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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung

.Nicht sesshaft, asozial und unsterblich®, so besithh Ursus-Nikolaus Riede
maligne Tumoren (1998). Dieses Zitat beschreibt Heuptprobleme, die die
moderne Medizin mit malignen Tumorerkrankungenzum heutigen Tag hat und
die ,Krebs* auf Platz zwei der Todesursachen im destlichen Welt, nach
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems, rangieassen. Laut dem Robert-Koch-
Institut erkranken jahrlich in Deutschland 218.28@nner und 206.000 Frauen an
Krebs (2006). Neben Lungenkrebs und Brustkreb® die Statistik der
Krebssterbefélle bei Mannern bzw. Frauen anfuhgehpren Magenkarzinom und
Ovarialkarzinom zu den malignen Tumoren mit hoheterl&raten. Das
Magenkarzinom besetzt bei Mannern in DeutschlandtzPl der Krebssterbefélle,
bei Frauen Platz 6, das Ovarialkarzinom Platz 5.

Die Anzahl der Neuerkrankungen von Magenkarzinonagnbei 19.400 im Jahr
2002 in Deutschland. Obwohl sich die Inzidenz deit 70er Jahren in Deutschland
wie auch in anderen Industrienationen halbiert badigt die Mortalitdt an (RKI
2006), weltweit sterben am Magenkarzinom ca. 70D.P@rsonen, das sind ca.
10,5% aller Krebstoten pro Jahr.

Die Anzahl der Neuerkrankungen beim Ovarialkarzintag im Jahr 2002 in
Deutschland bei 9.950. Das entspricht 4,8% alldigma@n Neuerkrankungen bei der
Frau. Auffallig ist dabei ein Nord-Sud Gefélle imr&pa. Hohe Inzidenzraten findet
man u.a. in Litauen, Tschechien, Estland, Daneniai.niedrigsten Inzidenzraten
findet man in Stdeuropa (Italien, Portugal, Griedaed). Die Inzidenzen sind in
den letzten 20 Jahren nahezu konstant, die M@tatiimmt seit den 80er Jahren
konstant ab, was auf die weite Verbreitung voreordontrazeption zurtickzufiihren
ist (International Agency for Research on Cant899).

Weltweit erkranken pro Jahr (2002) 204.500 Fraweshei 61% der Erkrankten am
Ovarialkarzinom versterben. Die Prognose flr OWeai@inome ist daher im
Vergleich zu anderen Tumoren der weiblichen Gestid®rgane mit einer Funf-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 41% ehelesiat. Im Vergleich hierzu
betragt die Funf-Jahres-Uberlebenswahrscheinlithttes Mammakarzinoms uber
alle Stadien betrachtet 79%, die des Korpus Uf&¥.7



1. Einleitung und Zielsetzung

Fur den Erfolg einer Therapie mit kurativer Zietsetg bei malignen Erkrankungen
ist von entscheidender Bedeutung, dass der Tumidin ferkannt wird. Bei
Fernmetastasierung bzw. bei weit vorgeschritten&alén Tumoren mit Infiltration
von benachbarten Geweben ist der therapeutischelgEvion Operationen mit
kurativem Ansatz gering. Ursachen hierfur sind auckalrezidive, die selbst nach
Ro Resektion das Langzeitiberleben des Patientertistfasreduzieren kénnen.
Heute wird bei Magenkarzinom durch Stadien angepddserapiekonzepte wie z.B.
neoadjuvante Chemotherapie oder postoperative Blagliootherapie das
Lokalrezidivrisiko erfolgreich reduziert, (Mcdonadd al. 2001; Lordick und Siewert,
2005). Nach Bennet et al. (2005) betragt das Remitho nach einer Stadien
angepassten (RResektion 48%, laut D’Angelica et al. (2004) zeigg9% der
entsprechend behandelten Patienten eine Perikameialose. Siewert et al. (2006)
ermittelten nach R Resektion und neoadjuvanter Chemotherapie bei 8é%
Patienten ein Rezidiv mit Peritonealkarzinose.

Auch die Therapie des Ovarialkarzinoms wird heutgepasst an das jeweilige
Tumorstadium durchgefuhrt. 75% der Ovarialkarmeonverden aber erst in einem
fortgeschrittenen Stadium FIGO II-1V diagnostizie@ibwohl in den letzten Jahren
Fortschritte in der Therapie gemacht wurden, volenal durch verbesserte
Operationstechniken, die immer 6fter einglRw. R Resektion zulassen und durch
die Verwendung von platin- und in jlngster Zeit aakaltiger First Line
Chemotherapien, konnte die Prognose aber nichtlegittend verbessert werden
(Koudsi et al. 2003).

Nach Wu et al. (2005) findet sich bei 41,8% detidPéen im Stadium Il des
Ovarialkarzinoms auch eine Peritonealkarzinose.

Bei manifester Peritonealkarzinose sinkt die Ulbeeswahrscheinlichkeit eines
Patienten erheblich.: Sadeghi et al. (2000) erngtteleine mediane
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 3-6 Monaten bdieRgen mit Magenkarzinom
bedingter Peritonealkarzinose.

Die therapeutischen Optionen bei fortgeschrittemdi®h von Magen- bzw.
Ovarialkarzinom sind eingeschrankt. Neben Tumortkétg und Chemotherapie
erlangt dabei die Immuntherapie einen immer grafd&tellenwert. Nach Rosenberg
et al. (2006) verschlechtert sich die PrognoseNashweis von Tumorzellen in der
peritonealen Lavage dramatisch. Der Abt6tung vomdizellen im Fruhstadium der

7



1. Einleitung und Zielsetzung

Peritonealenmetastasierung kommt daher eine weedeutung im Hinblick auf
die Verlangerung der Uberlebenswahrscheinlichkest Patienten zu.

In neuesten Studien konnte Heiss et al. (2005) weisken, dass Patienten mit
Peritonealkarzinose und / oder malignem Aszites eorer Immuntherapie mit
trifunktionalen Antikdrpern (trAb) profitieren. Digherapeutische Effizienz der
Immuntherapie kann durch Kopplung von Radionukliden MAK noch erhdht
werden (Couturier et al. 2005).

Im Moment kommen im klinischen Alltag vor allefEmitter zum Einsatz. Am
haufigsten ist in diesem Zusammenhang die Radiogpdpie der Schilddriise mit
134 zu nennen. Besonders hervorzuheben ist Zevalem ersten in Europa
zugelassenen Radioimmuntherapeutikum. Zevalimister EU fir die Behandlung
erwachsener Patienten mit CD20-positivem follikefér B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphom (NHL), die auf eine Rituximab Behandlunghti ansprechen oder nach
einer solchen Behandlung einen Rickfall erleidemetassen. Bei Zevalin handelt
es sich um einen monoklonalen anti-CD20-Antikorger, gebunden an Yttrium-90
eingesetzt wird (Schering, 2004).

Weitere metallische3-Emitter, die durch ein Chelat an MAK gebunden veerd
befinden sich in klinischen Tests zur Radioimmurdbé (Goldberg et al. 2002).

Viel versprechend fur den zukinftigen Einsatz in Badioimmuntherapie sind auch
a-Emitter wie dag*3Bi. ?"Bi eignet sich wegen seiner geringen Reichweite his
zu 80um im Gewebe, seiner hohen Energie von 2 MeMd dem daraus
resultierenden hohen linearen Energietransfer @nkeV/um besonders gut fur den
Einsatz in der Radioimmuntherapie. Studien vone&ewitsch-Schmidtke et al.
(2001), Seidl et al. (2005), Huber (2003), Miederé2003) und Seidenschwang
(2006), die den Einsatz v3iBi gekoppelten d9MAb, einem gegen das mutierte d9-
E-Cadherin gerichteten Antikérper bei Peritoneakarse untersuchen, zeigen die
Potenz dieses Therapieansatzes. Huber (2003) koreite signifikante
Uberlebensverlangerung bei Versuchtieren mit Pegitkarzinose gegeniiber einer
Kontrollgruppe feststellen. Den Versuchstieren veardach Inokulation von Magen-
CA Zellen (HSC45-M2) 2Bi-d9MAk Radioimmunkonjugate verschiedener
Aktivitaten injiziert.

Eine Phase-I-Studie wurde am Memorial Sloan-KetterCancer Center in New
York mit ?*Bi-HUM195 an Leukamiepatienten durchgefiithrt (Juedi@l, 2002). In

8



1. Einleitung und Zielsetzung

Heidelberg wurden Patienten mit Non-Hodgkin Lympleonmit **Bi-anti-CD-20-
MAK therapiert. Es konnte in beiden Studien voealleine geringe Toxizitat des
213Bj Radioimmunkonjugats nachgewiesen werden. Alleale(2002) behandelten
Melanome mit***Bi-MAK, der intraldsional verabreicht wurde. Schai einer
Aktivitat von 4,3 MBq erfolgte die Abtétung fasted Tumorzellen.

Ein weiterer Antikorper der potentiell zum Einsdtz der Radioimmuntherapie
geeignet ist, ist der PankoMab. PankoMab ist einnoktobnaler Anti-MUC1
Antikorper. MUCL1 ist ein transmembrandses Moleldds auf der Oberflache der
meisten glandularen Epithelzellen vorkommt. Falkslleh, die MUC1 an ihrer
Oberflache tragen, maligne entarten, erhoht siam aminen die Expression von
MUC1 und zum anderen andert sich die Struktur se@igkosilierung (J. Taylor-
Papadimitriou et al., 1999). Der extrazellulare éintlieses Glykoproteins setzt sich
aus einer variierenden Anzahl von 20-120 Tandemavlemungen zusammen. Jede
Tandemwiederholung besteht aus 20 Aminosauren mitpdéentiellen O-
Glykosilierungsstellen (Baldus et al. 2004). Momidéen Antikérpern, die gegen das
MUCL1 Antigen gerichtet sind, konnten in der Zukutr Radioimmuntherapie eine

wichtige Rolle zukommen.



1. Einleitung und Zielsetzung

Zielsetzung:

Ziel der vorliegenden Studie war die Evaluierung dedglichen Einsatzes des
PankoMab im Rahmen einerRadioimmuntherapie mit*Bi. Hierzu wurde die
Zytotoxizitat des’*Bi-PankoMab Konjugats in vitro an HSC45-M2 Magendian
OV-MZ-6-WT Ovarialkarzinomzellen sowie die Biodifmtion in Nacktmausen mit
und ohne intraperitonealem Tumor untersucht.

Die Anzahl der Antigenbindungsstellen auf HSC45-b2v. OV-MZ-6-WT Zellen
wurde mittels Scatchard Assays bestimmt. Zur Untdrsng der spezifischen
Zytotoxizitat des?**Bi-PankoMab wurde das klonogene Uberleben von HS@25
bzw. OV-MZ-6-WT Zellen nach Inkubation mit untergatilichen Aktivitdten von
23Bj-PankoMab bzw.?**Bi-BSA ermittelt. Zur Analyse der Biodistributionom
PankoMab wurdé*in-PankoMab bzw?®Bi-BSA tumorfreien Swiss nu/nu Mausen
bzw. Mausen mit Peritonealkarzinose injiziert ume Aktivitatskonzentrationen 1 h
bzw. 3 h nach Injektion in verschiedenen Organestifoent. In dieser Studie sollte
eine Abschatzung eines moglichen klinischen Eirsatzvon PankoMab

Radioimmunkonjugaten erfolgen.

10



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

HCL Suprapur 30% (Merck)

NaJ (Sigma)

FKS (Fetales Kélberserum, Biochrom)
Ethanol 70% (Apotheke Klinikum Rechts der Isar)
EDTA 1% in PBS (C C Pro GmbH)
Tri-Na-Citrat (Biochrom)

NH4C,H30, 3M (Sigma)

H,O bidest

L-Ascorbinsaure (Sigma)

BSA Pulver (Sigma)

Fremdgelpuffer

Sammelgelpuffer

Acrylamid 30,8% (Roth)

TEMED (Sigma)

Amoniumpersulfat (Sigma)

CO.



2. Material und Methoden

2.2 Antikorper und Chelat

2.2.1 PankoMab

Der Antikdrper PankoMab ist unter der BezeichnuidbA/C7 (Nemod) bekannt.
Er wurde der Nuklearmedizinischen Klinik der TUMnvder Firma Nemod (Berlin)
fur Forschungszwecke zur Verfligung gestellt.

Bei diesem Antikérper handelt es sich um einen rklmmalen Maus IgGlx
Antikorper. Die Zielstruktur, die dieser spezifisetkennt, ist das so genannte MUCL1
Antigen. Das MUC-Antigen gehort zur Familie der hanolekularen glykolysierten
Membranproteine, die in glandularen Epithel vorkoenm(Devine und McKenzie
1992; Strous und Dekker 1992; Jass und Robertséh; ¥ Cao et al. 1997).

Das MUC1 Antigen setzt sich aus einem zytoplasmwiagis, einem
transmembrantésen und aus einem extrazellularen ilArmesammen. Der
extrazellulare Anteil dieses Glykoproteins setzhsaus einer variierenden Anzahl
von 20-120 Tandemwiederholungen zusammen. Jedeeimameéderholung besteht
aus 20 Aminosauren mit 5 potentiellen O-Glykosiligsstellen (Zotter et al. 1988;
Girling et al. 1989; Ho et al. 1993; Patton etl&l95; Yi Cao et al. 1997, Baldus et
al. 2004). In den Tandemwiederholungen finden sich allem die Aminoséauren
Serin und Threonin. Dieser Abschnitt ermoglichtgmielle O-Glykosilierung. Die
Anzahl von expremiertem MUCL1 erhdht sich, wennZile maligne entartet

(J. Taylor-Papadimitiou 1999).

2.2.2 Anti-delta 9-E-Cadherin (d9MAK)

Anti-delta 9-E-Cadherin (dOMAK, auch als 6H8 beheiet) ist ein monoklonaler
lgG2a Antikdrper aus der Ratte (K.-F. Becker undKeEmer, 2002). Der 6h8 wurde
vom Institut fur Pathologie der GSF entwickelt wet Nuklearmedizinischen Klinik

zu Verfugung gestellt.

12



2. Material und Methoden

2.2.3 Cy3 konjugierter Sekundar-Antikorper
Der Cy3 konjugierte Anti-Maus polyklonale 1gG (Chieon International) wurde als
Sekundar-AK fur Immunfluoreszenz-Untersuchungengesetzt. Als optimal far

diese Verwendung erwies sich die Verdinnung 1:200.

2.2.4 Chelator SCN-CHX-A*-DTPA

Die Kopplung metallischer Radionuklide an Antikdrperfolgt Uber geeignete
Chelatoren. Neben DOTA ist der bifunktionelle Gltet SCN-CHX-A“-DTPA
(2-(4-isothiocyanatobenzyl)-Cyclohexyl-Diethyleaiminpentaessigsaure) zur
Komplexierung de$™Bi geeignet (sieche Abb. 1). Zur Chelatierung mit D}Owéare
eine Temperaturerh6hung erforderlich, was die MARHEgenbindung negativ
beeinflussen konnte.

Folgende Anforderungen werden an einen ChelatoR&dioimmunkonjugate mit
einer relativ kurzen HWZ von 46 min wi&Bi gestellt:

Die Pharmakokinetik und die Bindung des Antikogpexoll nicht beeinflusst
werden, die Stabilitdt des Chelat-MAK Konjugatslteolin Vivo die HWZ des
verwendeterf*Bi Nuklides um ein Mehrfaches iibersteigen und déak®onszeit
sollte wegen der kurzen HWZ véH Bi im Bereich von 5-10 min liegen.
CHX-A"-DTPA erflllt diese Kriterien. Die Stabilitatles Chelat-MAK Konjugats
wird von anderen Chelatoren wie z.B. DOTA Ubergaoffist aber wegen der kurzen
HWZ von ?Bi immer noch absolut ausreichend (Nikula et a@9d). Es konnte
gezeigt werden, dass durch Chelatierung des Amigd (9dMAK) weder die
Bindungskinetik noch die Biodistribution des Radioiunkonjugats negativ
beeinflusst wurden (Fischer, 2001; Huneke et 802).

13



2. Material und Methoden

Abb.1:
Chemische Struktur des verwendeten Chelators SIEXHE-DTPA (2-(4-isothiocyanatobenzyl)-

Cyclohexyl-Diethylentriaminpentaessigsaure

14



2. Material und Methoden

2.3 Radionuklide

2.3.1 ?Bj (Wismut-213)

213Bj ist ein Produkt aus dem Zerfall véf*Ac (Abb. 2). Mit einer Halbwertszeit
(HWZ) von 45,6 min zerfallen 98% de&$°Bi zu ?*Po unter der Abgabe von
Elektronen B-Emission). %o wird mit einer HWZ von 4,2 psec iff*Pb
umgewandelt, wobeia-Teilchen (doppelt geladene Heliumkerne) emittieetrden.
Die Energie betragt 8,54 MeV.

2% des”™Bi zerfallen erst untes-Emisssion zd°°Tl, danach folgt dep- Zerfall zu
299Ph mit einer HWZ von 2,2 mif°Pb zerfallt mit einer HWZ von 3,25 h zu dem
stabilen Elemert”Bi.

Die beim**Bi-Zerfall auftretende-Strahlung weist ein Energiemaximum von 440
KeV auf. Diese Energie wird genutzt, 3hBi im y-Counter (siehe 2.7 Geréate und

sonstige Materialien) zu quantifizieren und im Sigimmm darzustellen.

ZZEAC
(10d)
22]Fr
(4,8min)
v a
217At
(32msec)
+ a
ZlEBi
(46min)

’ ¥ NP
ZOS_I_I 215PO
(2,2min) (4,2psec)
B\A 20¢,, ‘/a

(3,25h)
v B
202Bi
(stabil)
Aldb.

Zerfallschermn %2°Ac
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2. Material und Methoden

2.3.2 *in (Indium-111)

Neben?"Bi wurde *in (**InClI Amersham) fiir Biodistribution und Scatchard-
Assays verwendetin zeichnet sich durch die im Vergleich Zt'Bi deutlich
langere HWZ (2,8 d) aus.

Aufgrund der Emission von Auger-Elektronen wirdin auch in der Therapie von
neuroendokrinen Tumoren eingesetZiin besitzt eine-Komponente bei 172 und
247 keV und kann mit dem-Counter gemessen und mit deKamera dargestellt

werden (Kaufmann et al 2001).

2.4 Der®**Ac/**Bi-Generator

23Bj wurde aus einent?Ac/?*Bi-Generator gewonnen, der vom Institut fir
Transurane der Europaischen Kommission in Karlsrabe Verfigung gestellt
wurde.

Das Mutternuklid??°Ac lasst sich mittels unterschiedlicher Methodewignen.

Zum einem entstelf£°’Ac aus dem natiirlichem Zerfall aé&U (Boll et al.,1997).
Eine zweite Methode ist die Protonenbestrahlung¥d®a, **Ra(p,2nf*°Ac. **Ra
absorbiert ein Proton und gibt zwei Neutronen abeststehf?Ac (Apostolidis et
al., 2001). Daneben kann das Ausgangsnuklid $5Ac, namlich ?°Th durch
Neutronenbestrahlung hergestellt werden. Diese ddietthat sich aber als ineffektiv
und aufwandig herausgestellt (van Geel et al. 1994)

Im Institut fir Transurane in Karlsruhe wiftPAc aus einef?>Th Quelle gewonnen.
Die **°Th Quelle besteht aus einer Titan-Phosphat-Saulai@ das Mutternuklid
22°Th Oxid gebunden ist. Bei jeder Eluation kénnen La. GBq%*°Ac gewonnen
werden. Nach Eluation mit 0,5 M HNGniissen die TochtéfRa, **‘Ra und**Ac
getrennt werden. Dies erfolgt mittels einer Dowe® ®x8 Reinigungssaule
(McDeuvitt et al. 1998; Koch 1999; Miederer 2005).

Bei allen Versuchen wurdéBi aus dem?*Ac/**Bi-Generator gewonnen. Die
Nutzung des Generators zur Eluation VOiBi ist alle 2,5 h moglich, da 150 min
nach Eluierung 90% des maximal verfiigbareéfBi vorliegen. Um 100% des
potentiell im Generator verfiigbarefi®Bi zu erhalten, miissten 5 h abgewartet

werden. Die Verwendung des Generators zur GewinmondBi ist aufgrund der
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HWZ von??°Ac von 10 d mehrere Wochen lang méglich. Der Gepefizesteht aus
einem Fluoropolymer-Schlauch (55 mm x 6,4), in de38 bis 740 MBd?°Ac an ein
AGMP50 Harz adsorbiert sind. Bei der Eluation wur@®0 pl Nal und 300ul HCI
0,1 M verwendet (McDeuvitt et al. 1998).

2.5 Zelllinien

2.5.1 HSC45-M2
HSC45-M2 Zellen sind Magenkarzinomzellen vom Sigggtyp. Diffuse

Karzinome dieses Typs zeigen oft eine intrazeluldAnsammlung von
Muzintropfchen, durch die der Zellkern wie bei emeiegelring an den Rand
gedrangt wird (Bocker et al., 2001). Erstmals &olund in Kultur gebracht wurde
dieser Zelltyp in Japan von einer 28jahrigen weltein Patientin (Yanagihara et al.,
1993).

Diese Zelllinie wurde vom Institut fir PathologiesdKlinikums Rechts der Isar zur
Verfigung gestellt.

2.5.2 OV-MZ-6-WT

OV-MZ-6-WT Zellen sind Ovarialkarzinomzellen eingsrds-papillarem Zystadeno-
karzinoms. Diese Zelllinie wurde aus dem Asziteseri70jahrigen Patientin mit
serospapillarem Zystadenokarzinom im Figo Stadivman der Universitatsklinik in

Mainz gewonnen und in Kultur gebracht (M6bus etk991, 1993).

Die Zelllinie wurde von PD Dr. V. Magdolen von ddmischen Forschungsgruppe
der Frauenklinik und Poliklinik des Klinikums Reshder Isar der TUM zur

Verfiigung gestellt.
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2.6 Tiere

2.6.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Swiss Nu/Nu Mause im Altgvischen 3-7 Wochen
verwendet. Sie wurden aus einer pathogenfreiemtZ{@harles River, Frankreich)
bezogen. Mause vom Typ Swiss nude eignen sichiéiXdnotransplantation von
humanen Tumoren. Auf Grund einer ThymushypoplasHdt fihnen das zellulare
Immunsystem vollig, das humorale ist stark supmimiBedingt durch das Fehlen
des zellularen Immunsystems kommt es nach Xengti@mstion von humanen

Tumoren nicht zu einer Abstof3ungsreaktion.

2.6.2 Tierhaltung

Die Mause wurden in Kafigen von 3-6 Tieren in eind@mrstall mit speziellem
Lichtprogramm bei 26 C und 50-60 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Gefiitierrden
die Tiere mit dem Mausestandardfutter Altromin 13ddd Leitungswasser ad
libidum.

Zur Vermeidung einer Infektion der Tiere mit mausdogenen Keimen wurden
folgende HygienemalRnahmen unternommen:

Der Mausestall wurde mit Kittel, Haarnetz, Mundszh Handschuhen und
FuRlingen betreten. Die Hande wurden nach jedenenpietl kontaminierenden
Kontakt mit 70 %igem Alkohol desinfiziert. Die Haitg der Tiere erfolgte nach den

Richtlinien des Tierschutzgesetzes, genehmigt ddielRegierung von Oberbayern.
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2.7 LOsungen

Dulbecco’s MEM (Biochrom, Berlin)

NaHCGQ; (3,79/1); D-Glucose (4,5g/l); N-Acetyl-L-alanyl-glutamin(1,028 g/l); Na-
Pyruvat

Phosphatpuffer (PBS) (Biochrom)
NaCl ( 8g/l); KCL (0,2g/l); KHPO, (0,2 g/l); NaHPO x 12 HO(2,85 g/l) pH 7,2

1% BSA/PBS (BSA Pulver Sigma)

PBS/EDTA (1% in PBS (CC Pro) 5ml in 500ml PBS)

Trypsin (0,05%)/ EDTA (0,02%) Solution (Biochrom)

Penicillin 20000 U/ Streptomycin10000 pg/ml LosyBgochrom)

SDS Probenpuffer reduzierend (SDS; Tris pH 6,8nigybenol Blau; DTT)

SDS Probenpuffer nicht reduzierend (SDS; Tris p3 Bromphenol Blau)

DMSO Freeze Medium (Bio Veris Cooperation)
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2.8 Gerate und sonstige Materialien

Analysenwaage Sartorius, Typ LA 230S-OCE (Sartof&i#tingen)
Biofuge 13( Heraeus Sepatech)

Cell Counter, Casy{Scharfe Systems)

Gamma Counter Typ 1480 Wizard TM 3( Wallacm, Findla
Laminair-Flow-Arbeitsbank (Heraeus-Instrumente)
Standardwaage Laboratory LC 1200S (Sartorius, @&jiti)

pH Stabchenschnelltest, Merck

Haeraeus Brutschrank 6000 (Hanau, Deutschland)

6-,24-,96- Gewebekulturplatten mit AbdeckplattediGer bio one)
Fluoreszenzmikroskop (Axiovrt, Zeiss)

pH-Meter (WTW)

Power Supply Protean lixi Cell (Bio-Rad)

SDS Elektrophorese System (Hoefer)

Zellkulturflaschen Cellstar 250ml, 75émnit Filter (Greiner bio one)
Zellkulturflaschen Cellstar 550ml, 175&mit Filter (Greiner bio one)
PD-10 Columns Sephadex contains 0,15% Kathon (Anaerd
Chromatographiepapier ITLC SG (Pall cooperation)

Wasserbad (GFL 1083)

Eppendorfgefalie 2ml (Eppendorf)

Zentrifugenréhrchen 50ml (corningstar)

PP-Testtubes 15ml (Cellstar)

PS Roéhrchen 4,5ml (Greiner bio one)

Insulinspritzen (BD Microfine)

Pipetus classic (Hirschmann)

Multipipetten Aufsatze 5, 10,20,50ml (Costar)

Absauggerat Ecom-P4153 (Eppendorf)
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2.9 Methoden in vitro

2.9.1 Zellkultur
2.9.1.1 Zelllinien in Kultur

Alle Arbeiten mit den Zellen wurden unter einer LiaAir HN 2472 flow bank
(Haereus) durchgefiihrt und alle Gegenstande miartethdesinfiziert. Die Zellen
wurden in Zellkulturflaschen verschiedener GroRdm5¢nt, 75cnf, Cellstar,
Greiner bio-one) vermehrt. Nach Aussaat in Dulbex®EM 500ml mit 4,5¢g/l D-
glucose, 3,7g/l NaHCOS3 und stabilem Glutamin (Brooh) mit Zusatz von 50ml
fetalem Kalberserum (FKS), 5 ml 91 L.E. Penicilindu91 mg/ml Streptomycin
erfolgte die Inkubation bei 315%Ca Haereus 600) zwischen 2 und 10 Tagen.
Ein Nahrmediumwechsel wurde durchgefihrt, falls btC45-M2 Zellen ein
Farbumschlag von rot nach gelb stattfand bzw. fdéls Medium durch abgeloste
Zellen getribt war. Vor dem Wechsel des Nahrmediumsden die Zellen ein bis
zweimal mit Phosphatpuffer (PBS) gewaschen, um wstachsbehindernde
Stoffwechselprodukte und abgestorbene Zellen Zememn.

2.9.1.2 Verarbeitung und Passagieren der Zellen

Alle Losungen (PBS, PBS EDTA, Nahrmedium) wurdem @ebrauch auf 37
erwarmt. Das alte Nahrmedium wurde abgesaugt uedZeéilen mit 5ml PBS
gewaschen. Zur Ablésung wurden die Zellen mit PESFE ca. 10 min bei 37
inkubiert. Die abgeltsten Zellen wurden in Zeng#garohrchen tberfihrt und bei
1200 U/min far 3 min zentrifugiert (Megafuge 1.0 dfeus). Nach dem Absaugen
von PBS-EDTA wurden die Zellen in Nahrmedium resuspert.

2.9.1.3 Bestimmung der Zellzahl
Die Anzahl der Zellen in Suspension wurde mitteédlZAhlgerat (CASY1, Scharfe

Systems) bestimmt. Hierzu wurde die Zellsuspengwischen 1:200 und 1:5000

verdinnt.
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2.9.1.4 Quantifizierung der Zellproliferation

Es wurden 1x1Dund 5x18 Zellen pro Zelllinie in Zellkulturflaschen mit en
Bodenflache von 175 cfrausgesat und bei 3thkubiert. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96
h, 120 h, 144 h und 164 h wurden die Zellen inifereFlasche abgelést und im
Zellzahlgerat quantifiziert.

2.9.2 Herstellung der Radioimmunkonjugate

2.9.2.1 Markierung der Antikérper mit **°Bi

Bei der Markierung der Antikorper nfitBi wurde dem Eluat 100ul 3M NpAcetat
als Puffersubstanz zugegeben. Der angestrebte pitldeug 5,5. Anschliel3end
wurden 100ul 4% Vit. C Losung als Antioxidants zgegieen. Nach Zugaben von
100pg Antikdrper bzw. BSA wurde der Ansatz 5-10 nhiei Raumtemperatur
inkubiert. Das Volumen schwankte je nach Konzeiunain des Antikdrpers. Dies
wurde bei Berechnung der Aktivitat berticksichtigt.

Anschlieend wurde dem Eluat-AntikGrpergemisch PB&egeben, um ein
Volumen von 2,5 ml zu erreichen, da dieses Volurdem Volumen der PD 10
Saule entsprach. In der PD 10 Saule erfolgte digeAbung des nicht gebundenen
2138, Das?'Bi-Radioimmunkonjugat wurde mit 2 ml PBS aus deul&#@elost.

Um die Aktivitat und den Reinheitsgrad des RadioumRonjugats zu bestimmen,
wurde ITLC SG Chromatographiepapier verwendet. wksden vor und nach dem
PD 10 Reinigungsschritt 10ul des Radioimmunkonjsigait 990ul PBS verdinnt,
daraus wiederum 2pl mit 500 PBS verdinnt und 2fitas Chromatographiepapier
ubertragen. Das Chromatographiepapier wurde in [1ODiNa’-Citrat 1 min
inkubiert und halbiert. AnschlieRend erfolgte dieesdung imy-Counter. Dadurch
konnte die Aktivité§esany die Aktivitale; und die Aktivitd§epundenvVOr und nach der

Reinigung errechnet werden.
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2.9.2.2 Markierung der Antikérper mit *in

Zur Markierung der Antikérper mitin wurden 1-10,8 MBd*inCl (100-1000pl),
100ul 4% Vit. C, 50ul NBAcetat und 100pug AK 10 min- 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Qualitatskontrolle erfolgte analag Z*3Bi-Markierung.

2.9.3 Analyse der Bindung von PankoMab an HSC45-M@nd OV-
MZ-6-WT Zellen

2.9.3.1 Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz sollte Gberprift werdeb, die verwendeten Zellen das
MUC1 Antigen exprimieren. Die mittels Immunfluoresz ermittelten Aussagen
Uber die Expression von MUCL1 sind nur qualitativ.

Dazu wurden in 6 Well Platten je 5x1@ellen in 2,5ml Néhrmedium der beiden
Zelllinien (HSC45-M2/0V-MZ-6-WT) ausgesat und 2 Eagn Brutschrank bei
37°C und 5%iger C@ Atmosphare inkubiert. Nach Absaugen und zweimalige
Waschen mit PBS wurde 40pug PankoMab in 1,5ml P& hur PBS zugegeben.
Die Platten wurden 1 h bei Raumtemperatur inkupierheut dreimal mit PBS
gewaschen und mit IgG Anti-Maus CY3 beimpft und mhBrutschrank inkubiert
(Verdiinnung 1:200). AnschlieRend wurde nicht geleaed Anti-Maus 1gG CY3
durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Dieubation mit Anti-Maus IgG
CY3 erfolgte im Dunklen, um ein Ausbleichen des dfészenzfarbstoffes zu
vermeiden. Die Auswertung erfolgte mittels Fluaessmikroskop (Axiovert,
Zeiss) unter Verwendung eines Filtersatzes, deg @dinregung im Bereich von

550nm ermdglicht.
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2.9.3.2 Quantifizierung der Bindung der***Bi-Immunkonjugate an

die Zellen

Das Ziel dieses Tests ist die Bestimmung des ptoatam Anteils gebundenem bzw.
freiem ?*Bi-Radioimmunkonjugats. Die Qualitat von Antigentkidrperbindungen
unterliegt einer Reihe von Variablen:

Z.B. Art des Antikdrpers, Konzentration des MAK n@H-Wert in der Suspension,
Art der Tumorzelllinie, Art des Antigens (in dieseRall MUC1), Vitalitat der
Tumorzellen, Inkubationszeit des Antikorpers mih dellen. Bindungstests missen
daher standardisiert durchgefiihrt werden.

Aus technischen Grinden konnte die bei den Bindesgs eingesetzte MAK-
Konzentration nicht konstant gehalten werden, d& d&i diesem Versuch
verwendete”Bi aus einem Generator gewonnen wurde, in demraodg des
Zerfalls von?*°Ac, mit einer HWZ von 10 d, die Aktivitat mit déteit geringer
wurde. Bei den Bindungstests wurden immer 37kBoweedet d.h. bei einem
Generator mit geringeréf-Ac Beladung bzw. mit fortgeschritteneffrAc-Zerfall
entsprachen 37kBq einer htheren MAK Konzentration.

Pro Ansatz und Zelllinie wurden 3xA@ellen verwendet. Der Test wurde in der
Regel mit 3 parallelen Ansatzen durchgefihrt.

Die Zellen wurden in konusférmige Rohrchen bei @20/min 3 min lang
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt dielZellen in 500ul Medium
resuspendiert und mit 37kBq des Radioimmunkonjufmt80 min auf Eis inkubiert.
Anschlieend wurde zweimal mit 1ml PBS gewasched die Aktivitdt im

Zellpellet bzw. im Uberstand mitteysCounter gemessen.

2.9.3.3 Scatchard Assay

Im Scatchard Assay wird die Antikdrper-Antigen-Bimdy bei unterschiedlichen
MAK-Konzentrationen untersucht. Dies erlaubt eineusgage Uber die
Bindungskinetik eines  Antikorpers und die maximal&nzahl von
Antikérperbindungsstellen auf der Zelloberflache.

Pro Ansatz wurden 1xf(zellen in konusférmige Rohrchen gegeben. Die Zelle
wurden bei 1200U/min 3 min abzentrifugiert und déserstand dekantiert. Das
Zellpellet wurde mit 100l 1%iger BSA/PBS LOsun@,50 BSA Pulver auf 50ml
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PBS) resuspendiert, um die unspezifische Bindung MAK an die Zellen zu
reduzieren. Die Zellen wurden bis zur Inkubatiort d@m markierten MAK fur ca.
30 min im Kuhlschrank aufbewahrt.

Die Zellen wurden mit 100ul des MAK (2000, 15000@0800, 600, 200, 100, 50
ngAK/ml) 20 min bei 37C und 5% CGQ inkubiert. Es wurden also effektiv 200,
150, 100, 80, 60, 20, 10, 5 ng MAK eingesetzt. N2@mmin wurden die Ansatze mit
1ml PBS gewaschen, zentrifugiert und der Uberstime@in weiteres Roéhrchen
dekantiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wikdk, die?**Bi Aktivitat im y-
Counter bestimmt und graphisch dargestellt. InAleswertung wurde der Quotient
B/F (Bound=Zellen; Free=Uberstand) errechnet. DéstBimung des gebundenen
Anteils des MAK wurde durch Division der Aktivitatie: (Cpm) durch Aktivitgfesamt
(Cpm), multipliziert mit der MAK-KonzentratiQRekiv, €rreicht. In der graphischen
Darstellung wurde der Quotient B/F gegen den MAlsden aufgetragen, eine
Trendlinie eingefiihrt, die Steigung bestimmt und 8ehnittpunkt mit der X-Achse
berechnet. Der Schnittpunkt entspricht der Anzahl Aintigenbindungsstellen von
1x1¢ Zellen. Der Schnittpunkt der Trendlinie mit derA¢hse kann auch als
BmaxKq ausgedrickt werden. Nach Umformung kann die Diatonskonstante K

berechnet werden. Die Affinitatskonstantgist der Kehrwert von K

2.9.3.4 SDS Page des PankoMab

Die Uberpriifung der Reinheit und Unversehrtheit MK wurde mittels SDS-
Gelelektrophorese durchgefihrt.

Die Elektrophorese wurde im diskontinuierlichen t8ys mit Sammel- und Trenngel
durchgefihrt.

Das Sammel- (4% 0,75mm) und das Trenngel (12,5%n@Y) wurden am Tag vor
der Gelelektrophorese hergestellt.

Zur Herstellung des Trenngels wurden 4,5 ml 4xTgefpuffer, 7,36 ml Acrylamid
30,8%ig, 18 ml Aqua bidest. , 18 pul TEMED und 180Ammoniumpersulfat 10%
in den zuvor vorbereiteten Giel3stand gegossen. Bidolyter Polymerisation wurde
Aqua bidest. in den Giel3stand gegeben, um einedidofen Abschluss und eine

glatte Oberflache zu gewahrleisten.
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Zur Herstellung des Sammelgels wurden 1,25 ml 4x8elgelpuffer, 0,65 ml
Acrylamid 30,8% und 3,04 ml Aqua bidest. in einelaé@up-Roéhrchen vermischt.
Anschliel3end wurden 5 pl TEMED und 50 pl Ammoniensolfat dazu pipettiert
und das Sammelgel auf das Trenngel in den GieRggagdssen, nachdem das
Wasser verworfen wurde. Die Kdmme wurden unverzligdingesetzt.

Die Proteinldsungen wurden 1:2 mit 2xSDS-Probemguférdinnt, auf & erhitzt,
wieder auf Raumtemperatur abgekihlt und mit 900@it/zentrifugiert, bevor sie
aufgetragen wurden.

Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer Strom&a&dn 20 mA fir ca. 120 min.

Die Proteinldsungen wurden mit reduzierendem urahtnreduzierendem Puffer

versetzt und aufgetragen.

2.9.4 Zytotoxizitatstest

Das Ziel der Zytotoxizitatstests ist die Quant#izing des klonogenen Uberlebens
nach Einwirkung einer zytotoxischen Substanz imgléch zu einer unbehandelten

Kontrollgruppe.

2.9.4.1 Ermittlung der optimalen Zellzahl/ Well

Bei Aussaat einer bestimmten Anzahl von Zellen stirdie Anzahl der Zellen nicht
mit der Anzahl der sich entwickelnden Klone uberdim Vorversuchen wurden
verschiedenen Mengen von Zellaasgesat, um zu tberprifen, wie viele Klone sich
daraus entwickeln wirden. Es wurden 50, 100, 200, 800, 800 und 1000 Zellen
pro Zelllinie in 24 Well Platten in 1ml Nahrmediuausgesat und 10 Tage im
Brutschrank inkubiert. Ideal fur die Auswertung e@50-100 Klone pro Well.
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2.9.4.2 Klonogener Assay

Es wurden 100/ 200 HSC45-M2 Zellen bzw. 50/100 O¥-8AWT Zellen in 1ml
Nahrmedium in 24-Well Platten ausgesat. Nach 2skubationszeit wurden die
Platten mit ***Bi-PankoMab (1850, 740, 370, 185, 37 kBq) beimpiiie
mikroskopische Auszéhlung der gebildeten Klone Igtéo nach einer 10tagigen
Inkubation bei 37 und 5% CQ. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte 24-Well
Platten.

Bei einer zweiten Versuchsreihe wurden netidi-PankoMab (740, 278, 148, 74,
18,5 kBq ) auclf**Bi-BSA (740, 278, 148, 74, 18,5 kBq) verwendet. Kisntrolle
dienten wieder unbehandelte Platten.

2.10 Methoden in vivo

2.10.1 Inokulation der Tumorzellen

Das Ziel der Xenotransplantation der beiden vadeten humanen Tumorzelllinien
in Swiss nu/nu  Mausen ist die Erzeugung einert®eralkarzinose bzw. einer
diffusen Verteilung der Tumorzellen im Bauchraum.abBi sollte das
Tumorwachstum moglichst genau dem humanen Krardthiit der
Peritonealkarzinose entsprechen, entweder demeinFdihphase, in der sich
einzelne Tumorzellen im Aszites befinden (maligiezites), oder dem schon
manifestierten Vollbild.

Pro Maus wurden 1xIHSC45-M2 Zellen bzw. 5x£p1x10, 1,5x1d OV-MZ-6-
WT Zellen in 500ul FKS freiem Nahrmedium i.p. indku. Nach 3-6 Wochen
entwickelte sich bei Inokulation von HSC45-M2 Zelleine Peritonealkarzinose
bzw. ein solider Tumor. Bei Inokulation von 5X1MV-MZ-6-WT Zellen
entwickelte sich nicht bei allen Tieren die gewilrscPeritonealkarzinose, bei
Inokulation von 1,5x10Zellen sind Tiere friihzeitig, d.h. nach 10 Tagenstorben,
bei 1x1d Zellen waren die Ergebnisse zufrieden stellends Yerhalten der HSC45-
M2 Zellen verlief analog. Vor der Inokulation wvd@n die Tumorzellen 4x mit
PBS gewaschen, um einer etwaigen allergischen Realter Mause auf das FKS
und EDTA, das noch in Rickstdnden in der Suspengdmanden ist, vorzubeugen.
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Die Zellen sollten moglichst gleichmalig in der Balkibhle verteilt sein. Bei der

Injektion der Zellen missen Leber, Milz und Darmbedingt geschont werden. Die
Zellen wurden unterhalb des Nabels auf der LindzAh einem Einstichwinkel von

20-30 Grad injiziert.

2.10.2 Biodistribution

Die Biodistribution d.h. die Verteilung von Radiaimnkonjugaten nach i.p.
Injektion im Organismus wurde wie folgt untersucht:

Bei den Versuchen wurdélin (HWZ 2,8d) und™Bi (HWZ 46min) zur Markierung
der MAK verwendet. Die Verteilung wurde nach 1 [durach 3 h bestimmit.

213Bj wurde in der 1 h Gruppe mit einer Aktivitat v8r7 MBg, in der 3 h Gruppe
mit einer Aktivitat von 11,1 MBq injiziert, bei Varendung vort*in wurde beiden
Gruppen 740 kBq injiziert. Bei der Biodistributisollte der Anteil des freietin
und ?*Bi gering sein, um die Ergebnisse nicht zu verfisc Aus diesem Grund
erfolgte bei jeder Markierung eine QualitatskoriroMan konnte beobachten, dass
bei Inkubation vort*in-PankoMab nach 1 h der Anteil des frefélin geringer war
als nach 10-15 min.

Die Tiere wurden 1 h bzw. 3 h nach i.p. Injektias dRadioimmunkonjugats getotet.
Die Verteilung von'in-PankoMab und?®Bi-BSA wurde zu unterschiedlichen

Zeitpunkten nach Tumorzellinkulation untersuchelig Tabelle 1).
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Anzahl der | Zeitpunkt Zeitraum
Tiere (n) nach i.p Zelllinie nach Radionuklid | Antikdrper
Injektion Zellin-
okulation
n=5 1h Keine MR PankoMab
n=5 3h Keine Mn PankoMab
n=5 1h HSC45-M2 24h Hin PankoMab
n=5 3h HSC45-M2 24h Hin PankoMab
n=5 1h OV-MZ-6-WT 24h Hin PankoMab
n=5 3h OV-MZ-6-WT 24h Hin PankoMab
n=5 1h OV-MZ-6-WT | 2 Wochen Hin PankoMab
n=5 3h OV-MZ-6-WT | 2 Wochen Hin PankoMab
n=5 1h OV-MZ-6-WT | 6 Wochen Hin PankoMab
n=5 3h OV-MZ-6-WT | 6 Wochen Hin PankoMab
n=5 1h HSC45-M2 3 Wochen 2B BSA
n=5 3h HSC45-M2 3 Wochen 21 BSA
Tab. 1:

Einteilung der Gruppen fir Biodistributionsversuche

Die Toétung der Tiere erfolgte durch Durchtrennerr derta bei ertffnetem
Brustkorb nach C@Narkose.

Folgende Organe wurden entnommen: Blut, Herz, Lunigeiskel, Pankreas,
Peritoneum, Milz, Magen, Darm (Teil des Dick- undsdDinndarms, im Lumen
befindlicher Inhalt wurde ausgestrichen) Nierebémre(Teil), groRer Tumor, kleine
Tumorknétchen, subkutaner Tumor und Aszites. A&saiurde nach der Messung bei
200g zentrifugiert, das Zellpellet 3x mit 1 ml PBfg#waschen, Zellpellet und
vereinigte Uberstande wurden erneuty#g@ounter gemessen.

Die Messung def™in bzw. ?*Bi Aktivitat erfolgte im y-Counter, die Ergebnisse
(cpm) wurden mit Hilfe des Standards (1% der igjitgn Aktivitat) in Prozent der

injizierten Aktivitat pro Gramm Gewebe umgerechnet
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3. Ergebnisse

3.1 Proliferationskinetik der HSC45-M2/0OV-MZ-6-WT Zellen

Die Proliferationskinetik liefert Aussagen hinsiattt folgender Parameter:

Anzahl der pro Experiment auszusdenden Zellen, blodigkeit der Passagierung
bzw. des Mediumwechsels und der Abschatzung dedzyKkkls zu einem

bestimmten Zeitpunkt nach Aussaat.
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Abb. 3:

Proliferation von HSC45-M2 (iber einen Zeitraum von 8 Tagen nach Aussaat. Aussaat von 5x10°und 1x10¢
Zellen in jeweils 16 Zellkulturflaschen der GréBe 250ml, 75cm2. Zu jedem Zeitpunkt wurden zwei
Zellkulturflaschen pro Zellzahl abgeldst, mit dem Casy 1 Zellzdhler gezahit und der Mittelwert gebildet. Zeitpunkt
0 entspricht der Aussaat.

In der Abbildung 3 ist die ProliferationskinetiedHSC45-M2 Zellen dargestellit.
1 Tag nach Aussaat der Zellen wurde jeweils nuthndie Hélfte der ausgeséaten
Zellen registriert. Bei der Aussaat von 1%Iellen noch 5x17) bei Aussaat von

5x10° noch 2,7x10 Zellen. Grund hierfiir kénnte sein, dass ein Teil Bellen nach

der Aussaat abstirbt bzw. nicht anwachst oder msicht alle Zellen vollstandig aus
der Zellkulturflasche I6sen lassen und somit beiZ#hlung nicht erfasst werden. Im
Zeitraum vom 0. Tag bis 2,5. Tag nach Aussaabbllie Zellzahl relativ konstant.

Die exponentielle Wachstumsphase zeigte sich ieneideitraum vom 3. bis zum 6.
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3. Ergebnisse

Tag. In dieser Phase betrug die VerdopplungsZeit & der 1x1®Reihe bzw. 30 h
in der 5x18 Reihe. Die gemessenen Zellzahlen stiegen bis zuifiag an. Die
registrierten Maximalwerte waren 7,2X1ifei 1x16 ausgeséten Zellen bzw. 8,110
bei 5x1G Zellen. Zwischen 7. und 8. Tag wurde eine Abnaltter Zellzahlen auf
5,2x10 bei 1x16 ausgesaten Zellen und auf 7,3%xt@i 5x1G ausgesaten Zellen
beobachtet. Diese Abnahme konnte auf die bescleankapazitat der
Zellkulturflaschen mit einer Grundflache von 75%cmahrungskonkurrenz und auf
die Sekretion toxischer Stoffwechselprodukte deCHSM2 Zellen zurtickzufihren

sein.

2,50E+07

2,00E+07

—&— Ausgesat: 1x106 —#— Ausgesat: 5x105

1,50E+07 / //

1,00E+07

5,00E+06 FMJ‘—’/
P!

[

0,00E+00 T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit nach Aussaat in (d)

Anzahl der Zellen

Abb. 4:
Proliferation von OV-MZ-6-WT Gber einen Zeitraum von 8 Tagen nach Aussaat. Aussaat von 5x10° und 1x106
Zellen in jeweils 16 Zellkulturflaschen der GréBe 250ml, 75cme. Zu jedem Zeitpunkt wurden zwei
Zellkulturflaschen pro Zellzahl abgeldst, mit dem Casy 1 Zellzdhler gezahit und der Mittelwert gebildet. Zeitounkt

0 entspricht der Aussaat.

In der Abbildung 4 ist die Proliferationskinetikrd®@V-MZ-6-WT Zellen dargestellt.
Bei dieser Zelllinie ergab die Zellzahlung 24 h makussaat anndhernd genauso
viele Zellen wie auch ausgesat. Ermittelt wurded Zellen nach Aussaat von
1x1° und 4,2x10 Zellen nach Aussaat von 5x1GGriinde hierfiir kénnten sein:

Schnellere Verdopplungszeit, bessere Ablosung aars £kllkulturflaschen. Bei
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3. Ergebnisse

Aussaat von 1x10Zellen begann die exponentielle Wachstumsphasé nac 2
Tagen und endete mit dem 4. Tag. Fur diesen Zeitrdie3 sich eine
20 h berechen.
5x10° Gruppe begann ca. am 4. Tag nach Aussaat demZefié endete am 7.Tag.

Verdopplungszeit von Die expoekmtWachstumsphase der
Die Verdopplungszeit betrug 26 h. Die ermitteltermxifalwerte waren 2,2x10
Zellen in der 1x1®Gruppe nach 8 Tagen und 2,4%b@i Aussaat von 5x2tach 8
Tagen.

Die Versuchsreihe zeigte, dass OV-MZ-6-WT Zellend uURSC45-M2 Zellen
unterschiedliche Proliferationskinetiken aufweiserl diese von der Anzahl der pro

Flasche ausgesaten Zellen bestimmt werden.

3.2 Effizienz der Kopplung der verwendeten Radionukde an
PankoMab

3.2.1 Kopplung von***Bi

Die Kopplung vorf**Bi an PankoMab erfolgte wie unter 2.8.2.1 besclemetDabei
wurden 100 pg Antikérper mit 16,4-248,9 MBYBi inkubiert. Die Ergebnisse
samtlicher Kopplungsversuche sind in Tabelle 2 Whdusammengestellt. Die

Ausbeute variierte zwischen 20,1% und 99,46%.

Datum 2I°Bj Aktivitat | gebunden frei gebunden| frei Spezifische
eingesetzt (MBQ) (MBq) (MBq) Aktivitat
(MBg/mgAK)
03.03.2003 18.9 27% 73% 4,97 13,9 49,7
24.03.2003 16,4 20,1% 79,99 3,3 13,1 33
07.08.2003 248,9 82,2% 17,89 201,6 47,3 2010
Tab. 2:

Effizienz der Kopplung vai®Bi an PankoMab. Es erfolgte keine PD 10 Reinigung.\Derte

wurden aus den mit Hilfe desCounters ermittelten Messwerten errechnet.
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3. Ergebnisse

Datum *13Bj Aktivitat gebunden | frei gebunden frei Spezifische
eingesetzt (MBQ) (MBq) (MBq) Aktivitat

(MBg/mgAK)

20.01.2003 3,3 81,7% 18,3% 2,7 0,6 27

24.02.2003 2,7 71,1% 28,9% 2,6 1 26

27.02.2003 4.8 91,5% 8,5% 4.4 0,4 44

28.07.2003 1,7 93,4% 6,6% 1,6 0,1 16

07.08.2003 138,3 99,5% 0,5% 137,6 0,7 1370

Tab. 3:

Effizienz der Kopplung voit®Bi an PankoMab. Es erfolgte vor der Messung eine PRdifigung
des Radioimmunkonjugats. Die Werte wurden aus dieiHilie desy-Counters ermittelten

Messwerten errechnet.

111|n

3.2.2 Kopplung von
Die Kopplung erfolgte wie unter 2.9.2.2 beschriebEs erfolgte keine Reinigung
Uber PD 10. Die Inkubationszeit variierte zwisci€hmin und 2 h. Die Ausbeute
lag zwischen 48,4% und 93,7%.

Datum Mn Aktivitat | gebunden frei gebundeh frei Spezifische
eingesetzt (MBq) (MBQq) Aktivitat
(MBQq) (MBg/mgAK)
14.03.2003 1,4 80,9% 19,1% 1,1 0,3 11
18.11.2003 1,4 84% 16% 1,2 0,2 12
22.12.2003 1,4 84,7% 15,3% 1,2 0,2 12
03.06.2004 1,4 90% 10% 1,3 0,1 13
02.09.2003 3,6 93,7% 6,3% 3,4 0,2 34
040.9.2003 3,6 91,2% 8,8% 3,3 0,3 33
06.09.2003 3,6 90,3% 9,7% 3,3 0,3 33
09.09.2003 3,6 86,3% 13,7% 3,1 0,5 31
29.04.2004 3,6 48,4% 51,6% 1,7 1,9 17
02.05.2004 3,6 71,2% 28,8% 2,6 1,0 26
07.06.2004 3,6 83,5% 17,5% 3,0 0,6 30
08.06.2004 3,6 78,6% 21,4% 2,8 0,8 28
Tab. 4:

Effizienz der Kopplung vaitlin an PankoMab ohne PD 10 Reinigung. Messung detéMeit Hilfe

desy-Counters und Berechnung.
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3. Ergebnisse

3.3 SDS-Page des PankoMab

Mittels SDS-Page lassen sich Molekulargewicht, Reiin und Zustand eines
Antikodrpers bestimmen, denn nach langjahriger rstditiler Lagerung konnen MAK
aufgrund bakterieller Einwirkungen partiell abgetaerden.

Aufgetragen wurden BSA, PankoMab sowie Anti-del&a@adherin (6H8) jeweils
in reduzierendem bzw. nicht reduzierendem Puffeur Bestimmung der
Molekulargewichte  der  Antikorperfragmente  wurde  einVergleichs-

Molekulargewichtmarker (Albumin) eingesetzt.

Spur Nr. 1 2 3| 4, 5 6 1 8 9 10

250k
160k
105k

50k

35k

30k

25k L e —

15k

10k

Abb. 5:
SDS-Page von BSA, PankoMab und 6H8. (1) Standar@32)red.; (3) PankoMabred.; (4)
PankoMab red.; (5) 6H8 red.;(6) HO; (7) BSA; (8) PankoMab(9) PankoMak; (10) 6H8;
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3. Ergebnisse

In den Spuren Nr. 3 und Nr. 4, in denen PankoMalreduzierendem Puffer
aufgetragen wurde, lieRen sich 2 prominente Baaaérben. Weitere Banden, die
nicht so stark gefarbt sind, lassen sich auf anépteine zurlckfihren. Es lasst
sich eine Auftrennung des PankoMab in schwere HKett,5kD) und in leichte
Ketten (25kD) erkennen. Es lieRen sich keine weiteprominenten Banden
anfarben, die auf eine Verunreinigung hinweisendsiir

In Spur Nr. 8 und 9 liel3en sich jeweils nur ggneminente Bande anfarben. Da hier
PankoMab in nicht reduzierendem Puffer aufgetragemden, konnte gezeigt
werden, dass PankoMab als ganzes Molekdl vorliegt.

In Spur Nr. 5, in der 6H8 mit reduzierendem Pu#fefgetragen wurden, stellten sich
zwei prominente Banden dar; diese entsprechendaieinén Ketten (25kD) und den
schweren Ketten (48kD). Es lassen sich weiterdtisic stark angefarbte Banden bei
50kD, bei 36kD und bei 30kD erkennen, die auf weiteroteine hinweisen.

In Spur Nr. 10 6H8 stellten sich neben einer stamgefarbten Bande noch drei
weitere Banden dar. Diese Banden entsprachen Reateimit einem
Molekulargewicht von 86kD, 50kD und 20kD. Die Regithentspricht in etwa dem
PankoMab.

BSA stellt bei 67kD, wie mit Hilfe des Molekularg@hitsstandards bestimmt, eine

relativ scharfe Bande dar.

2,5

—e— Log Mol Linear (Log Mol)

2 *

\ y =-0,0191x + 2,0692
L5 \
1

Log des Molekulargewichtes

0] 10 20 30 40 50 60
Laufstrecke in mm

Abb. 6:
Bestimmung der Molekulargewichte der MAK FragmenteetaiStandardprotein
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3. Ergebnisse

3.4 Nachweis von MUC-1 mittels Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz sollte nachgewiesen weradéndas MUC-1 Antigen von
OV-MZ-6-WT Zellen bzw. auf HSC45-M2 Zellen exprimie wird. Dazu wurden

die Zellen mit PankoMab und einem cy3 konjugiert&nti-Maus Antikorper

inkubiert und dann unter einem Fluoreszenzmikros&aopgewertet (siehe 2.9.3.1)

Beide Zelllinien waren in den Versuchen positiv.

Abb. 7:
HSC45-M2: (5fache  VergroRRerung)

indirekter Nachweis des gebundenen

Priméarantikbrpers PankoMab an HSC45-
M2, mittels cy3 konjugiertem Anti-Maus
AK.

Abb. 8:
OV-MZ-6-WT: (10fache Vergré3erung)
indirekter Nachweis des gebundenen
Priméarantikdrpers PankoMab an OV-MZ-
6-WT, mittels cy3 konjugiertem Anti-Maus
AK
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3.5 Bindungskinetik des PankoMab

3.5.1 Antik6perbindungtest

Ziel der Antikorperbindungstests war die Bestimmuleg prozentualen Anteils von
an die HSC45-M2 bzw. OV-MZ-6-WT Zellen gebundenemwb freiem ***Bi-
Radioimmunkonjugat. Pro Ansatz und Zelllinie wur@i@ Zellen verwendet. Die
Zellen wurden 30 min mit 37 kB Bi-PankoMab auf Eis inkubiert, anschlieRend

zweimal mit 1ml PBS gewaschen und die Aktivitatdellpellet und den vereinigten

Uberstanden gemessen.

Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr.6 Nr.7 Nr.8 Nr.9 Nr.[ Nr. Nr.
10 11 12
Zelllinie HSC | oV ov oV HSC ov HSC oV HSC] HSA oV [e)Y
Zellzahl pro Ansatz 310 | 3x10 | 3x10 | 3xiF | 3x1F | 3x10 | 3x1F | 3xi¢ | 3x1F | 3x1¢ | 3x10 | 3xid
Eingesetzte 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 317
Aktivitat(kBq)
VerWendetes ZMBi ZlaBi 21aBi 21aBi 21aBi 21aBi 21aBi 21aBi 21aBi 21aBi z1aBi 213Bi
Radionuklid
PD-10 column Ja ja ja nein nein nein ja ja ja neih jal ne
(Ja/ Nein)
Anteil freies 16 16 8,5 73 80 80 6,6 6,6 0.5 178 0,b 17
Radionuklid (%)
Anteil geb Radionuklid 84 84 91,5 27 20 20 93,4 93,4 99, 82|2 99,5 8
(%)
Effektive Menge an 0,31 0,31 0,8 0,2 0,23] 0,23 1,3 1, 0,02 0,p2
MAK (1g)
Anteil geb 3,8 19,5 4,1 11,2 6,5 17,3 7.4 5,1 2.4 5p 182 83
(%)
Anteil frei 96,2 80,5 85,9 88,8 93,5 82,1 924 94 97,6 94,8488 63,2
(%)
Tab.5:

Durchgefiihrte Antikérperbindungstests. 3%Z@llen mit 37 kBG*Bi-PankoMab 30 min auf Eis

inkubiert.
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3. Ergebnisse

3.5.2 Scatchard Assay zur Ermittlung der Anzahl der

Antigenbindungsstellen

Mit Hilfe eines Scatchard Assays sollte die Anzdét Antigenbindungsstellen auf
den OV-MZ-6-WT bzw. HSC45-M2 Zellen bestimmt werd&@azu wurden 1x10
Zellen mit unterschiedlichen Antikdrperkonzentraga inkubiert und die Antigen-
Antikdrperbindung untersucht (siehe 2.9.3.3)

3.5.2.1 Antigenbindungsstellen auf OV-MZ-6-WT Zella

Bei den Versuchen mit Ovarialkarzinomzellen wurdai®Mab an*'in gebunden.
40 wurde bei den Scatchard-Assays deBi vorgezogen, da es im Vergleich zum
213Bj eine deutlich langere HWZ von 2,8 d hat. Diesédat gezeigt, dass bei einem
mit i durchgefiihrten Scatchard Assay zum MesszeitptekZerfall de$*3Bi so
weit fortgeschritten war, dass die Ergebnisse @gw nicht mehr zu verwenden
waren.

In der graphischen Darstellung der Scatchard Assayde eine Trendlinie angelegt.
Durch Bestimmung der Steigung der Trendlinie I&sshh der Schnittpunkt mit der
X-Achse errechnen. Mit Hilfe des Wertes dieses Sgunktes kann die Anzahl der
Antigenbindungsstellen pro Zelle errechnet werdba, potentiell bei vollstandiger
Besetzung aller Antigenbindungsstellen pro Zelleugelen werden kdnnen.

Mit den OV-MZ-6-WT Zellen wurden 6 Scatchard Assajyurchgefuhrt, die im
Folgenden graphisch dargestellt sind (Abb. 9 bib.Al#)

Fur die OV-MZ-6-WT Zellen konnte folgende Anzahlnvgebundenen PankoMab
Molekulen pro Zelle errechnet werden:

Scatchard Assay Nr.1 (Abb. 7): 52800 Molekile pedle Nr.2 (Abb. 8): 99200
Molekile pro Zelle, Nr.3 (Abb.9) und Nr.4(Abb. 1Ojicht auswertbar (siehe
Diskussion), Nr. 5 (Abb. 11): 72400 Molekule prollgeNr. 6 (Abb. 13): 94400
Molekile pro Zelle.

Des weiteren konnten folgende Affinitdtskonstargrerrechnet werden: Scatchard
Assay Nr.1 (Abb. 7): 8x¥0 Scatchard Assay Nr. 2 (Abb. 8): 3R10Scatchard
Assay Nr. 5 (Abb. 11): 3xfQ Scatchard Assay Nr. 6 (Abb. 12): 1%10
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BF

PankoMab ( ng)

Abb. 9:
Graphische Darstellung des Scatchard Assays Nr.1.wksden OV-MZ-6-WT Zellen mit 9
verschiedenen Antikérperkonzentrationen (1000ng/f8iOng/ml, 500ng/ml 400ng/ml, 300ng/ml,
200ng/ml, 100ng/ml, 50ng/ml) fir 20 min inkubigxtif der X-Achse sind die gebundenen Mengen
PankoMab (ng) aufgetragen. Auf der Y-Achse ist deoti@ut aus Zellpellet und Uberstand
aufgetragen.

PankoMab (ng)

Abb. 10:
Graphische Darstellung des ScatchardAssays Nr.2-Legende vgl. Abb. 9
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0,005

BIF

0,004
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0,001
0
PankoMab (ng)
Abb.11:

Graphische Darstellung des Scatchard Assays NrlL8gende vgl. Abb.9

0,004
0,0035
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0,0025

BIF

0,002

0,0015

0,001

0,0005

0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6
PankoMab (ng)

Abb. 12:
Graphische Darstellung des Scatchard Assays Ntdgende vgl. Abb. 9
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PankoMab (ng)

Abb. 13:
Graphische Darstellung des Scatchard Assays NiLégende vgl. Abb. 9
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Abb.14:
Graphische Darstellung des Scatchard Assays Niégende vgl. Abb. 9
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3.6 Klonogener Assay
In diesem Versuch sollte die Zytotoxizitat vOrBi-PankoMab an OV-MZ-6-WT/

HSC45M2 Zellen untersucht werden. Dazu wurden 24PRlatten (50 OV-MZ-6-
WT Zellen Pro Well/ 100 HSC45-M2 Zellen pro Well)tri™*Bi-PankoMab/*3Bi-
BSA verschiedener Aktivitaten beimpft und nach Tldgen die gebildeten Klone
ausgezahlt. Als Kontrollgruppe dienten nicht betedte Platten.

3.6.1 Klonogener Assay mit OV-MZ-6-WT Zellen

In Abb. 15 ist das klonogene Uberleben in Prozemt OV-MZ-6-WT Zellen bei
verschiedenen Aktivitaten aufgetragen. Als 100%kdesogenen Uberlebens wurde
der Mittelwert der ausgezahlten Klone der Kontrotlefiniert. Mit steigender
Aktivitat sinkt das klonogene Uberleben. Bei BeHand mit 37 kBq betragt das
klonogene Uberleben 76%, bei Verzehnfachung deiviét auf 370 kBq sinkt das
klonogene Uberleben proportional zur Aktivitat &8% ab. Ab einer Aktivitat von

740 kBq ist in dieser Testreihe kein klonogenesrlghben mehr nachweisbar.

120

100

Uberleben (%)

Kontrolle 37 185 370 740 1850
Aktivitat (kBq)

Abb. 15:
Klonogenes Uberleben (%) von OV-MZ-6-WT 10 Tagéinkubation mit*3Bi-PankoMab

verschiedener Aktivitaten.
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In Abb. 16 ist das klonogene Uberleben von OV-M2V8-Zellen nach Behandlung
mit 21Bi-PankoMab einer Behandlung nfitBi-BSA gegeniibergestellt. Es konnte
ein Riickgang des klonogenen Uberlebens auf 57,2% Bahandlung mit 18,5 kBq
23Bj-PankoMab und auf 85,5% nach Behandlung mit 1BBq **Bi-BSA
beobachtet werden. Bei Behandlung mit 148 kBgdas klonogene Uberleben auf
9,4% ¢*Bi-PankoMab) und auf 43,19%Bi-BSA) ab. Nach Inkubation mit 278
kBq zeigte die Gruppe, die nfit’Bi-PankoMab behandelt wurde, kein klonogenes
Uberleben mehr, nach Behandlung AMiBi-BSA betrug das klonogene Uberleben
17,1%.

140

120 A

0O OV-213Bi-PankoMab MOV 213Bi-BSA

100 -

40 1
20 4
0 T T T T T
74 148 278 740

Kontrolle 18,5

©
o

@
o

Uberleben (%)

Aktivitat (kBg)

Abb. 16:
Klonogenes Uberleben (%) von OV-MZ-6-WT 10 Tagé Bahandlung mit-*Bi-PankoMab bzw.
mit *°Bi-BSA
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3.6.2 Klonogener Assay mit HSC45-M2 Zellen

Abb. 17 zeigt das klonogene Uberleben von HSC452d®n im klonogenen Test.
Nach einer Behandlung mit 37 kBq konnte ein klomzge Uberleben von 56%
beobachtet werden, nach Verzehnfachung der Aktiaitd 370 kBg Uberlebten noch
ca. 6%. Ab einer Aktivitat von 740 kBq konnte kéilonogenes Uberleben mehr
beobachtet werden.

120

100

Uberleben (%)
D 2]
o o

N
o

20

Kontrolle 37 185 370 740 1850
Axtivitat (kBa)

Abb. 17:
Klonogenes Uberleben (%) von HSC45-M2 10 Tagé Bahandlung mi*Bi-PankoMab.

Analog zu den OV-MZ-6-WT Zellen wurde das klonogeuigerleben der HSC45-
M2 Zellen nach Behandlung mfit’Bi-PankoMab dem klonogenen Uberleben nach
Behandlung mit**Bi-BSA gegeniibergestellt. Wie in Abb. 18 dargeste#rringerte
sich das klonogene Uberleben nach Behandlung mfit kBq ***Bi-PankoMab auf
88%, nach Behandlung mfit*Bi-BSA auf 94,4%. Nach Inkubation mit 278 kBq
23Bj-PankoMab konnte ein Riickgang des klonogenen [Blbens auf 26,4%
beobachtet werden, nach Inkubation mit 278 KB®i-BSA reduzierte sich das
klonogene Uberleben auf 37%. Bei Behandlung mit KB konnte weder in der
213Bj-PankoMab Gruppe noch in dér’Bi-BSA Gruppe klonogenes Uberleben
registriert werden.

44



3. Ergebnisse

120

‘D HSC 213Bi-PankoMab BHSC 213Bi-BSA

100

o]
o
—

Uberleben (%)
D
o

I
o
——i

20 +
0 T
Kontrolle 18,5 74 148 278 740
Aktivitat (kBa)
Abb. 18:
Klonogenes Uberleben (%) von HSC45-M2 10 Tage Battandlung mit**Bi-PankoMab bzw. mit
218j-BSA
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3.7 Studie zu Biodistribution von!*in-PankoMab und %**Bi-

PankoMab

Um die Verteilung des MUCL1 Antikérpers PankoMab@rganismus festzustellen,
wurde **in-PankoMab bzw.?"Bi-BSA gesunden Swiss Nu/Nu Ma&usen bzw.
Mausen mit Peritonealkarzinose injiziert. Die Injek erfolgte unterhalb der Linea
Alba in einem Winkel von 20-30 Grad. Nach einenitrZem von 1 h bzw. 3 h
wurden die Organe entnommen undyr@ounter gemessen (siehe 2.10). Aus den
ermittelten Messwerten wurde der prozentuale Ardeil injizierten Aktivitat pro
Gramm Gewebe umgerechnet. Es wurden verschiedesigpudkte nach
Tumorzellinokulation und Kontrollgruppen untersu¢siehe Tabelle 1).

Die Versuche wurden 24 h, 3 und 6 Wochen nach ddlilation durchgefihrt,
nachdem die Versuchstiere makroskopisch erkennba&eichen einer
Peritonealkarzinose und/ oder Aszites entwickettema*!in ist aufgrund seiner
Stabilitat gegentibet™Bi fiir die Versuche besser geeignet. Die Bindung ¢is
verwendeten Radioimmunkonjugats sind in Tab. 7 eitailt. Auf eine Reinigung
des Radioimmunkonjugats mit Hilfe der PD-10 Colwvurde verzichtet, da sich in
den Versuchen zur Antikdrperbindung (3.5.1) eines¢klechterung der PankoMab-

Bindungsfahigkeit nach Aufreinigung durch PD-10 IBamnachweisen liel3.

Gruppen gebunden (%)
Keine Zellinokulation 80,9"fin-PankoMab)
24 h nach Zellinokulation 84,1 {n-PankoMab)
2 Wo 84,7 *tin-PankoMab)
3Wo 94,8 {*Bi-BSA)
6 Wo 90 *in-PankoMab)
Tab. 7:

Bindung (%) der verwendeten Radioimmunkonjudate-PankoMab und®*Bi-BSA in den

unterschiedlichen Gruppen.
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3.7.1 Biodistribution von Yin-PankoMab 24h nach Inokulation

von OV-MZ-6-WT Zellen
In diesem Versuch sollte die Verteilung dé$n-PankoMab 24h nach Inokulation
von 1x10 OV-MZ-6-WT Zellen ermittelt werden um festzusgel| ob eine Bindung
an freie Tumorzellen nachweisbar ist. Es wurdeni Z8reippen 1 h und 3 h nach
intraperitonealer Injektion des Radioimmunkonjugatgersucht. Pro Tier wurden

740 kBq verwendet.

3.7.1.1 Biodistribution des'*in-PankoMab 1 h nach i.p. Injektion
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Abb.19:
Aktivitatskonzentrationen in % der injizierten Akéiv/g Gewebe der untersuchten Organe 1 h nach
Injektion vont*‘PankoMab 24 h nach OV-MZ-6-WT Zellinokulation (%1n Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Die Aktivitatskonzentration 1 h nach Injektion vbrin-PankoMab (Abb.19) war im
Pankreas (23,6 +/-3,9% injizierte Aktivitat/g) umth Peritoneum (21,6 +/-3,1%
injizierte Aktivitat/g) deutlich hoher als in derr@pe ohne Zellinokulation (n=

jeweils 4), verursacht durch ein Anheften der Zeli® Bereich von Pankreas und
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3. Ergebnisse

Peritoneum. Dementsprechend betrug der Quotient ofikontrollgruppe fir

Pankreas 5,3 fur Peritoneum 6,9.

3.7.1.2 Biodistribution des'*in-PankoMab 3 h nach i.p. Injektion
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Abb. 20:
Aktivitdtskonzentrationen in % der injizierten Ak#wi/lg Gewebe der untersuchten Organe 3 h nach
Injektion von-*‘PankoMab 24 h nach OV-MZ-6-WT Zellinokulation (IX1n Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Bei Messung 3 h nach Injektion vohin-PankoMab (Abb. 20) verringerte sich die
Aktivitatskonzentration im Pankreas auf 16 +/-2,7#izierte Aktivitat/g, im
Peritoneum auf 11,3 +/-2,7% injizierte Aktivitdt/goes Weiteren stieg die
Aktivitatskonzentration in der Kontrollgruppe au7+/-1,9% injizierte Aktivitat/g
im Pankreas und auf 5,1 +/-1,5% injizierte Aktitigdim Peritoneum. Der Quotient
Tumor-/Kontrollgruppe verringerte sich im Vergleidur Messung 1 h nach In-
jektion auf 2,1 fir Pankreas und auf 2,2 fir Pegtam.

Im Vergleich zu anderen Organen wurden héhere Nvegete in der Tumorgruppe

(6,9% injizierte Aktivitat/g nach 1 h, 7,5% injizte Aktivitat/g nach 3 h) sowie in
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3. Ergebnisse

der Kontrollgruppe (2,5% injizierte Aktivitat/g nlacl h, 8,2% injizierte Aktivitat/g
nach 3 h) gefunden.

3.7.2 Biodistribution von'*in-PankoMab 24 h nach Inokulation
von HSC45-M2 Zellen

3.7.2.1 Biodistribution des'in-PankoMab 1 h nach Injektion
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Blut Herz Lunge Muskel Peritoneum  Pankreas Milz Magen Darm Niere Leber
Organe

Abb. 21:
Aktivitaitskonzentration in % der injizierten Aktétitg Gewebe der untersuchten Organe 1 h nach
Injektion vonr*’PankoMab 24 h nach HSC45-M2 (1%1@ellinokulation im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation

Analog zu der Verteilung der OV-MZ-6-WT Zellen iatich bei den HSC45-M2

Zellen eine hohe Aktivitatskonzentration vbrin-PankoMab (Abb. 21) im Bereich
im Pankreas (20 +/-7,3% injizierte Aktivitat/g) umah Peritoneum (23,6 +/-4,0%
injizierte Aktivitat/g) 1 h nach Injektion zu sehemie Aktivitdtskonzentration von

yh-PankoMab fiir Pankreas (4,5 +/-3,9% injiziertetidkat/g) und Peritoneum

(3 +/-2,1% injizierte Aktivitat/g) in der Kontrollgppe ist geringer, wie auch der
Quotient Tumor-/Kontrollgruppe fur Pankreas 4,5 Weritoneum 7,6 zeigt (n =
jeweils 5).
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3. Ergebnisse

3.7.2.2 Biodistribution des'*in-PankoMab 3h nach Injektion
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Abb. 22:
Aktivitatskonzentration in % der injizierten Aktiitg Gewebe der untersuchten Organe 3 h nach
Injektion von-‘PankoMab 24 h nach HSC45-M2 Zellinokulation (1@ Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Bei Messung 3 h nach Injektion votin-PankoMab (Abb. 22) verringerte sich die
Aktivitatskonzentration im Pankreas auf 11 +/-4 li#gizierte Aktivitat/g, im
Peritoneum auf 12,9 +/-1,9% injizierte Aktivitdt/goes Weiteren stieg die
Aktivitatskonzentration in der Kontrollgruppe im mtaeas (7,8 +/-1,9% injizierte
Aktivitat/g) und im Peritoneum (5,1 +/- 1,5% ingzie Aktivitat/g). Der Quotient
Tumor-/Kontrollgruppe verringerte sich im Vergleictur Messung 1 h nach
Injektion auf 1,7 fur Pankreas und auf 2,2 fir @eum (n=5).
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3. Ergebnisse

3.7.3 Biodistribution von in-PankoMab 3 Wochen nach

Inokulation von OV-MZ-6-WT Zellen

Es wurden 10 Mausen 1x1@V-MZ-6-WT inokuliert. Die Tumorgruppe sollte 6
Wochen nach der Zellinokulation untersucht werdda, aber 3 Wochen nach
Zellinokulation auf3ere Krankheitszeichen, wie Aezjtpetechiale Hautblutungen
und Tumorkachexie erkennbar waren, wurde der Vargseohion nach 3 Wochen
durchgefuhrt. Es wurden solide Tumoren beobacHigte Peritonealkarzinose
konnte nicht nach 3 Wochen, sondern erst nach ehéfbeobachtet werden (siehe
3.7.4)).

3.7.3.1 Biodistribution des PankoMab 1 h nach Injetion
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Abb. 23:
Aktivitaitskonzentration in % der injizierten Aktétitg Gewebe der untersuchten Organe 1 h nach
Injektion vort*’PankoMab 3 Wochen nach OV-MZ-6-WT Zellinokulatiord0) im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.
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3. Ergebnisse

1 h nach**in-PankoMab Injektion (Abb. 23) war eine Aktivitithzentration von

13,1 +/-8,6% injizierte Aktivitdt/g im Pankreas zbeobachten, obwohl
makroskopisch keine Tumorinfiltration erkennbar wian Tumor konnte ein Wert
von 30,6 +/-12,9% injizierte Aktivitat/ g ermittekerden. Der Quotient Tumor/ Blut

war 8,1.

3.7.3.2 Biodistribution des PankoMab 3 h nach Injetion
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Abb. 24:
Aktivitaitskonzentration in % der injizierten Aktétitg Gewebe der untersuchten Organe 3 h nach
Injektion vont*‘PankoMab 3 Wochen nach OV-MZ-6-WT Zellinokulatiorl () im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation).

3 h nacht*in-PankoMab Injektion fiel die Aktivitatskonzentian im Pankreas (12,3
+/- 6% injizierte Aktivitat/g) ab. Die Aktivitatskaentration in der Niere stiegt auf 6
+/-1% injizierte Aktivitat/g an. Da in der 3 h Gnog (n=3) neben Tumoren auch
noch kleine Tumorknétchen vorzufinden waren, etfodgne Unterteilung. Die
Aktivitatskonzentration von'in-PankoMab im Tumor (15,9 +/-9,1% injizierte
Aktivitat/g) verringerte sich im Vergleich zur 1 KBruppe. In den kleinen

Tumorknétchen wurden 17,2 +/- 2,1% injizierte Alkfit/g (n=2) gemessen.
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3. Ergebnisse

3.7.4 Biodistribution von in-PankoMab 6 Wochen nach

Inokulation von OV-MZ-6-WT Zellen

In diesem Versuch sollte die Biodistribution voHin-PankoMab in M&usen mit
Peritonealkarzinose 1 h und 3 h nach intraperit@ndajektion untersucht werden.
Sechs Wochen nach Inokulation von OV-MZ-6-WT Zelleergab sich

makroskopisch folgendes Bild: 6 der 12 Mause zaigtel3ere Krankheitszeichen,

palpierbaren Aszites und Hauteinblutungen, 2 voerihwaren stark ikterisch.

Maus Nr.: Pathologische Besonderheiten:
1 Peritoneum tumorfrei, Pankreas infiltriert, kieiTumorknotchen, Aszites
2 Peritoneum tumorfrei, Pankreas infiltriert, kieiflumorknotchen, Aszites
3 Blutiger Aszites, Peritoneum infiltriert, subkuggnTumor an der Einstichstelle, kleine
Tumorkndtchen
4 lkterus, Tumor an der Leber, Peritoneum untkRas infiltriert, Aszites
5 Peritoneum tumorfrei, Pankreas wenig infiltridtgine kleinen Tumorknétchen erkennbar,

subkutaner Tumor an der Einstichstelle, kein Aszite

6 Ikterus, Pankreas und Leber infiltriert, kleinenforknétchen, Aszites

7 Pankreas infiltriert, Aszites, kleine Tumorkndoh subkutaner Tumor

8 Pankreas infiltriert, Aszites, kleine Tumorkndoh subkutaner Tumor

9 Pankreas infiltriert, Aszites, kleine Tumorknéohsubkutaner Tumor

10 Pankreas infiltriert, Aszites, kleine Tumorkrtgo, subkutaner Tumor

11 Pankreas infiltriert, Aszites, kleine Tumorkrit&n, subkutaner Tumor

12 Pankreas infiltriert, Aszites, kleine Tumorkriino, kein subkutaner Tumor zu erkennen

Tab. 8:

Tumorverteilung und pathologische Auffélligkeiteacim Abt6tung und Er6ffnung des Situs. Die Tiere
wurden zur Untersuchung der Biodistribution Votin-PankoMab 6 Wochen nach Inokulation von
OV-MZ-6-WT Zellen verwendet.

Mit den Mausen Nr. 1-6 wurde die Biodistributionsdéin-PankoMab 1 h nach
Injektion, mit Maus Nr. 7-12 3 h nach Injektion besnt. Wie in Tabelle 8
beschrieben, hatten bis auf Maus Nr. 5 alle Tiafeugdim Bauchraum verteilt

metastatische Absiedlungen entwickelt.

53



3. Ergebnisse

3.7.4.1 Biodistribution des'*in-PankoMab 1 h nach Injektion

10,00
9,00
8,00
W6 Wochen nach Inolulation von OV-MZ-6-WT
700 Zellen
! OKontrollgruppe

2 600 T
[}
2
I
O 5,00
2
a
£ 400 T

3,00 -

2,00 ] T T T T

1,00 A

0,00 -

N g ¢ > $ e 4 & & @ ¢ & S
B2 L S & & N < & N4 S o« & >
NS S & o &
@ < & S <
N4 QO @
D) N W
N
A 9
Organe

Aktivitatskonzentration in % der injizierten Aktiitg Gewebe der untersuchten Organe 1 h nach
Injektion vont‘PankoMab 6 Wochen nach OV-MZ-6-WT Zellinokulatiorl () im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Wie Abb. 25 zeigt, liegt die Aktivitatskonzent@ti von *in-PankoMab im
Pankreas (6 +/-2,9% injizierte Aktivitat/g) und Remeum (6 +/- 2,2% injizierte
Aktivitat/g) etwa im selben Bereich wie die Akti@tskonzentration im grof3en
soliden Tumor (5,8 +/-3,6% injizierte Aktivitat/g)Vie aus der Tab. 8 zu entnehmen,
war bei allen Mausen das Pankreas tumorinfiltriédte hohen Werte von Pankreas
und Peritoneum beruhen auf einer Tumorinfiltratieeser Organe.

Die héchste Aktivitatskonzentration vort'in-PankoMab konnte in den kleinen
Tumorknétchen (6,5 +/-2,8% injizierte Aktivitat/gyemessen werden. In den
subkutanen Tumoren (n=3) war die Aktivitdtskonzatidn 1,6 +/-0,8% injizierte
Aktivitat/g. Dementsprechend betrugen die Quotierifemor/ Blut fir den grol3en
Tumor 3,3, fur die kleinen Tumorkndtchen 3,7 unddén subkutanen Tumor 0,9.
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3.7.4.2 Biodistribution des'*in-PankoMab 3 h nach Injektion
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Aktivitatskonzentration in % der injizierten Aktiitg Gewebe der untersuchten Organe 3 h nach
Injektion vont*’PankoMab 6 Wochen nach OV-MZ-6-WT Zellinokulatiori () im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Wie Abb. 26 zeigt, wurde im Peritoneum eine Akawikonzentration ‘tin-
PankoMab) von 5,1 +/-0,9% injizierte Aktivitdt/g dinim Pankreas eine
Aktivitatskonzentration von 6,1 +/- 1,3% injizierktivitdt gemessen. In soliden
Tumoren (n=6) ergab sich 3 h nach Injektion eind¢iiitskonzentration voiin-
PankoMab von 4 +/-0,8% injizierte Aktivitat/g, ineknen Tumorkndtchen (n=6)
eine  Aktivitdtskonzentration von 7,3 +/-1,5% imgte Aktivitat/g und in
subkutanen Tumoren (n=5) eine Aktivitdtskonzendratvon 2,5 +/- 1,6% injizierte
Aktivitdt/g. Die errechneten Quotienten Tumor/ Bhetrugen 1,7 flr den grof3en

Tumor, 3,1 fiir die kleinen Tumorknétchen und 1,Adé&n subkutanen Tumor.
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3.7.5 Biodistribution von ?**Bi-BSA 3 Wochen nach Zellinokulation

von HSC45-M2 Zellen

In diesem Versuch sollte die Biodistribution v6HBi-BSA 1 h und 3 h nach
intraperitonealer Injektion untersucht werden. Damurden 11 Mé&usen 1xi0
HSC45-M2 Zellen i. p. inokuliert und 3 Wochen abgetst, bis die Mause auliere
Zeichen einer Peritonealkarzinose, wie Aszitespipdbare Tumorknétchen und
Hauteinblutungen hatten. Der Vorteil von BSA gedmrianderen Proteinen ist, dass

es keine spezifische Bindung mit den Tumorzellegeit.

3.7.5.1 Biodistribution von®*Bi-BSA 1 h nach Injektion
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Aktivitaitskonzentration in % der injizierten Aktétitg Gewebe der untersuchten Organe 1 h nach
Injektion vort**Bi-BSA 3 Wochen nach HSC45-M2 Zellinokulation (Ixit0 Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Wie Abb. 27 zeigt, betrug die Aktivitatskonzentoativon®**Bi-BSA im Peritoneum
8,3 +/- 3,9% injizierte Aktivitat/g und im Pankred8 +/-4,9% injizierte Aktivitat/g.
Die hohen Werte des Peritoneums kommen vermutlickirchd den
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kolloidosmostischen Druckgradienten in Richtung desf3en Kreislaufs zustande.
Die Kontrollgruppe zeigt Werte von 3 +/-2% injizierAktivitat/g im Peritoneum
und 4,5 +/-3,9% injizierte Aktivitat/g im PankreaSruppengrofRe war (n=6). Der
Quotient Tumor/Kontrollgruppen war fur Pankreag, #ir Peritoneum 2,6.

Im gro3en Tumor betrug die Aktivitatskonzentratm@ +/-4% injizierte Aktivitat/g
(n=4), in kleinen Tumorknoétchen 7,1 +/-4,4% injizee Aktivitat/g (n=5), im
subkutanen Tumor 1,4 +/-0% injizierte Aktivitat/ig=(L) des injizierterf**Bi-BSA.
Die Tumor-/Blutquotienten betrugen 1,5/ 1,8/ 0,4.

3.7.5.2 Biodistribution von?*3Bi-BSA 3 h nach Injektion
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Abb. 28:
Aktivitaitskonzentration in % der injizierten Aktétitg Gewebe der untersuchten Organe 3 h nach
Injektion vort*Bi-BSA 3 Wochen nach HSC45-M2 Zellinokulation (Ixib0 Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Zellinokulation.

Die Messung nach 3 h zeigt einen gleich bleiberitehdNert vorf**Bi-BSA fiir
Pankreas 10,4 +/-4,5% injizierte Aktivitat/g undr Peritoneum 9,8 +/-4,6%
injizierte Aktivitat/g (n=5). Die Aktivitatskonzerdtion von?**Bi-BSA betrug im
grol3en Tumor 6,3 +/-4,9% injizierte Aktivitat/g @), in den kleinen
Tumorknotchen 6,3 +/-4,3% injizierte Aktivitat/d@ie Tumor-/Blutquotienten
betrugen fir den grof3en Tumor 0,7 und fur diendeiTumorknétchen 0,6.
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4. Diskussion :

Proliferationskinetik der HSC45-M 2 bzw. OV-MZ-6-WT Zéellen

Die Proliferation der HSC45-M2 Zellen wurde Ubenexi Zeitraum von 7 Tagen
verfolgt, nach Aussaat von 5X10zw. 1x16 pro Zellkulturflasche. Einen Tag nach
Aussaat der Zellen wurde bei beiden Gruppen muHdlfte der ausgesaten Zellen
registriert (2,7x1® bei Aussaat von 5x205x10 bei Aussaat von 1xfzellen;
siehe 3.1, Abb.3). Nach Aussaat von 1%Z6llen begann die Zellzahl ab dem 3 Tag,
nach Aussaat von 5x1@ellen ab dem 4 Tag anzusteigen und erreichteilgie
Maximum am 7 Tag nach Aussaat (8,1%b@i Aussaat von 5x207,2x1G bei
Aussaat von 1x1). Am Tag 8 nahmen die Zellzahlen wieder ab (5,3x6i
Aussaat von 1x107,3x16 bei Aussaat von 5x2p

Die jeweils auf die Halfte reduzierte Zellzahl ein&ag nach Aussaat konnte
folgende Ursachen haben:

Vorstellbar ist z.B., dass unter den ausgesatelerZein gewisser Prozentsatz nicht
mehr in der Lage war sich anzuheften.

Beim Ablésevorgang mittels EDTA besteht die Mogkeh, dass nicht alle Zellen
aus einer Zellkulturflasche abgelost wurden. Dikroskopische Kontrolle ergab bei
allen Zellkulturflaschen vergleichsweise geringenglen an nicht abgelosten Zellen.
Die Verdopplungszeit fiir HSC45-M2 betrug 37 h (@%Aussaat), bzw. 30 h (5x10
Aussaat).

Dass die Verdopplungszeit in der Gruppe, in derdie Hélfte der Zellen (5xp
ausgesat wurden, um 23% verkulrzt war, kann evictdein besseres Raum- und
damit auch besseres Nahrstoffangebot erklart werden siebten Tag wurde bei
beiden Gruppen die maximale Zellanzahl mit jeweddistandiger Bedeckung der
Bodenflache erreicht. Damit verbunden &anderte sieh pH-Wert, erkennbar am
Farbumschlag des Mediums von rot nach gelb, sehrsgheinlich verursacht durch
die Anhaufung toxischer Stoffwechselprodukte. DamitZusammenhang dirfte
auch die erneute Abnahme der Zellzahl am 8. Tag&x1C bei Aussaat von 1x£0
und auf 7,3x10bei Aussaat von 5x¥&tehen.

Die ermittelte Anzahl der OV-MZ6-WT Zellen war 24nlach Aussaat im Gegensatz
zu den HSC45-M2 Zellen in etwa so hoch wie bei Aass(siehe Abb. 2).
Moglicherweise sind die OV-MZ-6-WT Zellen durch ERbesser vom Boden der
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Zellkulturflasche abloésbar, daher bleiben wenigellef zuriick. Die OV-MZ-6-WT
Zellen traten am 2. Tag in die Proliferationsphese Wie Abb. 4 zeigt, betrug die
Verdopplungszeit bei Aussaat von 1%Iellen 20 h und bei Aussaat von 510
Zellen 26 h.

Die Verdopplungszeit der OV-MZ-6-WT Zellen ist demeh durchschnittlich um 1/3
kirzer als diejenige der HSC45-M2 Zellen. Allerdinggar im Gegensatz zu den
HSC45-M2 Zellen die Verdopplungszeit bei Aussaat ¥x16 Zellen kiirzer als bei
Aussaat von 5x10

Bedingt durch den geringeren Zelldurchmesser (O\VV@AZ/T ca. 15um, HSC45-
M2 ca. 18um) war die maximale Anzahl der Zellen gellkulturflasche deutlich
hoher bei OV-MZ-6-WT Zellen als bei HSC45-M2 Zallmit 2,2x10 bei Aussaat
von 1x 16 bzw. 2,4x10bei Aussaat von 5x20Sowohl bei HSC45-M2 als auch bei
OV-MZ-6-WT Zellen wurde eine héhere Zellzahl jevedilei Aussaat der geringeren
Zellzahl (5x106) erreicht.

Die ermittelten Verdopplungszeiten erleichtern Alsschatzung der zu festgesetzten
Zeitpunkten zu erwartenden Zellzahlen nach Ausséér definierten Zellzahl.
Besonders bei Versuchen, die groRe Zellzahlen dafar ist die Abschatzung der

Vermehrungsdauer hilfreich fr die Planung und Dbéiibrung.
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AK-Bindungstests

Ein ausschlaggebender Parameter fir die Effiziemar &adioimmuntherapie ist die
Affinitat des verwendeten Antikorpers zum Antigetas auf einer Tumorzelllinie
exprimiert wird. Die Bindung von PankoMab an OV-MANT und HSC45-M2
wurde mittels Antikdrperbindungstests untersucht.

In einer Studie konnte Cao et al. (1997) die Exgic@svon MUCL1 an Epithelzellen
und Tumorzellen des Gastrointestinaltrakts nacleweisin dieser Studie wurde die
Expression von MUC1 immunhistochemisch an normalemd neoplastischem
gastrointestinalem Gewebe (Magen, lleum, Colon)wisoan normalem und
neoplastischem Mamma-Gewebe untersucht, vor undh nBehandlung mit
Neuraminidase,a-Fucosidase und periodate Oxidation. Fur HSCA45-M#leh
konnten in dieser Arbeit mit Hilfe der Antikdrpenbiungstests Bindungsraten des
PankoMab zwischen 2,4% und 7,6% ermittelt werdemdhgsraten unter 10% sind
als eher niedrig fur eine Radioimmuntherapie eingdas.

Eine mdogliche Erklarung der niedrigen Bindungsraiefert eine Studie von Cao
(1998), in der 56 verschiedene Anti-MUC1 Antikdrpanter anderem PankoMab,
hinsichtlich Bindung an Oberflachenepithel von Diribickdarm und Brustgewebe
getestet wurden. Die verschiedenen Gewebe wurdemuithistochemisch gefarbt.
Die Einteilung erfolgte in: Keine Farbung, leichtjttel und stark angefarbt. Dabei
wurden die Schnitte jeweils vor und nach PO (peted oxidation)
immunhistochemisch gefarbt. PankoMab war an deastgten Geweben erst nach
PO Behandlung positiv.

Unter PO Behandlung versteht man folgendes: Dieni@e wurden nach der
Deparaffinisierung mit verschiedenen Konzentratiorf@mM-20mM) mit Perjod
Saure in Azetatpuffer fir 30 min inkubiert. Durcteske Behandlung unterschieden
die Autoren dieser Studie zwischen MAK, die als iganstruktur ein
Kohlenhydratgerust oder ein Protein haben, da addedhydratgerist durch die PO
Vorbehandlung teilweise oder ganz, je nach Konagiotn, zerstort wird (Bara et al.
1992).

In einer anderen Studie konnten Bara et al. (1988 weisen, dass die Fucose, ein
sechswertiger Zucker, die AntigenbindungsstellenMéSE |, DF3 und SM3 MAK

maskiert, da die MAK in der immunhistochemischerrbeag erst nach einer
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Behandlung vom-Fucosidase positiv waren. Nach einer Behandlund®@iwar die
immunhistochemische Farbung sogar noch starkeepusgt.

Eine niedrige Bindungsrate des PankoMab mit Zellem den HSC45-M2 Zellen
kann mdoglicherweise auf den von den Autoren besblrien Effekt der Maskierung
durch Zucker wie Fucose zurlckzufiihren sein. Ehidghiewiesen wurde dies in
dieser Studie aber nicht, da auf eine VorbehandtdergHSC45-M2 sowie der OV-
MZ-6-WT Zellen mit PO verzichtet wurde. Dies gedthala die Studie den
potentiellen klinischen Einsatz von PankoMab Radmunkonjugaten abschéatzen
sollte und bei Patienten eine solche Vorbehandieigstverstandlich nicht wie bei

in Vitro Versuchen mdoglich ist.

Im Gegensatz zu den HSC45-M2 Zellen konnten bei Q¥-MZ-6-WT Zellen
Bindungsraten des PankoMab zwischen 4,1% und 36y8%itelt werden. Auch bei
den OV-MZ-6-WT Zellen wurde auf eine Vorbehandlung PO bzw.a-Fucosidase
verzichtet. Wie Tabelle 10 verdeutlicht, sind diark unterschiedlichen Ergebnisse
der Bindungstests sehr wahrscheinlich bedingt ddrelPassagezahl der OV-MZ-6-
WT Zellen bzw. Reinigung des Antikorpers mitte3-PO Sdule. So konnte fir die
OV-MZ-6-WT Zellen gezeigt werden, dass bei hoherBassagezahlen die
Bindungsrate allgemein niedriger war, als bei ngalr Passagezahlen. Auch die
Aufreinigung des Radioimmunkonjugats mit Hilfe d&D-10 S&ule beeinflusste die
Bindungsrate negativ.

Mit Passagezahl 1 (erste Passage nach Eingang ior)Laind ohne PD-10
Reinigung konnte eine Bindungsrate von 36,8% eethitterden. Im Gegensatz dazu
ergab sich bei einer Passagezahl >20 mit PD-10idReig eine Bindungsrate von
4,1%.

Vorstellbar ist, dass die vergleichsweise niedegerBindungsraten durch
zunehmende Maskierung des PankoMab Epitops ber@bRassagezahl verursacht
werden.

Wie von Cao und Karstens (2001) beschrieben, keMaskierung des PankoMab
Epitops durch Glycane unterschiedlich stark ausiggsein.

Die Verringerung der Bindungsraten nach Aufreingules Radioimmunkonjugats
mit Hilfe einer PD-10 Saule Ilasst die Vermutung zuadass dieses
Reinigungsverfahren die Bindungseigenschaften dekdMab negativ beeinflusst.
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Passagezahl 1 1 1 >20 >20 10-20
PD-10 ja ja nein ja nein nein
Reinigung
Bindung 19,5 15,2 36,8 4,1 11,2 17,3
(%)
Tab. 10. :

Bindung (%) ded"Bi-PankoMab an OV-MZ-6-WT Zellen (1%Lt Abhangigkeit von der
Passagezahl und erfolgter Reinigung Uber die PD-10il@ationssaule. Passagezahlnummer Nr. 1

entspricht der Passagezahl bei Eingang im Labor.

Scatchar d-Assay

Die Quantifizierung der Antigenbindungsstellen v@V-MZ-6-WT sowie die
Ermittlung der Affinitat des PankoMab zu OV-MZ-6WAZellen wurden mittels
Scatchard Test durchgefilhrt. Dazu wurden jeweils10%x Zellen mit
unterschiedlichen  Antikorperkonzentrationen inkubieund die Antigen-
Antikdrperbindung nach 20 min. ermittelt. Die Ankaler Antigenbindungsstellen
pro Zelle erfolgt durch Darstellung der einzelnenedgwerte in einem
Koordinatensystem. Die dargestellten Punkte soltterch eine Gerade verbunden
werden, da dies in der Praxis aber unmdglich istode mit Hilfe der Einzelpunkte
eine Trendlinie bestimmt. Durch Bestimmung der @teg der Trendlinie lasst sich
der Schnittpunkt mit der X-Achse errechnen. Mit féliides Wertes dieses
Schnittpunktes kann die Anzahl der Antigenbindutejes pro Zelle errechnet

werden.

62



4. Diskussion

Der Zusammenhang zwischen Konzentration des Amiéd; der Anzahl der

Antigene und der Affinitat lasst sich in folgend&eichung ausdriicken:

[Ag - Ab]mol/l

[Ag]moln X [Ab]moln

[Ag] Antigenkonzentration, [Ab] Antikdrperkonzentaat, [Ag-Ab] Konzentration Ag/Ab Komplex,

K4 Affinitatskonstante

Die Affinitat ist ein MaR fur die Bindungsstarke iseshen den Bindungspartnern,
also des Antikdrpers und dem Antigen. Sie kann edewr als Assoziationskonstante
Ka oder als Dissoziationskonstantg #argestellt werden, wobei gilt, je starker die
Bindung ist, desto hoher ist,Kund desto niedriger ist K Die Affinitat wird
bestimmt durch die Summe aller anziehenden und@éstlen Kréfte, die zwischen
Antikdrper und Antigen wirken. Vereinfacht gesagthoht sich die Affinitat eines
Antikorpers, wenn er sehr spezifisch gegen dasgéntigerichtet ist. Kerreicht eine
GroRenordnung zw. 10" ist K, kleiner als 16 ist davon auszugehen, dass ein
Antikorper fur ein bestimmtes Antigen ineffektit.i8Wenn sich K im Bereich von
10" befindet, bindet der Antikoper sehr stark und lgffean das Antigen. Fir die
OV-MZ-6-WT Zellen konnten Affinitatskonstanten zwien 1x16 und 8x16
ermittelt werden. Danielczyk et al. (2006) ermittahittels Scatchard Assays an ZR-
75-1, MCF-7, T-47D und NM-D4 Zellen Affinitatskomstten zwischen 0,91x10
und 3x16.

Fir die OV-MZ-6-WT Zellen konnten zwischen 52.80&du94.400 MUC1
Molekule, d.h. PankoMab Bindungsstellen pro Zellemigelt werden.
Seidenschwang (2006) ermittelte mittels Scatchaedtsl an HSC45-M2 Zellen
zwischen 16.000 und 120.000 E-Cadherin Molekiile peten. Miederer (2003)
stellte an MDA\ 9 Zellen zwischen 40.000 und 60.000 E-Cadherinelidke fest.
Die Anzahl der Antigenbindungsstellen fur PankoMat OV-MZ-6-WT Zellen
liegen im Vergleich zu anderen Zelllinien und amsherAntikrpern in einem

ahnlichen Bereich.
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Mit Hilfe der Scatchard Tests konnte auch gezeigtden, dass die Anzahl der
PankoMab Bindungsstellen mit zunehmender Zellpassdd abnimmt. Lie3en sich
bei niedrigen Passagezahlen (bis funf Passagen t&nbgang im Labor)
Antigenkorperbindungsstellen der GréfRenordnung GIB.QMittelwert) ermitteln,
konnte nach weiteren Passagen erst ein Rickgangrdeyenbindungsstellen auf
52.000 bis zu einem vollstandigen Verlust der Bmgl beobachtet werden. Dies
kénnte durch die von Bara et al. (1992, 1993) baslsen Maskierung des MUC1
Antigens durch Fucose bedingt sein, da auch bei @¢fVZ-6-WT Zellen, wie
oben beschrieben, auf eine Vorbehandlung artucosidase bzw. PO verzichtet
wurde. Cao und Karstens (1998) beschreiben eiiveise Maskierung des MUC1
Antigens, dies kbnnte zu den unterschiedlichen lrgsen in den Scatchard Tests
fuhren. Anscheinend wird das MUC1 Antigen mit zumehder Passagezahl
maskiert und deshalb kann der PankoMab nicht mahralke potentiellen
Antigenbindungsstellen binden.

Die mit Scatchard Tests ermittelten Daten solitbar im Allgemeinen auch kritisch
betrachtet werden, Yuryev beschreibt die haufiggteobleme beim Scatchard, die
die Exaktheit der Ergebnisse beeinflussen:

1. Probleme bei der graphischen Auswertung wieduih grof3e Abweichung der
einzelnen Datenpunkte und eine damit verbunderfélsehte Trendlinie, mit der ein
verfalschter Schnittpunkt mit der X-Achse berechneird. Da dieser den
Ausgangspunkt der Berechnung der Molekile pro ZdHestellt, ist die daraus
resultierende Berechnung natirlich fehlerhatft.

2. Die Haufung einzelner Datenpunkte nahe der Ys&clDiese gemessenen Werte
unterliegen, da sie unter Verwendung sehr kleinakKMKonzentrationen im Bereich
von  5ng/ml  zustande  gekommen  sind, einer umso  gedlle
Fehlerwahrscheinlichkeit. Des Weiteren lasst siobhahier nur eine insuffiziente
Trendlinie mit fehlerhaften Werten auf der X-Aclessdegen.

3. Auch werden bei der Messung und somit bei dirsBung der Daten, auf die die
gesamte Auswertung aufbaut, oft Hintergrundstragplumit erfasst, die die

Ergebnisse nachhaltig beeinflusst.

64



4. Diskussion

Klonogener Assay

Der Tod einer Zelle kann durch Apoptose und durcbkrise eintreten. Bei
Apoptose, dem sogenannten programmierten Zelltedst@rt sich die Zelle durch
Aktivierung von Proteasen und Nukleasen selbst. réfith eine Korrelation
zwischeny-Bestrahlung von Zellen und Eintritt der Apoptosehgewiesen werden
konnte (Akimoto et al., 1999), ist die Apoptoseiktion bei Bestrahlung mit
a-Partikeln, wie im Fall vos**Bi widerspriichlich, Seidl et al. (2005) stelltedimer
Studie, die den Zelltod von HSC45-M2 Zellen nackulmation mit?**Bi-d9Mab
untersuchte, fest, dass die Apoptoseinduktion @seln Fall keine Rolle spielt. Bei
verschiedenen anderen Zelllinien hingegen, wie Hemphomzellen EL-4, den
Prostatazellen PC 3 und isolierten Lymphozyten Meunka&miepatienten konnte eine
Apoptoseinduktion nachgewiesen werden (Macklis let 1892, Li et al.,, 2002,
Vandenbuckle et al., 2003). Ob eine Tumorzelle hndBestrahlung mit
a-Partikeln durch Apoptose oder durch Nekrose zun@eweht, scheint also von der
verwendeten Tumorzelllinie abzuhéangen (Seidl et 2005, Pouget et al., 2001,
Abend et al., 2003). Zu den OV-MZ-6-WT Zellen, dgmredieser Studie untersucht
wurden, liegen in Bezug auf Apoptoseinduktion bkigkrose nach Behandlung mit
213Bj- Radioimmunkonjugaten keine Daten vor.

Miederer (2003) stellte fest, dass die NekroseZadlen, die durch Behandlung mit
?13Bj-Radioimmunkonjugaten verursacht wird, seine @rien Ursache in einer
passiven Schadigung der DNA im Zellkern der Tumitgzkat. Es konnten nach
Inkubation von MDA-MB 435/S Zellen mit ?*Bi-6H8 bei einer
Aktivitdtskonzentration von 740 kBg/ml in 50% der ellén
Chromosomenaberrationen festgestellt werden.

Die klonogenen Tests dienten zur Ermittlung dergjsehen Zytotoxizitat det*Bi-
PankoMab Radioimmunkonjugate im Vergleich zu despeaifischen’**Bi-BSA
Konjugaten in Abhangigkeit von der Aktivitatskons@tion. Die Zytotoxizitat
wurde an HSC45-M2 Zellen sowie an OV-MZ-6-WT Zellamtersucht.

Da ?*Bi-PankoMab spezifisch an MUC1 exprimierende Zellindet, war zu
erwarten, dass die durch die spezifischen Radioinkanjugate hervorgerufenen
Schéaden starker sind als die duftBi-BSA hervorgerufenen.

Des Weiteren sollten OV-MZ-6-WT Zellen duréfBi-PankoMab Radioimmun-
konjugate starker geschadigt werden, als die H3@2%ellen, da OV-MZ-6-WT
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Zellen im Mittel 93.000 Antigenbindungsstellen aefaen, wohingegen bei HSC45-
M2 Zellen keine Antigenbindungsstellen ermitteltrden konnten.

Fur die entsprechenden klonogenen Tests wurderOMdMZ-6-WT Zellen einer
niedrigen Passagezahl mit nachgewiesener Antikékp&genbindung verwendet.

Es konnte sowohl fur die OV-MZ-6-WT Zellen als aucin die HSC45-M2 Zellen
eine zytotoxische Wirkung def3Bi- PankoMab Radioimmunkonjugate bei
Aktivitdten zw. 18,5 kBg/ml - 1850 kBg/ml nachgeseés werden.

Die Auswertung der klonogenen Tests erfolgte stahsiert durch mikroskopische
Auszahlung der Zellklone, die sich nach einer Irdtidnszeit von 10 d gebildet
hatten. Ein direkter Vergleich des Uberlebens deted nach Beimpfung mitBi-
PankoMab mit anderen Studien ist leider nicht n@bglda im Moment noch keine
anderen wissenschaftlichen Arbeiten existieren,sité mit der Zytotoxizitat von
213Bj-PankoMab Radioimmunkonjugaten beschaftigen. reddi kann man die in
dieser Studie gewonnenen Daten, den Daten, dieghelzider Zytotoxizitat von
213Bj-Radioimmunkonjugaten an anderen Tumorzelllinierd unter Verwendung
anderer Antikorper ermittelt wurden, gegeniberstell Seidenschwang (2006)
untersuchte das zellulare Uberleben unter anderedea Zelllinien MDA WTAO9,
L929 WT/A9 sowie HSC45-M2. Als Antikoérper wurden spezifischati-d9-E-
Cadherin Antikorper sowie anti-d8-E-Cadherin Antiy@& verwendet. Das
Radionuklid war wie in dieser Studi&Bi. Abbas Rizvi et al. (2002) untersuchte die
Zytotoxizitat von ?**Bi-anti-CD33-Konjugaten an CD33 positiven HL 60 [Eel
Ranson et al. (2002) ermittelt die ZytotoxizitanvadBi-markierten Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor Typ 2 an den Mammakarzinomzeliiéen MDA MB-231 und
MCF-7. Neben der Verwendung von anderen Antikorpera Zelllinien ergibt sich
das Problem, dass in den Studien die Aktivitatamtnpro ml, sondern nur in kBq
angegeben werden, was einen Vergleich der Ergebk@splett unmoéglich macht.
In dieser Studie wurde die Aktivitat immer in 1rdrabreicht und wird deshalb auch
immer in kBg/ml angegeben. Desweiteren wird in @edeStudien oftmals das
zellulare Uberleben mit Hilfe von XTT-Assays uriti-Thimidininkorperierung

quantifiziert.
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Zytotoxischer Effekt von #°Bi-PankoM ab und #*Bi-BSA

Die unspezifische Wirkung vaitBi-Radioimmunkonjugaten konnte anhand der mit
213Bj-BSA inkubierten klonogenen Assays gezeigt werddfit Erhéhung der
Aktivitatskonzentration konnten mehr Zellen gescptidverden, es liegt also eine
indirekte Beziehung zw. der eingesetzten Aktivitatl dem klonogenem Uberleben
vor. Da BSA nicht an Tumorzellen bindet, ist diedRktion des klonogenen
Uberlebens nahezu ausschlieBlich auf den Crosékeezuriickzufiihren (Seidl et
al. 2005) In dieser Versuchsreihe konnte eine Riéalukles klonogenen Uberlebens
schon mit 18,5 kBg/ml auf 85,5% (OV-MZ-6-WT) bzwauf 94,4% (HSC45-M2)
ermittelt werden. Die Reduktion des klonogenen Uirens stellt sich als indirekt
proportional zur verwendeten Aktivitat dar und nitmmit steigender Aktivitat zu.

Im Vergleich hierzu sollte nun die spezifische zgkische Wirkung des$Bi-
PankoMab gezeigt werden. Nach Inkubation THBi-PankoMab der Aktivitat 18,5
kBg/ml zeigte sich eine Reduktion des klonogeneerigibens auf 57,2% (OV-MZ-
6-WT) und auf 88% (HSC45-M2). Diese Reduktion lasshe spezifische
zytotoxische Wirkung de$*Bi-PankoMab an den OV-MZ-6-WT Zellen vermuten.
Besonders deutlich wird die Reduktion des klonogetierlebens bei hoheren
Aktivitaten, das klonogene Uberleben der OV-MZ-6-WZellen wurde mit
148kBg/ml **Bi-PankoMab auf 9,4% bef'Bi-BSA dagegen nur auf 43,1%
reduziert. Das klonogene Uberleben der HSC45-M&Aaburde bei Inkubation mit
148kBg/ml #*Bi-PankoMab auf 50% bef'Bi-BSA dagegen nur auf 67,5%
reduziert.

Die starkere Reduktion des klonogenen Uberlebenshd&Bi-PankoMab im
Vergleich zu*3Bi-BSA, sowie die starkere Reduktion des klonogetikerlebens
der OV-MZ-6-WT Zellen gegeniiber den HSC45-M2 Zellkonnte bei allen
verwendeten Aktivitdten gezeigt werden: Bei Inkiudnmatvon 74 kBg/ml, 277
kBg/ml, 740 kBg/ml***Bi-PankoMab reduzierte sich das klonogene Uberletsm
OV-MZ-6-WT Zellen auf 49,9%, 0%, 0% und das der HS@12 Zellen auf 65%,
25%, 0%. Bei Inkubation vofi*Bi-BSA derselben Aktivitaten auf 59,6%, 17,1%,
0,5% (OV-MZ-6-WT) und 72,4%, 37,3%,0% (HSC45-M2).

Fur alle Zellen, die mit**Bi-PankoMab inkubiert wurden, wurden die spezifesch
Aktivitat, das Antikorper/ Antigenverhaltnis (nureib OV-MZ-6-WT) und das
Verhaltnis zw#*Bi-Molekiilen und eingesetztem MAK berechnet:
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Bei Inkubation mit 740 kBg/mf**Bi-PankoMab konnte eine spezifische Aktivitat
von 933 MBg/mg MAK errechnet werden, d.h. 1 MAK vaa03 war mit***Bi
markiert. Das MAK/AG-Verhéltnis betrug 6,9x1@ei Inkubation mit 278 kBg/ml
213Bj-PankoMab konnte eine spezifische Aktivitat vdf(02MBg/mg MAK errechnet
werden, d.h. 1 MAK von 4000 war mit*Bi markiert. Das MAK/AG-Verhaltnis
betrug 9,5x18 Bei Inkubation mit 148 kBg/ml konnte eine spesifie Aktivitat 341
MBg/mg MAK errechnet werden, d.h. 1 MAK von 2700nwait >**Bi markiert. Das
MAK/AG-Verhéltnis betrug 3,4x10 Bei Inkubation mit 74 kBg/mi**Bi-PankoMab
konnte eine spezifische Aktivitat von 220 MBg/mg MArrechnet werden, d.h. 1
MAK von 4137 war mit***Bi markiert. Das MAK/AG-Verhaltnis betrug 2,5x10
Bei Inkubation von 18,5 kBg/mi**Bi-PankoMab wurde eine spezifische Aktivitét
von 219 MBg/mg MAK berechnet, d.h. 1 MAK von 4324mmit **Bi markiert.
Das MAK/ AG-Verhaltnis war 6,9x10

Eine spezifische zytotoxische Wirkung vBrBi-PankoMab konnte im Vergleich zu
2IBj.-BSA an OV-MZ-6-WT Zellen nachgewiesen werden. sD&lonogene
Uberleben von OV-MZ-6-WT Zellen wird im Vergleichum klonogenem Uberleben
von HSC45-M2 durcR*Bi-PankoMab starker reduziert. Dies kann durchimliden
Antikorperbindungstests nachgewiesenen hoheren uBgstaten von 2*Bi-
PankoMab an OV-MZ-6-WT Zellen zustande kommen.

Ob die beiden verwendeten Zelllinien Unterschiededer Strahlensensibilitat
aufweisen, ist nicht bekannt. Des Weiteren konmte direkten Vergleich von
klonogenem Uberleben von HSC45-M2 Zellen unter \éemung vorf**Bi-anti-d9-
E-Cadherin bzw?!Bi-anti-d8-E-Cadherin gezeigt werden, dass HSC452éRen
auch bei Verwendung eines nicht spezifischen Amp&is eine Reduktion im
klonogenen Uberleben aufwiesen (Seidenschwang,)200§ewissem Sinne konnte
dies in dieser Studie auch gezeigt werden, da die"'fBi-PankoMab inkubierten
Zellen eine starkere Reduktion des klonogenen Bberls aufwiesen, als die mit
?1Bi-BSA inkubierten HSC45-M2 Zellen, obwohl in dercafchard Tests keine
Antigenbindung ermittelt werden konnte und die Bingsraten in einem im
Vergleich zu den OV-MZ-6-WT Zellen sehr geringenr&eh lagen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich eusind dieser Studie
durchgefuhrten Zytotoxizitatstests die Vermutungeeispezifischen Wirkung des

213Bj-PankoMab Konjugats dufern lasst, diese abet rindeutig zu beweisen ist.
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Biodistribution von i n-PankoM ab

Fur einen potentiellen klinischen Einsatz de$Bi-PankoMab ist neben der
zytotoxischen Wirkung auch die Kinetik de€$®Bi-Radioimmunkonjugats  im
Organismus entscheidend. Die Biodistribution gibte dAnreicherung des
Radioimmunkonjugats in den verschiedenen Gewebed wm Tumor eines
Versuchstieres wieder.

Huber (2003) untersuchte die Biodistribution VomBi-d9MAk nach i.p Injektion in
Nacktmausen, die eine Peritonealkarzinose mit HS9@2%ellen entwickelt haben,
unterteilt in Mause mit/ ohne Aszites. In der $&ukbnnte gezeigt werden, dass bei
spezifischen RIK der Tumor/ Blut-Quotient Uber ldumei unspezifischen unter 1
lag.

Auch wenn in dieser Studie OV-MZ-6-WT Zellen ufidBi-PankoMab verwendet
wurden, reprasentiert der Tumor/Blut-Quotient dieegéniberstellung von zu
erwartender therapeutischer Effizienz und Toxizifaine weitere entscheidende
GroRe zur Beurteilung der Verteilung der Aktiviiat der prozentuale Anteil des
injizierten Radioimmunkonjugats pro Gramm Gewebe.

Der hochste Tumor/Blut-Quotient konnte 6 Wocheahnokulation von OV-MZ-
6-WT Zellen und 1 h nach Injektion van'in-PankoMab ermittelt werden. Dieser
betrug 3,7 und errechnete sich aus den Mittelweden Messwerte der kleinen
Tumorknotchen (kleine Tumorkndtchen 6,5 +/- 2,8%tzierte Aktivitat/g/ Blut 1,8
+/- 0,1% injizierte Aktivitat/g). 3 h nach Injektiodes™in-PankoMab wurde wider
Erwarten ein Abfall des Tumor/Blut-Quotienten aufl 3ermittelt (kleine
Tumorknotchen 7,3 +/- 1,5% injizierte Aktivitat/d@dlut 2,3 +/-0,54% injizierte
Aktivitat/g). Dies deutet héchstwahrscheinlich aifie Abspaltung de$“Bi vom
PankoMab hin. Diese Beobachtung spielt aber firEiesatz vorf*3Bi-PankoMab
eine eher untergeordnete Rolle,’d®i mit 46 min eine relativ kurze HWZ aufweist
und die zytotoxische Wirkung deshalb vor allemeitralb der ersten Stunde zu
erwarten ist. Nach 3 h also ca. 4 Halbwertszeited sur noch 6% der injizierten
Aktivitaten vorhanden.

Der errechnete Tumor/Blut-Quotient flr die groRemmbren betrug 1 h nach
Injektion von?3Bi-PankoMab 3,3 (groRer Tumor 5,8 +/-3,6% injizieftktivitat/g)
und fiel 3 h nach Injektion auf 1,7 (grol3er Tumds 2/-1,63% injizierte Aktivitat/g)
ab. In Prozent ausgedruickt lief3 sich also ein Alofe$ Tumor/Blut-Quotienten fir
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die kleinen Tumorkndtchen um ca. 16% und fir die3g@n Tumorknétchen um ca.
49% ermitteln. Auch die Tumor/Blut-Quotienten dembrinfiltrierten Organe, wie
Peritoneum und Pankreas, lagen iber 1. Die Aktsknzentration de$'*Bi-
PankoMab in tumorinfiltrierten Gewebe bzw. im Tumselbst konnte somit
nachgewiesen werden.

Eine Retention des Radioimmunkonjugats nach i.pektion bei bestehendem
Aszites, wie durch Huber (2003) im Mausmodell ggz&ierden konnte und durch
Hnatowich et al. (1988) in einer Phase | Studiehnap. Injektion von®Y
markiertem Antikérper gegen Ovarialkarzinom gezeigrden konnte, konnte auch
fur !n-PankoMab nachgewiesen werden. Die Blutwerte \dersuchstiere mit
Aszites und Peritonealkarzinose sind mit 1,8 1390 jnjizierte Aktivitat/g nach 1 h
und 2,3 +/-0,5% injizierte Aktivitat/g nach 3 h diézh niedriger als die der
Kontrollgruppe (3,7 +/- 2,3% injizierte Aktivitat/gnach 1 h und 12 +/-2,28%
injizierte Aktivitat/g nach 3 h).

In einer anderen Versuchreihe, die die Frihphasepeetonealen Streuung beim
Menschen nachstellen sollte, wurden 24 h nach fiojekon jeweils 1x10 HSC45-
M2 und OV-MZ-6-WT Zellerf**Bi-PankoMab injiziert und die Verteilung nach 1 h
und nach 3 h ermittelt.

Besonders auffallig waren die hohen Aktivitatskarizgtionen von Peritoneum
(21,5% injizierte Aktivitat/g) 1 h und 3 h (11,3%jizierte Aktivitat/g) nach
Injektion von **in-PankoMab bei Inokulation von OV-MZ-6-WT ZelleAnalog
dazu verhielten sich die gemessenen Aktivitatskiomagonen von Peritoneum bei
HSC45-M2 Zellinokulation, 1 h (23,6% injizierte Aktat/g) und 3 h (12,9%
injizierte Aktivitat/g) nach'*in-PankoMab Injektion.

Des Weiteren wurden hohe Aktivitatskonzentrationen Pankreas 1 h (23,6%
injizierte Aktivitat/g) und 3 h (16% injizierte Akfitat/g) nach'*in-PankoMab
Injektion bei OV-MZ-6-WT Zellinokulation gemesseuch nach HSC45-M2
Zellinokulation konnten im Pankreas hohe Aktivikiszentration 1 h (20%
injizierte Aktivitat/g) und 3 h (11% injizierte Akiitat/g) nach'*in-PankoMab
Injektion gemessen werden.

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dassdiefTumorzellen schon in der
Frihphase im Bereich des Peritoneums und des Remkrdagern. Dies entspricht
einer Studie von Senekowitsch-Schmidtke et al. 1200 der die Entwicklung einer
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4. Diskussion

Peritonealkarzinose nach i.p. Inokulation von IX1I0DA-MB-435S Zellen

beschrieben wurde.
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5. Zusammenfassung

Mucine gehdren zu einer Gruppe von Glykoproteine, die in hohem Mal glykosiliert
sind und sich in sekretorische und membrangebundene Typen einteilen lassen.
MUCI gehort zu den membrangebundenen Typen und wird vor allem auf
glanduldren Epithelzellen exprimiert. Wenn eine Zelle, die MUCI an der Oberfliche
tragt, maligne entartet, erhoht sich die Expression von MUCI dramatisch. Der
extrazellulire Anteil von MUCI setzt sich aus einer variablen Anzahl von
Tandemwiederholungen zusammen, wobei jede Tandemwiederholung aus 20
Aminosduren besteht, deren Glykosilierung variabel ausgepriagt ist. MUC1 kann an
der Oberfliche von verschiedensten Tumoren wie z.B. Ovarialkarzinomen,
Mammakarzinomen und Karzinomen des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen
werden.

Ziel dieser Studie war die Evaluierung des moglichen Einsatzes des PankoMab im
Rahmen einer o-Radioimmuntherapie mit *"’Bi. Dazu wurde die Zytotoxizitit des
21Bj-PankoMab Radioimmunkonjugats in vitro an HSC45-M2 Magen- und OV-MZ-
6-WT Ovarialkarzinomzellen sowie die Biodistribution des *'’Bi-PankoMab in
Nacktméusen mit und ohne intraperitonealem Tumor untersucht.

Die Bindung von PankoMab wurde mittels Antikdrperbindungstests an Magen-
(HSC45-M2) und Ovarialkarzinomzellen (OV-MZ-6-WT) untersucht. Dazu wurden
jeweils 3x10° Zellen mit *’Bi-PankoMab fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach der
Auftrennung in Pellet und Uberstand erfolgte die Aktivititsbestimmung. Die
Bindung des PankoMab wurde auch mittels Immunfluoreszenz untersucht. Die
Quantifizierung der PankoMab-Antigenbindungsstellen wurde fiir die HSC45-M2
und die OV-MZ-6-WT Zellen mittels Scatchardtests durchgefiihrt. Die Zytotoxizitat
von *’Bi-PankoMab wurde mittels klonogener Tests untersucht, dazu wurden 50 bis
100 HSC45-M2 Zellen bzw. OV-MZ-6-WT Zellen in 24 Well Platten ausgesit und
nach 24 h mit *"’Bi-PankoMab verschiedener Aktivititen (0-1850 kBq) behandelt.
Um die Biodistribution des Radioimmunkonjugats zu untersuchen, wurde
Nacktméusen von Typ Swiss nu/ nu 1x10” HSC45-M2 bzw. OV-MZ-6WT Zellen
inokuliert, diesen nach 24 h, 3 Wochen und 6 Wochen 2BBi- bzw. ""n-PankoMab
1.p. injiziert und die Aktivitdtskonzentrationen in verschiedenen Organen nach 1 h

und 3 h bestimmt.
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5. Zusammenfassung

Die Bindung des PankoMab an HSC45-M2 und OV-MZ-6-WT Zellen wurde durch
Immunfluoreszens, Scatchard- und  Antikdrperbindungstests nachgewiesen und
quantifiziert. Fiir die OV-MZ-6-WT Zellen konnte eine Bindung zwischen 4,1% und
36,8% ermittelt werden. HSC45-M2 Zellen zeigten Bindungen zwischen 2,4% und
7,6%. In der Immunfluoreszenz stellten sich HSC45-M2 Zellen sowie OV-MZ-6-WT
Zellen positiv dar. Durch die Scatchard Tests konnte fiir die OV-MZ-6-WT Zellen
zwischen 52.800 und 94.400 MUC1 Molekiile, d.h. PankoMab Bindungsstellen pro
Zelle, ermittelt werden.

Die Ergebnisse der Antikorperbindungstests und der Scatchard Tests lassen den
Riickschluss zu, dass die Anzahl der vom PankoMab erkannten Antigene auf der
Zelloberfliche mit steigender Passagezahl abnimmt.

In den Zytoxizititstests konnte gezeigt werden, dass *'°*Bi- PankoMab das klonogene
Uberleben von OV-MZ-6-WT Zellen im Vergleich zu *°Bi-BSA stirker reduziert.
Die Reduktion nahm mit steigenden Konzentrationen (18,5-1850KBq) zu.

Sechs Wochen nach Tumorzellinokulation (OV-MZ-6-WT) konnte eine erhohte
Aktivititskonzentration von '''In-PankoMab 1 h nach i. p. Injektion in
Tumorgewebe sowie tumorinfiltriertem Gewebe nachgewiesen werden. Nach 3 h
konnte im Tumor bzw. tumorinfiltriertem Gewebe ein Riickgang der
Aktivitdtskonzentration nachgewiesen werden, was auf eine Dissoziation von
PankoMab und *"*Bi hindeutet.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass in dieser Studie eine spezifische in vitro
Toxizitit von *"’Bi-PankoMab an OV-MZ-6-WT Zellen gezeigt werden konnte und
eine tumorspezifische Verteilung des PankoMab Radioimmunkonjugats im
Organismus  vorliegt. Aus diesen Griinden konnte die *"’Bi-PankoMab
Radioimmuntherapie eine viel versprechende Option zur Behandlung des

Ovarialkarzinoms sein.
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