, in
den Zellkern internalisiert zu werden.

Christian et al. konnten in MDA-MB-435 und humaneBkndothelzellen aus
Nabelschnurvenen (Huvecs) nachweisen, dass edsictlem Bindungspartner von F3 um
das Protein Nukleolin mit einer Grof3e von 110 kDd ein Fragment dieses Proteins von 75
kDa Grol3e handelt (Christian, 2003 #18). Mittelemw unterschiedlicher Antikdrper konnte
gezeigt werden, dass der saure Bereich des N-Tesmwon Nucleolin an der Bindung
beteiligt ist. FITC-F3 wurde anhand von immunhisi@mischen Farbungen vitro in 100%
der MDA-MB-435- und CHO-Zellen (immortalisierte ZHelie aus dem Ovar des
chinesischen Hamsters) in Zytoplasma und Zellkergenommen, wahrend és vivo in
70% der Tumorendothelzellen nach einer Zirkulatzeits von 60 Minuten
immunhistochemisch nachweisbar war. Im Endothel Vengleichsgeweben erfolgte keine
Aufnahme. FITC-F3 konnte aufRerdem in proliferieend Endothel nicht malignen
Ursprungs (Matrigel-Plugs stimuliert durch FGFderselben Hohe isoliert werden.

Somit ist F3 fur eine Radioimmuntherapie gegen Tuamwamatologischen Ursprungs eine
interessante Alternative. DarUber hinaus kodnntealss ,vascular homing“ Peptid neue

Behandlungsmoglichkeiten der Radionuklidtherapigegesolide Tumore er6ffnen.

24  HMGN2

HMGN2 gehdrt zur Gruppe der High Mobility Group Brioe, die sich durch ihre schnellen

Laufeigenschaften in der Elektrophorese aufgrunerihegativen Ladung auszeichnen und in
Untergruppen mit einem funktionsgebenden Motiv etk sind.

Es handelt sich bei HMGN2 (friher HMG-17) um einquitdr vorkommendes und stark

konserviertes Nicht-Histon-Protein des Zellkerns v®augetierzellen. Es besteht aus drei
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funktionell unterschiedlichen Doménen. Zentral beét sich die namengebende
nukleosomale Bindungsstelle (NBD), mit der es irmbdimerer Form sowohl mit dem
Chromatin selbst als auch mit Histon 3 interagi@{Terminal liegt die negativ geladene
Chromatin-Entfaltungs-Domane (CHUD). AufRRerdem lzésiiIMGN2 ein zweigeteiltes
Kernlokalisierungssignal (NLS, Siehe Abb. 2).

HMG-Proteine modifizieren durch ihre Bindung dieu&tur der Bindungsstelle. Bei HMGN2
fuhrt die Bindung an das Nukleosom zur Entfaltueg debundenen Chromatinregion, was
den Zugang zur DNA erleichtert und die TranskriptiReplikation und Reparation der DNA
ermdglicht. Es wird angenommen, dass HMGN2 an deme&pression beteiligt ist; seine
Bindungsaffinitdt zu spezifischen Bindungsstellenirdw wahrscheinlich durch die
wechselnden Proteinkomplexe, in die es eingebundied, bestimmt. Posttranslationale
Verénderungen des Proteins modulieren das Interatiuster und den Funktionszustand
und damit auch die Lokalisation des Proteins abigav@m metabolischen Zustand der Zellen
und der Zellzyklusphase (Ueda, 2006 #68; BustiQ12617).

Nur geringe Mengen dieses Proteins sind im Zellkesrhanden, was durch seine hohe
Mobilitat im Kern ausgeglichen wird. In metabolisaktiven Zellen liegen 90% der HMGN2-
Proteine gebunden vor, wobei die Verweildauer am j@eveiligen Bindungsstelle im
Durchschnitt nur 20 Sekunden betragt.

Das Expressionslevel des HMGNZ2-Proteins ist wahd=wndembryonalen Entwicklung fest an
die Differenzierung der Zellen gebunden. Eine negptite Entwicklung und Differenzierung
des Embryos scheint eine regulierte Expression WWMG-Proteinen vorauszusetzen.
HMGN1-Knockout-Mause sind als einzige HMGN-Knockddéuse zwar lebensfahig,
entwickeln aber spezifische Verdnderungen, sind. higpersensibel fir viele Stress-
Situationen und haben eine erhdéhte Tumorinzidengewefehlerhafter DNA-Reparatur
(Ueda, 2006 #68; Hock, 2007 #28).

Als ein Fragment von HMGN2 kann das Peptid F3, osasWesentlichen aus dessen
Kernlokalisierungsregion besteht, nach AufnahmdienZelle in den Kern gelangen und sich

dort in unmittelbarer Nahe zur DNA anreichern.
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2.5 Nukleolin

Nukleolin ist ein ubiquitdres, hoch konservierteailtifunktionelles Protein mit drei
unterschiedlichen Doméanen und einer Promotor-Regiie es als Housekeeping-Gen
ausweist. Es hat eine GréRe von 77 kDa, lauft ameiSDS-Gel wegen seines negativ
geladenen N-terminalen Bereiches bei 100 - 110 kDa.

Der N-Terminus zeigt in Aufbau und Funktion Homao&rg mit denen der HMG-Proteine.
Durch ionische Interaktion mit Histon H1 fiihrt esr Dekondensation des Chromatins und
erleichtert die Transkription. N-Terminal liegenZ@udem mehrere Phophorylierungsstellen,
die in Abhéangigkeit des Zellzyklus und Funktiondansles fir CKIl, CDC2 und andere
Phosphatasen zuganglich sind und die Spaltung esedi Bereich begunstigen kdnnen.
Umrahmt wird der N-Terminus von dem zweigeteiltesklaéaren Lokalisierungssignal.

Die zentrale globulare Region mit vier RNA-Bindustgdlen fiihrte zu seiner Einteilung in
die heterogene Gruppe der RNA-bindenden Proteinsadimen mit dem C-terminalen
Anteil, der Glycin- und Arginin-reiche Strecken leélt, bindet er auf3erdem ATP und Glycin-
reiche DNA. Dies fuhrt zur Kondensierung von DNAJuRNA. Der c-terminale Anteil ist
reich an aromatischen Aminosauren und vermittedperifische Bindung und Entfaltung von
RNA sowie  RNA/Protein-Interaktionen.  Diese  Domaéne nthélt  aul3erdem
Methylierungsstellen flir posttranslationale Verdmdgen und Proteaseaktivitat, die
Nucleolin zur Autokatalyse befahigt (Srivastava9Q#63; Ginisty, 1999 #25).

Obwohl Nukleolin hauptsachlich im Nukleolus des|k&ins vorkommt, kann es auch im
Zytoplasma und an der Zellmembran nachgewiesen emerdPosttranslationale
Veranderungen wie Phosphorylierungen beeinflussdreidsowohl die Funktion als auch
seine Lokalisation innerhalb der Zelle (Hovanessz@90 #30).

Im Kern ist Nukleolin an der Entstehung und Reifudgr rRNA beteiligt. Es besteht eine
enge Verknipfung zwischen seiner Funktion und dektivdatszustand der Zelle. In
proliferierenden Zellen stellt Nucleolin bis zu 10ées Proteingehaltes des Nukleolus,
wahrend seine Expression bei Zellen in der GO-Phasedas 40fache erniedrigt und
zusatzlich autokatalytisch gespalten vorliegt (Belk 2005 #10). Ma et al. konnten
nachweisen, dass es sowohl fur den strukturellebaAudes Nukleolus als auch wahrend der
Mitose fur die Funktion des Spindelapparates urdGhromosomenbindung unerlésslich ist
(Ma, 2007 #37).
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Im Zytoplasma kommt Nukleolin in rRNA reichen Reggm und an Ribosomen gebunden
sowie in Vesikeln vor, die einen Transport zwisckden Membran und dem Kern vermitteln
(Hovanessian, 2000 #30; Ginisty, 1999 #25).

Ruhende Zelle Proliferation

- @E-

Mucleolin ist im Mucleus lokalisiert wieycling” zwischen Zelloberflache und Nucleus

Abb. 3. Nukleolin in ruhender und proliferierender Zelle

Die Expression auf der Zelloberflachst bei unterschiedlichen Zelllinien nachgewiesen
worden und zeigt bei Tumorzellen eine positive Ktation zwischen Tumorwachstum und
Proteinexpression (Srivastava, 1999 #63). Hovaaessi al. beschreibt ein 95 kDa grol3es
Phosphoprotein und eine Sequenz, die dem n-teremriahde von Nucleolin entspricht. Es
weist hier klassische Merkmale eines Membranrezppiteins auf und ist mit dem
Zytoskelett verbunden (Hovanessian, 2000 #30).

Es wurden diverse Liganden fur membranassoziiéfigdeolin beschrieben (Hovanessian,
2006 #29; Jordan, 1994 #33; Turck, 2006 #66; dedMgw, 1995 #22). Ein Versuch der
Einteilung zeigt, dass einige Liganden mit der ECHKksoziiert sind, einige
Aktivierungsfaktoren der Zelle darstellen, wie etthex Wachstumsfaktor J und Midkine, und
eine dritte Gruppe viralen Ursprungs sind. Allegdinst die Bindungsstelle fir manche dieser
Liganden n-terminal beschrieben (Jordan, 1994 #83Yerdugo, 1995 #22), andere haben
ihre nachgewiesene Bindungsstelle c-terminal (B#kr2005 #10; Hovanessian, 2006 #29;
Turck, 2006 #66). AuRerdem konnte fur mehrere Ligansowohl das Volllangen- als auch
ein Degradationsprodukt, meist von einer Grol3e aves 80 und 95 kDa ermittelt werden
(Porkka, 2002 #47, Huang, 2006 #31). Die Interreii;yg der Liganden erfolgt
energieabhéangig.

Von Huang et al. wurde die Bedeutung des membramgkdmen Nukleolins in angiogenen
Gefallen untersucht (Huang, 2006 #60). AnknipfendHawvanessian et al. (Hovanessian,

2000 #30) konnte beobachtet werden, dass Nuklesterminal mit der ECM interagiert,
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wahrend es intrazellular mit seinem c-terminalenteniber die nicht-Muskel-Myosin-
Schwerkette MyH9 mit dem Zytoskelett assoziieruistl so die Migration der Endothelzellen
ermdglicht. Die Lokalisierung von Nukleolin an dillmembran wird durch Bindung an
ECM und Wachstumsfaktoren gefordert, die zu eif@rsphorylierung von Nukleolin fuhren.
Als neuer Ligand des Volllangen- und eines 80 kBpaltproduktes von Nucleolin wurde
Endostatin, eine globulare Domane von Kollagen XVidentifiziert, das in Tumoren
antiangiogene Wirkung hat (Shi, 2007 #60).

In der Kolonkarzinom-Zelllinie Colo-320 konnte aBindungspartner fur Nukleolin P-
Selektin ausgemacht werden, ein vaskulares Adhsysiotein, das an der Adhasion von
Leukozyten und Thrombozyten, aber auch von Tumiemzelvdhrend der Metastasierung,
beteiligt ist. Dies fuhrt Gber die Phosporylieruran Nukleolin und einer Beteiligung von P13
und p38 MAPK zu einer Aktivierung des Integrin®bfl und einer Zunahme des
Zellspreadings und der Adhéasion auf ECM (Reyes-Re3@08 #52).

Zusammenfassend vereint Nukleolin viele Eigensehaftie es als einen idealen Liganden
fur ein Konjugat mit einem Alpha-Emitter erscheinassen:

Als Housekeeping-Gen zeigt es ein ubiquitares vorken in allen Saugetierzellen. Aber
wahrend es in proliferierenden Zellen einen hoheszéhtsatz des nukleéren Proteins stellt,
wird es in der GO-Phase bei ausdifferenzierten efeltleutlich herunter reguliert und
aulRerdem autokatalytisch gespalten. Wie oben dilsgefleuten die Literaturdaten darauf
hin, dass Nukleolin in proliferierenden Zellen ard&n an die Zellmembran transferiert wird
und hier einen standigen Austausch zwischen Kedth4dellmembran vermittelt. Durch sein
Kernlokalisierungssignal kénnen auch Substanzew, sklbst keine Kernlokalisierung
vermitteln kénnen, an Nukleolin gebunden in derikéeh gelangen. Durch die verschiedenen
spezifischen und unspezifischen Interaktionen deerschiedlichen Anteile von Nukleolin
mit DNA und RNA im Zellkern liegt es hier in unnmatbarer Nahe der fur Alpha-Emitter
interessanten Zielregion. So kann ein Hochstmalzellschadigender Wirkung entfaltet
werden. Selbst wahrend der Mitose zeigt Nukleolime eaumliche Bindung an die DNA,
indem es an der Bindung des Spindelapparatesibetsil

2.6. Peritonealkarzinose als Modell eines fortgelsittenen Tumorleidens
Die Peritonealkarzinose ist eine schwerwiegende piation bei gastrointestinalen und

gynéakologischen Malignomen und ist mit einer sethlechten Prognose verbundddie

Mehrheit der Patienten mit Ovarialkarzinomen weisehon bei der Diagnosestellung der
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Erkrankung eine Peritonealkarzinose auf (serdseri@karzinome in 85 % der Falle)
(Tavassoli, 2003 #65) und auch duktale Pankreasiare zeigen bei Diagnosestellung
meist schon eine extrapankreane Ausbreitung (Bos2@b0 #14). Auch hier ist eine der
haufigsten Fernmetastasierungsorte das PeritonelRosai, 2004 #53). Die 5-
Jahresuberlebensraten sind in diesem Stadium deartkung sehr schlecht: beim serdsen
Ovarialkarzinom liegt sie bei 10-20%; beim duktal€ankreaskarzinom betragt das
Uberleben bei nicht resektablen Tumoren nur weipmate. Die Therapieoptionen fir
dieses Erkrankungsstadium sind limitiert. Zwar eaig Therapieansatze bei
Ovarialkarzinomen wie eine operative Zytoreduktiond intraperitoneale Chemotherapie
sowie Kombinationen hiervon eine positive Korraatimit dem Uberleben der Patienten. Die
Prognose wird dadurch aber nur geringflugig verdnddéufig leiden diese Patienten
aulRerdem an ernsten Nebenwirkungen dieser aggeasbherapieansatze (Gunn, 2007 #26).
Die Radionuklidtherapie stellt fir die Behandlungee Peritonealkarzinose hingegen einen
viel versprechenden Therapieansatz dar. Fur die ofimetastasierung in Korperhohlen,
speziell in das Peritoneum, ist eine gute Effeldivieiner Radioimmuntherapie in
praklinischen Studien beschrieben, da sie den Wateer lokoregionaren Therapie bietet,
d.h. einer hohen lokalen Konzentration mit verztggeyerteilung im Organismus, was durch
die Wahl eines Nuklids mit geeigneter HWZ zu eimgiteren Verringerung der Toxizitat
genutzt werden kann. Die grol3e Tumoroberflache ebietul3erdem eine maximale

Kontaktflache fur spezifisch an Tumorzellen bindehdyanden.
2.7.  Ziel der Arbeit

Wie oben ausgefuhrt, ist fur das Peptid F3 eineksgke Akkumulation in Tumoren und
unreifen (Tumor-) Endothelien nachgewiesen. Darittieaus wird es in proliferierenden
Zellen in den Zellkern aufgenommen und gelangt raufg der Eigenschaften seines
Rezeptors Nukleolin oder des Herkunftsproteins HN2GiNdie unmittelbare Nahe der DNA.
Als Peptid mit nur 31 Aminoséauren kann es rentiditt werden.

Diese Eigenschaften lassen es als einen idealeneCdiir die Verwendung voro-
emittierenden Isotopen, wié’Bi, erscheinen.

Ziel der Arbeit ist es, eine geeignete Verbindung B3 und™**Bi hinsichtlich Stabilitat und
Bindungseigenschaften herzustellen und die zytetted Wirkung in unterschiedlichen

Tumorentitaten zu bestimmen.
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Hierzu wurde ein Konjugat aus zwei F3-Proteinengéstellt, welches Uber den Chelator
DTPA an®**Bi gekoppelt wurde?3Bi-DTPA-(F3),).

In vitro sollte zun&chst dessen Bindungsaffinitat, die @b des Konjugates und die
Tumortoxizitat in unterschiedlichen Tumorentitatgetestet werden. Danach sollte die
selektive Bindung, Aufnahme, Stabilitdit und die Mgamkeit des Konstruktsn vivo
nachgewiesen werden. Das Risiko von Nebenwirkunden Therapie, insbesondere im
Hinblick auf eine renale Schadigung, sollten hiegieenfalls untersucht werden.

Hierzu erschien uns der Einsatz des Peptids im Mdde Peritonealkarzinose aus mehreren
Grinden vielversprechend. Zum einen lasst sich Bertonealkarzinose mittels injizierter
Tumorzellen gut nachahmen. Das intraperitoneale dfwachstum kann zudem gut verfolgt
werden, da mit Luciferase transfizierte Tumorzellgarwendet wurden, die mittels
Biolumineszenz eine Darstellung der Tumorentwicglumvivo erméglicht.

Fur die Behandlung der Tiere mit dem Liganden-gelketten Nuklid besteht hierbei
aulRerdem ein optimaler Zugang zum Tumor. Und raakgtzt kann, wie oben ausgefthrt, die
kurze Halbwertszeit des Nuklids genutzt werden,dienBelastung des Organismus, speziell

der Nieren, durch das Nuklid niedrig zu halten.
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3. Material und Methoden

Alle Materialien, deren Hersteller nicht genanntraen, wurden von Sigma-Aldrich,

Deisenhofen, Deutschland, bezogen.
3.1  Zellkultur

Es wurden Tumorzellen der humanen Zelllinien MDA-MB5 (humane Mammakarzinom-
Zelllinie), MIAPACA (humane Pankreaskarzinom-Zeile), OVCAR3 (humane
Ovarialkarzinom-Zelllinie) und CMT63 (humane Kolarkinom-Zelllinie) verwendet.
Diese Zelllinien wurden in RPMI 1640 Medium (Bioohm, Berlin, Deutschland) mit 1 %
Penicillin/Streptomycin (10 000 u/10 000 pug/ml, &wom), 1 % Gentamycin (Biochrom), 1
% L- Glutamin (200mM, Biochrom) und 10 % fotalem IBg&rserum (FCS, Biochrom)
kultiviert.
Als murine Zelllinie kam die Brustkrebszelllinie HM zur Anwendung. Diese wurde in
Waymouth Medium (GIBCO, Karlsruhe, Deutschland) mi0 % FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert.
Ein Mediumwechsel erfolgte alle ein bis zwei Tagge Passage der Zellen wurde bei deren
Konfluenz vorgenommen.
Zur Passage wurden die Zellen einmal mit Rfg®/aschen und mit Trypsin-EDTA (0,05% /
0,02% (wl/v)), Biochrom) an der Sterilbank (LaminAHB 2472, Heraeus, Wehrheim,
Deutschland) abgeltst. Das Trypsin wurde mit Kufiedium inaktiviert und die Zellen bei
300xg drei Minuten bei Raumtemperatur abzentrifdgign Kulturmedium resuspendiert
wurden sie dann zur weiteren Kultivierung in neudtitflaschen verteilt und im Inkubator
(Heraeus Typ bb6220) bei 37°C, 5 % £Md 10 % Qverwahrt.
Zur Anlage eines Zellvorrates wurden die Zellenhnder Pelletierung in 1 ml kaltem DMSO-
Gefriermedium (Bio-Veris, Witney, UK) pro Kulturahe (oder 1*10Zellen) resuspendiert
und eingefroren (2-16 h bei —20°C, 2-16 h bei —808@nn flussiger Stickstoff). Um
tiefgefrorene Zellen in Kultur zu bringen, wurderske im Wasserbad bei 37°C aufgetaut,
einmal mit 10 ml Kulturmedium gewaschen und audgesa
Zellen der Zelllinie MDA-MB-435 wurden aufRerdem nmit Luc2- transfiziertem Zustand
verwendet. Luciferasen der Feuerfliege (Photinusal®) sind Proteine, die die Fahigkeit
haben, durch Oxygenierung von Benzothiazol LicheeWellenlange von im Maximum 560
nm zu emittieren (Hastings, 1996 #27). Durch Trekisdn von Tumorzellen mit Luciferase-
Genen und dem Zufuihren von Luciferin konnen diesed dann Licht einer definierten
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Wellenldange emittieren, welches durch das Gewelbektlert werden kann. Hierbei zeigen
Vergleiche mit der makroskopischen Ausdehnung, aberh mit anderen bildgebenden
Verfahren wie MRT eine gute Korrelation zwischenniargrofRe und Lichtemission
(Buchhorn, 2007 #16; Rehemtulla, 2000 #50).

Die stabile Transfektion mit dem Gen der Feueréiedguciferase wurde dankenswerterweise
von Florian Gaertner aus unserer Arbeitsgruppe hayafitinrt. Die Kodierungssequenz der
Luciferase wurde hierzu aus dem Basisvektor pGL4Prémega, USA) isoliert und in den
Expressionsvektor p3XFLAG-CMV5S legiert. Die Trarligien der konfluenten MDA-MB-
435-Zellen erfolgte nach den Angaben des Hersselldie Selektion durch Zugabe von
Hygromycin B (50mg/ml, Invitrogen, Karlsruhe, Detlitand). Die Vollstandigkeit des
Inserts wurde durch Sequenzierung (MWG, Ebersbeaytschland) bestatigt. Die Zellen
wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% FCS, 1% Penfstrg% Gentamycin, 1% L-
Glutamin und 0,2 % Hygromycin B kultiviert.

3.2 Markierungen

3.2.1 Synthese und Markierung von DTPA-(F3)mit **Bi

Zur Markierung mit Radiometallen wurde das DimerHAF(F3), synthetisiert (GenScript
Corporation, Piscataway, NJ). Hierbei wurde ein BT& den N-Terminus zweier F3-
Peptide kovalent gebunden.

23Bj wurde aus einem?*Ac/**Bi-Generator gewonnen, der uns vom Institut fir
Transuranium-Elemente  (Europaischen  Kommissiorgggenstein, Leopoldshafen,
Deutschlandyur Verfiigung gestellt wurdé®Ac zerfallt durcha/y-Zerfall mit einer HWZ
von 10 Tagen uber zwei kurzlebige Zwischenprodukt®c und #'Fr) zu ?Bi, das in
zweisttndigen Intervallen aus dem Generator duncé &:1-Mischung von 0,2 M Nal und
0,2 M HCI (Merck, Darmstadt, Deutschland) in ein®¥imlumen von 0,6 ml eluiert werden
kann. Nach jeder Eluierung wurde das Kationenasstarharz durch waschen mit 2 ml einer
0,01 M HCI-LOsung equilibriert. Das Eluat wurde @0 pl Vitamin C (40 mg/ml) und 100
pul NaHAc (3 M, pH 5,3) abgepuffert und der pH-Wert mit 1 MOH auf 5,5- 6 eingestellt
(Beck, 2007 #5).

Die Radiomarkierung erfolgte durch Zugabe des Rreten HO (3,3ug/mCi). Wegen der
geringen Halbwertszeit des Nuklids von 45,6 Minuterrde zur Verwendung des markierten

Peptids die gewlinschte Konzentration mit dem Zsféddtor des Nuklids korrigiert.
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Die Inkubationszeit der Radiomarkierung betrug li@wen bei Raumtemperatur.

Die Qualitatskontrolle der Markierung erfolgte duminnschichtchromatographie von 1-2ul
des Markierungsprodukts auf ITLC-Papier (Silicagepragniertes Glasfaser-Papier, Gelman
Sciences, Ann Arbor, MI, USAn Laufmittel Tri-Natrium-Citrat-Dihydrat (0,05M, kb 5,5)
und anschlieBender AuswertungyprCounter.

Wegen der geringen Grole des Peptids von 7,549 k@& eine Reinigung durch
groBenabhangige Chromatographie nicht mdglich; rsievendige Proteinmenge fur eine
spezifische Markierung von > 90% wurde in einemwéosuch ermittelt.

Zur Verwendung wurde das Markierungsprodukt mit RB®rck, Darmstadt, Deutschland)

abgepuffert; bei Versuchen vivo erfolgte eine sterile Filtration vor Chromatogregph
3.2.2 Stabilitat des’*Bi-DTPA-(F3), in Serum und Mediumin vitro

Das mit ?*Bi markierte Protein wurde in einem Verhaltnis vdnl0 mit PBS,
Zellkulturmedium, Mauseserum und malignem Aszites Wausen mit intraperitonealen
MDA-MB-435-Xenografts gemischt und bei 37°C inkuiieNach 1/2, einer, zwei und vier
HWZ wurde mittels Dinnschichtchromatographie undsstmg imy-Counter die spezifische
Aktivitat ermittelt.

3.2.3 Markierung von DTPA-(F3), mit ®*Ga

Die °®Ga-Markierung wurde dankenswerterweise von Dr. 3teor Poethko aus der
Radiopharmazeutischen Chemie der Nuklearmediziarscklinik und Poliklinik der
Technischen Universitat Minchen durchgefihrt.

Bei ®®Ga handelt es sich um einen hauptséchligrRartikel-Emitter (5%@+-Positronen) mit
einem Energiebereich von ca. 0,511 MeV und einerZHWn 68 Minuten. Es wurde aus
einem®*Gef®Ga-Generator (IsoTrade, Ménchengladbach, Germaewpgnen.®®Ga wurde
mit 2 ml 0,1 N HCI eluiert, auf einen pH-Wert von64durch Zugabe von Natriumacetat
eingestellt (0,4 M L6sung) und durch Zugabe von BERwf eine 1 M Lésung und einen pH
von 4,2 eingestellt (Breeman, 2005 #15).

Dann wurden 10 pg DTPA-(F3)zugegeben und bei Raumtemperatur zehn Minuten
inkubiert.

Die Qualitatskontrolle erfolgte an der steril fditen Losung durch eine

dunnschichtchromatograhpische Untersuchung in 0,1 Neltriumcitrat (Natriumcitrat-
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Dihydrat, Merck) und als Kontrolle in 0,1 M Ammomnacetat/Methanol (50/50 v/v). Hierbei
wurden Verunreinigungen und nicht gebunde¥f&adetektiert. Zusétzlich wurde eingangs
eine Qualitatskontrolle mit einem Gradienten-HPLE38m (Beckman, Fullerton, CA, USA)
durchgefuhrt. Hierbei erfolgt eine Detektion sowlbtrennung etwaiger Verunreinigungen
mittels einer RP-Saule (Vydac, RP 300 HPLC colundig Datenanalyse wurde mit dem
Beckman System Gold Nouveau Chromatography SoftwRaekage durchgefuhrt. Als
Gradientensystem wurde in der HPLC benutzt:

a) 10mM TFA= Triflouressigsaure (Merck);

b) 70% Acetonitril (MeCN, Merck), 30%48, 10mM TFA mit UV-Detektion bei

220 nm.

Mittels y-Counter wurde die Gesamtaktivitdt der Probe eethittVerwendung fanden

Markierungen mit einer >90% spezifischen Aktivitat.

3.3  Aufnahme und Verteilung von®*Bi-DTPA-(F3); in vitro

3.3.1 Blockierung der Ligandenbindung von®®Bi-DTPA-(F3), durch unmarkiertes
DTPA-(F3),

EMT6-Zellen wurden auf sterilen Glasplattchen invél-plates ausgesat. Die konfluenten
Zellen wurden mit PBS gewaschen und dann mit 4hhg§fBi-DTPA-(F3), mit oder ohne

vorherigen Zusatz von 400 ng/ml DTPA-(E&)r 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Coverslips wurden dann drei Mal mit PBS gewaschnd die verbleibende Aktivitat mit

einem Micro-Imager (u-ImagBf, Biospace, Deutschland) bestimmit.

3.3.2 Internalisierung und Zellfraktionierung in vitro

1x10° MDA-MB-435-Zellen in einem 6-well (Greiner Bio-OnErickenhausen, Deutschland)
wurden mit 1,85 MBG**Bi-DTPA-(F3), (33ng/ml DTPA-(F3)) und als Kontrolle mit freiem
213Bj in gleicher Konzentration tiber 5, 10, 20, 45 @@dMinuten bei 37°C inkubiert. Fiir jede
Inkubationszeit wurden zwei Proben verwendet. Nafgh Inkubationszeit wurde der
Uberstand abgenommen und die Zellen auf Eis dreinitab m| kaltem PBS gewaschen. PBS
und Uberstand wurden gepoolt. Die Zellen wurdendmitl eiskaltem Nuclei EZ Lysis Buffer
(Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation Kit, Sigma) fur1® Minuten inkubiert, die Zellen mit

einem Cell-Scraper abgenommen, gemischt und il®iml Falcon (BD Laboratories Inc.,
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LA, CA) Uberfuhrt. Nach 5 Minuten auf Eis wurde dellldsung bei 500xg zentrifugiert, der
klare Uberstand abgenommen (entspricht den &AuRZedanteilen= Zellmembran und

Zytoplasma) und das Pellet in Lysepuffer resuspghdDies wurde drei Mal wiederholt;

nach dem dritten Waschschritt wurde das PelletZalikernen in 200 pl Nuclei EZ Storage
Buffer resuspendiert. Die Uberstande des Lysepmiffdie Zytoplasma- und Membrananteile
enthalten, wurden gepoolt. Die Integritdt und Anzddr Zellkerne wurde mittels Mikroskop

und Hamatozytometer bestimmt. Die Uberstande uedkairnldsung sowie der Uberstand
aus Medium und den Waschschritten mit kaltem PB&lauimy-Counter gemessen und auf
die Zell-, bzw. Kernzahl umgerechnet.

Das Gesamtvolumen sowie das Kernvolumen der MDA48B-Zellen wurde anhand von

kultivierten MDA-MB-435-Zellen mithilfe des Zellzdrs Casyl (Modell TT, Scharfe

System, Reutlingen, Deutschland) ermittelt. Alsn8tdwerte fir das Volumen dienten die
mittleren Volumenwerte der Kerne; fur das Volumeam dul3eren Zellkompartimente wurde

das mittlere Kernvolumen vom mittleren Zellvolunmibtrahiert.

3.4 Wirkung von ***Bi-markiertem F3 auf Tumorzellen in vitro

3.4.1 Cell Viability Test

1*10° MDA-MB-435-luc2 Zellen wurden pro 6-Well (GreindBio-One, Frickenhausen,
Deutschland) ausgeséat und nach vier Stunden fiiZelladharenz mit**Bi-DTPA-(F3), in
aufsteigender Konzentration (46,25/ 92,5/ 277/ 36And 925 kBqg/ml) inkubiert; als
Kontrolle diente freies Wismut in gleicher Konzetion. Nach ein, drei und finf Tagen
Inkubationszeit wurden die Zellen mit Trypsin/EDBAgel6st, einmal mit PBS gewaschen,
und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer Zahlkamreemittelt. Der Anteil an toten Zellen
konnte nach zehnminutiger Inkubation mit einer ®%4Trypan Blau Ldsung (Sigma) im
Mischungsverhaltnis 1:1 bestimmt werden. Fir jedenZéntration wurden 2fach Werte

verwendet (ProtocolOnline, #48).
3.4.2 Klonogener Assay mit'Bi-DTPA-(F3),
1 x1C Zellen der Zellinien MDA-MB-435, OvCar3, CMT6 unGlIAPACA wurden in

Kulturmedium mit **Bi-DTPA-(F3), in aufsteigender Konzentration (46,25; 92,5; 277;
462,5; 925 kBg/ml) tGber 24 Stunden inkubiert; alsnifolle der unspezifischen Toxizitat
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wurde #*%Bi in gleichen Konzentrationen eingesetzt. Eine am@mdelte Kontrolle wurde
ebenfalls mitgefuhrt.

Im Anschluss daran erfolgte der Colony Formatiorsays Den Angaben des Herstellers
gemalR wurde hierzu aus RPMI 1460 Trockenmediumiri@reBio-One, Frickenhausen,
Deutschland) zweifach-Medium hergestellt, sterriért (FP 30/0,2 Ca-S, Schleicher &
Schull, Dassel, Deutschland) und entsprechend tesigmedien mit den fir diese Zelllinie
notwendigen Zusatzen in doppelter Konzentratiorsetzt. 1% Base Agar und 0,7% Top
Agarose wurden in der Mikrowelle aufgelost und emi&und im Wasserbad auf 45 °C
abgekihlt. Base Agar wurde im Verhaltnis 1:1 mindaveifach Medium versetzt und je 1,5
ml pro Well in einer 6-well-Platte auspipettiertduiauf Raumtemperatur abgekunhlt.

Die vorbehandelten Tumorzellen wurden mit TrypsiDiIA geloést, mit PBS gewaschen und
auf 2*10 Zellen/ml verdiinnt. Hiervon wurden je 200 pl 408D Zellen in ein 15 ml Falcon
Uberfuhrt und mit je 3 ml 2fach-Medium und Top Agse sorgfaltig gemischt.

Je 1,5 ml &4 10 000 Zellen wurden pro 6-well auf Base Agar gegeben, bei Raumtemperatur
zum Stocken gebracht und anschlieRend im BrutskHsan37°C 10-14 Tage verwahrt. Mit
500 pl pro Well 0,005% Kresylviolett-Losung wurdéie Kolonien dann fir mindestens eine
Stunde angefarbt und 20 Gesichtsfelder/Videll 1,5facher VergréRerung unterm Mikroskop
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgezahlt (Smiart#64).

3.5 Aufnahme und Verteilungin vivo

3.5.1 Tierexperimentelle Richtlinien

Die Tierexperimente wurden nach den Richtlinien dasutschen Tierschutzgesetzes
durchgefuhrt und von der Regierung von Oberbayemelgmigt und beaufsichtigt (Reg.- Nr.
55.2-1-54-22531-34-02 und 55.2-1-54-2531-52-07).

Die Entscheidung zur Euthanasie von Mausen mit YafoTumoren erfolgte nach den
Richtlinien der GV-Solas (Gesellschaft fir Versughe) und der TVT (Tierarztliche

Vereinigung fur Tierschutz). Hierzu z&hlen im Alilgeinen eine Exulzeration des Tumors,
Gewichtsverlust der Maus von Uber 25% (bedingt ufmmorwachstum), auffélliges

Verhalten im Sinne von Apathie oder Atembeschwerded eingeschrankte Hygiene oder
Futteraufnahme; im Speziellen bei einer Peritoregalkose aul3erdem durch Aszites
hervorgerufene deutliche Vorwdlbung der Bauchd€a@keT, #67).
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3.5.2 Modell einer beginnenden und einer fortgeschtenen Peritonealkarzinose

Zur Gewinnung von Xenograft-Tumoren in Mausen war@€1D-Mause (C.B-17/IcrCrl-scid
Charles River, Sulzfeld, Deutschland) in einem Aiten 6-8 Wochen und einem Gewicht
von ca. 20 g genutzt. Aufgrund einer Mutation ifTm&Rearrangement von Immunglobulinen
und T-Zellrezeptoren ist sowohl die Differenzierudgr B- als auch der T-Zellen dieser
Mause gestort mit dem Resultat eines fast vollsggmdAusfalls des Immunsystems.

Zur Erzeugung von Tumoren wurden MDA-MB-435-Zellait Trypsin/EDTA abgeldst, bei
300xg bei Raumtemperatur abgetrennt und einmalLthinl kaltem PBS gewaschen. 1¥10
Zellen wurden in 100 pl PBS den Mausen als Xenograbperitoneal injiziert.

Als Fruhstadium einer Peritonealkarzinose wurde Z&itpunkt vier Tage nach Inokulation
mit Tumorzellen definiert; hier ist davon aus zihge, dass die Tumorzellen an der Serosa
adharent sind und bereits beginnen zu proliferieBas fortgeschrittene Stadium wurde auf

16 Tage nach Injektion der Zellen festgelegt. Hegt bereits meist ein leichter Aszites vor.

3.5.3 Biodistribution von ?“Bi-DTPA-(F3), in Ma&usen mit und ohne

Peritonealkarzinose

23Bi-DTPA-(F3), (3,7 MBq) wurde in einem Volumen von 100 pl Mausenit
intraperitonealen Xenograft-Tumoren (10 Tage nawtkulation der Tumorzellen) injiziert.
Eine Maus ohne Tumor diente als Kontrolle.

Nach einer HWZ des Nuklids wurden die Tiere mitt€l,-Narkose getotet, die Organe
(Blut, Herz , Lunge, Tumor, Leber, Nieren, GehiMuskel, Haut, Magen, Dunndarm,
Dickdarm) entnommen, mit PBS gewaschen, gewogen diadNuklidlast pro Gramm

Gewebe mittelg-Counter gemessen. Alle Werte wurden auf den ligekstandard bezogen.
3.5.4 Autoradiographie und Histologie von intrapertoneal gelegenen Tumoren

Tumortragende Mause (20 Tage p.i.) bekamen eineadige intraperitoneale Injektion mit
3,7 MBq #*Bi-DTPA-(F3), i. p. Nach einer Inkubationszeit von einer HWZ wurden die
Mause mittels C@Narkose getdtet und intraperitoneal gelegene Tanteile und die
Kontrollorgane entfernt. Das Gewebe wurde grundlioit PBS gespult, in flissigem
Stickstoff gefroren und 10um dicke Gefrierschnittes Gewebes (HM 500 O, Microm,
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Deutschland) angefertigt. Die Schnitte wurden damneinem Micro-Imager (plmager,
Biospace, Deutschland) Uber 24 Stunden ausgewertet.

Fur die korrespondierende histomorphologische BHusty des Gewebes in einer HE-
Farbung wurden angrenzend an die Schnitte fur de&roMmager 7 um dicke Schnitte

angefertigt, mit 3,7 % Formalin fixiert und mit Hatoxylin und Eosin gefarbt.

3.5.5 PET mit ®®Ga-DTPA-(F3), mit und ohne intraperitonealen MDA-MB-435-luc2-

Xenograft

Mittels Positronen-Emissions-Tomographie wurde Aigreicherung von®®Ga-markiertem
DTPA-(F3), einer SCID-Maus 20 Tage nach Injektion eines MDB-KB5-luc2-Xenografts
i.p. mit einer Maus ohne intraperitonealen Tumagirehen, indem beide Tiere eine Injektion
mit 7,4 MBq®®Ga-DTPA-(F3) i. p. in einem Volumen von 100 pl erhielten.

Nach 90 Minuten Zirkulationszeit erfolgte eine stethte Aufnahme der Tracer-Verteilung
vivo im Tier-PET (MicroPET Focus 120, Siemens, Deutsatt) unter Isofluran-Narkose
(Einleitung: Isofluran 3,0%, ©4l/min. = 100% in der Einleitungskammer, im Gerat:
Isofluran 1,5 Vol.%, @ 2l/min. Gber Nasenkonus). Um eine Hypothermie @imre zu
vermeiden wurde wahrend der Aufnahmen ein Heizigrangesetzt.

Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der Softevd@sirix ™.

3.6 Wirkung von #*Bi-DTPA-(F3). in vivo

3.6.1 Fragmentierte Therapie von intraperitonealen Xenogaft-Tumoren mit ?*°Bi-
DTPA-(F3),

SCID-Mausen wurden 1 x 10/DA-MB-435-luc2 Zellen i.p. injiziert.

In Versuchen von Beck et al. mit einem intrape@rinjizierten”*3Bi-Immunkonjugates war
eine Einzeldosis von 50uCi pro Versuchstier hintich der Verlangerung der
Uberlebenszeit am effektivsten; eine Dosis von idp. hatte toxische Auswirkungen, die
sich hauptsachlich in der Entwicklung eines chramés Nierenschadens zeigten. Eine Dosis
von 200uCi zeigte in diesem Versuch keinerlei taxéesNebenwirkung (Beck, 2007 #47).
Darauf Bezug nehmend setzten wir eine GesamtdosiSO0uCi (11,1 MBQq) pro Maus ein,

aufgeteilt in sechs Einzeldosen von 50uCi/Mauss(M8q).
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Im Modell der beginnenden Peritonealkarzinose wulte Therapie am 4. Tag nach der
Xenograft-Injektion begonnen. Hierzu wurden 1,85 dMB™Bi-DTPA-(F3), in einem
Volumen von 100 pl i. p. in einem Abstand von zwkagen injiziert bis zu einer
Gesamtaktivitat von 11,1 MBq pro Tier (6 x 1,85 MB{Bi-DTPA-(F3), pro Tier jeden
zweiten Tag). Als Kontrolle der unspezifischen Raaikizitat von®**Bi wurde Mausen einer
Kontrollgruppe zu gleichen Zeitpunkten 1,85 MBABi-DTPA injiziert, als Negativkontrolle
diente PBS (100 pul). Pro Gruppe wurden acht Tierevgndet.

Im Modell der fortgeschrittenen Peritonealkarzineagde die fraktionierte Therapie von 6 x
1,85 MBq?"*Bi-DTPA-(F3), pro Tier jeden zweiten Tag 16 Tage nach InokulatienMDA-
MB-435-luc2-Zellen begonnen. Die Kontrollen entgtren denen der frihen
Peritonealkarzinose; sie wurden ebenfalls zu deitlgtn Zeitpunkten wie digBi-DTPA-
(F3)-Tiere behandelPro Gruppe wurden in diesem Versuch sechs Tiemgeratet.

Die Tiere wurden bis zu ihrem Tod taglich kontmiti und wdchentlich gewogen. Die
Entscheidung zur Euthanasie erfolgte nach den Rimt der GV-Solas (Gesellschaft fur
Versuchstiere) und der TVT (Tierarztliche Vereimguur Tierschutz) (TVT, #67). Die Tiere
wurden mittels C@Narkose geopfert.

Die Auswertung der Uberlebenszeiten erfolgte daliehKaplan-Meier-Methode.

Fur eine Analyse der Nierenparameter wurde naclitd#dranasie der Tiere Blut entnommen
und bei maximaler Geschwindigkeit bei 4 °C fur zédimuten mit der Tischzentrifuge
(Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland) dabfaegiert. Das so gewonnene Serum
wurde zunachst bei —20°C verwahrt. Nach Beendiguley Versuche konnten die
Nierenparameter Creatinin und Harnstoff von siebkldusen aus Therapie- und
Kontrollgruppen in der klinischen Chemie der Teskhien Universitdt Minchen ausgewertet

werden.

3.6.2 In vivo Biolumineszenz Imaging zur Darstellung der Peritopalkarzinose nach
213Bi-DTPA-(F3), gegeniiber DTPA#3Bi-Therapie und PBS-Kontrolle in SCID-M&usen

Die Biolumineszenz der mit Luciferase stabil traisften MDA-MB-435-Zellen wurde
zunachstn vitro durch Aussaat der Zellen in aufsteigender Konzéotrg1*10%-1*10%well)
in einer schwarzen 96-Well-Platte Uberpruft. Zehmien nach Zugabe von 10 pl D-
Luciferin  (15mg/ml, Synchem, Deutschland) wurde dlgachtemission mit zwei

unterschiedlichen Belichtungszeiten (60 und 100uSd&n) gemessen.
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In vivo-Biolumineszenz-Bilder erfolgten begleitend zur fiakierten Therapie mit'*Bi-
DTPA-(F3) bei dem Modell der frihen sowie der fortgeschmnigte Peritonealkarzinose (4.
und 16 Tag p.i.). Beim Modell der frihen PC wurde Darstellung der Tumorlast mittels
Optical Imaging anhand von je zwei Tieren aus Tpieraund Kontrollgruppe durchgefihrt;
bei dem Modell der spaten PC an je drei Tierenadles drei Gruppen. Das Optical Imaging
wurde einen Tag vor, in der Mitte und einen TaghnBeendigung der fraktionierten Therapie
sowie im weiteren Verlauf mindestens 2 weitere Malgewandt.

Zehn Minuten vor der Messung der Biolumineszenzdenr300 pl D-Luciferin (15 mg/ml)
mit je 100 ul/g Anasthetikum pro Tier i.p. injizigl0% Ketavet, Pharmacia & Upjohn, 8%
Rompun Bayer, und 82% NaCl). Die Aufnahme der Tenfelgten in Rickenlage in einer
Dunkelkammer mittels gekuhlter CCD-Kamera gekoppalt einen Lichtverstarker
(Hamamatsu, Herrsching, Deutschland). Zunachst evurein Hellbild der Maus
aufgenommen; danach folgten die Biolumineszenz-Alfimen in mehreren
Belichtungszeiten (30, 60 Sekunden) und unterstibiet Verstarkung. Zur
Standardisierung der Messwerte wurde eine Leuathdimit festgelegter Lichtemission
gleichen Belichtungszeiten (30, 60 Sekunden) undtdekungen mitgemessen.

Die Auswertung der Bilder erfolgte durch Uberlageyu des Hellbildes mit dem
Biolumineszenz-Signal in Form eines Pseudocolowk8Bpms (SimplePCIl, Hamamatsu,
Herrsching) und durch Quantifizierung der Lichtesitos mit dem frei erhdltlichen
Bearbeitungsprogramm OpiQ. Hierbei wurde die redatiichtemission durch Subtraktion
des Hintergrundsignals vom Signal der Lumineszestitmmt. Durch den Standard konnte

eine gleichbleibende Aufnahmeintensitat gewahdeiserden.

3.6.3 Makroskopische Reduktion der Tumorlasin vivo

Zwei SCID-Mause mit intraperitonealen Xenograft-Taren wurden von Tag 4-14 nach
Inokulation der Tumorzellen (Modell der frihen Ramealkarzinose) mit 6 x 1,85 MBq
213Bj-DTPA-(F3), behandelt, zwei Kontrolltiere mit 6 x PBS im gleéchVolumen (100pl).
50 Tage nach Inokulation wurden die Tiere mittel®,@larkose getdtet und Dick- und
Dunndarm mit Mesenterium wurden zum makroskopisché&rgleich der Tumorlast

prapariert und fotografiert.
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3.7  Statistische Signifikanz
Statistische Signifikanzen wurden fir die Uberlevamsuche mit dem Student t-Tests

berechnet, sofernan,. Bei ungleichen Gruppengrdol3en wurde der t-Tesh riamrd und

Moore angewandt. Die Kaplan-Meier-Kurven wurdenhitfié des Log-Rank-Tests berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Markierung von DTPA-(F3), mit Radiometallen

Um das Peptid F3 an Radiometalle wie delBmitter *Bi binden zu kénnen, wurde ein Di-
mer synthetisiert, dass aus einem jeweils N-terhkongalent gebundenem DTPA und zwei
F3-Peptiden besteht (Abb.4). DTPA ist ein Komplékier, der aufgrund seiner freien Elekt-
ronenpaare fahig ist, mehrfach positiv geladeneaMetnen zu binden. Die daraus resultie-
rende koordinative Bindung ist gut wasserloslicld unnsichtlich der Stabilitat der einer
kovalenten Bindung gleichzusetzen.

Bei der Markierung von DTPA-(F3)nit **Bi unter Verwendung von 5,5 MBg/pg Protein
wurde eine spezifische Aktivitdt von 95,49 % +/42 % erreicht; fur die Kontrollen vivo
mit DTPA-**Bi bei 7,4 MBg/mg Protein 96,8 +/- 2,21%.

213Bi-DTPA-(F3), zeigte Uiber 180 Minuten (4 Halbwertszeiten ¢0Bi) bei 37°C eine weit-
gehend gleichbleibende Stabilitat der spezifiscBerdung in PBS und malignem Aszites,
wahrend die spezifische Bindung im Serum in diegeiraum um 15,3 +/- 3,06 % und in
Medium mit 10% FCS um 18,89 % abnahm (Tabelle 1).

Das Radiometalf®Ga wurde ebenfalls an DTPA-(R3)L3,7 MBg/ng) gekoppelt mit einer
spezifischen Aktivitat von 94,37 +/- 3,3%.

KDEPQRRSARLSARPAPPKPEPKPREAPAK

F3 ) 0
KDEPQRRSARLSAKPAPPEPEPEPREAPAK B

Abb.4. Struktur von 213Bi-DTPA-(F3)2_ Die zwei F3-Peptide sind jeweils N-terminal an dastrale
DTPA gebunden.
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Minuten 0 23 (1/2 HWZ) |45 (1 HWZ) 90 (2 HW2) 180 (HW2Z)
PBS 97,45 95,79 94,82 91,56 97,32
+/- 0,27 +/-5,03 +/-9,32 +/-1,21
Medium 96,44 97,44 95,40 89,60 88,80
(10% FKS) +-1,71 +/- 2,83 +/-8,34
Serum (Maus) 96,44 97,17 94,30 87,79 82,15
+-1,71 +/- 0,05 +/-0,26 +/-3,1 +/- 2,79
MalignerAszites 97,45 98,81 97,80 97,47 96,44
(Maus) +/- 0,27 +/-0,4 +/-0,58 +/-1,29 +/-0,10

Tab. 1. Die Tabelle zeigt den gebundenen Anteil VOmBi-DTPA-(F3), in Prozent der Gesamtaktivitat der
Proben in verschiedenen Ldsungsmitteln bei 37°CZaitverlauf, angegeben als Mittelwert aller Messmg

(und Standardabweichung).

4.2  Bindung und Internalisierung von?*3Bi-DTPA-(F3), in vitro

Porkka et al. berichteten von der Internalisierung F3 und F3-Konstukten in den Zellkern
von Tumorzellen und TumorendotheliBnvitro undin vivo (Porkka, 2002 #28). Um die Fa-
higkeit zur Internalisierung des gebundenen Radilisiin die Zellen zu tberprifen, wurden
MDA-MB-435-Zellen mit?*3Bi-DTPA-(F3), inkubiert. Nach den in Abb. 5 gezeigten Inkuba-
tionszeiten wurden die Zellkerne der Tumorzellemvdberstand und den lbrigen Zellantei-
len abgetrennt und die Aktivitat bezogen auf dakiven in den unterschiedlichen Zellkom-
partimenten und im Uberstand bestimmt.

Wie in Abb. 5 gezeigt, wurde in den Zellkernen e zu 200fache, in den tbrigen Zellan-
teilen eine bis zu 30fache Anreicherung der AKiit/jtl im Vergleich zum Uberstand erreicht.
Diese Maximalwerte lagen schon nach funf Minutétubationszeit vor, aber auch nach einer
Inkubationszeit von 90 Minuten bzw. zwei HWZ vBrBi war eine Akkumulation des Radi-
onuklids im Zellkern des tiber 70fachen des Ubedsamro pl nachweisbar.

Um zu testen, ob die Aufnahme und Akkumulation ¥6Bi-DTPA-(F3), in die Tumorzellen
spezifisch erfolgt, wurde die Blockierung der Bindwnd Internalisierung voftBi-DTPA-
(F3), durch vorherige Zugabe eines Uberschusses an kimmam DTPA-(F3)in vitro un-
tersucht. Hierzu wurden EMT6-Zellen auf Coverstipis >**Bi-DTPA-(F3), tiber 30 Minuten
inkubiert und zwar einmal mit und ein anderes Mal@vorherige Zugabe von unmarkiertem
Protein. Nach grundlicher Entfernung ungebundereptié®s durch mehrmaliges Waschen der
Coverslips mit PBS wurde die gebundene Aktivitattels Micro-Imager sichtbar gemacht.
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Wie im Einschub der Abb. 5 gezeigt, konnte die Bimgl durch einen Uberschuss an unmar-

kiertem Protein deutlich blockiert werden.

iy
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Abb. 5. Internalisierung von ?*Bi-DTPA-(F3), in die Tumorzellen (MDA-MB-435) in

Vitro. Die Konzentration des Nuklids im Zytoplasma undZeilkern der Tumorzellen wurde nach Inkubation
mit 3,7 MBg/mI**Bi-DTPA-(F3), iiber die oben angegebenen Zeitraume gemesseniudedrman im Uberstand
verglichen. Die weilRen Balken entsprechen der Radiidtiat im Zytoplasma in % vom Uberstand in pl
(p<0,01, +/-SEM); die schwarzen Balken der Radiw@kt innerhalb der Zellkerne (p<0,02 von 5-45 Mien,
+/-SEM). Der Einschub der Abbildung zeigt démteil von ?**Bi-DTPA-(F3),im Micro-Imager an, der an Tu-
morzellen (EMT6) mit und ohne vorherige Zugabe 2arPA-(F3), gebunden wurde.

4.3  Wirkung von ?*Bi-DTPA-(F3). in vitro

Da gezeigt werden konnte, dass F3 an Tumorzellenifigch bindet, daraufhin internalisiert
wird und danach intrazellular akkumuliert, wolltesir das zytotoxische Potential des an F3
gebundenen-Emitters untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde der Colony Formation Assayauisteigenden Konzentrationen von
213Bj-DTPA-(F3), durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine hoch sigaifte (p<0,01), dosisab-
hangige Reduktion der Tumorzellklone von MDA-MB-428llen.?**Bi-DTPA-(F3), konnte
dartiber hinaus auch bei allen weiteren getestet@moiizelllinien solider Tumore, die haufig
zu einer Peritonealkarzinose fuhren, wie MIAPACARreaskarzinom), CMT63 (Kolonkar-
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zinom) und OvCAR3 (Ovarialzellkarzinom), zu einestanhangigen Reduktion der Zell-
zahl fuhren. In Tabelle 2 sind die ED50- Werte dig getesteten Zelllinien angegeben, d.h.
die Aktivitatskonzentration vof*Bi-DTPA-(F3), in kBg/ml, die zu einer Reduktion der Tu-

morzellklone von 50 % im Vergleich zur unbehandek®ntrolle flhrte.

Zelllinie Tumorentitat ED 50 von ““Bi-DTPA-(F3), (kBg/ml)
EMT6 Mammakarzinom (murin) | 23,9

MIAPACA Pankreaskarzinom (human) 32,3

CMT93 Kolonkarzinom(human) 99,5

OVCAR3 Ovarialkarzinom(human) 94,0

MDA-MB-435 Mammakarzinom(human)| 119

Tab. 2. ED50 Werte von?"Bi-DTPA-(F3), bei unterschiedlichen Tumorzellen.Fir die

getesteten Tumorzelllinien wurde die Aktivitat vBrBi-DTPA-(F3), in kBag/ml ermittelt, die zu einer Redukti-
on der Zellklone von 50% fiihrten (ED50).

Der spezifische zytotoxische Effekt volBi-DTPA-(F3), konnte im Cell Viability Assay mit
MDA-MB-435-Zellen auch im Vergleich mit der unspzthen Wirkung von freiem Wismut
bestatigt werden (Insert Abb. 6). Hierzu wurden Zgflen mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen des markierten Proteins inkubiert und darsaetohl die Zellzahl als auch die Anzahl
der toten Zellen im Vergleich zur unbehandelten tkale und zur Wirkung von freiem
Wismut bestimmt. Der Anteil toter Zellen wird hieilmit Trypanblau sichtbar gemacht, da
Trypanblau nur bei Schadigung der Zytoplasma-Memlima Zellinnere gelangen kann. Im
Gegensatz z&"Bi-DTPA-(F3), zeigt freies Wismut, wenn es als Kontrolle derpezifische
Zytotoxizitat eingesetzt wird, erst bei hbheren Kemtrationen eine Zunahme der Zytotoxizi-
tat. Unmarkiertes DTPA-(F3In unterschiedlichen Konzentrationen (10 pg/ml16€ ng/ml)
hat keinerlei Einfluss auf das Wachstum oder Ubereder Zellen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6. Spezifische Zytotoxizitat von’**Bi-DTPA-(F3), auf Tumorzellen in vitro. MDA-
MB-435-Tumorzellen wurden iiber 12 Stunden mit wstkiedlichen Konzentrationen véiBi-DTPA-(F3),

inkubiert und dann in Soft Agar Uberfihrt. Die Zalelr Zellklone wurde nach 14 Tagen ausgezéhlt uihdien

von unbehandelten Zellen verglichen. Die Darstgjlarfolgte als Prozent der Zellklone der Kontratig Stan-
dardabweichung (p<0,01). Im Insert wird der durctierschiedliche Konzentrationen véHBi-DTPA-(F3),

induzierte Zelltod in Prozent der unbehandeltentkalle (durchgehende Linie) der unspezifischen sigphifi-

kant niedrigeren Wirkung von unkonjugiertéiBi (gepunktete Linie) gegeniibergestellt (*= p<0,afle Werte

Uber 50 kBq).

4.4  Biodistribution von ?Bi-DTPA-(F3), in Mausen mit intraperitonealem Xeno-

graft

23Bi-DTPA-(F3), (3.7 MBq) wurde M&ausen mit intraperitoneal gelegefdDA-MB-435-

Xenografts injiziert, um eine selektive Anreichegutes markierten Proteins vivo zu unter-

suchen. Nach einer Zirkulationszeit von einer HWidraen die Tiere geopfert, die Organe

entfernt und die Aktivitat in jedem Organ bezogahdie Masse iny-Counter bestimmt.
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Bis zu 32% der Gesamtaktivitat/g akkumulierte immbu, wahrend in keinem anderen unter-
suchten Organ aul3er den Nieren eine signifikanteiglnerung der Aktivitdt gemessen wer-
den konnte (Abb.7). Die Akkumulation in den Niersh am wahrscheinlichsten durch die
renale Ausscheidung des markierten Proteins bediwich die verzogerte Resorption von
23Bi-DTPA-(F3)in den Kreislauf zeigte sich eine Tumor-Blut-Ratam 17,6:1. Die Tumor-

Dunndarm-Ratio von 10,37:1 ist ein weiteres Inda&flid, dass es sich um eine spezifische
Anreicherung im Tumor handelt, da dieses intrapeeél gelegene Organ inklusive anhaf-

tender Serosa gemessen wurde.
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Abb. 7. Biodistribution von 213Bi-DTPA-(F3)2, Hierzu wurde Mausen mit intraperitonealem Xeno-
graft 3,7 MBg**Bi-DTPA-(F3), intraperitoneal verabreicht, die Organe/Gewebees®@lut nach einer Zirkula-
tionszeit von 45 Minuten entfernt und die Aktiviitd Gewebe ermittelt. Die Balken stellen den Progata der

injizierten Aktivitat im jeweiligen Gewebe dar (D).

Zur bildlichen Darstellung der Akkumulation des kiarten Peptids im Tumor wurde DTPA-
(F3), mit demy-Emitter ®®Ga markiert und Mausen mit intraperitonealem MDA-MB85-
Xenograft i. p. injiziert. Nach einer Zirkulatior&z von 90 Minuten wurde eine statische
Aufnahme im Tier-PET durchgefihrt. Eine repraseveaPET-Aufnahme zeigt eine deutliche
Retention der Aktivitat in den im Peritonealraunmtgdten Tumormassen, wahrend neben der

Anreicherung in den Nieren keine systemische Ahezigng des Radionuklids (gleichmafiige
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Hintergrundaktivitat innerhalb der Maus) sichtbardwy Die gleiche Menge des markierten
Peptids zeigte in einem Kontrolltier ohne i.p.-Xgradt nach 1,5 Stunden neben einer syste-
misch erhdhten Hintergrundaktivitdt vornehmlich eeiAnreicherung in Nieren und Blase
(nicht gezeigt).

Da fur den zytotoxischen Effekt venEmittern eine ausreichend homogene Verteilung in-
nerhalb eines Tumors entscheidend ist, wurde dieifkilation und Verteilung vofi*Bi-
DTPA-(F3), innerhalb eines Tumors mittels Autoradiographitetsucht. Hierzu wurde nach
Biodistribution vor?**Bi-DTPA-(F3), i. p. der intraperitoneal gelegene Tumor sowiegein
durchblutetes Kontrollorgan (Oberschenkelmusku)agatfernt, histologische Schnitte herge-
stellt und diese im Micro-Imager ausgewertet. WidhA8 zeigt, reichert sich das Radionuklid
in der Peripherie des Tumors gleichmallig an. Danebmt sich eine inhomogene, punkt-
formige Akkumulation der Aktivitat im Zentrum desifors. Vergleiche mit histologischen
Schnitten in HE-Farbung zeigen, dass es sich beguwetformigen Akkumulation des Nuk-
lids innerhalb des Tumors um perivaskulare Regidrardelt. Die Aktivitat innerhalb des

Kontrollorgans war kaum wahrnehmbar.

Muskel Tumor

Abb. 8. Selektive Akkumulation von®**Bi-DTPA-(F3), in vivo. a. Akkumulation von i.p. inji-
ziertem®Ga-DTPA-(F3) nach 90 Minuten in einer Maus mit Peritonealkarsa(20 Tage nach Inokulation der
Tumorzellen). Bei der Maus mit Peritonealkarzinasggt sich neben der knotenférmigen Akkumulation im
Bauchraum eine Anreicherung in den Nieren ) Autoradiographie von Gefrierschnitten intraperitaingele-

gener Tumormassen 45 Minuten nach i.p. Injektion ¥8Bi-DTPA-(F3),. Es zeigt sich eine gleichméaRige
Anreicherung in der Peripherie des Tumors und Vengleich mit mirror samples in HE-Farbung - eirezip
vaskulare Anreicherung innerhalb des Tumors (Harydite Eosin, 100fache VergrofRerung). Das Kontragkom
(Muskel) zeigte keine detektierbare Aktivitat.
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4.5 Behandlung der Peritonealkarzinose durch frakinierte Therapie mit **Bi-
DTPA-(F3),

Um die antitumorale Wirkung voft®Bi-DTPA-(F3), in vivo zu Uberpriifen, wurden SCID-
Mause mit intraperitonealen MDA-MB-435-luc2-Xenofgsamit einer fraktionierten Therapie
des markierten Peptids behandelt. Diese bestandemlrs intraperitonealen Injektionen von
je 1,85 MBg*®Bi-DTPA-(F3), jeden zweiten Tag. Als Positivkontrolle dientefektionen
mit PBS, als Kontrolle der unspezifischen Radiatitit von Wismut***Bi-DTPA (1,85
MBqg/Injektion).

Eine fraktionierte Therapie wurde aufgrund der méheSelektivitat bei niedrigerer Ganzkor-
perbelastung gewahlt, auch um der inhomogenen \ertedes Nuklids innerhalb des Tu-
mors Rechnung zu tragen. Die Biolumineszenz dewemtdeten Tumorzellreine wurde ge-
nutzt, um den Effekt der Therapievivo mittels Optical Imaging verfolgen zu kénnen. Inm de
Darstellung der Peritonealkarzinose kénnen beipeattiender Belichtung schon sehr kleine
Tumorknoten gut dargestellt werden (Buchhorn, 2806).

4.5.1 Behandlung des friilhen Stadiums einer Peritoatkarzinose

In einem ersten Ansatz sollte anhand einer begoereReritonealkarzinose die Wirkung von
213Bj-DTPA-(F3), untersucht werden. Hierzu wurde die fraktionierteefBpie nach dem in
Abb. 9. dargestellten Schema am vierten Tag naakulation der Tumorzellen begonnen.

Im Optical Imaging, das therapiebegleitend an jésneiei Tieren aus jeder Gruppe durchge-
filhrt wurde, zeigte sich bei den niitBi-DTPA-(F3), behandelten Tieren eine leichte Zu-
nahme der Signalintensitat der Biolumineszenz asf Doppelte des Ausgangswertes wah-
rend der Therapieperiode von 10 Tagen, gefolgteiner Abnahme der Biolumineszenz auf
39% des Ausgangswertes vor Therapie (p<0,02 abZnTag; Ergebnisse nicht gezeigt).
Dies entspricht einer partiellen Remission. Bei identrollgruppe mit PBS zeigte sich nach
einem fast gleichbleibenden Signal vom dritten zuisn neunten Tag eine annahernd expo-
nentielle Zunahme des Signals auf das 31,6fach@dsgangswertes nach 48 Tagen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab sich fiir digere unter Therapie mit-“Bi-DTPA-
(F3), eine hoch signifikante (p< 0,01) Verlangerung nhéttleren Uberlebenswahrscheinlich-
keit von 83,13 %. Die mittlere Uberlebenswahrschigikeit lag hier bei 93,63 (+/- 6,78 SD)
Tagen gegeniiber denen der Kontrollgruppe mit 5{SI3:+/-16,5) Tagen. Die m#"Bi-
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DTPA-behandelten Tiere zeigten mit einer Uberlebatsscheinlichkeit von 53,5 (SD:+/-
23,29) Tagen keinen signifikanten Unterschied zu ldentrolltieren.

a.
1,85 MBg/ml (50 pCi) **Bi-DTPA-(F3),
D6 D8 D10 D12
A
| e
| D3 D9 D17 D24
DO . .
Optical Imaging
i.p.-Injektion von
MDA-MB-435-luc2-Zellen
b.
PBS

r—da
K B

Abb. 9. Versuchsschema und Verlauf des Bioluminesaesignals bei der frihen Peri-

tonealkarzinose a.Schema der Zeitpunkte der i.p.-Injektionen oBi-DTPA-(F3),, 2*Bi-DTPA und PBS

(rote Pfeile) und der Biolumineszenzmessungen @#ieile) nach Inokulation mit Tumorzellen ilp. Optical

Imaging des intraperitonealen Tumorwachstums vonAMEB-435luc2-Xenografts bei einer Maus unféiBi-
DTPA-(F3), i.p. gegenuber einer Kontrollmaus, die PBS i.piedt.
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Der Uberwiegende Grund fir die Euthanasie der Kdhare unter PBS war die Entwicklung
von Aszites. Bei der Eréffnung des Bauchhdhle tgtalich die Tumormasse als disseminierte
Peritonealkarzinose vieler ca.1-3mm grof3er Metastasid meistens eines grof3en Tumor-
konglomerates im Bereich des rechten Oberbauch#éshiMs, Kleine Magenkurvatur, Pan-
kreas) dar. In der Gruppe unter Behandlung®MBi-DTPA verstarben drei der insgesamt 8
Tiere in den ersten drei Wochen nach Therapie antjunspezifischer Radionuklidwirkung
(Grund fur die Euthanasie war hier grof3tenteils @ktgabnahme von > 25%), eine zweite
Gruppe um den 70. Tag durch Entwicklung von Asazitesd anderen tumorassoziierten Symp-
tomen. Grund fur die Euthanasie der F3-behand#fi@mse war ebenfalls die Ausbildung von
Aszites; es standen jedoch haufiger andere tunaxisesde Symptome wie blutiger Kot, Di-
arrh6 und Apathie im Vordergrund als in den Verdisgruppen. In einem Fall lag zum To-
deszeitpunkt eine Arrosion des Dickdarmes vorjnem anderen war eine GefalR3arrosion mit
Blutung in das Peritoneum feststellbar.

Ein Vergleich der makroskopischen Befunde der Beeidlkarzinose mit und ohne Therapie
nach dem oben erlauterten Schema wurde anhand ld@eeren Gruppe von vier Tieren
durchgefiihrt, von denen zwei nfitBi-DTPA- (F3), in der oben beschriebenen Weise be-
handelt wurden, wahrend die zwei anderen nur PBRIl&n. Alle wurden 50 Tage nach In-
jektion der Tumorzellen geopfert, der Dick- und Bdarm mit anhangendem Mesenterium
prapariert und fotografiert.

Das makroskopische intraperitoneale Bild des Tumotsrschied sich dahingehend von der
Kontrollgruppe ohne RNT, als hier keine makroskopigerkennbare disseminierte Aussaat
des Tumors vorlag, sondern eine Reduktion der Tarasse auf vereinzelte Tumorknoten.
Die hiermit erreichte lokale Eingrenzung der Turastlblieb aul3erdem lber den gesamten

Beobachtungszeitraum erhalten.
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Abb. 10. a. Darstellung der Uberlebenswahrscheinlitkeit der Versuchstiere nach Ka-

plan-Meier (frihe Peritonealkarzinose).Die Tiere wurden nach dem in Abb. 9 beschriebenteera-
pieschema behandelt. Die schwarze Linie zeigt daerlBben der Kontrolltiere (PBS), die blaue das®dii-
DTPA-Kontrolltiere, die rote Linie das Uberleberr aeit *Bi-DTPA-(F3), i.p. behandelten Mause (p <0,01).

b. Makroskopisches Bild des Dick- und Diinndarms vaiubtn 50 Tage nach Inokulation mit Tumorzellen und

Behandlung mif**Bi-DTPA-(F3), (rechtes Bild) im Vergleich zu PBS (linkes Bildjeh dem in Abb. 9 be-
schriebenen Schema.
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4.5.2 Behandlung der fortgeschrittenen Peritonealkainose

Bei Vorliegen einer fortgeschrittenen Peritoneatkawse wurde die Therapie 16 Tage nach
Tumorzellinjektion begonnen, um die Mdglichkeit @irReduktion der Tumorlast durch eine
Therapie mit**Bi-DTPA-(F3), in vivo zu untersuchen. Das Therapieschema ist in Abbijdun
11 dargestellt.

Im Optical Imaging konnte durch die Behandlung AiBi-DTPA-(F3), zunachst eine
Wachstumsstagnation beobachtet werden; ab eineh&/onach Beendigung der Therapie
kam es zu einer im Vergleich zur Kontrollgruppe §Bignifikanten Reduktion der Signal-

starke (p<0,02) bis auf das Niveau vor Therapiabegi

a.
1,85 MBg/ml (50 uCi) **Bi-DTPA-(F3),
D18 D20 D22 D24
LT
| e
| D15 D22 D29 D36 D50
_ DO_ _ Optical Imaging
i.p.-Injektion von
MDA-MB-435-luc2-Zellen
b.
15 Tage p.i. 22 Tage p.i. 36 Tage p.i. 50 Tage p.i.
PBS -

Abb. 11. Versuchsschema und Verlauf des Bioluminesaz-Signals bei dem Versuchsan-

satz der fortgeschrittenen Peritonealkarzinose. aschema der Zeitpunkte der i.p.-Injektionen von
23Bi-DTPA-(F3),, 2*Bi-DTPA und PBS und der Biolumineszenzmessung ackulation mit Tumorzellen i.p.
b. Vergleich im Optical Imaging.
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Unter der unspezifischen Wirkung v6i'Bi-DTPA trat im Therapiezeitraum ebenfalls eine
Stagnation des Tumorwachstums auf; nach Beendidand herapie setzte sich das Tumor-
zellwachstum jedoch fort. Die Kontrollgruppe mit ®Beigte auch bei der Untersuchung des
disseminierten Befalles im Optical Imaging einerrl&ef, der dem der Kontrolltiere der fri-
hen Peritonealkarzinose ahnelte. Im Verlauf dert®eralkarzinose kam es zu einer Steige-
rung der Signalintensitat im Optical Imaging bisre&5fachen der Intensitat vor der Thera-
pie. 50 Tage nach Injektion der Tumorzellen zeitjee Gruppe untef**Bi-DTPA 50% und
diejenige untef**Bi-DTPA -(F3), nur 15% der Signalstarke der Kontrolle (Ergebnisisht
gezeigt, p<0,05 zur Kontrolle ab dem 36. Tag).

Die mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit lag bend'Bi-DTPA-(F3),-Tieren bei 78,33
(SD:+/- 17,48) Tagen gegenuber 57,3 (+/- 4,7) TatpmPBS-Kontrolle und erreichte damit
ausgehend von den Mittelwerten eine VerlangerungUteerlebenswahrscheinlichkeit von
36,62 % mit einer Signifikanz vaqrx0,05.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Kontrollgrupger unspezifischen Wismut-Wirkung
zeigte eine geringere Lebensdauer als die PBS-&lmtDies ist wahrscheinlich auf ein Zu-
sammenwirken der unspezifischen Nuklidwirkung mér cischwachung des Organismus
durch die fortgeschrittene Tumorerkrankung zurtékiaren.

Unabhangig vom unterschiedlichen Todeszeitpunkt Grrppen lie3en sich zwischen der
Kontroll- und den Therapiegruppen auch hinsichttigls makroskopischen Aspekts der Peri-
tonealkarzinose zum Todeszeitpunkt Unterschiedistédien. Bei den Tieren nach Therapie
mit 2**Bi-DTPA-(F3), bestand zwar ebenfalls ein disseminierter TumatbeDieser zeigte
jedoch mehrere grof3ere Karzinomabsiedlungen statmedurchgehenden Tumor-,Rasen”
wie bei der Kontrollgruppe. Auch bei der fortgesttanen Peritonealkarzinose waren neben
der Ausbildung von Aszites bei den Therapiegrupgmiufiger andere tumorassoziierte Symp-

tome letalitdtsbestimmend, wie z.B. Blutungen dug&ifal3arrosion o.a.
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Abb. 12. Kaplan-Meier-Kurve der Tiere bei Therapie der fortgeschrittenen Peritone-

alkarzinose.Die Méause wurden nach dem in Abb. 11 beschrieb@ihenapieschema behandelt. Die schwar-
ze Linie zeigt das Uberleben der Kontrolltiere (PBSe blaue das der nfitBi-DTPA i.p. behandelten Tiere,
die rote Linie das Uberleben der fiiBi-DTPA-(F3), i.p. behandelten Méuse 4p < 0,05).

4.6  Bestimmung der Nierentoxizitit einer intraperionealen #3Bi-DTPA-(F3).-

Therapie

Um eine chronische Nierenschadigung nach der Raklimitherapie auszuschlie3en, wurde
Serum der Mause aus den Therapiegruppen zum Toipesde gewonnen und deren Krea-
tinin- und Harnstoffwerte bestimmt. Im Vergleichtrder Kontrollgruppe zeigten sich weder
fir ?°Bi-DTPA-(F3), noch fiir***Bi-DTPA signifikante Veranderungen der genannten Se
rumwerte (Abb 13.).
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Abb. 13. Harnstoffwerte (a.) und Kreatininwerte (b.) im Serwon je 6 Tieren def"Bi-DTPA-(F3), und
23Bi-DTPA-Gruppe im Vergleich zu 4 Kontrolltieren deBS-Gruppe, entnommen zum Todeszeitpunkt.
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5. Diskussion

Die Metastasierung in Korperhohlen ist eine schavebehandelnde Komplikation bei vielen
fortgeschrittenen Tumorleiden. Die spezifische Radklidtherapie mita-Strahlern stellt
hierfir einen vielversprechenden Therapieansatz dann sie bietet den Vorteil einer
lokoregiondren Therapie mit einer hohen lokalen z&mration des Nuklids und einer
verzogerten systemischen Verteilung. Die grol3e Toberflache bietet hierbei eine
maximale Kontaktflache fur spezifisch an Tumorzelendende Agenzien (Seidl, 2013 #57).
Die Wahl eines geeigneten Nuklids mit kurzer HWakausatzlich zu einer verringerten
systemischen Belastung genutzt werden.

Verglichen mitp-Emittern habemx-Emitter durch den hohen linearen Energietranstgr b
einer kirzeren Reichweite eine wesentlich hoheobogische Effektivitat. Das bedingt eine
hohere Anzahl an irreversiblen Zellschadigungerbaisiiedrigerety- und-Strahlung, deren
Wirkungsweise sich in Abhangigkeit ihres LET Ubexgend Uber lonisationsvorgange
innerhalb der Zelle aus radikalen Sauerstoff- unds¥#rstoff-Verbindungen herleitet. Bel
einem Alpha-Emitter reichen schon vier den Kernsmaende Alpha-Partikel aus, um tber
Doppelstrangbriche der DNA zur irreversiblen Schéadg der Zelle zu fihren. Innerhalb der
kurzen Distanz, die die Alpha-Partikel zurticklegkoammt es hierbei zu gruppierten DNA-
Doppelstrangbriichen sowie zur Bildung von hoch tieak Hydroxyl-Radikalen (Dahle,
2011 #20; Baidoo, 2013 #4).

Fur den Einsatz von Alpha-Emittern ist es aufgrimrdr hohen biologischen Effektivitat eine
Notwendigkeit, dass sie in Form einer zielgericdneT herapie eingesetzt werden. Hierflr
werden Tragermolekile bendtigt, die sowohl einébiaBindung des Nuklidan vivo
gewadhrleisten als auch eine selektive Anreicherw®s Isotops im Tumorgewebe
ermoglichen. Idealerweise sollte der gebundeneilAdés mit einema-Emitter gekoppelten
Molekdls in den Zellkern aufgenommen werden, unseexkurze Reichweite bei hohem LET
vollstandig ausschopfen zu kdnnen und die Toxizaét das umgebende Gewebe zu
verringern. Der ungebundene Anteil des Molekulldteschul3erdem schnell ausgeschieden
werden.

Die oben beschriebenen Eigenschaften dieser Alphisidt lassen sich besonders vorteilhaft
bei einer Manifestation von soliden Tumoren in Kaitphlen und disseminiertem
Tumorbefall nutzen. Vor allefiBi, *!At und **Ac weisen geeignete Eigenschaften auf,
die ihren Einsatm vivo ermdglichen. Zu diesen Alpha-Emittern liegen inolisn eine Reihe

viel versprechender praklinischer Studien vor, Bneh gezeigt werden konnte, dass
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Emitter wie?*Bi und **Ac gekoppelt an Antikérper sowohl in der Therapim \Metastasen
innerhalb von Kdorperkompartimenten als auch gegeniMikrometastasen wirksam sind
(Kennel, 1999 #35).

Beck et al. konnten zeigen, dass éfrBi-gekoppelter monoklonaler Antikdrper gegen
mutiertes E-Cadherin, dass selektiv auf einer gmtgape von Magenkarzinomen exprimiert
wird, in vitro und auchn vivo schon bei einmaliger lokoregionarer Therapie iregirfriihen
Stadium der Peritonealkarzinose zu einer deutlidheriiangerung der Uberlebenszeit fiihrt,
in Abhangigkeit von der Zeitspanne zwischen derkitation der Tumorzellen und der
Therapie (Beck, 2007 #5). Ahnliche Ergebnisse ledgér **Bi-gekoppelte MUC1-
Antikdrper bei der Peritonealkarzinose durch Ovkaizinomzellen vor (Song, 2008 #61).
Auch eine intrathekale Injektion des Alpha-Emitt&r¥At gekoppelt an Trastuzumab zeigte
im Tiermodell eine deutliche Verlangerung der media Uberlebenszeit gegeniber der
Kontrollgruppe (Boskovitz, 2009 #13).

In mehreren Studien konnte auBerdem die Uberlejferiger fraktionierten Therapie
gegenuber einer einzelnen Dosis, bei gleichbleibeidxizitat, nachgewiesen werden. Dies
zeigt sich auch bei einer Folgestudie des Wismkobgpeelten monoklonalen Antikdrpers
gegen mutiertes E-Cadherin am Modell der Peritiagainose. Im Modell einer
fortgeschritteneren Peritonealkarzinose dieses WModeigte die gleiche Dosis des Alpha-
Emitters - verteilt auf zwei Applikationen - eineuwtlich hohere Effektivitat ohne Zunahme
der Toxizitat (Bloechl, 2005 #11).

Klinische Studien in Form von Phase I|-Studien zestling der Dosimetrie und Toxizitat
existieren vor allem fiir die Alpha-Partikel-EmitterAt, *>Ac und **Bi und haben bisher
einzelne ermutigende Ergebnisse hervorgebracht,(Rdhl #36; Baidoo, 2013 #4).

Fur ?2Bi liegen sowohl erste Studien zur systemischenrapie von hamatologischen
Erkrankungen vor als auch einzelne Studien zurdpiemetastasierter solider Tumore vor.
So zeigt eine Studie zur systemischen Therapier eldL mit an den humanen
monoklonalen CD33-Antikérper konjugiertéSBi eine deutliche Reduktion der Blasten im
Knochenmark und im Blut bei 93% (14 von 18) deridtaen. Die absorbierte Dosis war bei
dem Vergleich mit an den gleichen Antikdrper gelamamp-Emitter 100fach hdher. Es trat
keine signifikante Toxizitdt auf (Jurcic, 2002 #3&ine nachfolgende Studie, bei der der
nuklidgekoppelte Antikdrper in Verbindung mit denhdnotherapeutikum Cytarabin
eingesetzt wurde, konnte zeigen, dass die komkbéniBnerapie eine Sattigung der CD33-
Bindungsstellen ermdglichte und zu einer signifiemnReduktion der Blasten fuhrte, die im
Durchschnitt iber 6 Monate anhielt (Rosenblat, 2834).
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Hinsichtlich der Therapie solider Tumore gibt eszeéé nur eine Pilotstudie zur Behandlung
vonl6 Melanom-Patienten mit in-transit-Metastas&lef, 2005 #1) sowie eine weitere mit
funf Patienten mit Gliomen mit einer funktionelitischen Lokalisation (Cordier, 2010 #19),
die jeweils eine intratumorale Administration des Antikorper gebundenen Nuklids
anwenden.

In der Studie der Patienten mit Malignem Melanomrdeuein Antikbrper gegen eine
Proteoglycan, das von Perizyten unreifer Gefal3e vamdMelanomzellen gebildet wird, an
213Bj gekoppelt und intratumoral injiziert. In 20% deatienten konnte eine komplette oder
partielle Response auf die Therapie festgestelftiare 50% zeigten eine stabile Erkrankung
und 30% einen Progress. Nebenwirkungen der Therapi®inne einer toxischen Reaktion
auf das Nuklid wurden nicht festgestelit.

Auch die Phase I-Studie zur Behandlung der dern®idonnte zeigen, dass die lokale
Radiotherapie eine lokalisierte Tumornekrose atslosid eine funktionelle Verbesserung
erzielt werden konnte. Eine Toxizitat trat auchr mieht auf.

Zur Therapie innerhalb von Ko&rperkompartimentengtlieeine Studie vor, die an ein
Antikorperfragment gekoppeltes’’At verwendet, um die Pharmakokinetik nach
intraperitonealer Infusion zu untersuchen (AndersD09 #2). In dieser Studie wurde 5
Patientinnen mit rezidivierter Peritonealkarzino25 Tage nach laparoskopischer
Tumorreduktion Uber einen Katheter das antikorgesgpelte Radionuklid einmalig
zugefuhrt. Die Anreicherung und Verteilung des Naklwurde Uber eing-Kamera und
SPECT verfolgt und zusatzlich Urin, Blut und Pargalflissigkeit gesammelt. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch in dieserstillation bei Blockierung der
Schilddriise eine therapeutische Dosis erzielt weka@n ohne eine toxische Nebenwirkung.

Hier berichten wir erstmals von einem Tumor-homiteptid als Tragermolekdil fur einen
Partikel Emitter. Peptide koénnen in vieler Hinsieté Tragermolekll fir Radioisotope von
Vorteil sein, da sie kleiner als Antikorper sinddunnerhalb von Stunden renal ausgeschieden
werden konnen. GroRere Proteine wie Antikdrperereigingegen Zirkulationszeiten von bis
zu einer Woche. Dies fluhrt zu einer erhéhten Betagides Korpers durch nicht gebundenes
Nuklid vor allem bei langlebigen Radionukliden wi&’Ac. Dies wird bestatigt durch
Ergebnisse einer Studie mit dem Peptid DOTATOGC arier von*?°Ac gegentiiber eineifs-
Partikel emittierendes Isotop gekoppelt an DOTATOMliederer, 2008, #39).
Tumorspezifische Peptide sind daher eine viel vedende Alternative als Tragermolekul

fur a-Emitter.
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Wir untersuchten eine Verbindung des Tumor Homiagtiels F3 mit DTPA, das eine stabile
Bindung von Radiometallen wig*Bi erméglichte. Durch Konjugation des Tumor Homing
Peptids F3 an den Chelator DTPA konnten stabilejigaie mit dema-Partikel-Emitter
213Bj hergestellt werden.

Anders als bei der Anwendung von Antikorpern zurivigllung der Ligandenbindung, bindet
das Tumor Homing Peptid F3 an membranstandigesdsliklvon proliferierendem Endothel
und Tumorzellen und wird in einem aktiven Prozess den Zellen aufgenommen und in den
Zellkern transportieft. #*Bi-DTPA-(F3), wurde von Tumorzellen unterschiedlicher
Herkunft in das Zytoplasma und den Zellkern intésiert, wie es schon fur Konjugate von
F3 mit FITC berichtet wurde (Porkka, 2002 #47). deximum der Aufnahme vof*Bi-
DTPA-(F3) in den Zellkern wurden vitro schon nach 15 Minuten erreicht und eine
signifikante intrazellulare Akkumulation von F3 wamch nach 90 Minuten feststellbar. Dies
entspricht ca. zwei HWZ voABi, was gewahrleistet, dass ein GrofRteil der Zkrfdles
Isotops in unmittelbarer Nahe der DNA stattfindex ulaher eine hohe toxische Wirkung auf
die Tumorzellen entfalten kann, wahrend das umgibeGewebe durch die geringe
Reichweite deo-Emitter wenig in Mitleidenschaft gezogen wird.

213Bi-DTPA-(F3), I8stein vitro undin vivo Zelltod aus und reduzierte die Tumorzellklonalitat
invitro undin vivo effektiv.

Bei allen getesteten Zellreihen fiihrte die Behangllumit 2*Bi-DTPA-(F3), zu einer
signifikant reduzierten Klonalitat bereits nachS&inden und zu signifikant erhéhtem Zelltod
mit einem maximalen Ansprechen nach drei Tagensdid/irkung konnte in mehreren
Tumorzellreinen von Karzinomen unterschiedlichesgangsgewebm vitro nachgewiesen
werden, unter anderem in Zelllinien von Pankre@sipn-, Mamma- und Ovarialkarzinomen.
Das Maximum dieses Effektes zeigte sinlvitro nach drei Tagerin vivo mit einer Latenz
von funf Tagen.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungefoxizitat des Alpha-Emittefs Bi
von Seidl et al. die zeigen konnten, dass die de#ldigung durch einen an derEmitter
213Bj gekoppelten Antikorper zu einem Zellzyklusarréstder G2-Phase und tber eine
Erhohung von TGH- zur Zellnekrose fuhrt. Hierbei trat ein verzogerZelltod mit ersten
morphologischen Veranderungen nach 24-48 Stunddreumner vollstandigen Desintegration
der Zellen nach 96 Stunden auf (Seidl, 2007 #58).

In der Anwendung innerhalb eines Kompartimentes umtei intravaskularer
Tumorausbreitung (z.B. infolge von hamatologiscEgkrankungen) konnten einige Studien
einen Vorteil der Alpha-Emitter gegeniuber defemittern nachweisen. Im Tiermodell der
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Peritonealkarzinose beim Magenkarzinom zeigte isiainer Studie von Seidl et al., dass der
B-Emitter ”Lu gekoppelt an den monoklonalen Antikérper gegeutientes E-Cadherin
gegeniiber denf™Bi-gekopelten Antikérper hinsichtlich der Verlangeg der mittleren
Uberlebenszeit nur vergleichbare Ergebnisse eezieiwoh! der Anteil an markiertéf’Lu-
Antikdrper um mehr als das 1000fache hoher war. aeter wesentlich langeren HWZ und
der langsamen Ausscheidung d&SLu-Immunkonjugates entwickelten sich auBerdem
Zeichen der chronischen Myelotoxizitat in Form veekundaren Lymphomen und eine
chronische Nephrotoxizitat (Seidl, 2011 #59).

Neben der Anwendung des Alpha-Emittét3Bi in Korperkompartimenten konnte dessen
Effektivitat auch in praklinischen Studien bei mtesikaler Instillation als Anti-EGFR-
Konjugat zur Therapie des oberflachlichen Urothelkeoms (Pfost, 2009 #46) und im
Modell der disseminierten Metastasierung bei Hex@-exprimierendem Mammakarzinom
als Immunkonjugat erfolgreich eingesetzt werdem{2008 #62).

Mit einer fraktionierten Therapie mit***Bi-DTPA-(F3), im Modell einer friihen
Peritonealkarzinose konnte ich eine partielle Reiors nachweisen, die z.T. unterhalb der
Nachweisgrenze des Optical Imagings lag. Hierbkest die Bindung und Internalisierung
in die Zellen eine wichtige Rolle zu spielen, dafie@ Verabreichung gleicher Mengen von
2I3Bj-DTPA verursachten vivo keinen signifikanten Effekt und fiihrte vitro lediglich zu
einer kurzfristigen Reduktion der Tumorlast ohneswirtkungen auf das Gesamtiberleben,
wohingegen in vergleichenden Aufnahmen zur Ventgjluund Ausscheidung beider
Verbindungen die Resorption in den Kreislauf und Bleitpool fiir DTPA?**Bi wesentlich
hoher war als fif**Bi-DTPA-(F3),.

Die hierbei entstandene lokale Eingrenzung derdrlast blieb aul3erdem tber einen langen
Zeitraum erhalten.

Aber auch bei der fortgeschrittenen Peritonealkas® mit grofRRen, vaskularisierten
Tumorknoten in disseminierter Aussaat wurde ThiBi-DTPA-(F3), eine Tumorregression
unterhalb des Ausgangsstadiums erreicht. Die fyaldrte intraperitoneale Injektion von
23Bj-DTPA-(F3), filhrte bei Mausen mit Peritonealkarzinose einensBwrebszellreihe zu
einer Stagnation des Tumorwachstums wahrend deapiteeund zu einer lang anhaltenden
Regression des Tumorgewebes mit einer Latenz \@kVbchen nach Therapieende.

Dies fiihrte zu einer signifikanten Verlangerung dberlebenszeit der Mause.

Bildgebende Verfahren wie PET und Autoradiographgégten eine Anreicherung in der
Peripherie der Metastasen und in den zentralenvgskularen Anteilen des Tumors,

wohingegen nur geringe Mengen der Radioaktivitdt zahlreichen untersuchten
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Kontrollorganen und -Geweben gefunden wurde, die edlrasten dem in den Organen
vorhandenen Blutpool entsprechen. Lediglich in Nearen zeigte sich eine Anreicherung des
Nuklids, was auf die renale Elimination des nur Kl¥a grof3en Peptids zurlckzufuhren ist.
Die unspezifische Wirkung des freien Wismut flhattegegen in den Zellversuchen erst ab
einer vielfach hoheren Dosis zu &hnlich zytotoxésckVirkung, in der Biodistribution zu
einer schnelleren Resorption aus dem Peritoneutem Kreislauf und zu einer erhéhten
Hintergrundbelastung fiir den Organismus. Im Thenagisuch mit DTPA**Bi kam es nur
zu einer Stagnation des Tumorwachstums fir die Ddee fraktionierten Therapie. Dies
zeigt, dass die F3-vermittelte Aufnahme in denk&eh eine Verlangerung und Verstarkung

der Wirkung desi-Emitters ermoglicht.

Obwohl o-Emitter starke zytotoxische Wirkung zeigen, habénbei den mit?**Bi-DTPA-
(F3), in einer fraktionierten Therapie behandelten Teiiber einen Untersuchungszeitraum
von drei Monaten keine schweren Nebenwirkungerterapie feststellen konnen.

In vorhergehenden Studien wurde an FITC gekoppé&fBeauch in Progenitorzellen der Haut
und des Knochenmarks gefunden. In meinen Biodistibsversuchen wurde keine erhdhte
Aufnahme in diesen Organen gefunden. Diese Diskees wahrscheinlich darauf zuriick zu
fuhren, dass die mittels Biodistribution ermitte@samtaktivitat der Organe, also auch die
innerhalb der GefaRe vorliegende ungebundene, lieirknde Fraktion voA™Bi-DTPA-(F3),

die Anreicherung innerhalb dieser kleinen Zellpapioh maskiert.

Es erfolgte in unserem Versuchsansatz zwar keireapiebegleitende Untersuchung des
Blutbildes zum Ausschluss einer KnochenmarkschéjguAllgemeine Symptome einer
Schédigung des teilungsfahigen Zellpools von Knooerk, Haut und Schleimhauten der
Versuchstiere untef*Bi-DTPA-(F3)-Therapie, wie Ulzerationen, Diarrhoe oder erhohte
Blutungsneigung, wurden nicht beobachtet. Bei deh 7fBi-DTPA behandelten Tieren
zeigten einige aber einen vorubergehenden Gewidhstevon bis zu 25% wéahrend und
direkt im Anschluss an die Therapie.

Behr et al. beschreiben fiir einen intravasal eieigésn Antikérper, der mit**Bi markiert
war, eine chronische Nierenschadigung, die durnbreiAnstieg der Harnstoff-, spater auch
der Kreatinin-Werte,- 6-7 Wochen nach Therapiegestellt werden konnte (Behr, 1997 #7).
Peptide einer Grof3e bis 15 kDa wie F3 werden génexeal filtriert und z.T. tubuléar
ruckresorbiert.

Nach fraktionierter Therapie voit’Bi-DTPA-(F3), zeigte sich jedoch im Vergleich zu den

Kontrollgruppen keine signifikante Erhéhung von hiture oder Kreatinin als Anzeichen fur
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die Entstehung eines strahleninduzierten chronistherenschadens, obwohl alle Tiere mehr

als sieben Wochen uberlebten.

Zusammengenommen erscheiiBi-DTPA-(F3), als ein viel versprechendes Mittel fiir die
Therapie einer Peritonealkarzinose.

Da bei manchen Tumorentitaten, wie z.B. dem Owuarainom, eine hohe Anzahl von
Patienten schon bei Diagnosestellung an einer dPedikarzinose leiden, konnfeBi-
DTPA-(F3), zur Behandlung kleinster Tumorabsiedlungen imtBeeum sinnvoll eingesetzt
werden. Die fortgeschrittene Peritonealkarzinoseickp sehr schlecht auf etablierte
systemische Therapieansatze wie Chemotherapie ah igh mit schwerwiegenden
Komplikationen wie Aszites vergesellschaftet. Damaé/ersuche anhand eines Tiermodelles
auch hier zur Reduktion des Tumors fiihrten, komhteeh die Therapie mit*Bi-DTPA-
(F3), eine Tumorreduktion und eine Verbesserung der daerbbundenen Komplikationen
maoglich sein.

Da auch mit einer fraktionierten Therapie keindstéhdige Elimination der Tumorzellen zu
belegen war, wére ein sinnvoller kurativer Ansate tnterstitzung der chirurgischen
Therapie oder eine Kombination mit systemischen rdpieansatzen. Solche
Therapieschemata existieren fur solide Tumore inmFeinzelner préklinischer Studien
(Vallon, 2012 #69). In einem Tiermodell mit periga metastasierten Kolonkarzinomen
konnte gezeigt werden, dass eine RadioimmuntherdigiePrognose einer zytoreduktiven
Therapie verbessert und zwar umso mehr, je geridgerzeitliche Abstand zwischen den
beiden Therapien gewahlt wird (Beck, 2007 #5).

Christian et al beschreibt die Aufnahme von F3 imeeBandbreite von unterschiedlichen
Tumorzelllinien. Unserén vitro Versuche konnten die Wirksamkeit véhBi-DTPA-(F3),
ebenfalls bei mehreren Zellinien nachweisen. Dieachh ?*Bi-DTPA-(F3), fiir die
Behandlung einer Peritonealkarzinose als Folgeekkiag einer Vielzahl von Tumorentitaten

interessant.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine geeignete Verbirgddas Tumor Homing Peptids F3 und des
Radionuklids Wismut %3Bi) hinsichtlich der Stabilitait und Bindungseigenaften
herzustellen und deren zytotoxische Wirkung in tedieiedlichen soliden Tumorentitaten zu
bestimmen. Hierzu wurden zunachst Karzinomzelltinimterschiedlicher Herkunftsgewebe
getestet; in einem zweiten Schritt in einem Mausefodhit intraperitonealen Xenograft-
Tumoren die Eigenschafténvivo Uberpruft.

Bei Wismut ¢*°Bi) handelt es sich um einemEmitter. a-Emitter sind Radionuklide mit
einem hohen linearen Energietransfer; sie Ubenrdmge ihrem Zerfall einen Heliumkern.
Aufgrund ihrer geringen Masse wird die dadurch fwerrdende hohe Energie nur innerhalb
eines kleinen Radius von ein bis zwei Zelldurchragssibertragen. Die Ubertragung dieser
hohen Energie auf nur wenige Zellen in unmittelb&t&he zu dem Nuklid hat meistens eine
letale Wirkung, da auf chromosomaler Ebene vornalldrreparable Schaden verursacht
werden, in erster Linie Doppelstrangbriche. Auflut@ter Ebene sind die genauen
Mechanismen, die nachgeschaltet zum Zelluntergéhgef, noch nicht vollstéandig geklart,
aber es spricht vieles daflir, dass es zu einerdgerien Nekrose der Zellen tber eine
Aktivierung von TGFB kommt (Seidl, 2007 #58).

Wismut zeichnet sich zusatzlich dadurch aus, dageieseinem Zerfall neben defPartikeln
auchy-Strahlen frei setzt. Diese wiederum kdnnen in rejal€amera oder einem-Counter

zu diagnostischen Zwecken detektiert werden.

Die hohe zytotoxische Wirkung vaEmittern kann gewinnbringend in der onkologischen
Therapie eingesetzt werden, wenn man eine selektiveicherung dieser Nuklide innerhalb
des gewunschten neoplastischen Gewebes erreiclmen kées trifft vor allem fur kleine
Tumorabsiedlungen zu, da eine vollstdndige Tumoiehtion bei dem Kkleinen
Wirkungsradius dera-Emitter eine homogene Verteilung im neoplastischeawebe
voraussetzt. Deshalb sindEmitter fUr kleinste metastatische Tumorabsiedamgvie eine
rasenartige Metastasierung in Korperkompartimen{grB. der Peritonealkarzinose),
besonders geeignet.

Dies konnte in vielen praklinischen Studien mit ikdtpern als Tragermolekile gezeigt
werden (Borchardt, 2003 #12; Palm, 2007 #44; R2(®7 #49; Beyer, 2004 #9; Milenic,
2004 #42). Es handelt sich bei Antikérpern jedooh grof3e Proteine von ca. 150 kDa, die
deshalb nicht renal filtriert werden kénnen undgrZirkulationszeiten aufweisen, was
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gerade bei intravendser Injektion zu einer unsperieén Hintergrundbelastung von gut

durchbluteten Organsystemen fuhren kann.

Daher wurde in der vorliegenden Studie ein kleiReptid als Tragermolekul untersucht, da
esin vivo besser in unterschiedliche Kompartimente wechsabh zusatzlich renal filtriert

werden kann, was eine wesentlich schnellere Eliiwnaus dem Korper erméglicht.

Bei dem Peptid F3 handelt es sich um ein Tumor Hgnieptid, das mit der Phage Display
Methode gefunden wurde (Siehe Einleitung, Seite. I2pses Peptid besteht aus 31
Aminosauren und stellt ein Fragment des High MobiBroup Proteins HMGN2 dar, einem
ubiquitdr vorkommenden Nicht-Histon-Protein des lk&ghs. Es konnte nachgewiesen
werden, dass F3 mit hoher Affinitat selektiv an H#aomzellen und neu gebildete, ,unreife”
Endothelien bindet, wie sie entstehen, wenn ein rzikam durch Ausschittung von
Wachstumsfaktoren (z.B. EGF) eine eigene Gefalkguag induziert (sog. angiogenic
switch)( Porkka, 2002 #47). Urspringlich waren dieEndothelien die eigentliche
Zielstruktur, da es sich hierbei nicht um eigeitlieoplastisches Gewebe handelt. Somit sind
die GefalRe zum einen nicht spezifisch fir eine Tnemiitéat, sondern bei vielen Neoplasien in
gleicher Weise vorhanden (Angiogenese tritt angmnbei erwachsenen Individuen nur noch
bei chronisch entzindlichen und degenerativen Bkknagen auf). Zum anderen unterliegt
dieser nicht neoplastische ,Anteil des Tumors auciicht dem Problem der
~Entdifferenzierung”, die Uber eine genetische dbgitat des Gewebes zu einer Variabilitat

im Therapieansprechen fuihren kann.

In einer nachfolgenden Studie konnte man den Bigspartner fiur F3 an der
Zytoplasmamembran isolieren. Hierbei handelt els sim Nukleolin, ein hoch konserviertes,
ubiquitdres Protein, das in fast allen S&augetiEmelexprimiert ist, aber nur in
proliferierenden Zellen an die Oberflache der Zelleansferiert wird (Christian, 2003 #18;
Hovanessian, 2000 #30). Dementsprechend konnte a#iein untersuchten neoplastischen

Zelllinien an der Zellmembran nachgewiesen werden.

Dass F3 aul3erdem noch, entweder tber die Verngtdies Bindungspartners Nukleolin oder
aber Uber das im F3-Peptid vorhandene Kernlokalisgssignal selbst, in den Zellkern
transportiert wird und somit in unmittelbare Naatdghaft zur DNA gelangt, lasst es als

einen idealen Vektor fur eineREmitter erscheinen.
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Um einein vitro und in vivo zuverlassige Bindung zwischen dem Peptid F3 unmd de
Emitter ?**Bi zu erreichen, wurden zwei F3-Peptide an den &@belDTPA kovalent
gebunden. DTPA bildet mit Radiometallen WiEBi oder ®®Ga, einemy-Emitter, einen
Komplex, der gut wasserldslich ist und hinsichtlgdginer Bindungseigenschaften mit denen

einer kovalenten Bindung gleich zu setzen ist.

Das Wismut wurde aus einenfAc/***Bi- in-House-Generator gewonnen. Eine
Konzentration von 3,3 ug des Peptids in Wassersg@i® mCi (37 MBq) Wismut ergab in
Vorversuchen die geeignete spezifische Bindung »@d%. Die Stabilitdt der Verbindung
wurde aul3erdem uUber mehrere Halbwertszeiten dedduk Kulturmedium, Mauseserum

und malignem Aszites vitro bestétigt.

Auch dery-Emitter ®®Ga wurde fiir die Durchfilhrung eines Tier-PETs duflighe Weise an

das Peptid gekoppelt.

In denin vitro Versuchen wurde zunachst die Spezifitat der Bigduon **Bi-DTPA-(F3),
an Nukleolin durch Zugabe eines Uberschusses vomatkiertem DTPA-(F3) erfolgreich

nachgewiesen.

Unter Verwendung der auch spéater fur die in vitersdche benutzten humanen
Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-435, konnte die Bindg und Internalisierung von
23Bj-DTPA-(F3), in den unterschiedlichen Zellkompartimenten (Zjasmamembran und
Zytoplasma versus Zellkern) nachgewiesen werdee. Zzllen wurden hierbei mit"Bi-
DTPA-(F3), oder gleichen Konzentrationen von freiem?Bi in aufsteigenden
Inkubationszeiten von bis zu zwei HWZ des Nukliadéubiert, der Uberstand und die
genannten Zellkompartimente voneinander getrenrd der jeweils darin vorhandene

Nuklidgehalt mit demy-Counter ermittelt und auf das Volumen umgerechnet.

Hierbei ergab sich schon nach 5 Minuten eine Ahesigng der Aktivitat pro pl im Zellkern
von dem bis zu 200fachen der Aktivitat des Ubeidanim Zytoplasma war die Aktivitat
pro pl bis zu 30fach hoher als die im Uberstand. da Werte auch uber die gesamte
Expositionszeit von max. 2 HWZ deutlich erhdht bl{@ellkern ca. 100fach, Zytoplasma ca.
30fach) konnte hierdurch gezeigt werden, dass ddietKoppelung des-Emitters***Bi an
DTPA-(F3), eine Mehrzahl der Zerfalle in unmittelbarer Nalee DNA stattfindet.

Danach wurde an der Zelllinie MDA-MB-435 ein CeliaWility Test durchgefuhrt, bei dem
die Wirkung von aufsteigenden Konzentrationen vb®i-DTPA-(F3), gegeniiber freiem
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23Bj auf das Uberleben der Zellen getestet wurde,dém die Anzahl der vitalen
Karzinomzellen nach einer Inkubationszeit von dragen bestimmt wurde. Hiermit konnte
nachgewiesen werden, dass die spezifische Toxizitat?**Bi-DTPA-(F3), aufgrund ihrer

Aufnahme in die Zellen signifikant hoher ist ale dinspezifische Toxizitat des Wismuts.

Diese Ergebnisse konnten durch einen Colony Foomalissay bestatigt werden, in dem
wiederum an MDA-MB-435-Zellen zunachst die speztiis Aktivitat des™*Bi-DTPA-(F3),
der unspezifischen Aktivitat des Wismuts gegenigastellt wurde. Hierzu wurden die Zellen
Uber 12 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationem 3°Bi-DTPA-(F3), bzw. freiem
Wismut inkubiert, die Zellen dann abgel6st, sodeise Einzelzellsuspension entstand, die
dann in Soft Agar mit Nahrmedium Gberfihrt und lalgd im Brutschrank belassen wurde.
Danach konnten die Zellkolonien, die aus den nedhrtgsfahigen, vitalen Zellen entstanden
waren, am Mikroskop ausgezahlt und mit einer mitggen, unbehandelten Kontrollgruppe
verglichen werden. Zusatzlich zu der genanntenlidiell wurden auf3erdem noch weitere
Zelllinien solider Tumore, die haufig eine Peritalk@rzinose verursachen (humane
Ovarialkarzinomzelllinie OVCARS3, humane Pankreagkamzelllinie MIAPACA, humane
Kolonkarzinomzelllinie CMT6) untersucht und fur gdein ED50-Wert ermittelt
(Effektivdosis, die zu 50% der gewilnschten Wirkurighrt). Alle untersuchten
Karzinomzelllinien zeigten sogar ein noch besseékasprechen auf'*Bi-DTPA-(F3), als

unsere Standardzelllinie.

Nach der Bestatigung der spezifischen Wirkung ¢0Bi-DTPA-(F3), in vitro wurde die
Wirkung von?"*Bi-DTPA-(F3), in einem Mausmodelh vivo getestet. Hierzu wurden die mit
Luziferase transfizierten Zellen der Zelllinie MDMB-435 intraperitoneal injiziert und zur
Simulation unterschiedlich fortgeschrittener Stadiger Peritonealkarzinose nach einer
Latenz von 4 und 16 Tagen mit insgesamt 11,1 MBBi-DTPA-(F3), in sechs Fraktionen
i.p. behandelt. Als Kontrolle dienten gleiche Konizationen von?“*Bi-DTPA, als
Negativkontrolle wurde PBS injiziert. Der Gesundsmistand der Tiere wurde laufend

kontrolliert und anhand ihrer Uberlebenszeit eiraplén-Meier-Kurve erstellt.

Die Kontrolle des Tumorwachstums und des Therag@a&chens erfolgte mitteis vivo

Biolumineszenz Imaging (sog. Optical Imaging) vawegils zwei bis drei Tieren jeder
Gruppe. Hierbei wurde durch i.p.-Injektion von Déiferin die mit Luciferase transfizierten
Tumorzellen zur Lichtemission angeregt. Mit ein€&t@izKamera wurde die Lichtemission

gemessen und ausgewertet.
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Zusatzlich wurde an je drei Tieren eine Biodisttibn und an zwei Mausen exemplarisch ein
Tier-PET durchgefuhrt, um die Aufnahme und Verteguwon an ein Nuklid gekoppeltes
DTPA-(F3), (im Tier-PET®®Ga-DTPA-(F3)) verfolgen zu kénnen.

Da nach dem Tod der Tiere bei der makroskopische&amihation der Bauchhohle
Unterschiede in der Ausbreitung und Verteilung @emorabsiedlungen auffielen, wurde
auch hier exemplarisch an jeweils zwei Tieren diherapie nach dem oben beschriebenen
Schema mit**Bi-DTPA-(F3), im Vergleich zu ?**Bi-DTPA durchgefithrt und nach einem
festgelegten Zeitraum von 50 Tagen die makroskbpisichtbare Verteilung der

Peritonealkarzinose anhand der Praparation vok- Died Dinndarm belegt.

Um eine Schadigung der Nieren durchBi-DTPA-(F3), zu Uberpriifen, was wegen der
renalen Elimination des Peptids am ehesten alseMNebkung zu erwarten war, wurden
zusatzlich in beiden Therapiegruppen nach dem Ted Tiere die Kreatinin- und

Harnstoffwerte der Tiere gegentber der Kontrollgeipntersucht.

Auch in vivo konnte eine Anreicherung der Aktivitat innerhalbr dfumorabsiedlungen
mittels Biodistribution und Tier-PET nachgewiesemrden. Die eine Stunde nach i.p.-
Injektion durchgefuhrte Biodistribution zeigte, dagmsgesamt ca. 30 % der Aktivitat
innerhalb des neoplastischen Gewebes vorliegt. Aach 90 Minuten (2 HWZ vo*Bi) ist

in der bildlichen Darstellung mittels Tier-PET noaine deutliche Anreicherung im
Peritoneum sichtbar sowie aufgrund der schnellealem Elimination eine Anreicherung in

den Nieren.

Bei der Behandlung des friihen Stadiums der Peatkarzinose konnte nach Therapie mit
213Bj-DTPA-(F3), mittels Optical Imaging eine vorriibergehende, ifikante Abnahme der
Biolumineszenz korrespondierend zur intraperitogrealTumormasse von 39% des
Ausgangswertes erreicht werden, was einer partigRemission entspricht (p<0,02). Im
Vergleich zur Kontrollgruppe ergab sich fir die fBieeine hoch signifikante Verlangerung
der Uberlebenszeit von tiber 80% (p<0,01).

AulRerdem konnte anhand der makroskopischen Exaonnates Peritoneums bzw. des
Dunn- und Dickdarms zum Todeszeitpunkt der Tieregg werden, dass die intraperitoneale
Ausbreitung bei def*Bi-DTPA-(F3),-Gruppe lokal begrenzt bleibt, auch tber den langen
Zeitraum von ca. einem Monat nach der Therapie.

58



Zusammenfassung

Bei der fortgeschrittenen Peritonealkarzinose gtéodurch die Therapie mftBi-DTPA-
(F3) ebenfalls eine signifikante Reduktion der Tumorlagt auf das Niveau vor der
Therapie. Auch in dieser Gruppe konnte trotz detg&schrittenen Tumorerkrankung eine
signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit gegeniden Kontrollgruppen erreicht werden
(p<0,05).

Hinweise auf signifikante Nebenwirkungen der fragtierten Therapie mit**Bi-DTPA-
(F3), oder?Bi-DTPA traten nicht auf; insbesondere die Kreiatiund Harnstoffwerte der

Tiere unterschieden sich nicht von denen der PBfasimielten Tiere der Kontrollgruppe.

AbschlieBend lasst sich somit schlussfolgern, dadiese praklinische Studie
vielversprechende Ergebnisse zur TherapighBi-DTPA-(F3), liefern konnte.

In Zusammenschau mit einzelnen schon vorliegendeasd?l-Studien zur Radionuklid-
therapie mitb-Emittern von soliden und hamatologischen neoealsén Erkrankungen stellt
213Bj-DTPA-(F3), einen weiteren vielversprechenden Kandidaten Bwmidere zur Therapie
von in Korperkompartimente metastasierte solidezKk@me dar. Hierbei ist auch eine
begleitende zytoreduktive Radionuklidtherapie dbmk
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