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1 Einleitung

Beginn des Endes
Ein Punkt nur ist es, kaum ein Schmerz,
Nur ein Gefuhl empfunden eben;
Und dennoch spricht es stets darein,

Und dennoch stort es Dich zu leben.

Wenn Du es andern klagen willst,
So kannst Du’s nicht in Worte fassen.
Du sagst Dir selber: ,Es ist nichts!®

Und dennoch will es Dich nicht lassen.

So seltsam fremd wird Dir die Welt,
Und leis‘ verlasst Dich alles Hoffen,
Bis Du es endlich, endlich weil3t,

Dass Dich des Todes Pfeil getroffen.

Mit diesem Gedicht beschrieb einer der bedeutsandstatschen Novellisten, Theodor
Storm, sein erlittenes Leid verursacht, durch &renkheit, deren Diagnose ihm selbst

nie eroffnet wurde. Am 4. Juli 1888 verstarb ThaoBtmrm am Magenkarzinom.

Trotz abnehmender Inzidenz seit Mitte des 20. Jdaldérts hat das Magenkarzinom
groRe Klinische Relevanz. Veranderte Lebensgewdatemheund multimodale

Therapieoptionen konnten die Inzidenz und Mortalis&nken. Dennoch besteht,
insbesondere bei fortgeschrittenen Tumorstadienteree klinischer Handlungsbedarf

zur Reduktion der Sterblichkeit und zur Verbessgrder Lebensqualitét.
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Aktuell sind die therapeutischen Optionen bei fesichrittenen Tumorstadien limitiert
und die Prognose bei initialer oder nach Diagnosireiender Peritonealkarzinose
infaust. Neben der operativen Behandlung, Chemad Sitrahlentherapie wurden
vermehrt Optionen einer lokalen intraperitonealep.)( Applikation von Antikdrpern
(AK) bei der Carcinosis peritonei diskutiert (Sesrdét al., 2006).

Die Radioimmuntherapie (RIT) mit Koppelung von Radikliden an
tumorzellspezifische AK erbrachte in der Behandlumgn Tumorerkrankungen
préklinische und klinische Erfolge.

Experimentelle Arbeiten zeigten die Option, derzsfischen RIT mit?**Bismut ¢%Bi),
gebunden an einen monoklonalen AK gegen die delfaH&tion des E-Cadherin Gens
(d9MAK), zur Therapie der Peritonealkarzinose ddfusen Magenkarzinoms. Bei
nachgewiesener Epithel-Cadherin Genmutation am EXdd9-E-Cad) der humanen
Siegelringkarzinomzellen vom Typ 45-M2 (HSC45-M2) onkte nach
Radioimmunkonjugatapplikation eine Tumorzellredokti und eine erfolgreiche
Behandlung in Vitro und in Vivo am Mausmodell beclizt werden (Beck et al., 2007;
Becker et al., 1994; Huber, 2003; Huber et al.,320@enekowitsch-Schmidtke et al.,
2001).

Vor klinischer Anwendung de$"Bi-d9MAk-Konjugats zur Therapie der Carcinosis
peritonei des diffusen Magenkarzinoms am Patierdgtaint eine Optimierung der
Therapie mit fraktionierter RIK-Applikatiomus. Auf Grund der aktuell begrenzten
Verfugbarkeit vorf**Bi wird die fraktionierte i.p. Applikation von gemjen Aktivititen
Uberprift. Des Weiteren sollen verbesserte Erkesseniber die induzierte Toxizitét

auf den Organismus am Tiermodell evaluiert werden.

1.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognose des Magenkairroms

Die jahrliche Neuerkrankungsrate am Magenkarzinom der Bundesrepublik
Deutschland wurde fur das Jahr 2000 auf ca. 21Béfsonen (Manner 11.000,
Frauen 10.000) geschatzt. Weltweit wurden im Jab®22fir das Magenkarzinom
934.000 Diagnosen gestellt und nach Erkrankunggjiéaifen nimmt das
Magenkarzinom den 4. Platz nach Lungen-, Mammaloikound Rektumkarzinomen
ein. Insgesamt ist das Magenkarzinom bei Mannezrsechsthaufigste und bei Frauen
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die funfthaufigste Krebstodesursache. Manner ekaanm Durchschnitt mit 68 Jahren
und Frauen mit 74 Jahren am Magenkarzinom (beiidagster Neuerkrankungen mit
fortschreitendem Alter) (Parkin et al., 2005; Sendlt al., 2006). Nach Ergebnissen des
National Cancer Institute, ermittelt anhand der Wajon der U.S.A., wurde die
Diagnose bei ca. 0,1 % unter dem 20. Lebensjaltr%l,zwischen dem 20. und
34. Lebensjahr sowie 4,6 % zwischen dem 35. und_dBensjahr gestellt (mit weiter
steigender Inzidenz mit zunehmendem Alter) (Nati@encer Institute, 2008).

Seit 1985 ist die weltweite Anzahl neuer Erkranlgfalie um ca. 15 % gesunken
(Parkin et al., 2005). Die internationale Regrassler Erkrankungszahlen lasst sich auf
eine  verbesserte Konservierung der  Nahrungsmittelnd u gestindere
Ernahrungsgewohnheiten zurickfiihren. Dies spiegielt auch in den international
unterschiedlichen Neuerkrankungsraten wieder. padaChina, Finnland und einigen
osteuropaischen Landern erkranken bis zu dreimalfiget Menschen am
Magenkarzinom als in der Bundesrepublik DeutschlanWeitere hohe
Neuerkrankungensraten gibt es in Chile, Kolumbied Yenezuela.

Als éatiologische Faktoren bestehen neben genetis¢heslésern (Mutationen des
E-Cadherin Gens, bekannte hereditare Karzinomsymelnand unbekannte Mutationen
bei familiarer Haufung) beeinflussbare Erndhrungsidd Umweltfaktoren (hoher
Nitratgehalt der Nahrung, Alkohol, Tabakkonsum, rgaoische Staube) und
Erkrankungen mit erhéhtem Karzinomrisiko (Helicateacpylori Gastritis, chronisch
atrophische Antrumgastritis, Zustand nach Magemetsgktion, adenomatdser
Magenpolyp oder Morbus Ménétrier).

Auf Grund der Lokalisation wird zwischen proximalend distalen Adenokarzinomen
unterschieden. In tUber 80 % aller Falle handelsies um distale Adenokarzinome,
welche eine eindeutige Korrelation mit Helicobagigiori Infektionen aufweisen.
Magenfriihkarzinome, die auf Mukosa bzw. Submukeszrankt bleiben, haben trotz
maoglicher lymphogener oder hamatogener Metastagjegine sehr gute, 95 %ige bzw.
85 %ige, 5-Jahrestberlebensrate. Fortgeschritteaezidbme zeichnen sich durch
Uberschreiten der Submukosa mit Eindringen in daeniba muscularis propria aus
(Borchard, 2001; Herold et al., 2006; Sendler et 2006). Bei Durchbrechen der
Submukosa liegt die 5-Jahresiiberlebensrate bejligudi20 % - 30 % (Cunningham et
al., 2006).
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Hinsichtlich ihres Adhéasionsverhaltens werden dieagkhkarzinome nach Laurén
klassifiziert. HOher differenzierte Adenokarzinomassoziiert mit einer besseren
Prognose, weisen ein koharentes, expansives Waatstuhalten auf und werden als
intestinaler Typ bezeichnet. Im Gegensatz dazu twees diffuse Typ als gering
differenziertes Karzinom, auf Grund seines inftiran Wachstumsmusters, mit
mangelnder Begrenzung und friher Lymphknotenmedigstang eine schlechtere
Prognose auf. Das diffuse Wachstum ist in 50 % Ffdle durch eine Mutation im
Zelladhasionsmolekiul E-Cadherin  bedingt. Als Besohdit des diffusen
Magenkarzinoms gilt ein haufiges Vorhandensein amglularer Muzintropfchen,
wodurch der Tumorzellkern randstandig verdrangtiwind das Bild eines Siegelrings
entsteht. Dieser Tumortyp wird als diffus-siegeddalliges Karzinom bezeichnet
(Becker et al., 2004; Borchard, 2001; Herold et2006; Sendler et al., 2006).

Durch kavitare oder kontinuierliche Metastasierunitf, insbesondere beim diffus
wachsenden Karzinom, eine rasche peritoneale Tuwetabzsiedlung ein.
Morphologisch zeigt sich die Peritonealkarzinosecduliffuse weil3lich bis gréuliche
Verdickungen oder knotige Strukturen des Peritorsiiank, 2001).

Fur die Prognose ist insbesondere das TNM-Stadiema§ der Union internationale
contre le cancer (UICC) bei Erstdiagnose entscheiddurch steigende Anzahl
durchgefuhrter Gastroskopien in den letzten 20efaist der Anteil der im Stadium |
(Magenfrihkarzinom mit/ohne 1-6 Metastasen iniaefyen Lymphknoten bzw.
Muscularis propria oder Subserosa infiltrierendem®r) diagnostizierten Patienten auf
etwa 30 % angestiegen (Herold et al, 2006; Semdlak, 2006).

Entscheidend fur das Langzeitiberleben ist die B&eRtion des Tumors mit
Lymphadenektomie, welche bei lokal begrenzten Stadstadien IA, 1B und Il nach
UICC) in ca. 95 % der Falle moglich ist. B&k aller Patienten liegt bereits bei
Diagnosestellung ein lokal fortgeschrittenes Turtaalism (Stadien IIIA, [IIB, IV nach
UICC) vor und eine RO-Resektion ist nur noch in%0der Falle erzielbar. Nach
palliativer Resektion betragt das mediane Uberlelegliglich 6 - 8 Monate und die
operative Therapie dient hierbei primar der Vermeg lokaler Komplikationen
(Sendler et al., 2006). Das mediane Uberleben \atieften mit Peritonealkarzinose
betragt sogar nur 3 - 6 Monate und ist bei Aszaebweis oder grof3en peritonealen

Tumormassen noch kirzer (Sadeghi et al., 2000).
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1.2 Therapie des Magenkarzinoms

Nach klinischer Manifestation oder praklinischea@nose ist die operative Resektion
des Tumors die Basis einer suffizienten Therapiebéw operativer Therapie sind
neoadjuvante bzw. adjuvante Behandlungsverfahrém,Glaiemo- und Radiotherapie,
die wichtigsten therapeutischen Modalitaten zurbéeserung des progressionsfreien
Uberlebens.

Seit Ende 1950 wurden systemische Chemotherapienden Behandlung des
Magenkarzinoms eingesetzt. Eine rein adjuvante Olleenapie zeigte lediglich méaRige
und statistisch limitierte Uberlebensvorteile. Dipostoperativ durchgefiihrte
Radiotherapie wies eine verbesserte lokoregionalmorkontrolle auf, aber keinen
Vorteil im 5-Jahresiberleben im Vergleich zu repetiven Therapieverfahren oder
zur Operation in Kombination mit Chemotherapie (ldaéy et al., 1994). Selbst nach
optimaler chirurgischer Resektion des PrimartumardKombination mit adjuvanter
Strahlen- und Chemotherapie lag die 5-Jahresuleréeate bei ca. 50 % (lllert et al.,
2005).

In den Stadien Il und Il gemafR der UICC wird dendatz von perioperativer Chemo-
und Radiotherapie kontrovers diskutiert. Insbesomdeei nicht zufriedenstellendem
chirurgischen Ergebnis zeigte sich ein therapeuis8enefit nach Durchfihrung einer
adjuvanten Radiochemotherapie (Lordick et al., 2Q@#dick und Siewert, 2005). Im
Vergleich zur reinen Operation konnten in der randterten Studie von Macdonald et
al. (2001) eine signifikante Reduktion der Lokaidézate und eine signifikante
Verbesserung des medianen Uberlebens nach 3-jahrigéollow-Up nach
postoperativer Radiochemotherapie (fraktioniertekyiane Radiotherapie bis 45 Gy
und Chemotherapie mit 5-Fluorouracil und Leukovebelegt werden. Die pra- und
postoperative Chemotherapie, bei potentiell resddtaTumorerkrankung, mit ECF
(Epirubicin, Cisplatin, 5-Fluorouracil) in Kombinah mit operativer Resektion versus
(vs.) alleiniger chirurgischer Therapie zeigteneairlUberlebensvorteil zugunsten der
intravenose (i.v.) Chemotherapie. Die 5-Jahres@berisrate lag bei 36 % bzw. 23 %
(Cunningham et al., 2006).

Die gezielte und suffiziente Therapie der Peritti@ainose erscheint aktuell als nicht
madglich und eine standardisierte Therapiemodalstéhicht vorhanden. Patienten mit
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lokal fortgeschrittenen Tumoren oder bei vorhandgreitonealer Metastasierung mit
(Sub-) lleus und Aszitesproduktion kdnnen durchtevei palliative Therapieverfahren
wie endoskopische Resektion und StentimplantatRadio- und/oder Chemotherapie,
Nd:YAG-Lasertherapie, Argonplasmakoagulation undrkp@ne endoskopische
Gastrostomie supportiv unterstitzt werden (Seneliel., 2006). Es hat sich gezeigt,
dass der Nachweis von freien Tumorzellen in deritétezallavage vor kurativer
Resektion eine signifikante Reduktion der 5-Jatved&bensrate von 71,9 % auf 35 %
(p <0,001) erbrachte (Rosenberg et al., 2006). hAmach kurativer Resektion
entwickelten 40 % - 50 % der Patienten nach 1al¥eh ein lokoregionales Rezidiv
und bei 20 % - 30 % der Patienten, die fir ein@twe Resektion geplant waren, zeigte
sich intraoperativ eine peritoneale Metastasieruhg. Reduktion der Lokalrezidivrate
und zur Therapie der Peritonealkarzinose wurdeetntdr Zeit der Einsatz der i.p.
Chemotherapie z.B. mit Mitomycin C/Cisplatin/Etogbeder Docataxel/Carboplatin in
Kombination mit i.v. Methotrexat und 5-Fluorouraéidministration erprobt (Yan et
al., 2006). Die Ubersichtsarbeit von Yonemura e(2007) zeigte, dass die systemische
Chemotherapie, wegen der bestehenden physiologischigarriere  zwischen
Peritonealraum und BlutgefaRen, zu keinem Uberlglmteil der Patienten fiihrte. Aus
diesem Grund ist die i.p. Applikation der Pharmata favorisiern, um hdhere
Medikamentenkonzentrationen am Wirkungsort erzigdankdonnen. Ziel der frihen
postoperativen i.p. Chemotherapie ist, die Adharemz frei flottierenden Tumorzellen
zu verhindern. Studien zeigten, dass die hypertiseira i.p. Perfusionschemotherapie
auf Grund der geringen Eindringtiefe (1 - 2 mm) fiir Tumorknétchen bis maximal
3 mm geeignet ist. Die Peritonektomie wurde 199Stnealig als therapeutische
Modalitat zur Therapie der Peritonealkarzinose hesben und wird heute in
Kombination mit anderen Therapieverfahren eingéseie Durchfiihrung einer
aggressiven chirurgischen zytoreduktiven Therapiet ryperthermischer i.p.
Perfusionschemotherapie und im Anschluss systeeisstandardchemotherapie zeigte
im Vergleich zur systemischen Chemotherapie mitopalliativer Operation bei den
Patienten mit chirurgischer zytoreduktiver Therapiehne makroskopischen
Tumornachweis, ein signifikant besseres Uberlel#a.neoadjuvante Chemotherapie
oder insbesondere die neoadjuvante i.p. Chemotieerkpnnte die Anzahl der

kompletten Zytoreduktionen bei peritonealer Tumbdiesemination erhéhen.
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Phase Il Studien mit Einsatz von Taxanen, TS-1 ubdpecetabine haben
erfolgsversprechende Resultate in der Behandlung peritoneal disseminierten
Magenkarzinomzellen am Patienten erbracht. Pré&kdmg Studien am Mausmodell
zeigten auch Uberlebensvorteile nach oraler GaheGydosin Nukleosid Analoga
(4’-thio-FAC) bei ausgepragter Tumorzelldissemioat{Miura et al., 2002; Yonemura
et al., 2007).

In praklinischen und klinischen Studien wurde Utbiertherapeutische Effizienz der i.p.
Applikation von AK gegen Tumorantigene berichtetadN i.p. Applikation des
Apoptose-induzierenden IgM SC-1 beim disseminieM&agenkarzinom zeigte sich am
Mausmodell ein geringerer Nachweis von Tumorzellem Vergleich zur
Kontrollgruppe (lllert et al., 2005). Beim positivéNachweis bzw. bei Uberexpression
der Antigene (AG) EpCAM (epithelial cell adhesiorolecule) und/oder HER2-neu
(human epidermal growth factor receptor 2) auf Magenkarzinomzellen wurde den
Patienten bei vorhandener peritonealer Metastagjerder entsprechende AK i.p.
appliziert. Die zytotoxischen Effekte der Chemodpee konnten durch Gabe von anti-
HER2MAKk erhoht werden (Heidemann et al., 2001; Konalet1998; Lordick et al.,
2005; Rebischung et al., 2005).

Trotz aktuell erfolgsversprechender therapeutischerséatze steht eine weitere
Optimierung und Verbesserung der Therapie der dhevdtlkarzinose beim diffusen

Magenkarzinom aus.

1.3 Karzinoembryonales Antigen als Tumormarker beim

Magenkarzinom

Die Bestimmung von Tumormarkern dient dem Screewioig Patienten hinsichtlich
unterschiedlicher Erkrankungen, der Diagnosestglumd -sicherung mit Beurteilung
der Prognose, der Verlaufskontrolle und Tumorstali@eilung. Tumormarker sind
tumorassoziierte Substanzen (z.B. Proteine, Lipair Kohlenhydrate), welche jedoch
nicht unbedingt tumor- oder organspezifisch sind sich in oder auf den malignen

Zellen befinden oder durch sie induziert werdemgkez et al., 2001).
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Das Glykoprotein ,karzinoembryonales Antigen’ (CE#grcinoembryonales Antigen)
gehdrt zur Immunglobulin-Superfamilie und ist eird= bestetablierten onkofetalen
Tumormarker, dessen normale Synthese im embryonBlearmgewebe sowie in
Pankreas und Leber erfolgt. Erstmals gelang deihWeais des CEA beim humanen
Adenokarzinom des Kolons im Tierversuch 1965 dugdid und Freedman. Klinisch
wichtig ist das Vorkommen des CEA bei entodermalemmoren, wie z.B. dem
kolorektalen Adenokarzinom oder bei benignen Erkuaigen wie Hepatitis,
Leberzirrhose und chronisch entzindlichen Darmekaagen (Bocker et al., 2001,
Gold und Freedman, 1965). Aber auch beim Magent:-4@Pb), Bronchial- (mit 71 %)
und metastasierten Mammakarzinom (mit 54 %) komsnze einem pathologischen
Anstieg der CEA-Konzentration (Lamerz et al., 2001)

Abhangig vom Testverfahren liegt die obere Normgeeder CEA-Konzentration bei
3 -5 ng/ml. Benigne Erkrankungen haben einen BRreion 10 — 15 ng/ml. Werte
Uberl5 ng/ml sind hochst malignitatsverdachtig. Zu Iac ist, dass der
Nikotinabusus die CEA-Konzentration bis 20 ng/mlst@gen lasst und eine
Chemotherapie mit 5-Fluorouracil zu erhéhten Wefitdgmen kann.

Bei einer CEA-Halbwertszeit von 3-8 Tagen (d) koimes ca. 3 Wochen nach
RO-Resektion des Primartumors oder operativer Negasentfernung zur
Normalisierung des Antigenlevels. Die Antigenbestiomg beglnstigt eine friihzeitige
Feststellung von Rezidiven und fuhrt zur signifitean Verbesserung der Operations-
und Uberlebensraten. Bei Patienten mit Kolon- ue#ttBmkarzinomen besteht aktuell
die hochste klinische Relevanz in der Verlaufsbastuing der CEA-Konzentration.
Hierbei korreliert der CEA-Wert mit Stadium und Bnose der Erkrankung. Die
postoperative 2- bis 3-monatige CEA-Bestimmunglistwichtigste nicht invasive und
kostengiinstige Methode zur Entdeckung von Rezidinaten ersten 2 Jahren nach der
Operation.

Messungen der CEA-Konzentration bei Patienten nagdhkarzinom zeigten, dass es
auch bei dieser Erkrankung zu einer Korrelationsetven CEA-Wert und Tumorgrof3e,
Stadium, Invasionstiefe, Lymphknoten-, peritonealed Lebermetastasierung kommt
(Lamerz et al., 2001).

Prognostische Faktoren hinsichtlich der Uberlebeitseim Magenkarzinom sind
neben Tumorstadium, erhéhten Carbohydrate-Antiged 1 (CA19-9) Werten
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(> 60 U/ml) auch praoperativ erhohte CEA-Konzentragio £ 4 ng/ml). Erhohte
praoperative CEA-Werte filhrten zu einer signifikanReduktion des Uberlebens der
Patienten (Reiter et al., 1997; Wolter und Neumei2006). Folglich hat die
CEA-Konzentration auch bei Patienten mit Magenkeuien eine wichtige

prognostische Aussagekratt.

1.4 Radioimmuntherapie

1.4.1 Grundlagen

Das Prinzip der RIT in der Tumorbehandlung besitekier Koppelung von AK mittels

geeigneten Chelatoren an Radionuklide, welche atidimmunkonjugate (RIK) gegen
tumorassoziierte AG von malignen Zellen gerichied sind an diese binden.

Die ersten Ansatze zur Therapie mit AK gegen Tumitem wurden 1895 durch

Hericourt et al. publiziert. 1906 ging Paul Ehrliabf die Option einer Immuntherapie
mit zytotoxischen Substanzen ein (Stigbrand etl8PB6). Ein entscheidender Schritt fur
die Entwicklung der Immuntherapie war die Herstalju von monoklonalen

Antikérpern (MAK) durch In-Vitro-Hybridisierung dah Georg Kohler und Cesar
Milstein (Kéhler und Milstein, 1975).

Anfang der 70er Jahre veroffentlichten die Grup@aennomones et al., Primus et al.
und Goldenberg et al. tierexperimentelle StudienTherapie von humanen Chorion-
oder Kolonkarzinomen mit radioaktiv markierten AKegen das humane
Choriongonadotropin und das CEA. Die Anzahl dergesetzten immunologisch
wirksamen Substanzen in der RIT stieg seitdem starkZur spezifischen Bindung an
Zellen werden heute radioaktiv markierte MAk oderah Antikérperfragmente (Fab
oder F(ab’)) eingesetzt.

Die Anséatze der RIT lagen in der Behandlung von igneh hamatologischen

Erkrankungen, Leberkarzinomen, Ovarialkarzinomemlodektalen Karzinomen,

Cholangiokarzinomen, Lungentumoren, Blasentumoranalignen Melanomen,

Gliomen, Mammakarzinomen, Nierenzellkarzinomen uPrdstatakarzinomen. Gute
klinische Erfolge wurden jedoch lediglich in der Hd@dlung von radiosensitiven
hamatologischen Erkrankungen erziéfyttrium (°°Y) und **Yiod (*) wurden bereits

fur die RIT von Lymphomen zugelassen. Deutlich \genierfolgreich waren die
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Resultate in der Therapie von soliden Tumoren. Résponserate nach RIT war bei
soliden Tumoren relativ schlecht und von kurzertdaier (Goldenberg, 2002,
Stigbrand et al., 1996).

In der Ubersichtsarbeit von Aarts et al. (2008) deujedoch die Attraktivitat der
lokoregionalen RIT von soliden radiosensitiven Tuwemoim frihen Tumorstadium in
Kombination mit operativer Resektion oder als jpdile Therapieoption belegt.

Die Effizienz der RIT von malignen Erkrankungen giéwon zahlreichen Faktoren, wie
z.B. Tumorart, Tumorphysiologie, TumorgroRe, Tuneofpsion, Applikationsart
(systemisch/lokoregional/intratumoral), Auswahl dNuklide, Applikationsschema,
Molekulargewicht und Pharmakokinetik des MAK ab.

Zur Verbesserung der Effektivitat der RIT wurdehlesiche Strategien entwickelt. Ein
entscheidender Faktor ist eine gute Antikdrperaufma in den Tumor, welche Uber
eine gute Tumorvaskularisierung und ausreichendtusten erzielt wird. Wichtig ist
die Optimierung der molaren Verhéaltnisse der Antilgi- zu Antigenbindungsstellen
hinsichtlich der Heterogenitat der Antigenexpressaaf den Tumoren. Studien zeigten,
dass durch Applikation von Lymphokinen ein Anstidgr Antigenexpression erzielt
werden konnte. Durch Gabe von Interferon konnte CiA-Konzentration auf den
Tumorzellen um den Faktor 6,9 gesteigert werdeel. igt es, die Bindung des RIK am
Tumor zu maximieren und eine minimale Aufnahme ilwrMialgewebe zu erreichen.
Ein Versuch ist hierbei die Gabe von unkonjugiertdi vor der RIK-Gabe. Nicht
spezifische Fc-Rezeptoren im Normalgewebe, insliksenin der Milz, kdnnen damit
blockiert werden und stehen den radioaktiven Imnoajkgaten nicht mehr als
Bindungsstellen zur Verfugung. Zur Elimination vonicht gebundenen, frei
zirkulierenden RIK und damit zur Reduktion der Tatédt wurden experimentell
diverse Methoden, wie z.B. Plasmapherese, xenogaem@&AK oder syngene
antiidiotypische AK evaluiert.

Der Schutz des Normalgewebes vor der Radiotoxjzed. des hamotopoetischen
Systems mittels h&dmatopoetischen Wachstumsfakioden Stammzelltransplantation
sowie Nierenschutz mit kationischen Aminosduren, iranuckern und deren
Polymeren stellen weitere wichtige Faktoren der-Rlanung dar.

Im Gegensatz zur nuklearmedizinischen Diagnostikt nMerwendung von

v-emittierenden Nukliden werden fuir die Therapi8trahler (Reichweite 0,4 — 5 mm),
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a-Strahler (Reichweite 40— 100 um) und Auger-Elekén (Reichweite < 25 nm)
eingesetzt, um die Tumorzellen effektiv zu zerstore

Neben der Partikelenergie und der Reichweite istAlissendung einer zusatzlichen
yv-Komponente (<10 % ausreichend) zur Berechnung $twahlendosis und zur
szinitgraphischen Darstellung zur Verlaufskontroles Tumors sinnvoll. Dartber
hinaus ist die Auswahl der Radionuklide abhangig der Grol3e und biologischen
Eigenschaft des Tumors, wie Strahlensensibilitdteraauch von physikalischen
Faktoren (Art des Zerfalls und Reichweite) sowier delativen biologischen
Wirksamkeit (RBW) und Halbwertszeit (HWZ) der Nudei.

Die ausreichende Verfugbarkeit vghNukliden und eine suffiziente Methode zur
Markierung der Carrier setzten dpeStrahler in der praklinischen und klinischen
Anwendung durch. B-Nuklide sind vorteilhaft in der Therapie von gri€e
Tumormassen, strahlensensibler Lymphome und beer®at mit Option auf eine
Knochenmarkstransplantation (Nikula et al., 1999).

Aktuell finden U, *"Lutetium ¢""Lu), **®Rhenium,”®*®Rhenium t¥Rh) bzw. ?%Y die
meiste Anwendung und werden in Studien zur Therapie B-Zell Lymphomen
(Davies, 2007; Maza et al., 2008), malignen Glion{éftcLendon et al., 2007),
Ovarialkarzinomen (Meredith et al., 2007), Melanan{Padachova et al., 2008) und
HER-2 exprimierenden Tumorzellen (Persson et 8072 eingesetzt.

133 fand in der Radiojodtherapie mit seiner mittler@eichweite von 0,91 mm den
Durchbruch. In der Behandlung von Tumorknoten nmem Durchmesser von 1 cm
werden 80 % dep™-Energie von™! vom Tumor absorbiert. In der Therapie von
Mikrometastasen (& 2mm) werden jedoch lediglich 5 % d&Strahlung vom Tumor
absorbiert. Die restlichen 95 % schadigen das azgrele Normalgewebe. Besonders
gute therapeutische Wirksamkeit bei der Behandam@er Tumore zeigfY mit einer
mittleren Reichweite von 3,9 mm. Durch den Kreuefeffekt werden auch solche
Tumorzellen letal geschédigt, die nicht selbst R#€ gebunden haben. Auf Grund der
niedrigen B-Energie mit 0,496 Megaelektronenvolt (MeV) und eginmaximalen
Reichweite von 1,5 mm wird vermeHffLu bei der Therapie von kleineren Tumoren
eingesetzt.

Der Einsatz von *Y bzw. Y% radiomarkiertem anti-CD20-MAk Zevalin®

(Ibritumomab-Tiuxetan) bzw. Bexxar® (Tositumomab)urz Therapie des
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Non-Hodgkin-Lymphoms ist von der Food and Drug Axistration genehmigt
(Brechbiel, 2007). In einer internationalen PhaBeStudie bei 414 Patienten mit
fortgeschrittenen follikularen Non-Hodgkin-Lymphoman der ersten kompletten bzw.
partiellen Remission zeigte sich nach Induktionsobierapie ohne RIT vs. einmaliger
Applikation von ®Y-Ibritumomab Tiuxetan (Zevalin®) eine therapeutisc
Uberlegenheit zugunsten der Zevalin® Behandlungs Beediane progressionsfreie
Uberleben stieg von 13,5 Monaten auf 37 Monatehginer kompletten Responserate
von 87 %, an (Hagenbeek et al., 2007). Weiterfldeelaufende Studien vergleichen
die Rituximab-CHOP-Chemotherapie mit CHOP-Chematpier gefolgt von einer
einmaligen Zevalin® Behandlung (Held et al., 2008).

Zur Behandlung von Mikrometastasen haben sich A&gktronen, z.B**°Jod, als
effektiv erwiesen. Hinsichtlich ihrer kurzen Reidakite (wenige Nanometer) ist es
notwendig, dass Auger-Elektronen in die Zelle antgemen werden, an die DNA
binden und im Zellkern zerfallen, um eine Schadgdar Zelle hervorzurufen.
a-Strahler weisen sich durch eine kurze HWZ, geriRgéchweite (40 — 100 um) und
hohen linearen Energietransfer (LET) (~100 keV/au$. Bei Tumorzellclustern mit
einer GroRe von ca. 100 pm werden 60 % der Strghiutnatumoral absorbiert, bei
einem Durchmesser von 1000 pum 100 %. Die ZahlogBeilchen, die notig sind, um
eine Zelle letal zu schadigen, liegt um den Faki@d0 niedriger als bei-Teilchen.
Untersuchungen von Macklis et al. (1992) mit des@trahler’*Bismut ¢'%Bi) zeigten,
dass lediglich ca. 4-Teilchen den Zellkern zur Abtétung durchqueren shers, um
diesen zu zerstoren. Die geringe Anzahl der notwemdTeilchen lasst sich auf den
hohen linearen Energietransfer deBtrahler zurtckfihren.

Aus diesen Grunden eignen sich Nuklide @iStrahlung emittieren besonders gut zur
Behandlung von Mikrometastasen und malignen Erkragkn des hamatopoetischen
Systems (Knox und Meredith, 2000; Macklis et ab92; Schicha und Schob@s
2003).
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1.4.2 Alpha-/***Bi-Radioimmuntherapie

Bei dera-Strahlung handelt es sich um eine Teilchenstrahaus Helium-Atomkernen,
bestehend aus 2 Protonen und 2 Neutronen. Sie lsgtienergetische, zweifach
geladene lonerfHe™ (kinetische Energie 5 — 8 MeV), mit einer mittierReichweite
von etwa 40 - 100 um, welche beim Zerfall des rakliven Nuklids, denu-Strahler,
ausgesandt werden. Bei dem resultierenden hohen (BEF 230 keV/pum) wird die
Strahlungsenergie direkt durch Sto3e auf den Atomkibertragen. Im Gegensatz zu
B-Nukliden (kinetische Energie 0,3 - 2,3 MeV, Gewechweite 0,5 - 12 mm, LET
0,1 - 1 keV/um) sindi-Teilchen bei einem einzigen Zerfall in der Lagezeine Zellen
selektiv letal zu schadigen, ohne das umliegendeeBe zu belasten (Brechbiel, 2007;
Jurcic et al., 2002; Seidl und Senekowitsch-Schkeidt 2008).-Strahler haben eine
zu grol3e Reichweite um lediglich einzelne, dissémi@ Tumorzellen zu bestrahlen,
ohne dabei das umliegende Gewebe zu schadigen.

Einige Autoren vertreten die These, dass der LEToe®trahler zu grofl3 sei, um einen
therapeutischen Nutzen gegeniber den strahlenerderzi Schaden zu haben. Andere
beschreibem-Nuklide als besonders geeignet zur BehandlungTwonorzellen, da die
induzierte DNA-Schadigung nur begrenzt von denefetepariert werden kann (Nikula
et al., 1999). Die RBW fua-Emitter zur Zelltodinduktion wurde zwischen 3 ud fur
B-Emitter bei ~1 angegeben (Brechbiel, 2007; Sefl Senekowitsch-Schmidtie
2008). Couturier et al. (2005) bewerteten die duredtrahler induzierte Zytotoxizitat
um bis zu 100-fach hoher als die @eNuklide. Auf Grund der kurzen Reichweite sind
Kreuzfeuereffekte in Vivo von minderer Bedeutung.

Auf Grund der kurzen Reichweite liegt der Einsadn w-Strahlern in der Therapie von
Mikrometastasen, kleinen Tumorzellclustern und gmdh Erkrankungen des
hamatopoetischen Systems. Die besten Applikatiotiesden vona-Nukliden bei
lokoregionaler Gabe sind intratumoral, i.p. (Ovikaazinom, Peritonealkarzinose),
intrathekal (maligne Meningitis), intrazerebral i@h) oder intravesikal
(Blasenkarzinom).

Nach Bindung des Radionuklids an die Tumorzelle nkaas zu irreparabelen

DNA-Doppelstrangbriichen kommen. Dartber hinauglistWirkung vona-Strahlern
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unabhangig vom Zellzyklusstadium und vom Oxygemgszustand der Tumorzelle
(Imam, 2001; Schicha und SchoBe2003; Senekowitsch-Schmidtke et al., 2001).
Eine der frihen tierexperimentellen Studien am Maadell mit i.p. Applikation von
a-RIK wurde von Macklis et al. (1988) publiziert.eFen wurden i.p. T-Zellen injiziert
und im Anschluss Aktivitaiten bis maximal 14,8 MBd'’Bi-konjugierten
Immunglobulin M gegen murine T-Zellen/neuroektodales Oberflachenantigen
Thy 1.2 appliziert. Die Mause erreichten nach RIgphkation eine verlangerte
Uberlebenszeit, welche nach Injektion des kalten B#¢v. unmarkierterfBi nicht
erreicht werden konnte.

Insbesondere durch die kurze HWZ VdfBi (61 Minuten (min)) bzw?**Bi (45,6 min)
ist deren Einsatz in der Behandlung von Leukdmidrymphomen oder
Mikrometastasen zu favorisieren. Bei diesen Tunkoagkungen, ist im Gegensatz von
grof3en soliden Tumoren, eine schnelle Bindung argdsamten Tumorzellen mdglich
(Nikula et al., 1999). Zudem wird durch die kurz&B von #%Bi und ?*3Bi die
Radiotoxizitat auf das Normalgewebe deutlich re€zi

Der a-Strahler®Bi mit einer Reichweite von ~60 um und einem LET06 keV/pum
kann aus einerff°Ac/**3Bi-Generator gewonnen werden. Auf Grund der geringe/Z
muss der Prozess der Eluation und der AK-Markiescigell und somit rAumlich nah
am Patienten erfolgeA™Bi emittiert zusatzlich Photonen (440keV), wodusith das
Nuklid zur szintigraphischen Bildgebung und zur Blesy der Aktivitat imy-Counter
eignet. Zur Herstellung de$™Bi-immunkonjugats wird das Radionuklid iber eine
weitere chemische Substanz, einen bifunktionellél&or, an das Immunglobulin
gebunden. Um die Toxizitat in Vivo auf den Organisnzu minimieren, muss das
Chelat thermodynamisch sowie kinetisch stabil s&is.zeigte sich, dass chemische
Derivate von Diethylentriamin-Pentaacetat (DTPAghsials geeignete Chelatoren
erwiesen. Auch der makrozyklische Chelator DOTAL(2,10-tetra-azacyclododecane-
N,N’,N”,N""-tetra-acetic-acid) bildete mi***Bi stabile Komplexe. Es erwies sich aber
eine schlechtere Kinetik mit dem zu chelatiererkiezlebiger”*Bi (Garmestani et al.,
2001). In préklinischen und klinischen Studien MiBi-Immunkonjugaten wurde die
Koppelung mit dem bifunktionellen Chelator

2-(4-isothiacyanatobenzyl) Diethylentriamin-Pentgat (SCN-CHX-A"-DTPA)
durchgefuhrt.
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Auf Grund der kurzen HWZ vofi*Bi muss das RIK innerhalb von 1-2 Stunden (h)
nach Applikation an die entsprechenden Tumorzeglane binden. Folglich missen die
Tumorzellen fir das RIK leicht erreichbar sein. d&sthnelle Bindung des RIK an die
Tumorzellantigene kann zudem durch eine lokored@nApplikation deutlich
verbessert werden.

In Vivo Studien am Mausmodell zeigten, dass diealekApplikation von?Bi
konjugiert an den MAk 9.2.27, gerichtet gegen eime@achenantigen des malignen
Melanoms, eine Tumorregression ohne Rezidiv bi4 Elonaten post injectionem (p.i.)
verursachte (Allen et al., 2001). Menschliche Markanazinomzellen (MDA-MB-231)
wurden Nacktméausen in die Milchleisten implantiémtFolge trat eine Metastasierung
in die Lymphknoten ein. Die subkutane (s.c.) Inj@ktvon ***Bi-API (Plasminogen
Activator Inhibitor Type-2 Protein) zeigte eine palte Response, ohne komplette
Remission, des Tumors (Allen et al., 2001). Am Muaodell der Peritonealkarzinose
induziert durch die Ovarialkarzinomzelllinie (OVCARwurde nach i.p. Applikation
von einmalig 355 MBaq/kg?*3Bi-C595 eine Verlangerung des Uberlebens von 25d
erzielt (Song et al., 2008).

Neben der Therapie von malignen Erkrankungen wund&itro und in Vivo der
Einsatz von?*3Bi-Immunkonjugaten zur Therapie von Infektionen rBireptococcus
pneumoniae bzw. Cryptococcus neoformans untergiddachova, 2004; Dadochova
und Casadevall, 2006).

Durch Entwicklung von®**Ac/***Bi-Generatorsystemen mit Gewinnung volmohen
Aktivitaten (925 - 2405 MBQq) bestand die Mdoglichikei  der
13Bj-Immunkonjugattherapie am Menschen (McDéVittet al., 1999). Die erste
Therapiestudie am Menschen wurde 19967¥Ri-HUM195 Konjugaten durchgefiihrt.
2I3Bj-konjugierter HUM195, ein MAk gegen CD33 expriméade Leukamiezellen,
findet bereits therapeutische Anwendung am Mem@iaan-Kettering Cancer Center
(New York) in der Behandlung der akuten myeloischemd chronischen
myelomonozytéren Leukamie. Die Applikation VBfi oder®®Y konjugiertem HuM195
konnte Leukdmiezellen toten, fuhrte aber als Neliwonwg zu einer extremen
Myelosuppression mit erforderlicher Stammzelltrdasgation. 18 Patienten mit einem
Uber 25 %igen CD33-exprimierenden Blastenanteil #Kmochenmark wurden
10,36 - 37,0 MBg/kg **Bi-HUM195 i.v. appliziert. Nach Therapie war keine
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signifikante extramedullare Toxizitat bei den Paite® nachweisbar. Bei allen Patienten
war eine Myelosuppression mit einer medianen Erggaeit von 22 d bestimmbar.
2I3Bj-HUM195 reicherte sich 5 — 10 min nach Applikati;m den Leukamiezellen an,
ohne dass eine signifikante Aufnahme des RIK ineamdrgane beobachtet werden
konnte. Bei 93 % der evaluierten Patienten zeigt#h fine Verringerung von
zirkulierenden Blasten und bei 78 % eine ReduktienBlasten im Knochenmark nach
213Bj-HUM195 Applikation. Jedoch konnte keine komp#eRemission erzielt werden
(Jurcic et al., 2002).

In Vitro zeigten®3Bi-anti-CD20 und***Bi-anti-CD19 ein gutes Bindungsverhalten an
Non-Hodgkin-Lymphom-Zellen. Phase | Studien erbtachzudem Erfolge in der
Therapie mit 555 - 1665 MBd'®Bi-anti-CD20 bei Patienten mit Non-Hodgkin-
Lymphomen, ohne dosislimitierende Toxizitat (Heegfeal., 2004).

Kneifel et al. (2006) publizierten Daten zur intekalen Y-, Y"Lu- bzw.
213Bj-Radiorezeptortherapie mit Substanz P zur Behamglion malignen Gliomen mit
Neurokinin Typ 1 Rezeptortberexpression. Bei zvaidhten wurde zur Protektion des
benachbarten Gewebes und zum Erreichen von einenenhdumoruptake des
Radiorezeptorkonjugat§"Bi-Substanz P lokal appliziert. Eine Patientin maihem
Glioblastoma multiforme mit Z.n. chirurgischer Rktsen, externer Strahlentherapie
und Chemotherapie uberlebte nach 375 MBRIT 7 Monate und ein Patient mit
chirurgischer Resektion vor und nach 825 MBRIT lebte mehr als 66 Monate und
war zum Studienendpunkt ohne Rezidivanzeichen aberi.eDie histopathologische
Untersuchung des operativ gewonnnen Materials 38at#onach RIT zeigte lediglich
eine strahlenbedingte Nekrose des Gewebes ohnevMdecton vitalen Tumorzellen.
Das RIK ?Bi-9.2.27 wurde in Studien zur Therapie des mesistien Melanoms
intraldsionar (1,85 - 16,6 MBq) oder i.v. (55 - MBq) appliziert. Die intralasionare
Applikation erzielte eine gute Tumorzellabtétungdi i.v. Applikation bei insgesamt
22 Patienten zeigten 7 Patienten eine Progres®ortikrankung, 11 Patienten einen
stabilen Zustand, 3 Patienten eine partielle undatient eine nahezu komplette
Remission. Es konnte keine strahleninduzierte Ti@inachgewiesen werden. (Allen
et al., 2005; Raja et al., 2007).

Die positiven Ergebnisse der Therapie mRIK, insbesondere mft*3Bi, sollten deren

Einsatz in der Behandlung von malignen Erkrankurigedukunft favorisieren.
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1.4.3 *Bi-d9MAk-Radioimmuntherapie

Die ***Bi-d9MAK-RIT wurde zur Reduktion der Tumorzelldissimation von malignen
Zellen im Peritonealraum beim diffusen Magenkarzinobei E-Cadherin
Adhéasionsmolekilmutation am Exon 9 entwickelt.

Mutationen am Zelladhasionsmolekil E-Cadherin deag&hkarzinomzellen mit
resultierendem invasiven und diffusen Tumorwachstugten neben dem in dieser
Studie behandeltem diffusen Magenkarzinom vom Siegeelltyp auch beim
invasiven lobularen Mammakarzinom, einer diffus essierenden Variante des
papillaren Schilddrisenkarzinoms, endometrialen wwariellen Karzinomen auf.
Studien zeigten, dass in 50% der diffusen Magemhkame eine
Zelladhasionsmolekulmutation anzutreffen ist. IN%43ler E-Cadherin exprimierenden
diffusen Magenkarzinomen bindet der monoklonaleikimper dOMAK spezifisch an
die Tumorzellen. Dieser AK ist gerichtet gegen Bmthel-Cadherin Genmutation am
Exon 9 (d9-E-Cad) des Adhasionsmolekils der Magemkamzellen (Becker et al.,
1999). Die Mutation des Adh&sionsmolekils d9-E-@Gatumorzellspezifisch und wird
nie im gesunden Organismus angetroffen.

Der d9MAk bindet ebenfalls spezifisch an das mtdieDberflachenantigen der
humanen Siegelringkarzinomzellen vom Typ 45-M2. dbur Koppelung des
tumorzellspezifischen d9MAk an denrStrahler’*Bi wurde eine neue Therapieoption,
insbesondere bei peritonealer Metastasierung dagel@ngzellkarzinoms, geschaffen.
In Vitro Studien zeigten einen nekrotischen Zekuwgang der HSC45-M2-Zellen nach
Administration von “*Bi-d9MAk. Nach Inkubation der Zellen mit dem
Apoptoseinhibitor z-VAD-fmk konnte der Zellunterganicht verhindert werden. Auch
der Pro-Caspase 3 Level, welcher durch EnzymindoKiei der Apoptose abfallt, blieb
nach HSC45-M2-Inkubation mit-*Bi-d9MAk nahezu konstant (Seidl et al., 2005).
Weiterfiihrende Studien zeigten, dass dBi-Applikation einen Zellzyklusstop in der
G2-Phase (pramitotische Phase) initierte htBi in den HSC45-M2-Zellen eine
Expression von Genen (Tumornekrosefaktor, SPHKIATSA, p21, MYT1, SSTR3)
induzierte, die einer Apoptoseinduktion entgegekisin (Seidl et al., 2007).
Biodistributionsstudien an Swiss nu/nu Mausen esgamach i.p. bzw. iv.

213Bj-d9MAKk-Applikation eine deutlich geringere Anréierung des RIK nach i.p.
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Injektion im Blut und Gewebe als nach iv. Gabe. b&le hohen
213Bj-d9MAk-Konzentrationen im Blut wurde auch eindates hohe Anreicherung des
RIK in den Nieren nach i.v. Applikation beobachtet.

In Therapiestudien wurden Swiss nu/nu Mausen 1 xH®C45-M2-Tumorzellen i.p.
inokuliert. Nach einem 24-stindigen Intervall elfieie die Tiere eine i.p. Applikation
mit 0,37 MBq bis 22,2 MB§*Bi-d9MAk oder unspezifischef*Bi-Immunkonjugaten.
Das unspezifischai-RIK bestand aus einem aft®Bi gekoppelten monoklonalen
Antikodrper gerichtet gegen eine delta-8-Mutatios #eCadherin Gens (d8MAK). Tiere,
die das spezifische RIK*Bi-d9MAk appliziert bekamen uberlebten nicht sigt
langer als Tiere mit**Bi-d8MAKk bei Aktivitaten iiber 1,85 MBq. Bei Theratieginn

8 d nach Tumorzellinokulation konnte ein signifikem Unterschied im Uberleben
zugunsten des spezifischen RIK evaluiert werdedhangigkeit von der applizierten
Aktivitat hat sich die einmalige**Bi-d9MAK-RIT bei Therapiebeginn 1 d nach
Tumorzellinjektion als sehr effektiv erwiesen. Chesten therapeutischen Resultate
wurden nach einmaliger Applikation mit 1,85 MB{Bi-d9MAK erzielt. 87 % der
Tiere Uberlebten 300 d nach Tumorzellinokulatiometnzeichen einer Erkrankung
(Beck et al., 2007).

Auf Grund der spezifischen Bindung des Radiophaonalan die E-Cadherin-Mutation
konnte die Gesamtkorpertoxizitat limitiert und Kréeuereffekte minimiert werden
(Huber et al., 2003; Senekowitsch-Schmidtke e&i01).

Weiterfuhrende Studien von Buchhorn et al. (2008schéaftigen sich mit der
nicht-invasiven Darstellung der Tumorentwicklung ttels Bildgebung nach
23Bj-d9MAK-RIT. Mit dem Biolumineszenz Imaging wurdeach Transfektion der
HSC45-M2-Zellen mit Luciferase, die abgegebene tintbnsitat mittels einer
hochauflosenden CCD-Kamera mit Bildverstarker dstejlt. Mit dieser Methode
konnten selbst sehr kleine Tumorcluster (0,5 — 1) michtbar gemacht werden, deren
Darstellung durch die Auflésungsmaoglichkeit von re$ichall, Magnetresonanz- oder
Positronenemissionstomographie limitiert war. NebenProgression der Tumorknoten
konnte die peritoneale Lokalisation bestimmt werderEine 2,7 MBq
213Bj-d9MAKk-Applikation 8 d nach HSC45-M2-Inokulatioreigte eine Reduktion des
Biolumineszenzsignals nach Luciferasetransfektien Tumorzellen bis zum 12. Tag
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nach Therapie mit anschlieBender Zunahme der Smasitiat bei erneutem

Tumorwachstum.

1.4.4 Fraktionierte Radioimmuntherapie

Eine Option der Optimierung der therapeutischeniziefiz und Limitierung der
Radiotoxizitat ist die fraktionierte Applikation mdRadiopharmaka.

Die Vor- und Nachteile einer fraktionierten RIT wlen von DeNardo et al. (2002)
ausfuhrlich diskutiert.

Durch eine fraktionierte RIT kann eine homogeneegt®lung des RIK und damit der
Tumorbestrahlung im Vergleich zur einmaligen RIKpARation erzielt werden. Auf
Grund der Kenntnisse der heterogenen Verteilung JWdakromolekilen im
Tumorgewebe ist eine fraktionierte RIK-Administoati zu beflirworten, um bei
folgenden RIK-Gaben noch nicht erreichte Tumordatai bestrahlen (DeNardo et al.,
2002). Daruber hinaus kann die RIK-Heterogenitdt &omor mit Einsatz von
Radionukliden mit gréRerer Reichweite (z22B¢ oder®®Rh) ausgeglichen werden.
Ursachen fir eine maRige Tumorpassage von grodéodekilen, wie z.B. von AK,
sind die heterogene Blutverteilung im Tumorgeweatss, hohe interstitielle Druck, der
eine Einwartsdiffusion in den Tumor verhindert ugRe Transportdistanzen im
Tumorgewebe. Die Diffusionsrate der frei zirkulieden AK in das Tumorgewebe wird
bei zunehmender Bindung von AK an Tumorantigeneinvgert, da weniger freie AK
zur Verfugung stehen (Jain, 1990). Studien vonfi@riét al. (1988) und Roberson und
Buchsbaum  (1995) Dbestatigten die heterogene RIKeWleng  mittels
autoradiographischer Bildgebungsanalyse im lympbha&én Tumorgewebe oder in
Kolonkarzinomknétchen nach Applikation vbth-Lym-1 MAk bzw. *1 17-1A MAK.

Bei fraktionierter RIT kénnen Aktivitditen angepasst den Patienten appliziert, die
Toxizitat kontrolliert und reduziert, aber auch dreximal tolerierbare Aktivitat im
Vergleich zur einmaligen RIK-Applikation erhdht wien. Die Effektivitat der RIT
kann gesteigert werden, was sich in einer langd@i@morregression, auf Grund der
Moglichkeit einer zeitlich langeren Therapiedauayswirkt. Praklinische Studien

konnten zeigen, dass Toxizitdt und Mortalitat dufretktionierte Applikation reduziert
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werden konnten und eine bessere Aktivitatsvertgilum Tumor mit guter
Tumorkontrolle vorlag, als im Vergleich zur einngan RIT.

Ein Problem der wiederholten Gabe von radioaktivrkieaten murinen AK am
Menschen ist die Produktion von humanen anti-Mauosikérpern (HAMA). Bereits
nach einmaliger Applikation von murinen oder andetferischen AK entwickeln mehr
als 80 % der behandelten Patienten eine Immunahtyegren den injizierten AK. Die
Anwendung der fraktionierten RIT bei vorhandenermiamsystemkompetenz des
Patienten ist nur mit Gabe von humanisierten bhinaren AK oder zeitgleicher Gabe
von Immunsuppression moglich, um einer Entwicklvng HAMA entgegenzuwirken.
Auch die Gabe von unmarkierten AK zum Abfangen ld&MA vor der eigentlichen
RIK-Administration oder die extrakorpurale Immunagsgion der AK nach Therapie
mittels Hamofiltration konnten die Effizienz demktionierten RIT mit murinen AK
erhohen (Knox und Meredith, 2000). AndererseitgtzeDeNardo et al. (1998), dass
eine fraktionierte Applikation vort*i markierten murinen AK Lym-1 lediglich bei
10 % der Patienten zum Abbruch der Therapie auhriner Produktion von HAMA
zwang (DeNardo et al., 2002). In einer Studie voerddith et al. (1992) entwickelten
9 von 12 Patienten trotz eines therapiefreien walés von 1 Woche AK gegen den
eingesetzten chimaren B72.3 AK. Das Fraktionierimigssall bei Applikation von
RIK sollte nicht langer sein als die Zeit, die d&Grper bendtigt, um eine
Immunantwort gegentber dem AK auszubilden (~1MHdjrdurch soll eine Interferenz
zwischen HAMA und Immunkonjugat verhinder werdemiégendorp et al., 1993). Zur
Reduktion der HAMA-Produktion sollten die murinedK Alurch modifizierte, chimére
Immunglobuline oder AK-Fragmente mit geringerer lomagenitdt am Patienten
ersetzt werden.

Ziel ist es, die fraktionierte RIT Uber die Auswalds geeigneten Nuklids in Hinblick
auf Aktivitat, physikalische Eigenschaften, HWZ undosierungsintervalle zu
optimieren, um eine Tumorremission und somit eimglangerung des Uberlebens zu
erreichen (DeNardo et al., 2002).
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1.45 Toxizitat

Akute, meist transiente Symptome, die nach GabeRdlksauftreten, sind Exantheme,
Fieber, Frosteln, Myalgie, Sudor, Pruritus, Nauséanesis, Diarrhoe, nasale
Schleimproduktion und Hypotension. Es konnen abehatarkere Symptome wie z.B.
Rigor, Bronchospasmus und Larynxddem auftretensdisind induziert durch die
korpereigene Immunantwort auf die applizierten Alach zentralnervéser Applikation
des RIK kénnen transiente neurologische Symptonteracheinung treten (Knox und
Meredith, 2000).

Nach ip. RIK Applikation zeigt /s der Patienten die Serumkrankheit
(Immunkomplexkrankheit), welche nach i.v. Applilati seltener nachweisbar war.
Zwei Wochen nach RIT treten die Symptome primarund bestehen fur ca. 1 Woche
(Knox und Meredith, 2000).

Die Toxizitat der RIT aulBert sich primar unter amde in der dosislimitierenden
Knochenmarkssuppression, abhéngig von Knochennemdwsren, Tumorgrolde,
MilzgréRe und  Stabilitat des RIK. Auf Grund der @pt von
Knochenmarksstammzelltransplantationen, periph&@ammzelltransplantationen und
Gabe von Wachstumsfaktoren (z.B. Granulocyte-Coltiypulating Faktor) besteht
die Mdglichkeit, dem Patienten toxische Aktivitatdns zum 3-fachen Uber der
hamatopoetischen Toleranzgrenze zu applizieren. Diexizitdt auf das
hamatopoetische System kann durch fraktioniertelikggoon des Radiopharmakons
reduziert werden. Publikationen zeigten, dass d&beG von Interleukin-1 und
Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulating Faktattisprotektiv wirken. Auch die
Gabe eines sekundaren AK ermoglicht das Abfanges ide Blut zirkulierenden
radioaktiven AK mit resultierender Reduktion dexiztat des nicht tumorgebundenen
Radiopharmakons.

Sekundare dosislimitierende Organe sind u.a. Niganege und Leber.

Durch i.p. Applikation von RIK kann die i.p. Tumasis erh6ht und gleichzeitig die
Myelotoxizitat reduziert werden, da die Clearanteraus dem Peritonealraum
verzogert in die systemische Zirkulation stattfindeerglichen mit der i.v.
Administration (Elgqvist’ et al., 2006).
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Studien zeigten, dass die fraktionierte RIT die iBtacizitat bei gleicher oder héherer
Gesamtaktivitat im Vergleich zur einmaligen Apptika reduzierte (Buchsbaum et al.,
1995; Elgquist’ et al., 2006; Meredith et al., 1992; Schlom et #90; Schlom et al.,
1991; Vriesendorp et al., 1993). Beglnstigt wird chaueine Verringerung der
Radiotoxizitdt durch Verwendung von Nukliden mitrigger Reichweite und kurzer
HWZ, wie z.B. mit**Bi. Bei lokoregionaler Applikation erfolgt der Zeif bereits
grof3teils am Administrationsort. Biodistributionsgen am Mausmodell ergaben, dass
nach i.p. Applikation voA™*Bi-d9MAKk die Aktivitaten im Blut und Gewebe 45 mimd

3 h nach Applikation signifikant geringer waren Mergleich zur i.v. Applikation
(Huberet al., 2003).

Huber et al. (2003) zeigte bei déFBi-d9MAk-Therapie am Mausmodell eine
Abnahme der peripheren Leukozyten in Abhangigkeitiz. applizierten Aktivitat in
den ersten 10 d nach Injektion mit folgender Relabeszenz. Dartber hinaus konnten
Chromosomenaberrationen von Knochenmarksstammzel@gmach RIK-Applikation
von Nacktmausen mit fehlendem Nachweis der Chromesaberrationen nach 3 d,
5 d und 28 d beobachtet werden.

Huber (2003) zeigte, dass es nach i.p. Applikation 22,2 MBq***Bi-d9MAk zu
makroskopischen und histopathologischen Veranderurdgr Nieren der Tiere kam.
Bei 3von insgesamt 5 Tieren traten 3 —5 MonatechnaRIK-Injektion eine
Hyalinisierung der Glomerula mit folgender Sklerassvie Schwellung mit teilweiser
Atrophie des renalen Gewebes auf. Die Nieren steitt der”**Bi-Immuntherapie das
dosislimitierende Organ dar. Als Ursache werdeersiits die zellulare Aufnahme von
freiem 2Bi, andererseits die Absorption niedermolekulareotéine und deren
Fragmente, diskutiert.

Huber et al. (2003) konnte nach i.p. Applikatiomvh85 MB(q keine Langzeittoxizitat
nachweisen. Auf Grund der aktuell noch geringenfiygarkeit von®**Bi Aktivitaten
soll in dieser vorliegenden Studie evaluiert werdawieweit geringe Aktivitdten nach
einmaliger bzw. zweimaliger Applikation voft*Bi-d9MAk eine strahleninduzierte

Toxizitat auf den murinen Organismus haben.
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2  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Optimierung der tumotgeézifischen lokoregionalen
23Bj-d9MAK-RIT der Peritonealkarzinose des diffuseradénkarzinoms mit Einsatz
von geringen Aktivitaten auf Grund der schlechtenfifgbarkeit vorf'*Bi.

Es erfolgte die Durchfihrung von Untersuchungen Mitro und in Vivo am
Mausmodell hinsichtlich der therapeutischen Effiziedes Therapiemonitorings mittels
CEA-Konzentration und Koérpergewichtverlaufs insbedere in Hinblick auf eine

fraktionierte (zweimalige) i.p. Applikation des Rapharmakons.

Als Grundlage fur die tierexperimentellen Versughede in Vitro die Zellproliferation
in Abhéangigkeit zur Ausgangszellzahl, die Klonogander HSC45-M2-Tumorzellen
nach ein- oder zweimaliger Inkubation mit dem tupedispezifischen
213Bj-d9MAKk-Konjugat und die CEA-Konzentration im Kulimedium in Abhéngigkeit
zur Zellzahl ermittelt.

In Vivo wurde die therapeutische Effizienz der eis: zweimaligen i.p. Injektion des
21Bj-d9MAk-Konjugats am frihen (Situation nach RO-Bl&®on) und am
fortgeschrittenen Tumormodell der Peritonealkarzgenanit HSC45-M2-Tumorzellen
mittels Kaplan- Meier-Uberlebenskurven untersucht.

Die Beurteilung des Therapieerfolgs/-versagens wuridt regelmafligen Messungen
der CEA-Konzentration im Serum evaluiert.

Uber Korpergewichtsbestimmungen und Auswertung Aatopsiedaten erfolgte eine
Beurteilung der unterschiedlichen Therapiemodalitat

Die Radiotoxizitat de$™Bi-d9MAk-Radiopharmakons auf den murinen Organismus
wurde in Abhangigkeit zur applizierten Aktivitat dinein- vs. zweimaligen Gabe
untersucht. Die Toxizitat wurde anhand der Veramdgen des hamatopoetischen
Systems (Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozytem), 8chadigung der Nieren und

der Chromosomenaberrationen der Knochenmarkszsliguiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Lésungen, Zellkulturmedien

Ammoniumacetat (Sigma, Steinheim, Deutschland)

L-Ascorbinsaure (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Cellpack PK-30L (Sysmex, Norderstedt, Deutschland)

Chelating Resin, Iminodiacetic Acid, Chelex 100yf8a, Steinheim, Deutschland)
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck, Darnsst@eutschland)

Dulbecco’s Maodified Eagle Medium (D-MEM) NaHG(B,7 g/l), Glucose (4,5 g/l),
Stable Glutamin (1,028 g/l), w/o Na-Pyruvat (Biomtmr AG, Berlin, Deutschland)

Dulbecco'Phosphate Buffered Salin (PBS), Phosphatpuffer,| &@/l), KCI (0,2 g/l),
KH.PO, (0,2 g/l), NaHPO, x 12 HO (2,85 g/l), (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

EDTA 1 % in PBS ohne G&Mg** (c.c. pro GmbH, Neustadt, Deutschland)
Eosinlésung wassrig 1 % (Apotheke, Klinikum Redtes Isar, Minchen, Deutschland)
Ethanol 70 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Fetal Calf Serum (Life Technologies GmbH, Karlsrubeutschland)

Formalin 4 %, Stammldsung 37 % (Merck, Darmstadt,tSchland)

Hanks blanced salt solution ohne ¥gnd C&" (Amimed, Allschwill, Schweiz)

Hamalaun (sauer) nach Mayer (Apotheke, KlinikumtReder Isar, Minchen,
Deutschland)

Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaltespray, Tetrafluorethan (neoLab Migge, Heidegh®eutschland)
Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutsutjla

NaCl-Lésung 0,9 % (Delta-Pharma, Pfullingen, Delhiizsed)
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Natrium-Jodid ACS Reagent (Sigma, Steinheim, Ddldsi)
Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/10.000 pg/ml (Bwom AG, Berlin, Deutschland)
Shedreagenz Cellpack (Sysmex, Norderstedt, Deaisdhl

Suprapur® 30 %ige HCI (Merck Darmstadt, Deutschjand
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck, Darmstadt, Dedktdand)

Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finotek, Nilaele, Deutschland)

Trypsin-EDTA (Biochrom, Berlin, Deutschland)

3.2 Medikamente

Concanavalin A (ICN, Eschwege, Deutschland)
Demecolzin (ICN, Eschwege, Deutschland)

Diethylether (Chinosol, Seelze, Deutschland)

Heparin (Hoffmann La Roche, Grenzach-Whylen, Dehigstl)

Vidisic® Augensalbe (Dr. Mann Pharma, Berlin, Deutschland)
3.3 Verbrauchsmaterialien

BD Micro-Fine™+ 1ml; 0,33mm x 12,7 mm Insulinspritzen (Becton ion AG,
Heidelberg, Deutschland)

BD Microlancé™ 3, 27 G x % “- Nr.20 (Becton Dickison AG, Heidelge
Deutschland)

Centrifuge Tubes 50 ml, Plug Seal Cap/Bulk (Corfijigew York, USA)

Centrifuge Tubes 50 ml, Self-Standing, Plug Seal/Balk, (Cornin§, New York,
USA)

Combitip Pipetten, 5 ml/10 ml (Eppendorf, Hambubgutschland)
Deckglaschen 24 mm x 60 mm (Menzel-Glaser, Braumsid) Deutschland)

Film, Kodak Farbwelt 200/100 (Kodak GmbH, Stuttg&¢utschland)



3 Material und Methoden 26

Glaswolle

Godan Medical ApS, Einmalspritzen, (Godan, Rgdnémark)

ITLC SG, Instant thin-layer chromatography papeel(@n Science, Michigan, USA)
Kaisers Glyceringelantine (Merck KGaA, Darmstadeuchland)

Menzel-super Fro&tPlus Glaser, Objekttrager, (Menzel GmbH&CoKG, Bisehweig,
Deutschland)

Nunc Kryoréhrchen (Nunc GmbH & Co. KG, WiesbadeeuBchland)
Omnitip Pipetten, 10 pl/200 pl/300 ul/1000 pl (Aleidya Jena, Deutschland)

PD-10 Desaltin columns, Sephad®G 25M (Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden)

pH-Indikatorstéabchen, pH 4.0-7.0 (Merck, Darmst&sytschland)

PP-Tube steril 15 ml, 17 mm/120 mm (Greiner bio GmebH, Frickenhausen,
Deutschland)

Probenrohrchen fiy-Counter
PS-Rundbodenréhrchen, 5ml (Greiner, Frickenhau3euntschland)
Safe-Lock Tubes 0,5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Beliand)

Tissue culture plates, 24 wells, Cell§té&reiner bio one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)

Zellkulturflaschen 50 ml, 28 cmCellstaf, (Greiner bio one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)

Zellkulturflaschen 250 ml, 75 cinCellstaf, (Greiner bio one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)

Zellkulturflaschen 550 ml, 175 énCellstaf, (Greiner bio one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)

Zentrifugen-Roéhrchen mit Spitzboden, 15 ml (Greinierone GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)
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3.4 Gerate

22Ac/**Bi Generatoren (Institut fiir Transurane der Eursgtéén Kommission,
Karlsruhe, Deutschland)

Analysewaage Satorius, Typ LA 230S-OCE (Sartol@i#tingen, Deutschland)
Auflichtmikroskop Axiovert 10 (Zeiss, Oberkochengi@schland)

Automated Chemiluminescence System ACS®(@ayer, Leverkusen, Deutschland)
Biofuge 13 (Heraeus Instruments, Osterode, Dewdsdhl

Blutanalysegerat SE 9000 (Sysmex, Norderstedt,dehland)

Brutschrank Heraeus 6000 (Heraeus Instruments, lH&eutschland)

Casy-1 Cell Counter (Scharfe System, Reutlingen, Déusx)
Chemiewaage, ISO 9001 (Sartorius, Gottingen, Déaldgad)

Chemiewaage, BL 1500S (Sartorius, Géttingen, Déldasd)
Kleinbild-Spiegelreflexkamera X 300 S (Minolta, @nfthring, Deutschland)
Kryostat Microm, Typ HM 500 (Microm, Walldorf, Destthland)

Lamin Air® HB 2472 Flow Bank (Heraeus Instruments, OsterBaeitschland)
Mausewaage, Laboratory LC 1200S (Sartorius, Gatin@eutschland)
Megafuge 1,0 (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutsijhla

Milli-Q UF-Plus Membrapure (Millipore, Billerica, lss., USA)
Trockenschrank (Heraeus Instruments, Osterode sDielaind)

Wasserbad (Kéttermann, Uetze-Héanigsen, Deutschland)

1480 Wizard™3* y-counter (Wallac, Oy, Turku, Finnland)
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3.5 Zellen und Zellkultur

3.5.1 Humane Siegelringzellkarzinomzellen des MagemtSC45-M2

Die Magenkarzinomzelllinie des diffusen Siegelrielfzarzinoms HSC45-M2 (Abb. 1)
wurde von der Hiroshima University (Hiroshima, Japaur Verfligung gestellt. Die
humanen Siegelringzellemurden 1993 aus dem Aszites einer 28-jahrigen Ratiedie
am diffus invasiven Magenkarzinom erkrankt war, gemen (Yanagihara et al., 1993).
HSC45-M2 zeichnen sich durch die in-frame Mutation Exon 9 des E-Cadherin
Molekidils (s. 3.6.1) mit konsekutivem Verlust detldaghasionsfunktion aus (Fukudome
et al., 2000).

Abb. 1: mikroskopische Darstellung von HSC&-M2

3.5.2 Kultivierung von HSC45-M2-Zellen

HSC45-M2 wurden in einem Kulturmedium mit der Grsubstanz Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (D-MEM) in bioone CellsfaZellkulturflaschen kultiviert.
Abhangig von der erwinschten Zellzahl wurden Flaacter Grof3en 50 ml/28 cm?,
250 ml/75 cm?, 350 ml/175 cm? verwendet. Dem MeduiIEM wurden 10 % fetales
Kalberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg8treptomycin zugesetzt und die
Zellen mit Nahrlésung im Brutschrank bei 37°C, 2%, und 100 % Luftfeuchtigkeit
inkubiert.

Der pH-abhangige Indikator Phenolrot in der Zelihtlbsung zeigte die Ansauerung
des Mediums auf Grund von anfallenden Stoffwechedikten an. Mit Hilfe dieses
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pH-Indikators und mikroskopischer Kontrolle der HEGM2 wurden die Zellen
passagiert.

Das Losen der Zellen vom Flaschenboden und die (Btiddkrung wurden unter
sterilen Bedingungen an einer Laminar-Flow-Arbeitgbdurchgefihrt.

Zum Splitten der Zellen wurde mit einer abgeglihteasteurpipette das Medium
abgesaugt. AnschlieRend wurden die Flaschen mitmlODulbecco’s Phosphate
Buffered Salin (PBS, Phosphat gepufferte Salzloswgespilt, um Zelldetritus und
verbleibendes Medium zu l6sen. Nach Absaugen désskjkeit wurden 7 ml einer
1mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Lo6sung (@iisung PBS) in die
Flaschen gegeben. Zehn Minuten wurden die FlasanenWarmeschrank zur
Beschleunigung der Reaktion des *G&omplexbildners inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen durch Beklopfen der Flaschen Boden geldst und in ein steriles
Zentrifugenrdhrchen pipettiert, welches bei 1500ddehungen pro Minute (Upm) fur
3 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand an EDTAIWRBS wurde abgesaugt und das
Zellpellet im Nahrmedium resuspendiert. Zur Rektdtiung wurde FKS mit
Penicillin/Streptomycin und D-MEM verwendet. Beinden Vivo Versuchen wurden
HCS45-M2 in D-MEM zur Tumorzellinokulation resuspirt.

3.6 Radioimmunkonjugat

3.6.1 delta-9-E-Cadherin-Antikorper

Der dOMAK, ein monoklonaler AK gerichtet gegen dadta-9-Mutation des E-Cadherin
Gens, wurde am Institut fir Pathologie der Techmasc Universitat Minchen von
K.-F. Becker in Zusammenarbeit mit E. Kremmer vonstitut fir Pathologie des
Helmholtz Zentrum Minchens (ehemals GSF-Forschwemgemm fir Umwelt und

Gesundheit) entwickelt und in freundlicher Zusamanbgit fir diese experimentellen
Studien zur Verfigung gestellt.

Der d9MAK, ein Ratten-AK, bindet spezifisch an eProtein des mutierten
Zelladh&sionsmolekills E-Cadherin  der HSC45-M2 ips#ll des diffusen

Magenkarzinoms vom Siegelringzelltyp.
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Die in-frame Deletion des Exons9 der E-Cadherin ssaeger-RNA der
HSC45-M2-Zellen fuhrt zu einer Fusionierung von BExX® und 10 mit konsekutiver
Produktion eines veranderten Genprodukts.

Durch Hybridomatechnik wurde ein spezifischer AKgge das delta-9-E-Cadherin-
Zelladhasionsmolekul produziert.

Zur Herstellung eines spezifischen AK wurde ein &8sAminosauren (Pro-lle-Phe-
Asn-Pro-Thr-Thr-Gly-Leu-Asp-Phe-Glu-Ala) bestehesmdBeptid hergestellt und an
Keyhole limpet hemocyanin (KLH) gebunden. Das A€logt in PBS und emulsiert in
.Freund’s complete adjuvant, wurde i.p. und s.@ulC Ratten injiziert. Nach
4-wochiger Immunisierung fand ein abschlieRende sBoyong i.p. und s.c. ohne
Adjuvans statt. Drei Tage nach der letzten Stintatwurden die gewonnenen
aktivierten Plasmazellen der weil3en Pulpa der Bidz Ratten mit der Myelomzelllinie
P3X63-Ag8.653 fusioniert. Mittels Enzyme Linked Imano-Sorbent-Assays (ELISA)
wurde der spezifische Klon, der gegen das Fusiotsipr gerichtet war, aus den
entstandenen Hybridomzellen isoliert. Dieser dermimglobulinklasse 1gG2a
zugehdrige dOMAKk bindet spezifisch an die oben hesbene Mutation (Becker et al.,
1999).

Zur Koppelung des d9MAk an das metallische NukiiBi wurde ein geeignetes
Chelat bendétigt. Die Chelatierung wurde durch dastitut fir Transurane der
Europaischen Kommission in Karlsruhe durchgefuhrt.

Zur Chelatierung von d9MAK wurde das Molekil SCNGH“-DTPA
(2-(4-isothiocyanatobenzyl)-trans-cyclohexyldie#inyétriamin-Pentaacetat) verwendet.
SCN-CHX-A"-DTPA zeichnet sich durch seine Bifuntiialitdt aus, die noétig ist, um
das Radionuklid?®Bi an den AK zu binden. Zudem ist das Chelat thelynamisch
und kinetisch hdchst stabil. Jeweils werden 3 -T9°B Molekile pro AK gebunden.
Das Chelat reagiert mit dem AK unter einer Schvietelkenbildung zwischen der
freien Thioharnstoffgruppe des Chelats und eineiefr NH-Gruppe von Lysinketten
des dOMAk (Garmestani et al., 2001; Senekowitsdim$dtke et al., 2001).
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3.6.2 Radionuklid

3.6.2.1°"Bismut

Das Generatornuklid*®Bi entsteht durch den Zerfall voff-Actinium (**Ac). Es
zerfallt weiter in***Polonium ¢%Po) (97,8 %) und®Thallium €°°Tl) (2,2 %). Aus den
beiden entstandenen Nukliden entst8flei ((°*Pb). Nach 3,25 h erfolgt der Zerfall in
das stabilé”Bismut ¢°°Bi) (Ballangrud et al., 2001) (Abb. 2). Beim Zetfabn ***Po
zu ?®Pb werdenu-Teilchen (Heliumkerne) mit einer Energie von 8,%Wlemittiert.
Dies stellt die eigentliche-Emission im Zerfall vorf**Bi dar. Neben der therapeutisch
relevanten o-Strahlung entsteht beim?'Bi-Zerfall y-Strahlung mit einem
Energiemaximum bei 440 keV. Diese wurde zur Bestimgnder?:*Bi-Aktivitat am
y-Counter nach Eluierung aus défMc/***Bi Generator genutzt (s. 3.6.2.2).

213Bj eignet sich durch seine geringe HWZ (45,6 mitgy, kurzen Reichweite (~60 um),
dem hohem LET (~100 keV/um) und der daraus reseftaen starken Zytotoxizitat fur
die RIT von disseminierten Tumorerkrankungen (Naket al., 1999). Im Vergleich zu
den in der Klinik haufig verwendetéaNukliden ist der LET bef'*Bi bis zu 1500-mal
hoher. 15 Minuten nach Injektion véiiBi sind 80 % der Aktivitat vorhanden und 3 h
nach Radionuklidinjektion bestehen lediglich nucim® % der anfanglichen Aktivitat
(Ma et al., 2001; McDeuvitt et al., 1998).

a | 4,8min

a| 0,032s

B (97,8%) (2,2%) 45,6 min

Cx) )

a4,2us| B2,2min

stabil

Abb. 2: Z°Actinium Zerfallsschema: ?2°Ac-Zerfall tiber?®Bi in das stabilé*Bi
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3.6.2.2°"Bi-Eluierung aus dem?**Ac/**Bi-Generator und Radionuklidkonjugation

des delta-9-E-Cadherin-Antikorpers

Die ?*°Ac/**Bi-Generatoren wurden vom Institut fir Transurares &uropaischen
Kommission in Karlsruhe fir diese Forschungsarkeit Verfiigung gestellt. Neben
dem Institut fur Transurane kann das Generatonsystem Oak Ridge National
Laboratory (Oak Ridge, TN, USA) bezogen werden.

Zur Herstellung der Generatoren wurden 740 — 2598qNM°Ac an etwa 220 mg
trockenem AGMP-50 Kationen-Austauscherharz (Bio-Raloratories, Hercules, CA)
adsorbiert. AnschlieRend wurde die Verbindung is @aneratorsystem, bestehend aus
einem Fluorpolymerschlauch (5,5 cm, r=3,2 mm), fitket. Am Anfang und Ende des
22°Ac/Kationenaustauscherharz-Gemisches waren Verssstiipsel angebracht. Eine
weitere Kationenaustauscherharzsaule war am EndeSgstems, um als externe
Sicherung zu dienen. Im letzten Herstellungsschriirde der Schlauch mit einer
0,01 M HCI Lésung beftillt, welche im System verbli@bb. 3).

*#Ac/*“*Bi-Generatorsystem mit
Bleimanschette

Inhalt: **Ac gebunden an
Kationenaustauscherharz (AGMP-50)

DIOAKT)Y 73 Euat

Eluierung mit ——> (‘— Eluat zur Zugabe von Ascorbinsaure,
Nal/HCI- Lésung / + Ammoniumacetat und d9MAk

|

( ;
®
P e

Abb. 3: *®Ac/**Bi-Generatorsystem
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Mit den verwendeteri*Ac/***Bi-Generatoren konnte in vorangegangenen Studien in
5-stindigen Intervallen eine maximale Ausbeute adtivitaten zwischen 18,5 MBq
bis 370 MBq Uber einen Zeitraum von mehreren Wogwemonnen werden.

Um eine fehlerhafte Bindungsreaktionen zu verhindevurden in allen Prozessen
metallfreie Chemikalien und GefalRe verwendet. Falee Metallfreiheit nicht
auszuschlielBen war, wéaren die Reagenzien primacCime#lex 100 gereinigt worden
(McDevitt® et al., 1999).

Das Schlauchsystem des Generators war wahrend teioBspausen mit 2 ml
0,01 M HCI Loésung beflllt. Im ersten Schritt wurdd€Cl mit Raumluft aus dem
Schlauchsystem verdréangt, um anschlie3end 600 UHABL6sung (300 pl 0,2 M Nal
und 300 pl 0,2 M HCI) in das Generatorsystem zusgee. Nach 2-mindtiger
Inkubation (wahrend dieser Phase musste Nal/HClifaierlich in Bewegung bleiben)
entstanden nach Verdrangung der FlussigkeitsyBiAnionen und 0,1 M HI. Dieser
600 pl#Bi-Lésung wurde ca. 100 pl 3 M Ammoniumacetet ¢dbH:0,) zugesetzt,
um einen Ziel-pH-Wert von 5,3 zu erreichen. Beuifigienter pH-Einstellung konnte
dieser Wert durch Zugabe von 2 M HCI optimiert weard Weitere 100 pl 4 %iger
Ascorbinsdure wurden als Radikalfanger dem Elugefiinrt. AbschlieRend wurden ca.
100 pg SCN-CHX-A“-DTPA-chelatierter d9MAK zugefigiie LOosung gut gemischt
und bei Raumtemperatur 5—10 min inkubiert. Dierlaungsausbeute, d.h. der
Anteil des an d9MAk gebundenéf’Bi, wurde mit Hilfe einer Papierchromatographie
mit ITLC SG Papier (Instant Thin Layer Chromatodrgpim y-Counter bestimmt. Zur
Gewinnung des reinen ProduktdBi-d9MAk musste dieses vom ungebunderfersi
getrennt werden. Hierfiir wurde das EI/AtRi, NH.C,H30,, evtl. HCI, Ascorbinséure,
d9MAK) in die PD 10 Gelfiltrationssaule pipettiarhd mit 2 ml PBS aufgefullt. Im
Anschluss wurde d&&®Bi-d9MAKk-Produkt mit 2 ml PBS aus der Saule gewasch

Der gebundene Anteil nach Abtrennung wurde erneuthC SG Papier mit Hilfe des
y-Counters bestimmt. Es erfolgte die Berechnung deezifischen Aktivitat
(Ba/mg AK) fur jede Eluierung und die Berechnung Henzentrationverhaltnisse von
d9MAKk-Molekiilen und eingesetzteit*Bi-Atomen. Die Berechnung der Anzahl der
Antikdrpermolekile erfolgte nach Gleichung 1. Dieer8chnung der Anzahl der
213Bj-Atome erfolgte nach Gleichung 2.
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Nak = (X - Na) / M,

Nak : Anzahl der Antikérpermolekile

X1g]: Menge des Antikdrpers nach Gelfiltration
Na[mol']: 6-16° Avogadro Konstante

Mm[g/mol]: 150.000 Molekulargewicht eines 1gG Antrkér

Gleichung 1: Berechnung der Anzahl der Antikdrpermdekiile (Nak)

Ngi=(Agi-t%)/In 2

Ngi : Anzahl def**Bi-Atome
Agi[Bgl:  ?"Bi-Aktivitat
tY%[s] : 2760

Gleichung 2: Berechnung der Anzahl def**Bi-Atome

3.7 In Vitro Versuche

3.7.1 Zellproliferationstests

Das Zellwachstum der humanen Siegelringzellen HS@25wurde Uber einen
maximal 15-tdgigen Zeitraum (360 h) evaluiert, uas dProliferationsverhalten der
Tumorzellen zu bestimmen.

Pro 28 cr-Zellkulturflasche wurden 1 x 20HSC45-M2 in 7 ml Ndhrmedium und pro
75 cnf-Zellkulturflasche 1 x 10 bzw. 1 x 16 HSC45-M2 in 15ml Medium als
Ausgangszellzahl kultiviert. Zum Versuchsstart varrdje 30 Flaschen a 1 x%0

1x 10 oder 1x 10 Zellen vorbereitet. Wahrend des Versuchsverlaufsdeudas

Nahrmedium in den Kulturflaschen nicht erneuert.2lstiindigen Intervallen nach
Zellaussaat wurde pro Messzeitpunkt von je zweitwtiaschen der jeweiligen
Ausgangszellzahl die aktuelle Zellzahl pro Flasobstimmt.

Die HSC45-M2-Zellen wurden nach zweimaligem Ablosem 1 mM EDTA-LOsung

aus den Zellkulturflaschen mit D-MEM in Centrifug&ubes resuspendiert.
AnschlieRend wurden die Zellzahlen im CadyCell Counter bestimmt, gemittelt und

graphisch dargestellt.
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Analog zu Seidenschwang (2006) wurde zur BerechrdergVerdoppelungszeit die
mathematische Funktion der Exponentialgleichung weadet, welche die
Zellproliferation beschreibt.

Hierzu wurde die gemessene Zellzahl gegen den Migankt graphisch aufgetragen
und mit Hilfe der Computersoftware Excel eine dashiiyige Trendlinie als
Exponentialfunktion erstellt. Zusatzlich wurden déorrelationskoeffizient @ zur
Trendlinie und die entsprechende Exponentialgleighbberechnet und dargestellt. Die
Berechnung der Verdoppelungszeit & x;) erfolgte aus den Grof3en b (Zellzahl),
¢ (Exponent) un@=2,718... (Eulersche Zahl) (Gleichung 3 und 4).

y:b.é'x y:b.ec'x

Gleichung 3: allgemeine und spezielle Exponentialfiktion

2-%=Y>
2-beM=p.e“®
=pe c-x1/ b e Cx — ec (x1-x2)
In%2=c- (X—X)
Xo—X1=-(In%/c)

Gleichung 4: Berechnung der Verdoppelungszeit (% %)

3.7.2 CEA-Konzentration im Medium

Neben der Zellzahlbestimmung der HSC45-M2 (s. 3.Warde der CEA-Level im
Nahrmedium der einzelnen Zellkulturflaschen bestim#nschlielBend konnte der
CEA-Konzentrationsverlauf in Korrelation zur spehen Zellzahl pro Kulturflasche
dargestellt werden. Die in Vitro CEA-Bestimmungeeanten als Vortest fur die in Vivo
Versuche, welche zur Evaluierung des Therapieesfolgch HSC45-M2-Inokulation
und ?**Bi-d9MAk-Therapie, die Bestimmung der CEA-Konzetit)e im Serum und
Aszites beinhaltete (s. 3.8.4 und 3.8.5).

Vor Ablosung der Tumorzellen aus den Kulturflaschenrde das Nahrmedium
abpipettiert und in PP-Tubes Uberfuhrt. Um zu vetthrn dass Zellen oder Zellreste im

entnommenen Medium gel6st waren, wurde das Nahomedei 1500 Upm fir 3 min
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zentrifugiert. Anschlieend wurde je ProbenrohrcHeml Flissigkeit entnommen,
steril in Nunc Kryordhrchen gefullt und anschlieBdaei —20°C eingefroren.

Die CEA-Konzentration wurde unter Verwendung des tofatischen
Chemilumineszenz-Systems ACS:®afler Firma Bayer bestimmt. Mit Hilfe des nach
der Sandwichmethode ansetzenden Immunoassays koOKioezentrationen von
0,5 ng/ml bis 100 ng/ml bestimmt werden. Bei hohek®nzentrationen erfolgte eine
Verdinnung des zu untersuchenden Mediums mit eendigstung und anschliel3ender
Berechnung der Konzentration des Ausgangsmediuriis. Abeitsschritte wurden
analog zur Gebrauchsanweisung mit freundlicher tdtitzung des RIA-Labors, der
Nuklearmedizinischen Klinik und Poliklinik der Tedlchen Universitat Minchen
durchgefiihrt (Bayer Cooperation, Automated Chemih@scence System ACS: 180
2000; Bloechl et al., 2005).

3.7.3 Klonogener Test

Die  klonogenen Tests wurden durchgefuhrt, um Vezémugen der
Tumorzellproliferation nach ein- oder zweimaligérBi-d9MAk-Inkubation in
Abhangigkeit zur eingesetzten Aktivitat in Vitro gualuieren.

Nach Ablésung der HSC45-M2 aus den Zellkulturflascifs. 3.5.2) und Bestimmung
der Zellzahl wurden die Tumorzellen mit je 1 ml Nakdium in die einzelnen
Plattenvertiefungen der 24-well Platten Gberfihrt.

Fir die?Bi-d9MAKk-Applikationsschemata wurden je 7 Platteit BO Zellen/ml/well
und weitere 7 Platten mit 100 Zellen/ml/well beimpf

Alternativ wurden die sieben Platten mit 1 x 0,MBq, 2 x 0,185 MBq, 1 x 0,37 MBq,
2 x 0,37 MBq, 1 x 0,74 MBq oder 2 x 0,74 MBBi-d9MAK-RIK pro well inkubiert.
Zur Kontrolle diente je eine Platte mit 50 und 1@e&llen pro well ohne
213Bj-d9MAKk-Applikation.

Die erste bzw. einmalige Applikation des RIK wurd® h nach Zellaussaat
durchgefuhrt, die zweite Gabe 7 d spater. Die Auswg wurde 15d nach
Subkultivierung der Zellen vorgenommen. Die endé&éren Klone der
HSC45-M2-Zellen pro well wurden unter dem Mikroskfjxiovert 10) ausgezahlt.

15 Tage nach Subkultivierung zeigte die Indikatbstanz des Nahrmediums keinen
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Umschlag in den sauren Bereich, somit liel3 sichegantuell reduziertes Zellwachstum
auf Grund limitierender Nahrstoffe ausschliel3en.

Als Klon wurde ein Zellhaufen von mindestens 20 4S®12-Zellen definiert. Aus der
Klonanzahl pro well einer 24 well-Platte wurde dittelwert + Standardabweichung
(MW = SD) berechnet und mittels graphischer Dahstg (S&ulen-, Boxplott-
Diagrammen und Ha&ufkeitsverteilungen) die statbis Auswertung vorgenommen
(s. 3.11).

3.8 In Vivo Versuche

3.8.1 Versuchstiere

3.8.1.1 Tierart

Fur die in Vivo Experimente wurden weibliche Swisg/nu Mause und weibliche
Balb/c Mause als Versuchstiere verwendet. Die Tievarden im Alter von
5-7 Wochen aus pathogenfreier Zucht der Firma rl€haRiver Laboratories
(Frankreich) erworben.

Swiss nu/nu Mause zeichnen sich durch ein inkonmpetelmmunsystem auf Grund
einer mangelhaften Entwicklung des ThymusgewebésThymushypoplasie aus. Die
folgende Reduktion der T-Zellen verursacht einekst&upprimierung des zellularen
Immunsystems und partielle Defekte in der B-Zebdiktion fihren zu einem
geschwachten knochenmarksgebundenen humoralen Ilsystam. Swiss nu/nu Mause
eignen sich in der Tumorforschung zur Xenotrangplaon von humanen Tumoren,
dermatologischen, endokrinologischen und immunsldgn bzw. inflammatorischen
Forschung von Erkrankungen (Charles River Laboiegointernational, In€), Stand:
03.01.2009). Weibliche Swiss nu/nu Mause wurderdéig Xenotransplantatmodell mit
HSC45-M2 fir die RIT mit'*Bi-d9MAKk (s. 3.8.3), die CEA-Bestimmung im Serum
und Aszites (s. 3.8.4 und 3.8.5), Evaluation deergéwichts mit/ohne Therapie
(s. 3.8.9) und Studien zur Toxizitat voi’Bi-dO9MAK (s. 3.8.10.1 und 3.8.10.3)

verwendet.
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Balb/c Mause weisen sich durch ein funktionierendaaunsystem aus und konnen fur
verschiedenste Tierstudien eingesetzt werden, sosloere aber auch zur Produktion
von Hybridomzellen und AK oder Studien von Infekisrankheiten (Charles River
Laboratories International, Ife, Stand: 03.01.2009). Fir Chromosomenanalysen nach
213Bj-d9MAKk-Applikation (s. 3.8.10.2) wurden Balb/c Mse mit funktionstiichtigem

Immunsystem eingesetzt.

3.8.1.2 Tierhaltung

Maximal funf Mause wurden pro Kéfig tierartfreurafiibei einer Raumtemperatur von
26°C, 50 - 60 % Luftfeuchtigkeit auf Holzspanstreil Versteckmoglichkeiten (Tlcher
und Papierrollen) eingestallt. Zur Versorgung wurddausestandarddiatfutter
Atromin 1314 und Leitungswasser aus Standardtiskfien ad libitum zur Verfigung
gestellt. Zur Reduktion der Gefahr einer Ubertragwmon mausepathogenen Keimen
durch den Menschen erfolgte das Einhalten von Hhagiestimmungen (Haarnetz,
Mundschutz, Kittel, Handschuhe, Fuflinge) und Rping der Arbeitsflachen mit
70 %igem Alkohol.

Nach 14-tagiger Adaption der Tiere im Tierstall deimit den Versuchen begonnen.
Die in Vivo Experimente wurden mit Genehmigung Ragierung von Oberbayern,
Aktenzeichen 209.1/211-2531-81/02 2002 durchgefihr

3.8.2 Modell der Peritonealkarzinose

Durch i.p. HSC45-M2-Tumorzellinokulation bei Swissi/nu Mausen wurde die
peritoneale Tumorausbreitung des diffusen Mageikamzs imitiert und die Effizienz
der einmaligen vs. zweimaligen Applikation des tuspezifischerf*Bi-d9MAKk-RIK
evaluiert. Zudem wurden die CEA-Konzentration urad diergewicht im Zeitverlauf
nach i.p. Tumorzellinjektion mit bzw. ohne Therapestimmit.

Huber (2003) =zeigte, dass bereits 2d nach i.p.kulaion von 1x 10
HSC45-M2-Zellen die Tiere bei Autopsie eine begitde peritoneale parapankreale

Metastasierung aufwiesen. Acht Tage nach Inokuladeigte sich eine ausgedehnte
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peritoneale Karzinose mit diaphragmalen, parapaténe und mesenterialen
Metastasen.

Analog zu diesen Erkenntnissen wurde &1Bi-d9MAk-Therapie am Modell der
frhen Peritonealkarzinose (d.h. Situation nachRe8ektion) mit Therapiebeginn 24 h
nach Tumorzellinokulation und am Modell der fortgjasttenen Peritonealkarzinose
mit metastatischer Organinvasion mit Therapiebe@na nach HSC45-M2-Injektion
evaluiert.

Nach Kultivierung von HSC45-M2 wurden die Zellensaden 175 cm2-Flaschen
abgelost (s. 3.5.2). Um die Konzentration von edialarem Schleim und aggressiven
Zellsubstanzen zu reduzieren, wurden die Siegdelhen zusatzlich dreimal mit
D-MEM gesplilt und jeweils bei 1500 Upm fir 3 mimg#ugiert. Die Zellzahl wurde
mit dem Cas¥-1 Cell Counter bestimmt. Pro Maus wurden 1 X Z@llen geldst in
500 pul D-MEM i.p. injiziert, wodurch eine gleichmgB Verteilung der malignen
Zellen im Peritonealraum gesichert werden sollte: iZp. Injektion wurden Kanilen
von BD Microlancé" 3, 27 G % “-Nr.20 und Einmalspritzen Godan Metié®S
verwendet. Zum Schutz der abdominellen Organe verle¥zungen wurde der
Injektionspunkt auf der Linea alba, kaudal des Nsabewahlt und die Applikation im
20 - 30° Winkel nach rechts-kranial durchgefuhrt.

3.8.3 Radioimmuntherapie mit***Bi-d9MAk

Auf Grund der geringen Verfigbarkeit voiBi wurden in dieser Studie, die im
Vergleich zu Huber (2003) und Huber et al. (2008)gesetzten i.p. applizierten
Aktivitatsmengen in Vivo reduziert. Uber fraktiorie Gabe der reduzierten Aktivitaten
des?*Bi-d9MAKk-Konjugats sollte das Therapieergebnis mpért werden.

Im Anschluss an die?**Bi-d9MAk-Konjugation und Bestimmung der Aktivitat
(s. 3.6.2.2) wurde das RIK zur in Vivo Applikatienrbereitet. Das RIK wurde mit der
errechneten Menge PBS verdinnt, die zum Erhaledeiinschten Aktivitat nétig war.

AnschlieRend wurde den Mausen d4Bi-d9MAKk-Konjugat in einem Volumen von
500 ul PBS i.p. appliziert, um eine gleichmaRigedaabinelle Verteilung zu

gewahrleisten. Die Durchfihrung der Punktion une @erwendeten Instrumentarien

waren vergleichbar mit denen bei der Tumorzellinatan (s. 3.8.2).
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Die Therapiestudien dienten zur Evaluation der zigfiz der einmaligen vs.
zweimaligen fraktionierten Applikation des3Bi-d9MAk-Konjugats in Abhangigkeit
vom Tag der Zellinokulation.

Die fraktionierte RIT entsprach einer zweimaligepphkation der gleichen Aktivitat
des RIK im Abstand von 7 d.

Im Intervall von 1 d oder 8 d nach i.p. Tumorzekulation erhielten die Versuchstiere
eine bzw. erste i.p. Injektion des RIK. Versuchppen des fraktionierten
Therapiemodells wurden nach weiteren 7 d erneuRdi&s.p. appliziert.

Bei Therapiebeginnl d nach Tumorzellinokulation wurden die Tiere raihmalig
0,37 MBq oder 0,74 MBqg bzw. zweimalig im Intervaibn 7 d mit 0,37 MBq oder
0,74 MBq behandelt.

Bei Therapiebeginn 8 d nach Zellinjektion wurdeni kenmaliger Applikation
0,37 MBqg, 0,74 MBq oder 1,48 MBq des RIK appliziaunhd bei fraktionierter
Applikation zweimalig 0,37 MBq oder 0,74 MBq im Zietervall von 7d (8 d und 15d
nach Tumorzellinokulation). Zur Kontrolle dientemtherapierte tumorzellinokulierte
Mause.

Die Tiere wurden Uber einen maximalen Zeitraum vab0d nach
Tumorzellinokulation beobachtet. Besondere Aufmamkiseit lag auf der Reduktion
des Allgemein- und Erndhrungszustandes, krankhdftaperlichen Verdnderungen
(z.B. Petechien, anamisches Hautkolorit, sichtban@abdomineller Raumforderung,
Aszitesbildung) und Verhaltensabweichungen derel{grB. Apathie), welche fur eine
Tumorprogression sprachen. Als Abbruchkriterien staintlich der Uberlebenszeit
dienten eine Abdomenumfangszunahme als Zeichen iges Tumorwachstums,
Tumorkachexie und palpabler Aszites verbunden miinera reduzierten
Allgemeinzustand der Tiere.

Zur Verifizierung der Todesursache wurden die Vehmstiere obduziert. Tiere mit
einem Uberleben von mehr als 250 d wurden nachiétadschluss obduziert, um eine

eventuell okkulte Peritonealkarzinose verifizierenkdnnen.
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3.8.4 Bestimmung der CEA-Konzentration im Serum

Die CEA-Konzentration wurde im Therapieverlauf aigch post mortem im Serum der
Swiss nu/nu  Mause bestimmt. Das Ziel war die FEealng des
CEA-Konzentrationsverlaufs als Parameter zur Kdletres Erfolgs def"*Bi-d9MAKk-
Therapie bzw. Tumorprogression nach i.p. Inokufaton humanen Siegelringzellen
des diffusen Magenkarzinoms.

Die Bestimmung der CEA-Konzentration wurde, dargdufrdlicher Unterstiitzung des
RIA-Labors der Nuklearmedizinischen Klinik und Rdihik des Klinikums rechts der
Isar der Technischen Universitat Minchen, mit deotofated Chemiluminescence
System ACS:18der Firma Bayer durchgefiihrt (s. 3.7.2).

Zur Erfolgskontrolle der RIT nach i.p. Zellinokulat wurde die CEA-Konzentration
im Serum der Versuchstiere im wdchentlichen Intérbastimmt. Zur Verifizierung
eines nicht erhéhten CEA-Ausgangswertes wurde dste eBlutabnahme vor der
Tumorzellinjektion durchgefuhrt.

Die Swiss nu/nu Méause erhielten nach InokulationH#8C45-M2 im Intervall von 8 d
entweder einmalig 0,37 MBq (n = 1) oder 0,74 MBg=) i.p. appliziert bzw. bei
fraktionierter Applikation am 8. und 15. Tag nachllihjektion entweder 0,37 MBq
(n =1) oder 0,74 MBq (n = 2). Eine weitere Grugpkielt keine Therapie (n = 2) nach
HSC45-M2-Inokulation.

Um eine Erhéhung des CEA-Wertes durch eine Immikticeg z.B. im Rahmen einer
strahleninduzierten Kolitis, auszuschlie3en, wub# Swiss nu/nu M&usen, denen
lediglich das RIK ohne Tumorzellinokulation in \asien Aktivitaten (1 x 0,37 MBq, 2
x 0,37 MBq, 1 x 0,74 MBq, 2 x 0,74 MBq, 1 x 7,4 MBgx 14,8 MBq, 1 x 22,2 MBq
mit je n = 2) appliziert wurde, die CEA-Konzentatiim Serum einmalig bestimmt.

Bei jeder Entnahme wurden ~100 pl Blut unter Atkerznarkose (s. 3.8.6) aus der
Vena jugularis entnommen und in ein Eppendorfgefétilit. Nach Gerinnung wurde
das Blut in der Biofuge 13 bei 1600 Upm fur 6 mentzifugiert. AnschlieRend wurde
das Serum entnommen und in einem Nunc Kryorohrbleer20°C eingefroren, um am
Versuchsendpunkt alle enthommenen Proben mit detandated Chemiluminescence
System ACS:18Yder Firma Bayer auswerten zu kénnen.
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Post mortem wurde die CEA-Konzentration im SerumTdere und von einem Teil der
im Studienzeitraum autopsierten Tieren aus den affestudien (s. 3.8.3) bestimmt.
Nach Totung in C@Gas (s. 3.8.6) wurden die Tiere dorsal gelaged der Thorax
durch eine Sternotomie erdffnet. Die Aorta ascesdswurde mit einer Schere
durchtrennt und das ausstromende Blut mit einadilmspritze aufgenommen und in ein
Eppendorfgefald tberbracht. Im Anschluss wurde éasngene Blut zentrifugiert, das
Serum in Nunc Kryoréhrchen eingefroren und die Gkgxizentration im Verlauf
ausgewertet.

Insgesamt konnte das Serum-CEA von 35 tumorzelliheften Tieren nach Euthanasie

bestimmt werden.

3.8.5 Bestimmung der CEA-Konzentration im Aszites

Nach dem Abbruchkriterium der progredienten maligAeszitesentstehung auf Grund
der fortschreitenden abdominellen Metastasierungdamu Mause mit Aszites in
CO,-Gas euthanasiert (s. 3.8.6). Fur die Antigenspeegéuation im Aszites wurden
Mause (n = 5) aus den Therapiestudien (s. 3.8/3)aralet.

Um eine reine Aszitesgewinnung ohne Verfalschung deEA-Wertes durch
Vermischung des malignen Exsudats mit Blutbestaledtedurch eine diaphragmale
Leckage sicherzustellen, wurde auf die primar tkalea Er6ffnung mit Durchtrennung
der Aorta zum Ausbluten verzichtet.

Zur Bestimmung der CEA-Konzentrationen im Aszitagden die Versuchstiere dorsal
gelagert, das Abdomen im Sagittalschnitt eroffnéer Aszites in eine Spritze
aufgenommen und in ein Eppendorfgefal® tberfuhrt. Separierung des malignen
Exsudats von zellularen Bestandteilen wurden dabéhgefalRe bei 1600 Upm 3 min
zentrifugiert. Anschlieend wurde die Flussigkeibpipettiert, in einem Nunc
Kryoréhrchen bei —20°C eingefroren und die CEA-Bestung im Verlauf mit dem
ACS:18¢ der Firma Bayer durchgefiihrt (s. 3.7.2).
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3.8.6 Anasthesie, Euthanasie und Obduktion

Zur i.p. Applikation von HSC45-M2-Zellen,?*Bi-d9MAk, Concanavalin A
(s. 3.8.10.2), Demecolzin (s. 3.8.10.2) und zurBlatentnahme erhielten die Tiere eine
Ather-Kurznarkose. Die Swiss nu/nu und Balb/c Mawsgden hierfur einzeln in ein
geschlossenes Glasgefald gesetzt, indem sich esngétréinktes Tuch befand. Nach
Sedierung und Muskelerschlaffung wurde das Tierdmims Gefal? entnommen und fur
die weiteren Arbeitsschritte auf ein OP-Tuch gedett

Die Euthanasie der Tiere wurde mit £Gas in einem geschlossenen System
durchgefuhrt. Nach Sicherstellung eines Atem- uneidfaufstillstandes wurde zur
Entblutung der Organe der Thorax durch eine med&eenotomie eréffnet, die Aorta
am Arcus aortae durchtrennt und im Anschluss eibduition mit makroskopischer
Beurteilung der Organsysteme durchgefuhrt.

3.8.7 Auswertung der Autopsiedaten

Nach den Abbruchkriterien (s. 3.8.3) mussten dieréliaus den Versuchsgruppen
wéahrend des Studienverlaufs euthanasiert werdenertédgte die Bestimmung des
Korpergewichts (KG). Im Anschluss wurde eine audftihe Autopsie mit Erstellung

eines Protokolls durchgefuhrt. Dieses erfasste tdfak zur Allgemeinkonstitution

(apathisch, kachektisch, behaart), Aszites (Meng€arbe, Konsistenz),

Tumorlokalisation, Caput medusae und weitere pathethe Befunde. Die Bewertung
erfolgte mit Schulnoten (1-6) und Mengen-/Grof3eiadeg zur bestmdglichen

retrospektiven Auswertung (s. 4.3.2 und 4.3.3).

3.8.8 Histopathologische Beurteilung von Organprapaten

3.8.8.1 Herstellung von Kryostat-Gewebeschnitten

Bei primarer unklarer Todesursache, d.h. der Tod Teres konnte nicht durch
infiltrativ verdrdngendes Wachstum der Peritoneaikese begrindet werden, wurden
bei diesen Tieren Schnitte ausgewahlter Organe farige. Zudem wurden auch

Schnitte von Tumoren nach i.p. HSC45-M2-Inokulatenstellt. Nach dem Tod der
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Tiere wurden entsprechende Organe oder Tumore rantiea und in kihlem PBS
gereinigt und abgetupft. AnschlieRend wurden diev€éxesticke auf einen Objekttrager
des Kryostaten Uberfiihrt, mit O.C.T. Compound (Ués$ek) fixiert und gefroren. Bei
-18°C wurden 6 um dicke Schnitte angefertigt unfl gereinigten und silanisierten

Objekttragern fixiert und gefarbt.

3.8.8.2 Farbung der Praparate mit Hamatoxylin-Eosin

Die Gefrierschnitte wurden mit dem Hamatoxylin-Eo$H.E.) Protokoll gefarbt und
histopathologisch begutachtet.

Wirkstoff/Arbeitsablauf Zeit
Hamalaun (nach Mayer) 5 min
Leitungswasser 10 min

Aqua dest.-Spulung 30 sek

Eosin wassrig 30 sek - 1 min
Aqua dest.-Spulung 30 sek

Trocknen bei 47°C im Warmeschrank
Eindeckung der Schnitte mit Kaisers Glyceringelatimd Deckglas

3.8.9 Bestimmung des Tierkorpergewichts

Der Gewichtsverlust, als Zeichen einer organiscBehadigung nach radioaktiver
Bestrahlung, reprasentiert kumulative Effekte vielsgener Organsysteme.

Das KG der Versuchtiere wurde vor und nach Tumobnmdulation und i.p.
Applikation des**Bi-Immunkonjugats kontrolliert. Dariiber hinaus sltler Versuch
unternommen  werden, eine  mdogliche  Therapierespons@hand  des
Kdrpergewichtsverlaufs in Abhangigkeit zu den ustaredlichen Therapiemodalitaten
zu evaluieren bzw. eine KG-Zunahme durch Tumorligdund Aszitesproduktion als
Therapieversagen zu bewerten.

Das KG wurde Uber ~3 Monate in einwéchigen Intdevalauf der Laboratory LC

1200S Waage kontrolliert und als Mittelwert (MW)rdenzelnen Gruppen graphisch
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dargestellt. Zur Verlaufsbestimmung des KG wurdemsS nu/nu Méause aus den
Therapiestudien (s. 3.8.3) herangezogen, denenedatweinmalig 0,37 MBqQ oder
0,74 MBqg 8 d nach Tumorzellinokulation oder zweigd,37 MBqg bzw. 0,74 MBq

nach 8 d und 15 d nach Zellinokulation applizietiréle. Als Kontrolle dienten Tiere,
denen Tumorzellen inokuliert wurden, die aber keRid@ erhielten. Die einzelnen

Therapiegruppen bestanden aus je 12 Tieren undatirollgruppe aus 6 Tieren.

3.8.10 Toxizitat des**Bi-d9MAk-Konjugats

3.8.10.1 Bestimmung peripherer Blutzellen im zeitthen Verlauf

Diese Studie beinhaltet die Beurteilung und den gkech der induzierten
Knochenmarkstoxizitat in Hinblick auf die peripheBdutzellzahl bei einmaliger vs.
zweimalig fraktionierter i.p. Applikation dé$°Bi-d9MAk-Konjugats.

Die Swiss nu/nu Mause erhielten entweder einmalig7 Bqg, 0,74 MBq oder
1,48 MBqg bzw. zweimalig im Intervall von 7 d 0,37B¢ oder 0,74 MBq appliziert.
Den Kontrolim&ausen (n = 3) wurde je 500 pl reinBSR.p. appliziert.

Das erste Blutbild wurde nach zweiwo6chiger Adaptatin den Tierstallungen
angefertigt. Vier Tage spater wurde den TierenRI&si.p. appliziert. Versuchsgruppen
mit fraktionierter RIT wurde nach weiteren 7 d dagite RIK injiziert.

Nach 1. RIT wurden die Erythrozyten-, Leukozytend @ hrombozytenwerte Gber 52 d
in 7-tdgigen Intervallen, mit beginnender Blutemm& 3 d nach RIK-Applikation,
kontrolliert.

Pro Blutabnahme wurde den Versuchstieren 50 pl Bhittels heparinisierten
Insulinspritzen aus der Vena jugularis unter Atliezkarkose entnommen (s. 3.8.6) und
mit 100 ul Shedreagenz Cellpack gemischt. Im Ansshl wurde das
Differentialblutbild nach Gebrauchsanleitung mitmdeBlutanalysegerat Sysmex SE
9000 im Institut fur Klinische Chemie und Patholiemie am Klinikum rechts der Isar

der Technischen Universitat Minchen erstellt.
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3.8.10.2 Analyse der chromosomalen Schéadigung

Huber(2003) erfasste chromosomale Aberrationen murin@ckanmarkszellen mittels
Giemsa-Farbung 4 h, 8 h und 24 h nach InjektiorftiB&d9MAk-Konjugats.

8 Stunden nach i.p. 1,85 MBq |Injektion zeigten sichmafiige
Chromosomenaberrationen. Es lagen jedoch hingibhttler therapeutisch besten
Aktivitat von 1,85 MBg***Bi-d9MAk keine Ergebnisse zum Zeitpunkt der maxiemal
Schadigung 24 h nach RIT vor (Huber, 2003).

In dieser Studie wurde Balb/c M&ausen &48i-d9MAKk-Konjugat ein- bzw. zweimalig
I.p. fraktioniert appliziert. Den Versuchstieren nden einmalig 0,74 MBq, 1,48 MBq,
7,4 MBq oder 14,8 MBq i.p. injiziert. Bei fraktiogiter RIT erhielten die Tiere i.p.
zweimalig 0,74 MBq oder 1,48 MBq im Intervall vond7 Die Knochenmarkspunktion
erfolgte 24 h nach RIT bzw. bei fraktionierter Ampkion 24 h nach der zweiten
RIK-Injektion.

Zeitgleich mit dem RIK wurde den Tieren 200 ug Camavalin A i.p. appliziert,
welches die Zellteilung im Knochenmark aktiviertgei fraktionierter Gabe wurde
Concanavalin A lediglich bei der zweiten RIT ap@it Drei Stunden vor Euthanasie
wurde den Tieren 20 pg Demecolzin i.p. injizierglehes als Mitosespindelgift die
Zellen in der Metaphase arretierte. Nach EuthargeieMause in C@Gas wurden die
Organe ausgeblutet (s. 3.8.6) und anschlie3enbdediien Oberschenkelknochen in toto
entnommen. Nach Entfernung des Knorpels, der Go#atlen des Caput femoris,
Condylus lateralis und medialis wurde eine 21 G (Hann die Cavitas medullaris
eingefuhrt, um die Knochenmarkszellen mit der Haplksiced salt solution (HBSS) in
ein Reagenzglas zu uberfuhren.

Die weitere Bearbeitung der Knochenmarkszellen un8nalyse der
Chromosomenaberrationen wurde in freundlicher Koatpen von Herrn S. Nathrath,
in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Humangenelds Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitat Minchen, durchgefihd mittels Multiplex Fluoreszenz
In Situ Hybridisierung (M-FISH) ausgewertet. MigelM-FISH-Analyse konnten
gualitative und quantitative strukturelle Chromosmaberrationen erfasst werden.
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3.8.10.3 Histologische Beurteilung der Nieren

Die toxische Wirkung voA™Bi und der schadigende Einfluss des Immunkonjugats
das renale Gewebe wurden durch histopatholgischersirchungen der Nieren von
Swiss nu/nu Mausen nadhBi-d9MAK-Applikation untersucht. Insbesondere wurde
auf Schadigung des Tubulusepithels, GefalRendothelsnd einer
Fibroblastenproliferation geachtet.

Die Tiere erhielten entweder einmalig oder zweimaiin Intervall von 7 d das
213Bj-d9MAk-Konjugat. Die einmalige i.p. Applikationrielgte mit Aktivititen von
0,37 MBq bzw. 0,74 MBq und die fraktionierter Gafé zweimalig 0,37 MBqg bzw.
0,74 MBq im Intervall von 7 d (Gruppen n = 2).

100 Tage nach RIT wurden beide Nieren, nach Euianand Ausblutung der Tiere
(s. 3.8.6), entnommen. Hierflr wurde das Abdomeaimem L&ngsschnitt erdffnet und
die Nieren freiprapariert. Nach Durchtrennung dearrieiter, Arteriae und Venae
renalis wurden die Nieren entnommen, in PBS gageimd in Formalin fixiert.

Die histopathologische Bearbeitung und Beurteiluieg Nierengewebes erfolgte am
Institut der Pathologie des des Helmholtz Zentruminbhens (ehemals
GSF-Forschungszentrum fur Umwelt und Gesundheiterubeitung von Frau Dr.
Leticia Quintanilla-Fend.

3.11 Statistische Auswertung

Die statistischen und graphischen Auswertungen &urdit den Softwareprogrammen
Microsoft Office Excel 2003 und SPSS® 14.0 fur Wand® durchgefihrt.

Die statistische Analyse des klonogenen Tests .1s3)3 erfolgte mit dem
Kruskal-Wallis-Test bzw. Mann-Withney U-Test. Didatsstische Auswertung der
unterschiedlichen Verlaufe der peripheren Blutzelle Abhangigkeit zur applizierten
Aktivitat (s. 3.8.10.1) wurden mit dem Mann-WithndyTest und Wilcoxen-Test
durchgefihrt. Die Versuchsgruppen wurden auf eigni8kanzniveau mit p < 0,05
bzw. der entsprechenden adjustierten Signifikarerpikift.

Die Auswertung der Therapiestudien (s. 3.8.3) gtéolinter Verwendung der Methode

nach Kaplan-Meier Uber einen Beobachtungszeitrauron v250d nach
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Tumorzellinokulation. Die statistische Signifikamafung erfolgte mittels Log Rank
Test, bei dem die untersuchten Gruppen paarweiggicreen wurden. Werte p < 0,01
wurden als hochsignifikant, Werte p < 0,05 als gikgnt definiert.
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4  Ergebnisse

4.1 Qualitat der >Bi-Eluierung und #**Bi-Koppelung von d9MAk

Im Rahmen der Studien wurden 53Bi-Eluierungen am??°Ac/***Bi-Generator
durchgefiihrt. Die’**Bi-Aktivitaten lagen, in Abh&ngigkeit von der urgehiedlichen
22°Ac-Beladungen und Alter der Generatoren, vor Abitery des freied™Bi an der
PD 10 Gelfiltrationssaule bei 95 MBq + 63 MBg (MWSD).

Der Anteil des AK-gebundenén™Bi im Verhaltnis zum freieA™Bi wurde vor (E) und
nach Gelfiltratrion(P;) bestimmt. Bei einem Gesamteinsatz von ca. 108Kidag die
Markierungsausbeute {Ebei 81 % + 6 % (MW + SD) und nach Abtrennung des
ungebundenefi*Bi bei (P,) 95 % + 3 % (MW + SD). Neben der Abfiltration diesien
213Bj entstand ein Verlust von 34 % + 15 % (MW = SBBi-d9MAk durch Verbleiben
eines RIK-Anteils in der PD 10 Gelfiltrationssaule.

Im Tierversuch wurden den Tieren 1 x’ umorzellen injiziert. Mit 3 x 1Dmutierten
E-Cadherin-Antigenen pro Zelle lagen insgesamt medach 3 x 18
AK-Bindungsstellen bei Applikation vor (Seidenscimga2006). Die eingesetzten
Aktivitaten in den Therapiestudien lagen zwischeB70OMBq und 1,48 MBd**Bi-
d9MAK pro Maus. Pro RIK-Applikation wurde den Versuchstie 1,3 x 16’ + 1,6 x
10" (MW + SD) Molekiile d9MAK injiziert um eine moglichst vollstdige Besetzung
der AG-Bindungsstellen des mutierten E-Cadherin&sitmsmolekiils zu ermdglichen.
Die spezifische Aktivitat pro mg d9MAKk betrug 4684 = 383 MBg (MW + SD). Bei
dieser mittleren spezifischen Aktivitat war jedelb@ste Molekil d9MAK mit einem
213Bj-Atom gekoppelt, bei der geringsten spezifischiktivitat von 37 MBq jedes
27150ste Molekul d9MAk und bei der maximal erregthspezifischen Aktivitat von
1423 MBq jedes 706ste Molekiil d9MAk mit einétBi-Atom gekoppelt.
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4.2 In Vitro Versuche

4.2.1 Proliferation der HSC45-M2-Zellen

Nach Kultivierung von 1 x ) 1 x 16 oder 1 x 16 HSC45-M2-Zellen wurde die
Proliferation der Zellen in 24-stindigen Intervallbis maximal 15 d (360 h) nach
Versuchsbeginn mittels Zellzahlmessungen bestiddenkiesszeitpunkt standen fir jede
Gruppe der unterschiedlichen Ausgangszellzahlenrdbe® zur Verfiigung, deren
quantitativen Ergebnisse gemittelt wurden.

Mittels exponentieller Trendlinie und ermitteltenoielationskoeffizient mit%r> 0,9
konnte der Zellzahlverlauf bei 1 x 3@ x 16 und 1 x 16 Ausgangszellen als spezielle
Exponentialfunktion beschrieben und die Zellzahtdéppelungszeit berechnet werden
(s. 3.7.1 Gleichung 3 und 4).

Die Subkultivierung von 1 x £0Zellen pro Kulturflasche filhrte nach 24 h zu einem
Abfall auf 3,9 x 18 Zellen. Nach langsamer Proliferationsphase tib8rHéurde ein
Anstieg auf 3,78 x T0und nach exponentieller Vermehrung nach 360 28 x 16
Zellen gemessen mit einer ermittelten Zellverdoppgézeit von 38 h (Abb. 4).

Bei einer Ausgangszellzahl von 1 x°18SC45-M2 pro Zellkulturflasche zeigte sich
216 h nach Subkultivierung eine maximale Zunahnfe6a88 x 16 Zellen bei einer
Zellverdoppelungszeit von 33 h. Nach Abfall der|Zahl an den Messzeitpunkten
240 h und 264 h nach Versuchsbeginn bis auf 4,8% Xellen wurde der Versuch, bei
fortschreitendem Zelluntergang und Zunahme vonakent Zellresten, abgebrochen
(Abb. 5 und s. 4.2.2 Abb. 6).

Auch bei der Ausgangszahl von 1 x®1Rellen pro Kulturflasche zeigte sich eine
schnelle Proliferationskinetik mit maximé|98 x 16 Zellen 96 h nach Aussaat mit
anschlieBendem Abfall auf 3,80 x°1Bellen 360 h nach Versuchsbeginn. Neben der
Reduktion der vitalen Zellen liel3 sich eine Zunahwmen Zellabbauprodukten
feststellen. Die Zellverdoppelungszeit lag bei 32hb. 5 und s. 4.2.2 Abb. 7).

Die mittlere Verdoppelungszeit der HSC45-M2-Zellemnabhéngig von der
Ausgangszellzahl, betrug 34 h + 3 h (MW + SD).
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Abb. 5:

Proliferationskinetik von HSC45-M2 bei 1 x10° und 1 x 16 Ausgangszellen
Graphische Darstellineg 1 x 16 Ausgangszellen tiber 216 h mit Trendlinie,
y = 73124%%%° *und Korrelationskoeffizienterf = 0,98,
Zellverdoppelungsze&t\33 h (rote und orangene Kurven)

Graphische Darstelltreg 1 x 16 Ausgangszellen tiber 96 h mit Trendlinie,
y = 95499@ %92 *ynd Korrelationskoeffizienfr= 0,98,
Zellverdoppelungszat\32 h (griine und hellgriine Kurven)

51
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4.2.2 CEA-Konzentrationsverlauf im Vergleich zur Zdlproliferation

Neben der Zellzahlbestimmung (s.4.2.1) wurden aden Kulturflaschen
Mediumproben zur CEA-Konzentrationsbestimmung emimen.

Auf Grund technischer Probleme bei der Auswertungisste bei einzelnen
Messzeitpunkten auf die CEA-Konzentrationsergelengs Proben verzichtet werden.
Fir jede Ausgangszellzahl wurden die CEA-Konzeiunat(y,-Achse) sowie die
Zellzahl (y-Achse) Uber den Zeitverlauf (x-Achse) graphischigaiagen. Mittels
exponentieller Trendlinie und ermitteltem Korredaskoeffizient mit 7> 0,9 konnte
der CEA-Verlauf bei 1 x T0und 1 x 16 Zellen als spezielle Exponentialfunktion
beschrieben und die CEA-Verdoppelungszeit bereciweetlen (s. 3.7.1 Gleichung 3
und 4).

Bei der Ausgangszellzahl von 1 x*}SC45-M2 konnte erstmalig nach 312 h bei einer
Probe mit 1,37 x 10 Zellen eine CEA-Konzentration mit 1,9 ng/ml im Medi
bestimmt werden.

Bei der Ausgangszellzahl von 1 x>Zellen stieg die CEA-Konzentration mit Zunahme
der vitalen Zellen nach 216 h auf 14,9 ng/ml Medaum Das Ende der Zellproliferation
mit Verlust der Zellarchitektur und Zunahme von l&sten nach 264 h verursachte
einen Anstieg des CEA im Medium auf 60,2 ng/ml. thlg Trendlinie und
dazugehoriger Exponentialfunktion ergab sich eiB&@&onzentrationsverdoppelungs-
zeit von 34 h (Abb. 6).

Bei 1 x 18 Ausgangszellen stieg die CEA-Konzentration im Medikontinuierlich,
mit Zunahme der vitalen und avitalen Zellen, von9liig/ml 24 h nach Kultivierung
bis auf 120,4 ng/ml nach 216 h an. Die CEA-WerteMesszeitpunkte > 240 h konnten
durch Uberschreitung des Sensitivititsmaximumsz tkerdiinnung der Medien, mit
dem Automated Chemiluminescence System ACS:®18EA-Testsytem nicht
bestimmt werden. Es ergab sich eine CEA-Konzeotmatierdoppelungszeit von 70 h
(Abb. 7).

Schlussfolgernd zeigte sich eine Korrelation von Agd€onzentration und
Zellproliferation in Abhangigkeit von Zunahme artalen HSC45-M2 und avitalem

Zellmaterial.
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Abb. 6: CEA-Konzentrationsverlauf bei 1 x 1§ HSC45-M2 Ausgangszellen
Graphische Darstellung der Zellzahl und O&#%zentration tiber 264 h
mit CEA-Konzentrationsverlaufstrendliniesy,1753 %927 %
Korrelationskoeffizienfe= 0,97, Konzentrationsverdoppelungszeit von 34 h

8x 16
7x16
6x 16
5x 16
4x16
3x16
2x16
1x16
0

Zeit (h)

—o— Zellzahl—s— CEA-Konzentration—— Bgponentiell (CEA-Konzentration)

Abb. 7: CEA-Konzentrationsverlauf bei 1 x 16 HSC45-M2 Ausgangszellen
Graphische Darstellung der Zellzahl und G&#zentration tber 216 h

mit CEA-Konzentrationsverlaufstrendliniezy,1753 %927

Korrelationskfigient = 0,97, Konzentrationsverdoppelungszeit von 70 h
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4.2.3 Proliferationsverhalten im klonogenen Test

Die Bestimmung der Klonogenitdt der HSC45-M2-Zellerzeigte ein

Proliferationsverhalten in Abh&ngigkeit von Ausgszgjlzahl und applizierter
13Bi-d9MAK-Aktivitat.

Die Klonogenitat nach RIK-Inkubation wird in Prozam Verhaltnis zur Klonanzahl
der Kontrolle ohne RIK-Administration angegeben,beiodie Klone der Kontrolle als
100 % gewertet werden.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Krudkallis-Test. Auf Grund einer

nicht vorhandenen Normalverteilung erfolgte die tere& Auswertung zwischen den
einzelnen Gruppen mit dem Mann-Whitney-Test mifuRer< 0,002.

Beide Versuchsreinen mit der unterschiedlichen Anggzellzahl von 50 bzw.
100 Zellen wurden separat ausgewertet, da sichd&eiapplizierten Aktivitaten von
1x 0,185 MBq und 2 x 0,185 MBq ein signifikantentgrschied (p < 0,05) in der
Klonogenitat flr beide Ausgangszellzahlen zeigte.

Mit steigender Aktivitat und zweimaliger RIK-Inkutban zeigte sich eine Reduktion
der Klonogenitat (Abb. 8).

O 50 Zellen
60 @ 100 Zellen

0 | | “Lﬁiiii

(0] 1x0,185 2x0,185 1x0,37 2x0,37 1x0,74 2x0,74
Aktivitat (MBa)

Klonogenitat (%)
R

Abb. 8: Klonogenitéat von 100 vs. 50 Ausgangszellen in ABngigkeit zur Aktivitat
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4.2.3.1%Bi-Immunkonjugat-Inkubation bei 50 Zellen pro well

Nach 15-tdgiger Subkultivierung bildeten die Koftimellen ohne RIK Inkubation
7,9 £2,1 (MW =z SD) Klone pro well.

Durch ansteigende Aktivitaten und zweimaliger Akatlion des
213Bj-d9MAk-Konjugats wurde die Klonogenitat im Verglh zur Kontrolle reduziert
(s. 4.2.3 Abb. 8).

Die entstandenen Klone je Aktivitdtsgruppe zeigtemerhalb ihrer eigenen Gruppe
keine Normalverteilung (Abb. 9). Zur statistischgmaphischen Darstellung wurde das

Boxplot-Diagramm ausgewahlt (Abb. 10).
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Abb. 9: Haufigkeitsverteilung der Klonanzahl je Aktivitatsgruppe bei 50 Ausgangszellen
Darstellung in Intervalllbeeivon 5 %
Keine Normalverteilung ddoKogenitat innerhalb der einzelnen Aktivitatsgrepp
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Abb. 10: Klonogenitat in Abhangigkeit von der applzierten Aktivitat bei 50 Ausgangszellen
Abnahme der Klonanzahl (%) mit steigender Aktivitad fraktionierter Applikation
° milde AusreiRer: zwischeb — 3 Boxenldngen * starke Ausreif3er: > 3 Boxegkn

Bei Testung aller Gruppen gegeneinander ergab leam signifikanter Unterschied
(Padjustier™> 0,002) fur die Kontrollen vs. 1x0,185MBq, X85 MBqg vs.
1x0,37 MBg und 1 x 0,74 MBq vs. 2 x 0,74 MBq.&Hdnderen Gruppenauswertungen
gegeneinander zeigten einen signifikanten Unteeschit Rgjusier < 0,002 zugunsten
der hoheren Gesamtaktivitat.

Es zeigte sich keine signifikante Uberlegenheit deweimalig fraktionierten
Administration vs. einmaliger Applikation de¥°Bi-Immunkonjugats bei gleicher

Gesamtaktivitat.
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4.2.3.2'Bi-Immunkonjugat-Inkubation bei 100 Zellen pro well

Nach 15-tagiger Subkultivierung bildeten die Kotimellen ohne RIK-Inkubation

17 £ 2,5 (MW = SD) Klone pro well.

Durch ansteigende Aktivitaten und zweimalige Apali&n des

213Bj-d9MAk-Konjugats konnte die Klonogenitat im Veegth zur Kontrolle reduziert
werden (s. 4.2.3 Abb. 8).

Die entstandenen Klone pro Gruppe zeigten, analogb@ Ausgangszellen, keine
Normalverteilung (Abb. 11). Zur statistischen gnaphen Darstellung wurde das

Boxplot-Diagramm ausgewahlt (Abb. 12).
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Abb. 11: Haufigkeitsverteilung der Klonanzahl je Aktivitatsgruppe bei 100 Ausgangszellen
Darstellung in Intervalllteeivon 5 %

Keine Normalverteilung ddpKogenitét innerhalb der einzelnen Aktivitatsgrepp
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Abb. 12: Klonogenitét in Abhéngigkeit von der applzierten Aktivitat bei 100 Ausgangszellen
Abnahme der Klonanzahl (%) mit steigender Aktivitad fraktionierter Applikation
* > 3 Boxenlangen

Kein signifikanter UnterschiedP(yusier > 0,002) konnte zwischen der Klonogenitat der
Gruppe mit 2 x 0,185 MBq vs. 1 x 0,37 MBq, 2 x 0)gBq vs. 1 x 0,74 MBqg und
1x 0,74 MBq vs. 2 x 0,74 MBq erzielt werden. Aladeren Testungen der einzelnen
Gruppen gegeneinander zeigten einen signifikantaterschied MitP.gjsier< 0,002
hinsichtlich der Klonreduktion bei steigender Aktift.

Es zeigte sich keine signifikante Uberlegenheit daxeimalig fraktionierten
Administration vs. einmaliger Applikation de¥*Bi-Immunkonjugats bei gleicher

Gesamtaktivitat.
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4.3 In Vivo Versuche

4.3.1 Therapeutische Effizienz der einmaligen unddktionierten Applikation des

213Bj-d9MAk-Radioimmunkonjugats

Swiss nu/nu Mause erhielten nach i.p. Tumorzellitation eine ein- oder zweimalige
i.p. Applikation des ?Bi-d9MAk-Konjugats unterschiedlicher Aktivitat. Die
eingesetzten®*Bi-Aktivititen lagen je Injektion bei 0,37 MBg, GMBq oder
1,48 MBg. Die Versuchstiere wurden udber einen Zaitm von 250d nach
HSC45-M2-Injektion beobachtet. Alle therapierten udé@ tberlebten hochsignifikant
(p < 0,01) langer als die unbehandelte Kontrollgeip

Die Beurteilung der Effizienz der jeweiligen Theaperfolgte Uber die medianen
Uberlebenszeiten der Tiere, dem dazugehérigen IMité und das entsprechende
95 %ige Konfidenzintervall. Die statistische Austmeg hinsichtlich der Signifikanz
zwischen den einzelnen Gruppen erfolgte mittels-Ragk-Tests und die graphische

Darstellung des Uberlebens als Kaplan-Meier-Kurven.

4.3.1.1 Therapiebeginn einen Tag nach Zellinokulatin

Untherapierte Tiere der Kontrollgruppe erreichtém medianes Uberleben von 22 d.
Dies war hochsignifikant kiirzer als das Uberleben Here mit**Bi-d9MAk-Therpie
unabhangig zur eingesetzten Aktivitat mit Therapgbn 1d nach HSC45-M2-
Inokulation.

Bei einmaliger®**Bi-d9MAk-Applikation wurde den Versuchstieren 24rtach i.p.
Tumorzellinokulation 0,37 MBq (n = 4) oder 0,74 MBy= 9) des RIK i.p. injiziert.

Die Erhohung der applizierten Aktivitat von 0,37 BBuf 0,74 MBQq zeigte keinen
signifikanten Unterschied (p > 0,05) im Uberleber @iere. Das mediane Uberleben
nach Gabe von 0,37 MBq betrug 48 d, das der RITp@umit 0,74 MBq 42 d
(Abb. 13, Tab. 1 und 2).

Bei fraktionierter RIT wurde den Versuchstieren@eippe n = 9) 1 d und 8 d nach i.p.
Tumorzellinjektion entweder je 0,37 MBq oder O,78d/i.p. appliziert.
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Das mediane Uberleben der Gruppe mit 2 x 0,37 M&qulg 84 d und das der Gruppe
mit 2 x 0,74 MBq 86 d, ohne statistisch signifikemtUnterschied (p > 0,05) beider
Gruppen zueinander (Abb. 13, Tab. 1 und 2).

Zur Evaluierung der Effizienz der fraktionierten emaligen i.p. Applikation des
213Bj-d9MAk-Konjugats wurden die Gruppen mit 1x 0/8Bg, 2 x 0,37 MBq,
1x 0,74 MBq und 2 x 0,74 MBq gegeneinander ausgetve

Die einmalige Applikation des RIK mit einer Aktigit von 0,37 MBq fiihrte zu einer
medianen Uberlebenszeit von 48 d. Tiere, die mit0B7 MBq behandelt wurden
erzielten ein signifikant langeres medianes Uberetit 84 d.

Es zeigte sich auch eine signifikante Uberlegerdhaitzweimaligen Applikation von je
0,37 MBq im Intervall von 7 Tagen vs. der einmatigpplikation mit 0,74 MBg 24 h
nach Tumorzellinokulation (medianes Uberleben 84.d42 d).

Auch die zweimalige Applikation von je 0,74 MBq ®mite ein signifikant langeres
Uberleben der Versuchstiere (medianes Uberlebed) &s die einmalige Applikation
von 0,74 MBq.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die einmaligellégtioin des RIK zu einem ~2-fach
langeren Uberleben und die zweimalige RIK Appligatizu einem ~4-fach langeren
Uberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrtegdpch unabhangig von der
applizierten Aktivitat. Die zweimalig fraktioniert&@pplikation im Zeitintervall von 7 d

vs. einmaliger Injektion der Gesamtaktivitit mit gden 24 h nach

Tumorzellinokulation fuhrte zu einem signifikantsdseren Therapieerfolg (Abb. 13,
Tab. 1 und 2).



4 Ergebnisse 61

100=

Gruppen
11 Kontrolle
80- 111x0,37 MBq
11 2x0,37 MBq

S . | 11 1x0,74 MBq
5 I 2 x0,74 MBc
o]
Q
2
) 40 =

201

0 T T T T T T T T T T

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Zeit nach HSC45-M2-Inokulation (d)

Abb. 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Therapiggruppen mit Therapiebeginn einen Tag
nach Tumorzellinokulation
Vergleich der Gruppen mit 1 x ONdBq, 2 x 0,37 MBq, 1 x 0,74 MBq oder 2 x 0,74 MBq;
mit statistisch signifikanten lange Uberlebenszeiten bei zweimaliger vs. einmaliger
Applikation unabhangig von der agiptten®**Bi-d9MAk Aktivitét

Gruppen Kontrolle 1x0,37MBg | 2x0,37MBq | 1x0,74MBg| 2 x0,74MBqg
Kontrolle - 0,001 0,000 0,000 0,000

1 x 0,37MBq 0,001 - 0,008 0,767 0,022

2 x0,37MBg 0,000 0,008 - 0,008 0,266

1 x 0,74MBq 0,000 0,767 0,008 - 0,008

2 x 0,74MBg 0,000 0,022 0,266 0,008 -

Tab. 1: Tabellarischer Vergleich der Signifikanzender verschiedenen Therapiegruppen bei

Therapiebeginn einen Tag nach Tumordaiokulation
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Gruppe Mittelwert Median
Mittel- Standard- 95 %-Konfidenz- Standard- | 95 %-Konfidenz-
wert abweichung intervall Median | abweichung intervall

Untere Obere Untere | Obere
Grenze Grenze Grenze | Grenze

Kontrolle 23 3 18 28 22 5 12 32

1x0,37 51 7 38 64 48 7 28 56

MBq

2x0,37 102 19 64 139 84 18 49 119

MBq

1x0,74 49 6 36 61 42 7 24 52

MBq

2x0,74 74 7 60 89 86 19 48 124

MBq

Tab. 2: Tabellarische Aufstellung von Mittelwert und Median mit Standardabweichung und
95%-Konfidenzintervall der Therapiegrippen bei Therapiebeginn einen Tag nach
Tumorzellinokulation

4.3.1.2 Therapiebeginn acht Tage nach Zellinokulatin

Um die Effizienz der einmaligen bzw. zweimalig friakierten®*Bi-d9MAk-Therapie
am Modell der fortgeschrittenen Peritonealkarzinosesvaluieren, erhielten die Tiere
8 d nach Tumorzellinokulation einmalig 0,37 MBg=15), 0,74 MBq (n = 15) oder
1,48 MBq (n = 14) bzw. 8 d und 15 d nach i.p. HSGA5 Injektion 0,37 MBq (n = 16)
oder 0,74 MBq (n = 163*Bi-d9MAK i.p. appliziert.

Untherapierte Tiere der Kontrollgruppe erzieltem miedianes Uberleben von 22 d. Die
als daberlgében der Tiere mit

Uberlebenszeit war hochsignifikant kiirzer

213Bj-d9MAKk-Therapie unabhéngig zur eingesetzten Akiv

Nach einmaliger Gabe des RIK 8 d nach HSC45-M2itation zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Uberleben der 3 Uniersingsgruppen. Nach Applikation
von 0,37 MBg***Bi-d9MAk wurde ein medianes Uberleben von 37 dhn@@4 MBq
von 42 d und nach 1,48 MBq von 44 d erzielt (Abb. Tab. 3 und 4).
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Abb. 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Therapigyruppen mit Therapiebeginn 8 Tage nach
Tumorzellinokulation mit einmaligerApplikation des ?**Bi-d9MAk-Konjugats

Gruppen Kontrolle 1x0,37 2x0,37 1x0,74 2x0,74 1x1,48
MBqg MBqg MBqg MBq MBqg

Kontrolle - 0,007 0,001 0,003 0,000 0,001
1 x0,37MBqg 0,007 - 0,189 0,199 0,003 0,105
2 x 0,37MBq 0,001 0,189 - 0,941 0,062 0,918
1 x0,74MBq 0,003 0,199 0,941 - 0,036 0,760
2 x 0,74MBq 0,000 0,003 0,062 0,036 - 0,053
1x1,48MBq 0,001 0,105 0,918 0,760 0,053 -

Tab. 3: Tabellarischer Vergleich der Signifikanzender verschiedenen Therapiegruppen bei
Therapiebeginn 8 Tage nach Tumorzellgkulation
Signifikanter Unterschied im Uberleben bei zweimati Applikation von 0,74 MBq vs.
einmaliger Applikation von 0,74 MBYBi-d9MAKk
Keine signifikante Unterscheidung @r thberlebenszeit im Vergleich zwischen zweimaliger
Applikation von 0,74 MBq vs. einmaligépplikation von 1,48 MBG*Bi-d9MAKk (p = 0,053)
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Gruppe Mittelwert Median
Mittel- Standard- 95%- Mittel- Standard- 95%-
wert abweichung| Konfidenzintervall wert abweichung| Konfidenzintervall

Untere | Obere Untere Obere
Grenze| Grenze Grenze | Grenze

Kontrolle 23 3 18 28 22 5 12 32

1x0,37

MBq 37 5 26 47 37 4 28 46

2x0,37

MBq 62 15 33 91 38 7 23 51

1x0,74

MBq 50 13 24 76 42 4 34 50

2x0,74

MBq 108 21 66 150 68 16 27 89

1x1,48 67 16 35 99 44 19 0 73

MBq

Tab. 4: Tabellarische Aufstellung von Mittelwert und Median mit Standardabweichung und
95 %-Konfidenzintervall der Therapieguppen bei Therapiebeginn 8 Tage nach
Tumorzellinokulation

Bei fraktionierter 2°Bi-d9MAk-Applikation wurde den Versuchstieren zwaeilig
0,37 MBq bzw. 0,74 MBq 8 d und 15 d nach HSC45-M@kulation i.p. appliziert.

Die Studiengruppe mit 2 x 0,37 MBYBi-d9MAKk erreichte ein medianes Uberleben
von 38 d, die mit 2 x 0,74 MBg’Bi-d9MAk eines von 68 d. Mit p = 0,062 zeigte sich
ein Trend zugunsten der zweimaligen Applikation V074 MBq, jedoch ohne
statistische Signifikanz (Abb. 15, Tab. 3 und 4).
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Abb. 15: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Therapigyruppen mit Therapiebeginn 8 Tage nach

Tumorzellinokulation mit zweimalige Applikation des **Bi-d9MAKk-Konjugats im
Intervall von 7 Tagen

Zur Evaluierung der Effizienz der fraktionierten emaligen i.p. Applikation des
213Bj-d9MAk-Konjugats im Vergleich zur einmaligen Apgtion wurden die
Therapiegruppen mit 1x 0,37 MBqg, 2x 0,37 MBg uddx 0,74 MBg sowie die
Gruppen mit 1x0,74MBq, 2x0,74MBg und 1x1MBQ gegeneinander
ausgewertet.

Die Evaluation der Therapie mit 1 x 0,37 MBq vsx ®,37 MBq vs. 1 x 0,74 MBq
zeigte keinen signifikanten Unterschied im Uberteder Tiere der 3 Versuchsgruppen.
Mé&use mit i.p. Applikation von 1 x 0,37 MBY’Bi-d9MAk erreichten ein medianes

Uberleben von 37 d, Tiere mit 2 x 0,37 MBdBi-d9MAk von 38 d und 1 x 0,74 MBq
von 42 d (Abb. 16, Tab. 3 und 4).
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Abb. 16: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Therapiggruppen mit Therapiebeginn 8 Tage nach
Tumorzellinokulation mit einmaliger(0,37 MBq oder 0,74 MBgf*Bi-d9MAk) und
zweimaliger Applikation (0,37 MBd™*Bi-d9MAK) des RIK im Intervall von 7 Tagen

Der Vergleich der Uberlebenszeiten der Therapigmeaop mit 1 x 0,74 MBq,
2x 0,74 MBq und 1 x 1,48 MBof*Bi-d9MAk zeigte ein signifikant (p = 0,036)
verlangertes Uberleben zugunsten der Tiergruppe2mit 0,74 MBqg***Bi-d9MAk
(medianes Uberleben 68 d) vs. 1 x 0,74 MBBi-d9MAk (medianes Uberleben 42 d).
Es zeigte sich ein deutlicher positiver Trend @653) in der Uberlebenszeit
zugunsten der zweimaligen Applikation von 0,74 MBYBi-dO9MAk (medianes
Uberleben 68 d) vs. der einmaligen Applikation Gasamtaktivitat von 1 x 1,48 MBq
213Bj-d9MAk (medianes Uberleben 44 d) (Abb. 17, Talbing 4).
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Abb. 17: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Therapigyruppen mit Therapiebeginn 8 Tage nach
Tumorzellinokulation mit einmaliger(0,74 MBq oder 1,48 MB¢*Bi-d9MAKk) und
zweimaliger Applikation (0,74MBd**Bi-d9MAK) des RIK im Intervall von 7 Tagen

Zusammenfassend zeigte sich ein signifikant vediéleg Uberleben aller
Therapiegruppen mit*Bi-d9MAk im Vergleich zur untherapierten Kontroligipe.
Die einmalige RIK-Applikation unterschiedlicher Akitdten erbrachte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchggeap

Es zeigte sich ein deutlicher Vorteil hinsichtlides Uberlebens bei zweimaliger i.p.
Applikation mit 0,74 MBq?3Bi-d9MAk im Vergleich zu den anderen uberpriiften
Therapieschemata. Eine statistische Uberlegenhit fchktionierten zweimaligen
Applikation von 0,74 MBq im Vergleich zur einmaligépplikation von 1,48 MBq bei
Therapiebeginn 8 d nach HSC45-M2-Inokulation kormiéait belegt werden.
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4.3.2 CEA als Tumormarker zur Therapiekontrolle desdiffusen

Magenkarzinoms

4.3.2.1 CEA-Konzentrationsverlauf im Serum

Nach  Tumorzellinokulation  mit/ohne  anschlielender IT R wurde der
CEA-Konzentrationsverlauf im Serum der Versuchstieestimmt.

Die Bestimmung erfolgte bei tumorzellinokulierteror€rolltieren ohne folgende RIT
(n=2) und Dbei Tieren nach  Tumorzellinokulation tmieinmaliger
*13Bij-d9MAKk-Therapie 8 d nach i.p. Zellinjektion mit3¥ MBq (n = 1) bzw. 0,74 MBq
(n = 1) und nach zweimaliger RIK-Applikation mit3d, MBq (n = 1) bzw. 0,74 MBq
(n =2) 8d und 15 d nach HSC45-M2-Zellinjektion.

Der Tumormarker war im Serum von Tieren ohne Tumlirokulation, die lediglich
einmalig oder zweimalig das RIK erhielten (1 x OMBg, 2 x 0,37 MBq,
1x0,74 MBq, 2 x 0,74 MBq, 1 x 7,4 MBq, 1 x 14,8l 1 x 22,2 MBq mit je n = 2),
nicht nachweisbar.

Die CEA-Konzentration nach i.p. Tumorzellinokulatiohne folgende RIT war zu allen
Zeitpunkten der Bestimmung messbar. Bei Tier Nr. ktieg die
Tumormarkerkonzentration bis zum Todestag kontitiakebis 25,9 ng/ml (37. Tag) an
(Abb. 18). Die Autopsie ergab eine massive Tumdtiafion. Neben peritonealer
Metastasierung, Aszitesbildung und Hepatomegaliesen die abdominellen Organe
(Leber, Milz, Magen und Nieren) Tumorfiliae auf. D&werchfell war durch die
HSC45-M2-Zellen infiltriert und bei Er6ffnung deshdrax zeigte sich eine
intrathorakale Metastasierung.

Tier Nr. 2 zeigte 7 d nach Zellinjektion eine maaisn CEA-Serumkonzentration von
21,5 ng/ml mit anschlieBRendem Abfall auf 3,8 ng/omid erneutem Anstieg bis
8,6 ng/ml bei Euthanasie (30.Tag) (Abb. 18). Dieutdpsie erbrachte eine
fortgeschrittene i.p. Tumorzellinfiltration mit hajischer, gastraler, diaphragmaler

Metastasierung mit Tumorknoten zwischen den abdeiheim Organen.
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Abb. 18: CEA-Serumkonzentrationsverlaufe untherapieter tumorzellinokulierter Kontrolltiere
Tier Nr. 1 zeigt einen kontinuieHen CEA-Anstieg bis zum Tod (1)
Tier Nr. 2 zeigt einen biphasischManlauf mit initialem Peak, anschlieRendem Abgaitl
erneutem Anstieg bis zum Tod (1)

Beide Tiere mit einmaliger Applikation des RIK (137 MBq (Tier Nr. 3) und
1 x 0,74 MBq (Tier Nr. 4)) zeigten einen deutlichenstieg der CEA-Konzentration im
Serum bis zum Todestag mit initialem Anstieg cd.réach Tumorzellinokulation.

Der Tumormarkerlevel von Nr. 3 stieg rapide innédsheon 2 d auf 183,4 ng/ml am
Todestag (9. Tag) an (Abb. 19 a). Vor Euthanasie a&s Tier apathisch als auch
kachektisch und die Haut wies diffuse petechialebkitungen auf. Die Obduktion
zeigte neben einer i.p. Tumorlokalisation einen esglen und hepatischen
Tumornachweis sowie eine orange-grinliche Verfagdes gesamten Darms.

Tier Nr. 4 wies einen progredienten CEA Anstieg aig 59,8 ng/ml beim Tod am
42. Lebenstag auf (Abb.19Db). Es =zeigte sich beith&hasie eine massive
Aszitesentwicklung.
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Abb. 19: CEA-Serumkonzentrationsverlaufe nach Tumozellinokulation und einmaliger
Applikation von?**Bi-d9MAk nach 8 Tagen
Die einmalige Applikation von 0,37 MBq (a) oder & MIBq **Bi-d9MAK (b) zeigte keine
Reduktion der AntigenkonzentrationSerum

Tier Nr.5 erhielt 2x0,37 MBq ?*Bi-d9MAk ip. 8d und 15d nach

Tumorzellinokulation. Nach initialem CEA-Anstieg fa6,04 ng/ml am 7. Tag nach
Tumorzellimplantation sank die CEA-Konzentration Anschluss an die erste RIT in
den nicht messbaren Bereich ab. Ab Tag 28 stie@CH& Konzentration im Serum bis
zum Todestag (Tag 40) auf 18,76 ng/ml an (Abb. B@. Obduktion erbrachte neben
einer Aszitesbildung eine massive peritoneale, legngplenale, hepatische sowie
diaphragmale Karzinose mit einem Unterbauchtumot¢).



4 Ergebnisse 71

30,0

2501 A260 —

20,0 / I\ / 188 T
15,0 / \ / —e—Tier Nr. 5 (2 x 0,37 MBQq)
100 / \ / P 2gidomakRIT
5C \ /4,2
O,C T A4 g T T
10 T 20 30 40

Zeit nach Tumorzellinokulation (d)

CEA Konzentration (ng/ml)

Abb. 20: CEA-Serumkonzentrationsverlauf nach Tumorzllinokulation und zweimaliger
Applikation von 0,37 MBd*Bi-d9MAk
Nach initialem CEA Anstieg, Abfalér CEA-Konzentration nach zweimaligeiBi-d9MAk
Applikation (8 und 15 Tage nach Teellinokulation) in nicht messbare Bereiche mit
Wiederanstieg bis zur Euthanasje (1

Der Tumormarkerlevelverlauf von Tier Nr. 6 (2 x 9,KBq) zeigte einen initialen

Konzentrationsanstieg auf 9,16 ng/ml bis zum 7. iagh Tumorzellinokulation mit

anschlieBendem Abfall in den nicht nachweisbaremzéatrationsbereich. Das Tier
zeigte bis zum Abschluss des Versuchs keinen erneAntigenanstieg und keine
Zeichen einer Tumorentwicklung bei der klinischeméisuchung (Abb. 21).

Das Serum-CEA war bei Tier Nr. 7 (2 x 0,74 MBq) ibmen Zeitraum von 70 d nicht
nachweisbar. Bei Euthanasie auf Grund von klinischeichen der Tumormanifestation
(78. Tag) konnte das CEA mit einer Konzentratiom i,9 ng/ml bestimmt werden
(Abb. 21). Es zeigten sich bei der Autopsie ein kstdner linksseitiger

Unterbauchtumor (@ 1,5 cm) sowie ein Tumorknotemaghten Oberbauch (& 0,5 cm)
mit  diaphragmaler, peritonealer, splenaler, heplés und intrakutaner

Tumorinfiltration.
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Abb. 21: CEA-Serumkonzentrationsverlauf nach Tumorzllinokulation und zweimaliger
Applikation von 0,74 MB¢*Bi-d9MAk

Zusammenfassend zeigten sich nach i.p. HSC45-MRdlabon unterschiedliche
individuelle CEA-Konzentrationsverlaufe bei theepen und nicht therapierten
Versuchstieren.

Die positiven therapeutischen Effekte der RIT, aigfgivon der verwendeten Aktivitat
und Fraktionierung der ?*Bi-d9MAk-Applikation, spiegelten sich in nicht
nachweisbarem Serum-CEA-Level und Abfall der Konzgion nach initialem CEA-

Anstieg nach Zellinjektion wieder.

4.3.2.2 CEA-Konzentrationen im Serum post mortem

Insgesamt wurden 35 post mortem entnommene SererVelsuchstiere auf ihre
CEA-Konzentration untersucht. Bei allen Tieren wardmakroskopisch eine
Peritonealkarzinose mit teilweiser diffuser Orgamision beobachtet.

Bei 9 Mausen (26 %) wurden CEA Werte <5ng/ml gesea. 8 Tiere (23 %)
erreichten ein Level von 5-15ng/ml und 18 Ti¢kd %) Werte > 15 ng/ml. Es
errechnete sich ein MW = SD von 31,8 + 37,1 ng/ml €CEA-Konzentration. Die
Werte zeigten keine Normalverteilung (Abb. 22).
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Abb. 22: Histogramm mit Darstellung der CEA-Konzentrationen bei Autopsie bei positivem
Tumornachweis

4.3.2.3 CEA-Konzentration im Aszites post mortem

Eine Aszitesentwicklung in Verbindung mit einer deh bis massiven abdominellen
Metastasierung mit/ohne Kachexie wurde bei insges#h?®o aller autopsierten Tiere
vorgefunden (s. 4.3.3).

5 Tiere wurden hinsichtlich einer mdglichen CEA-Bwegat im Aszites untersucht.

Alle Untersuchungen zeigten deutlich pathologischokte CEA-Werte im Aszites

(17,38 ng/ml, 29,3 ng/ml, 29,7 ng/ml, 69,67 ng/mt85,31 ng/ml).



4 Ergebnisse 74

4.3.3 Evaluation der Autopsiebefunde, der histopatblogischen Untersuchungen

und des Kdrpergewichts bei Exitus letalis

Alle Tiere, die zu Versuchsbeginn Tumorzellen imgiziert bekamen wurden nach
Exitus letalis einer Bestimmung des Korpergewicf{&) und einer Autopsie mit
makroskopischer Inspektion des Situs unterzogers. K@ bei Euthanasie der Tiere
(n = 113) lag bei 25,62 g + 4,57 g (MW £ SD) miinahernder Normalverteilung der
einzelnen Werte (Abb. 23).

12

10 L

Anzahl der Tiere

T
15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Korpergewicht bei Exitus (g)

Abb. 23: Histogramm des Kdérpergewichts der Swiss nau Mause zum Zeitpunkt des Exitus letalis

Der Status des Situs bei Autopsie konnte bei 9%emierhoben werden und wurde mit
Hilfe der Abbruchkriterien (s. 3.8.3) in 5 Kategami (nur Tumor, Aszites + Tumor,

Kachexie + Tumor, Aszites + Kachexie + Tumor odeteae Ursache) eingeteilt.

6 % der Tiere mussten primar unabhéngig von derTiymorzellimplantation getotet

werden. Grinde zur vorzeitigen Euthanasie wareabcaler Genese bzw. Stérungen
des motorischen Apparatg.B. Exophthalmus mit/ohne Hydrocephalus, Gangataxi
Huftproblematik). Ob in diesen Fallen ein eventrllZusammenhang zwischen

Zellinokulation oder RIT bestand, konnte nicht gekiverden.
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13 % der autopsierten Tiere fielen der Kategoriar,umor® zu. Bei jeweils 31 %
wurde ein Tumor mit Aszites bzw. Kachexie beobachted bei 19 % ein
Zusammentreffen von Aszites, Kachexie und abdort@nehaligner Raumforderung
(Abb. 24).

andere Ursache Tunor
6% 13%

Asztes + Kachexe
Tunor
19%

Asztes + Tunor
31%

Kachexe + Tunor
31%

Abb. 24: Tortendiagramm mit Darstellung der Aufteilung der Befunde bei Euthanasie nach
HSC45-M2-Inokulation

Bei Autopsie zeigte sich bei den Tieren nach i.8C045-M2-Tumorzellinokulation das
typische makroskopische Bild einer Peritonealkarzenmit groliteils weiterer diffuser
maligner Tumorzellinfiltration mit Organfiliae (Abl25).

Abb. 25: Versuchstier mit Peritonealkarzinose nactlEuthanasie
1. oberflachliche Lebermetastase
2. dalte Peritonealkarzinose am Mesenterium
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50 % der verstorbenen Tiere wiesen neben einernaibétden Metastasierung eine
maligne Aszitesbildung mit klinischem Zeichen eiddsrdomenumfangszunahme auf.
In 19 % war der Aszites verbunden mit Kachexie. éfndwurden diese Tiere durch
Bewegungsarmut und Apathie auffallig (Abb. 26).

Abb. 26: Versuchstier mit Aszites nach Euthanasie
Deutliche Abdomenumfangszunahme bei Aszitesbilduaitglurch
die Haut (— ) erkennbarer Raumforderung und anamischen
Hautkolorit

Abb. 27: Autopsie bei Euthanasie nach HSC45-M2-Tummaellinokulation und 1 x 0,37 MBq
213Bj-d9MAK i.p. Applikation
1. axillare Lymphadenopathie, Bedléchliche Lebermetastase,
3. peritoneale Raumforderung, dmor im Unterbauch
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Eines von den insgesamt 95 autopsierten Tieren wiash Applikation von
1 x 0,37 MBg***Bi-d9MAk neben Aszites, abdominellem Tumor eine lark axillare
Lymphadenopathie auf (Abb. 27).

Die histopathologische Darstellung eines Tumorggieechbar mit Abb. 27, Nr. 4)
mittels H.E. Farbung zeigt eine unterschiedlichiditshte und Zellverteilung innerhalb
des Tumorknotens (Abb. 28).

Abb. 28: H.E. Farbung eines Tumorknotens

4.3.4 Bewertung des Korpergewichtsverlaufs

Huber (2003) zeigte, dass eine HSC45-M2-Tumorzshlitation ohne bzw. mit
nachfolgender RIT mit 7,4 MBgBi-d9MAk 8 d nach Zellinjektion zu einer initialen
KG-Reduktion mit anschlieRender Zunahme des Gewighitch Aszitesbildung fiihrte.
In Hinblick auf diese Erkenntnisse wurde evaluiedh aus einer zeitlichen
KG-Anderung ein Rickschluss auf Therapieerfolgsagen und Toxizitat der ein- oder
zweimaligert*Bi-d9MAK-RIT getroffen werden konnte.

Verglichen wurden 5 Versuchsgruppen nach i.p. Taelbnokulation mit HSC45-M2;
eine Kontrollgruppe ohne RIK-Applikation (n=6), rdppen (je n=12) mit
1x0,37 MBq bzw. 1x0,74 MBq 2Bi-d9MAk-Applikation =~ 8d  nach
Tumorzellinokulation und Gruppen mit zweimaliger3DMBq bzw. 0,74 MBq
213Bj-d9MAKk-Applikation 8 d und 15 d nach Tumorzellindation.
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Die graphische Darstellung des KG-Verlaufs UberZdig nach HSC45-M2-Inokulation
bezieht sich auf den pratherapeutischen Ausgangssveles Gewichts (100 %) der
einzelnen Gruppen.

Es ergab sich im Vergleich der Gruppe mit TumomeKulation ohne
RIK-Applikation und den Gruppen mit einmaliger \zwveimaliger Applikation, dass
die i.p. Injektion von je 500 ul des RIK keinenrsitkanten Einfluss auf das KG hatte.
Huber (2003) zeigte, dass das Gewicht von gesundelnt, tumorzellinokulierten und
nicht therapierten, Swiss nu/nu Mausen Uber 56 dtikeierlich auf 120 % des
Ausgangsgewichts anstieg.

Innerhalb der ersten 16 d nach 1. RIT (23 d naaimdraellinokulation) erreichten die
Tiere der Kontrollgruppe (HSC45-M2-Inokulation ohiiderapie), die Gruppen mit
1x0,37 MBg und 2x0,37 MBq die 120 % ihres Ausgsgewichts und mit
zunehmenden Gewicht mussten die Tiere dieser Grnuppeh Abbruchkriterien
(s.3.8.3) getotet werden (Abb.29). Therapieveasag auf Grund von
Tumorprogression mit/ohne Aszitesbildung und/odemdrkachexie, fihrte in der
Mehrzahl der ausgewerteten Falle zu einer Zunahewe @Gewichts bei Euthanasie
(s. 4.3.3 Abb. 23).

Versuchstiere, die 1 x 0,74 MBq oder 2 x 0,74 MBgm Tumorzellinjektion appliziert
bekamen, zeigten einen deutlich geringeren Anstieg KG. Die Gruppe mit
1x 0,74 MBq erreichte die 120 % Grenze am 30. iagh Tumorzellinokulation und
die Versuchsgruppe mit 2 x 0,74 MBq am 37. Tag nacimnorzellinokulation. Im
Verlauf lag ihr Gewicht zwischen 120 % und 130 % gbedtherapeutischen Wertes
(Abb. 29).
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Abb. 29: Kérpergewichtsverlauf der Versuchsgruppeniber die Zeit nach 1. Radioimmuntherapie
Es zeigte sich abhangig von derapiemodalitat ein Anstieg des Korpergewichts

4.3.5 Toxizitat des’*Bi-d9MAKk-Konjugts

4.3.5.1 Anderung der peripheren Blutzellen

Nach i.p. Applikation von einmalig 0,37 MBq, 0,789 oder 1,48 MBq bzw.
zweimaliger Applikation im Intervall von 7d mit 3¥ MBq, 0,74 MBq des
213Bj-d9MAk-Konjugats wurde der zeitliche Verlauf vaeukozyten, Erythrozyten und
Thrombozyten im peripheren Blut der Swiss nu/nu 88lbiestimmt.

Bei allen untersuchten Gruppen zeigte sich eineadore der Leukozyten nach i.p.
Injektion des***Bi-Immunkonjugats bzw. der reinen PBS-Losung (Kolgruppe) bis
zum 10. Tag nach erster i.p. Applikation.

Die weil3en Blutkorperchen stiegen am 10. Tag besMehstieren mit 1 x 0,37 MBq
auf 128 %, mit 2x 0,37 MBg auf 129 %, mit 1x OMBg auf 136 %, mit
2 x 0,74 MBq auf 106 %, mit 1 x 1,48 MBq auf 110u¥td bei den Kontrollmausen auf
120 % des pratherapeutischen Ausgangswertes an.

Bei Messungen nach 10 d schwankten die Leukozytdezader mit RIK-injizierten
Tiere zwischen dem pratherapeutischen Wert und @oeahme auf maximal 176 %

des Ausgangswertes. Bei den PBS-injizierten Koligotn sanken die weil3en
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Blutkdrperchen bei den Messungen nach Tag 10 un% lilm Vergleich zum
Anfangswert. Es zeigte sich, dass Tiere die lechglPBS i.p. erhielten deutlich
geringere positive Anderungen der Leukozytenzaldafwiesen, als Tiere, die das
213Bj-Immunkonjugat erhielten (Abb. 30).
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf der Leukozyten ohne RIK-Applikation und nach Applikation von
1x 0,37 MBq, 2 x 0,37 MBq, 1 x @ MBq, 2 x 0,74 MBq oder 1 x 1,48 MBG*Bi-d9MAk
Nach ein- oder zweimaliger Applikatdes RIK zeigte sich keine Suppression der Leyten
im Blut

Die i.p. ?“Bi-lmmunkonjugatapplikation mit 1x0,37 MBg, 1 x7@ MBaq,
1x1,48 MBq, 2 x 0,37 MBq oder 2 x 0,74 MBq inderzé keine signifikante Abnahme
der Erythrozyten. Es konnte folglich keine straimenzierte toxische Wirkung auf die
Reihe der rote Blutzellen nachgewiesen werden. ll@m Versuchsgruppen zeigten die
PBS-injizierten Kontrolltiere die niedrigsten Weder roten Blutkdrperchen innerhalb
der ersten 20d nach Studienbeginn. Die Erythrozydganken um maximal 6 %,

verglichen mit dem préatherapeutischen Ausgangsniyghb. 31).
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Abb. 31: Zeitlicher Verlauf der Erythrozyten ohne RIK-Applikation und nach Applikation von
1x 0,37 MBq, 2 x 0,37 MBq, 1 x @ MBq, 2 x 0,74 MBq oder 1 x 1,48 MBG"*Bi-d9MAk
Keine Reduktion der ErythrozyterAibhangigkeit zur applizierten Aktivitat

Die Evaluation des Thrombozytenverlaufs zeigte &esignifikante strahleninduzierte
Abnahme der Zellzahl nach 1. RIT bei den verschedelherapiegruppen (Abb. 32).
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Abb. 32: Zeitlicher Verlauf der Thrombozyten ohne RK-Applikation und nach Applikation von
1x 0,37 MBq, 2 x 0,37 MBq, 1 x @ Bq, 2 x 0,74 MBq oder 1 x 1,48 MBG"*Bi-d9MAk
Keine Reduktion der Thrombozyte\ishangigkeit zur applizierten Aktivitat
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4.3.5.2 Chromosomale Schaden der Knochenmarkszellen

Nach Gewinnung der Knochenmarkszellen wurden digiman Karyogramme von
Herrn Stefan Nathrath mit Unterstitzung durch dastitut fur Humangenetik,
Klinikum Rechts der Isar der Technischen Univetsit¢tinchen, mittels M-FISH
untersucht und die Ergebnisse mitgeteilt.

Den Versuchstieren wurden einmalig 0,74 MBq, 1,4BgV7,4 MBq oder 14,8 MBq
*3Bi-d9MAK i.p. injiziert. Bei fraktionierter Gabe kielten die Tiere zweimalig
0,74 MBq oder 1,48 MBq im Intervall von 7 d i.p.pdigiert.

Bei den verwendeten Aktivitaten bis 1,48 MBq komnte keine
Chromosomenaberrationen beobachtet werden. Auclavdéémalige Applikation von
0,74 MBg und 1,48 MBq fuhrte bei Untersuchungenh2dach der 2. RIT zu keinen
chromosomalen Veréanderungen.

Die untersuchten Karyogramme entsprachen deneruntiverapierten Balb/c Mausen
(Abb. 33).

Abb. 33: normales Karyogramm einer Balb/c Maus (M-FSH)

Bei der Untersuchung der Knochenmarkszellen eiadéin/B Maus 24 h nach einmaliger
Applikation von 7,4 MBq konnten lediglich bei 1 va2D Metaphasen strukturelle
Chromosomenaberrationen nachgewiesen werden (Abb. 3
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Abb. 34: strukturelle Chromosomenaberrationen (beil, 2, 3, 5, 6, 7, 10, 13, 15, 18, X)
24 Stunden nach7,4 MBABi-d9MAK i.p. Applikation (M-FISH)

4.3.5.3 Histopathologische Beurteilung der Nieren

Die histopathologische  Auswertung der Nierenscanittund mindliche
Befundmitteilung erfolgte durch Frau Dr. Leticiai@anilla-Fend.
Die einmalige i.p. Applikation von 0,37 MBq oder78, MBq bzw. zweimalige

Injektion von 0,37 MBqg oder 0,74 MBq fihrte zu kei histopathologischen
Nierenschadigung.
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5 Diskussion

Die Peritonealkarzinose gastrointestinaler Maliégeih stellt eine terminale
Tumorerkrankung mit einer Lebenserwartung zwiscBdnis 6 Monaten dar und die
Prognose fur Patienten mit Magenkarzinomen verpleibotz multimodaler
Therapieverfahren, auf Grund der maRigen Chemo- Radiosensitivitat, schlecht
(Lordick et al., 2005; Sadeghi et al., 2000).

Bei ca. 10 % -20 % der Patienten mit Magenkarzmonwird intraoperativ, bei
geplanter Resektion des Priméartumors, erstmalsDiignose einer Carcinomatosis
peritonei gestellt, insbesondere gehauft bei Karnen vom Siegelringzelltyp. Als
Therapieoptionen zur maximalen Tumorreduktion bei eritpnealer
Tumorzelldissemination stehen aktuell intraopemtiVerfahren wie ausgeweitete
Gastrektomie und Peritonektomie sowie perioperatmmaperitoneale Chemotherapie,
adjuvante und neoadjuvante Chemo- und Strahlemtiegrazur Verfigung. Dennoch
liegt das 5-Jahresuberleben auch nach komplettereguktion bei lediglich 10 % und
das mediane Uberleben der Patienten bei 12 Mon@agarbaker und Yonemura,
2000).

Neue in Kklinischer Erprobung stehende Therapienwédeh, wie 2z.B.
Immuntherapieverfahren mit Trastuzumab (anti-HERRkM oder anti-EGFR-MAK
zeigten bei Uberexpression von entsprechenden @kdkillen in Kombination mit
Chemotherapie erste positive Erfolge (Lordick et2005).

Becker et al. (1999) konnten bei ca. 50 % der snotditen Patienten mit
Magenkarzinomen eine Mutation im Zelladhasionsmiglek-Cadherin und eine
spezifische in-frame Deletion am Exon 9 des E-Cadbanit resultierender Mutation
des Adhasionsoberflachenmolekils in retrospektivtudien bei ca. 10 % der
untersuchten diffusen Magenkarzinome nachweisen.

Ein erfolgsversprechender préklinischer Therapianist die spezifische RIT mit dem
zytotoxischen o-Strahler #Bi. Durch Koppelung von **Bi an den
tumorzellspezifischen d9MAk kommt es zu einer siiien Bindung an das mutierte
E-Cadherin Molekul der Tumorzellen.
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In Vivo Versuche am Mausmodell konnten bei einmaligokoregionaler i.p.
Applikation des®**Bi-d9MAk-Konjugats signifikante Erfolge im Uberlebeler Tiere
bei  frther und  fortgeschrittener  peritonealer  Metsierung  durch
Magenkarzinomzellen des diffusen humanen Siegeyjosgvom Typ 45-M2 erzielen,
jedoch mit Nachweis von Toxizitat bei ansteigen@adioaktivitdt. Das beste Ergebnis
konnte nach Gabe von 1,85 MBYBi-d9MAk 1 d nach Tumorzellinokulation erzielt
werden. 87 % der therapierten Tiere waren 300 & RERC45-M2-Inokulation noch am
Leben. Nach Applikation von 7,4 MBGBi-d9MAKk 1 d nach Tumorzellinokulation lag
das mediane Uberleben nur noch bei 213 d auf Gderdinduzierten Toxizitat. Es
zeigte sich eine Uberlegenheit in der Verwendung sfgezifischen AK (d9MAK) im
Vergleich zum unspezifischen AK (d8MAKk) im fortgésiittenen Tumorstadium (Beck
et al., 2007).

Ziel dieser Studie bestand in der Optimierung d&ptegionalerf**Bi-dO9MAK-RIT in
Vitro und in Vivo am Mausmodell hinsichtlich derettapeutischen Effizienz, der
Toxizitat und des Therapiemonitorings mittels CEArKentration, insbesondere in
Hinblick auf eine zweimalig fraktionierte Applikath des Radiopharmakons mit

niedrigen Aktivitaten bei begrenzter Verfiigbarldss a-StrahlersBi.

5.1 e-Radioimmuntherapie mit **Bismut

Die therapeutische Effizienz der RIT von malignekr&nkungen ist abhangig von der
geeigneten Auswahl des Radionuklids, Applikations@ystemisch, lokoregional,
intratumoral), Aktivitat, fraktionierter Administtimn, Pharmakokinetik und Spezifitat
des AK. Die therapeutische Uberlegenheit @®R1T gegeniiber der Verwendung von
B-Strahlern wurde von zahlreichen Studiengrupperedie(Borchardt et al., 2000;
Imam, 2001; McDevitt et al., 1998; Zalutsky und d4gnathan, 2000)a-Strahler
weisen eine hohere Energie bei geringerer Reicbweit grof3erer Zytotoxizitat im
Vergleich zu B-Nukliden auf (Imam, 2001). Insbesondere zur Behawgl von
Mikrometastasen, hé&matologischen Erkrankungen uisdenhinierten Tumorzellen
(Peritonealkarzinose, neoplastische Meningitidenyde in Studien die Anwendung
von o-emittierenden Nukliden favorisiert (Behr et al.999). In zahlreichen
préklinischen Studien wurdenRIK mit hohen Aktivitaten (5,5 MBq - 40,7 MBQ) im
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I.p. oder s.c. Tumormodell zur Therapie eingesdbié Ergebnisse dieser Studien
zeigten eine Wachstumsinhibition der Tumore odene eiTumorregression mit
ansteigenden Aktivitaten. Jedoch konnte auf Gruerckdrzen Observationszeiten keine
Aussage Uber radiotoxische Langzeitstrahlensch@ge&offen werden (Adams et al.,
2000; Allen et al., 2001; Andersson et al., 200@hBet al., 1999; Borchardt et al.,
2000; Kennel et al., 2002; McDevitt et al., 2000ievic'®” et al., 2004; Nikula et al.,
1999).

2I3Bj (LET ~100 keV/pum, HWZ 45,6 min) mit einer Reichite von ~60 um ist nach
Konjugation an einen Carrier ein ideales zytotdxesc Agens fur die Elimination von
einzelnen Tumorzellen oder Tumorzellclustern.

In einem ca. 20-minitigen Prozess wur@EBi mittels Eluierung aus einem
22°Ac/**Bi-Generatorsystem gewonnen. Direkt nach Eluation ¥°Bi erfolgte die
Koppelung des gewonnemNuklids ?*Bi an den monoklonalen AK d9-E-Cadherin
Uber das bifunktionelle Chelat SCN-CHX-A"-DTPA (2-isothiocyanatobenzyl)-trans-
cyclohexyldiethylenetriamin-Pentaacetat). @ Es  zeigtesich  bei  insgesamt
53 abgeschlossenen Eluierungsprozessen‘&Bied9MAkK-Markierungseffizienz, nach
Abtrennung des ungebundenefi*Bi-Anteils, von 95%+3% (MW % SD).
Seidenschwang (2006) zeigte ein vergleichbares brge von 97 % + 11 %
(Median £ SD) bei 42 Markierungsprozessen und Hu2€03) gab die mittlere
Ausbeute mit 98 % an.

Auf Grund der sehr kurzen HWZ v3iBi mit 45,6 min ist eine schnelle Konjugation
an das Immunglobulin und zltgige Administration BéS von essentieller Bedeutung.
Die Zeit zwischen Abschluss dér*Bi-d9MAk-Markierung und i.p. Injektion bzw.
Inkubation betrug 15-20 min. Dies entsprach etwa deit, die auch andere
Studiengruppen benétigten. McDelftet al. (1999) bendtigten 23 + 3 min (n = 66) bis

zur RIK-Administration am Patienten.
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5.2 Bewertung de$'3Bi-d9-E-Cadherin-Konjugats in Hinblick auf

die resultierende Tumorzelltoxizitat bei HSC45-M2-£&llen

Die Tumorzellspezifizitat deSBi-d9MAk-Konjugats wurde bereits durch Huber et al.
(2003) belegt. Es zeigte sich nach in Vitro Inkigratder HSC45-M2-Zellen eine
25 %ige Bindung des spezifischer?®Bi-d9MAk-Konjugats an die Tumorzellen,
wohingegen das unspezifischEBi-d8MAk-Konjugat lediglich eine 2 %ige Bindung
aufwies. Zockler (2006) bestatigte die Spezifitdten Verwendung de-RIK *""Lu-
d9MAK mit einer Bindung von 10 % -21 % an HSC45-M®2 Gegensatz zum
unspezifischert’ Lu-d8MAK mit 1 % - 4,5 %. Urséachlich fiir die schvhecBindung
des d8MAk ist eine unspezifische Interaktion der-Démnane des AK an
Oberflachenmolekile der HSC45-M2 (Seidl et al.,300

Neben der spezifischen Bindung dé®Bi-d9MAk an das mutierte Adhasionsmolekiil
d9-E-Cadherin tragen auch unspezifische Kreuzféiedte (Zytotoxizitat ausgehend
von ungebundenen RIK) bei einem hohen Verhaltnis?i-d9MAk zu vorhandenen
Antikorperbindungsstellen zur Zytotoxizitéat bei.

Unterstiitzt wird diese These dadurch, dass dielemtt Uberlebenszeiten nach
einmaliger?**Bi-d9MAKk- vs. tumorzellunspezifischétBi-d8MAk-Therapie 1 d nach
HSC45-M2-Tumorzellinokulation, bei Aktivitater» 1,85 MBq, sich als nicht
signifikant unterschiedlich erwiesen haben. Sonait die Zytotoxizitat bei Therapie 1 d
nach Tumorzellinokulation auf tumorzellunspezifisdbffekte zurtickzufihren (Beck et
al., 2007). Lediglich die Applikation von 0,37 MBGBi-d9MAk im Vergleich zu
unspezifischen 0,37 MB¢™Bi-d8MAk erbrachte einen signifikanten Vorteil im
medianen Uberleben (99 d vs. 37 d) zugunsten daifigehen RIT (Beck et al., 2007).
Auf Grund der aktuell geringen Verfugbarkeit deStrahlers?*3Bi wurden in dieser
Studie geringe Aktivitaten eingesetzt und eine @mrung des Therapieerfolgs mittels
fraktionierter Applikation evaluiert. Durch Redubti der Aktivitat auf der einen Seite
und Verringerung der AK-Menge andererseits wurdersueht, unspezifische

Kreuzfeuereffekte in der spezifischesRIT zu minimieren.
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Mittels Fluorescence assorted cell sorting (FAC8glkse ermittelt, lag die
Antigenanzahl der mutierten d9-E-Cadherin-Adhasiwoiekille bei 3 x 10 pro
HSC45-M2-Zelle (Seidenschwang, 2006).

Im in Vivo Versuch wurden jeder Maus 1 x’Iumorzellen i.p. appliziert mit daraus
resultierenden 3 x $6d9MAKk-Bindungsstellen 1 d nach Tumorzellinokulation
Rechnerisch ermittelt wurde den Versuchstieren iitteM1,3 x 13° Molekiile d9MAK
appliziert, dies entsprach einer mittleren Antilgirpenge von 3,25 pg in Abhangigkeit
zur applizierten Aktivitat (s. 3.6.2.2 Gleichung. IDie zum Applikationszeitpunkt
erreichten spezifischen Aktivitaten betrugen 467gvB383 MBq (MW = SD). Bei der
geringsten spezifischen Aktivitdt war lediglich g=d 27150ste Molekul, bei der
mittleren jedes 2150ste Molekil und bei der maxangkdes 706ste Molekul d9MAk
mit #*Bi gekoppelt. Huber et al. (2003) erreichten eimgl@ichbares Ergebnis mit
einem maximalen Verhaltnis vofi‘Bi-d9MAk : d9MAKk mit 1 :685. Huber et al.
(2003) setzten ca. 10 pg Antikdrper dOMAK je Maurs gedoch waren die applizierten
Aktivitaten in der Regel deutlich héher. ZécklerOQ®) verwendete am gleichen
Tumor-Antikdper-Modell dets-Strahler'’’Lu mit einer HWZ von 6,71 d, wodurch sich
eine deutlich bessere Ratio mit 1 8l(u-d9MAk : dOMAK) ergab (s. 3.6.2.2
Gleichung 2).

Acht Tage nach Tumorzellinokulation liegen bei BaTeilungsvorgangen 3,2 x &0
Tumorzellen mit 9,6 x 18 AK-Bindungsstellenvor, wenn man von einer mittleren
Verdoppelungszeit von 34 h fir HSC45-M2-Zellen aldg

Makroskopische und histologische Untersuchungenhbialmer (2003) zeigten, dass 8 d
nach Tumorzellinokulation ohne Therapie eine aushett Peritonealkarzinose mit
diaphragmaler, parapankrealer, splenaler, hepatisohd mesenterialer Metastasierung
bestand. Im Gegensatz zum Therapiebeginn 1 d nactorzellinokulation bestand bei
Therapiebeginn 8 d nach HSC45-M2-Injektion ein Aetitiberschuss (9,6 x “£0
AK-Bindungsstellen) auf den Tumorzellen im Verglkeieur mittleren applizierten
Antikérpermenge (1,3 x ). Auf Grund der geringen Reichweite deStrahlers Bi
von ~60 pm wurde der Therapieerfolg @€Bi-d9MAK-RIT durch manche Autoren bei
fortgeschrittener Metastasierung bezweifelt. Jedpelyten Beck et al. (2007) eine
signifikante Uberlegenheit im Uberleben nach spsdtier?**Bi-d9MAk Therapie mit
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7.4 MBq bzw. 22,2 MBq im Vergleich zur unspezifischTherapie mit**Bi-d8MAKk
acht Tage nach Tumorzellinokulation. Ursachlich deuein geringeres Verhaltnis von
RIK im Verhdaltnis zu Oberflachenantigenen bei fedghrittenem Tumorstadium
diskutiert. Studien von Elgqviét et al. (2006) und Milenft et al. (2004) bestatigten
diesen Effekt bei Therapie mit spezifischen bzwspazifischen RIK in frihen
Tumorstadien und erhohter Spezifitdt zugunsten dpezifischen RIK bei

fortgeschrittener Tumorerkrankung.

5.3 Effizienz der einmaligen und fraktionierten

Radioimmuntherapie mit niedrigen Aktivitaten von #**Bi-d9MAK

5.3.1 Analyse der HSC45-M2 Klonogenitat in Vitro

Nach ein- oder zweimaliger Inkubation im einwétcmgmtervall mit 0,185 MBq,
0,37 MBq oder 0,74 MB¢**Bi-d9MAk bei 50 bzw. 100 Ausgangszellen pro 1 ml
Inkubationsvolumen erfolgte die Bestimmung der Kigenitdt nach 15-tagiger
Subkultivierung (s. 4.2.3). Ziel dieser Untersudpumwar es, den Nutzen von
ansteigenden Aktivititen und eine mdgliche Uberdgi der zweimaligen vs.
einmaligen Applikation des RIK auf die Klonogenitéibn HSC45-M2-Zellen zu
evaluieren.

Es zeigte sich keine signifikante Uberlegenheitbinagig von der Ausgangszellzahl
bei fraktionierter Applikation der Gesamtaktivitihch zweimaliger Applikation von
0,185 MBq bzw. 0,37 MBq im Vergleich zur einmaligé&pplikation von 0,37 MBq
bzw. 0,74 MBof*Bi-d9MAK.

Die errechnete mittlere spezifische Aktivitat lagi 848 MBg/mg AK (250 MBg/mg
AK - 529 MBg/mg AK) mit einem  mittleren  Verhaltnis von  1:2780
213Bj-d9MAk : dO9MAK. Der berechnete Antikorperiibersshulag bei ca. 100.000 im
Verhéltnis zu den auf den Zellen vorhandenen AKeBmgsstellen.

Seidenschwang (2006) zeigte in unterschiedlichersighsansatzen den Einfluss auf
die Klonogenitat von HSC45-M2 nach Inkubation mignd tumorzellspezifischen
2Bj-d9MAKk und unspezifischen ?®Bi-d8MAk-Konjugat. Sie konnte keinen

Unterschied zwischen spezifischen und unspezifisdREK nachweisen. Die Ursache



5 Diskussion 90

wurde im Kreuzfeuereffekt gesucht; mit der Annahrdass ungebundene RIK im
Medium Tumorzellen ebenfalls bestrahlen und abtéfemaloge Ergebnisse wurden
durch Zockler (2006) nach Applikation vdfi'Lu-d9MAK bzw. *""Lu-d8MAK erzielt.
Die Hemmung der Proliferation von HSC45-M2 zeigtehsabhangig von der
applizierten Aktivitat nicht aber von der Spezifities AK.

Seidl et al. (2005) untersuchten ebenfalls die Kganitat der HSC45-M2-Tumorzellen
nach ?*3Bi-d9MAKk-Inkubation. Nach Aussaat von 80 Zellencdgte nach 24 h die
Applikation von Aktivitaten von 0 MBg/ml bis 2 MBl des RIK. Sieben bis 14 Tage
nach Inkubation erfolgte die Auswertung der Klonug#. Mit ansteigenden
Aktivitdtskonzentrationen kam es zu einer Reduktider Klonogenitdt. Nach
Applikation von 0,15 MBq wurde die Klonogenitat éghisch ermittelt) auf ca. 35 %,
bei 0,37 MBq auf 23,5 % und bei 0,74 MBq auf c& $eduziert. In Abhangigkeit zur
Ausgangszellzahl wurde in den hier vorliegendensWenen nach Applikation von
0,185 MBq die Klonogenitdt auf 79 % (50 Ausgandsrgl bzw. auf 54 %
(100 Ausgangszellen) reduziert. Bei Seidl et @d08) zeigte sich nach Applikation von
0,15 MBqg bei 80 Ausgangszellen eine bessere Ramulder Klonogenitat als nach
Applikation von 0,185 MBq im hier vorliegenden Vecs. Die Klonogenitat wurde bei
0,37 MBq auf 29 % (50 Zellen) bzw. 33 % (100 ZeJlend bei 0,74 MBq auf 3 % (50
Zellen) bzw. 2 % (100 Zellen) reduziert und wargkeichbar mit den Ergebnissen von
Seidl et al. (2005).

Nach 1 x 0,185 MBq bzw. 2 x 0,185 MBq Applikatiét'Bi-d9MAk ergab sich ein
signifikanter Unterschied in der Proliferationsipiion in Abhangigkeit zur
Ausgangszellzahl (50 vs. 100 Zellen). Urséachlicinrké fir dieses Resultat ebenfalls
der Einfluss des Kreuzfeuereffekts sein. Wie bereierwahnt wird der
HSC45-M2-Zelluntergang durch die im Medium frei winmenden RIK verursacht
und nicht durch eine spezifisch€Bi-d9MAk-Bindung an die Zellen. Untersuchungen
von Macklies et al. (1992) mit demStrahler?*®Bi zeigten, dass ca. ¢+ Teilchen den
Zellkern zur Abtétung durchqueren mussten um diegererstoren. Bei der geringen
Aktivitat von 0,185 MBq von ~4 nétigen vorbeischwitanden RIK (Reichweite von
100 um) letal geschadigt zu werden erscheint bedél@n im Vergleich zu 100 Zellen
deutlich unwahrscheinlicher. Verstarkt wird diedee3e, dass es keinen signifikanten

Unterschied in der Klonogenitat zwischen der unhdetien Kontrollgruppe und der
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Gruppe mit 50 Ausgangszellen nach 1x 0,185 MBq , ggdoch aber einen
signifikanten  Unterschied zwischen Kontrollgruppendu der Gruppe mit
100 Ausgangszellen nach 1 x 0,185 MBq Applikation.

5.3.2 Bewertung der einmaligen und fraktionierten Rdioimmuntherapie in Vivo

Senekowitsch-Schmidtke et al. (2001), HU2€03), Hubeet al. (2003) und Beck et al.
(2007) etablierten das in Vivo-Mausmodell der HS®AB Peritonealkarzinose und der
spezifischen?*Bi-d9MAk bzw. unspezifischerf*Bi-d8MAk i.p. RIT. Beck et al.
(2007) zeigten, dass die i.p. Applikation des nigdioaktiv markierten d9MAKk (38 d
medianes Uberleben) 1 d nach Tumorzellinokulatiam keinem signifikanten
Unterschied im Uberleben im Vergleich zur unthezdiein Kontrollgruppe (19 d
medianes Uberleben) fiihrte. Die erfolgreichste @piemodalitat in Hinblick auf das
Langzeitiiberleben, ohne Nachweis einer induzieflexizitat auf den murinen
Organismus, war die ip. Injektion von 1,85 MB®BI-dOMAk bzw.
1,85 MBg*'®Bi-d8MAk 1 Tag nach Tumorzellinokulation. Durch Ektion der
applizierten Aktivitat wurde die strahleninduziefiexizitat auf den Gesamtorganismus
erhoht und das Uberleben der Tiere reduziert (Re¢ek., 2007).

Auf Grund der geringen Verfugbarkeit vdi®Bi wurden in dieser Studie, die im
Vergleich zu Huber (2003) und Huber et al. (2008)gesetzten i.p. applizierten
Aktivitaten in Vivo reduziert. Es erfolgte in digs8tudie eine weitere Optimierung der
21*Bj-d9MAk-Therapie hinsichtlich einer Aktivitatsrekion mit Evaluierung der
therapeutischen Effizienz einer fraktionierten RAidplikation.

Weiblichen Swiss nu/nu Mausen wurden i.p. ein- aegimalig (im Intervall von 7 d)
0,37 MBq, 0,74 MBgq bzw. 1,48 MBg***Bi-d9MAk 1d oder 8d nach i.p.
Tumorzellinokulation appliziert.

Das mediane Uberleben aller Therapiegruppen waifiignt langer, im Vergleich zur
untherapierten Kontrollgruppe (medianes Uberleb2m)2 Bei Euthanasie zeigten alle
Tiere, die in die Studie eingeschlossen waren, h&gic einer peritonealen
Metastasierung ohne Kklinischen oder makroskopischeinweis auf eine

strahleninduzierte Organschadigung.
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Bei Therapiebeginn 1 d nach Tumorzellinokulatiorofll der frihesten peritonealen
Metastasierung bzw. Situation nach RO-Resektionmpe/ein medianes Uberleben nach
einmaliger Applikation von 0,37 MBq von 48 d unccha,74 MBg?3Bi-d9MAK von

42 d, ohne signifikanten Unterschied zwischen deerdpiegruppen, erzielt.

Bei zweimaliger RIT im Intervall von 7 d mit Theigpam 1. und 8. Tag nach

Zellinokulation mit 0,37 MBq oder 0,74 MBq wurdenanedianes Uberleben von 84 d
bzw. 86 d, ebenfalls ohne signifikanten Unterschesteicht.

Zur Imitation des Modells der fortgeschrittenenifperealen Metastasierung wurde die
einmalige bzw. fraktionierte Therapie mit Theraggion 8 d nach
Tumorzellinokulation durchgefuhrt.

Nach einmaliger i.p. Applikation von 0,37 MBq, 0,7MIBq bzw. 1,48 MBq
?13Bj-d9MAk 8 d nach Tumorzellinokulation wurde kein signifikanUnterschied im
medianen Uberleben der drei Versuchsgruppen (0Bd Mit 37 d, 0,74 MBq mit 42
d, 1,48 MBqg mit 44 d) erzielt. Die Uberlebenszeitearen jedoch vergleichbar mit dem
der Tiere, die schon 1 d nach Zellinokulation dig Rrhielten (0,37 MBq mit 48 d,
0,74 MBg mit 42 d). Ursache koénnte das hohere AGMdfhaltnis bei
fortgeschrittener Karzinose sein, wodurch die Wetheilichkeit, dass allé**Bi-
d9MAk Konjugate an die d9-E-Cadherin-Oberflachedbimgsstellen binden héher ist
als bei geringerer AK-Bindungsstellen der HSCA45-Eéllen einen Tag nach
Tumorzellinokulation.

Nach einmaliger Therapie 1 d bzw. 8 d nach HSC45kdRulation konnte zwischen
den Therapiegruppen trotz ansteigender Aktivitédh k&gnifikanter Unterschied im
Uberleben erzielt werden. Ursache konnte sehr whhbislich ein zu geringer
Unterschied zwischen den applizierten Aktivitatewbeine zu geringe Gesamtaktivitat
zur Induktion einer kompletten Tumoreliminationrsei

Im Modell der fortgeschrittenen Peritonealkarzinoeé Therapiebeginn 8 d nach
Zellinjektion wurde den Versuchstieren 2 x 0,37 M&der 2 x 0,74 MBq im Intervall
von 7 d i.p. appliziert. Nach fraktionierter Apmition von 0,37 MBq erreichten die
Tiere ein medianes Uberleben von 38 d und nach BIB4 ein medianes Uberleben
von 68 d.
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Zur Bewertung der Effizienz der fraktionierten, zmaligen i.p. Applikation des
?Bi-d9MAK-RIK im Intervall von 7d wurde das median&berleben der
Therapiegruppen mit dem der Tiere nach einmaliggglikation verglichen.

Bei Therapiebeginn 1d nach Tumorzellinokulationbrachte die fraktionierte
Applikation von zweimalig 0,37 MBq bzw. 0,74 MBGBi-d9MAk (medianes
Uberleben 84 d bzw. 86 d) einen hochsignifikantdreil&bensvorteil im Vergleich zu
Tieren mit einmaliger Applikation von 0,37 MBq (mades Uberleben 48 d) bzw.
0,74 MBq (medianes Uberleben 42 dBi-d9MAk. Die einmalige Applikation des
RIK 1 d nach Tumorzellinokulation fiihrte zu einer2-fach langeren Uberleben und
die zweimalige RIK-Applikation zu einem ~4-fach ¢@mmen Uberleben im Vergleich
zur Kontrollgruppe, jedoch unabhéngig von der aplien Gesamtaktivitat. Es zeigte
sich eine deutliche Uberlegenheit der fraktioniefK-Applikation.

Der Vergleich zwischen einmaliger und zweimaligdT Rt Therapiebeginn 8 d nach
Tumorzellinokulation zeigte, dass es keine sigaffite Unterscheidung im medianen
Uberleben der Tiergruppen nach 1 x 0,37 MBq (mestiaddberleben 37 d), 2 x 0,37
MBg (medianes Uberleben 38 d) und 1 x 0,74 MBq (amees Uberleben 42 d)
213Bj-d9MAKk Applikation gab. Die zweimalige Applikatiovon 0,74 MBq (medianes
Uberleben 68 d) zeigte sich der einmaligen Appigkatvon 1,48 MBq (medianes
Uberleben 44 d) mit einem deutlichen Trend (p=0)0%8 Uberleben zugunsten der
fraktionierten Applikation Uberlegen. Es zeigt siduch hier ein Vorteil der
fraktionierten RIT. Jedoch sollte eine Erhéhung deaktivitaiten und des
Fraktionierungsgrades uUberdacht werden, um einateske statistische Signifikanz

zugunsten der fraktionierten Therapie zu erreichen.

Abweichend zu den hier erhobenen Daten erreicheak Bt al. (2007) nach einmaliger
i.p. Applikation von 0,37 MBg**Bi-d9MAk 1d nach Tumorzellinokulation ein
medianes Uberleben von 99 d. Griinde fiir das larigeegleben der Tiere im gleichen
Tumor- und Therapiemodell bei Beck et al. (200Apsspekulativ. Ursachlich kdnnten
Unterschiede der HSC45-M2-Zelllinien, der Tumoraetbereitung/-injektion, der
Swiss nu/nu Mause-Chargen und der eingesetztenfispeen Aktivitaten in Frage
kommen. In der Arbeit von Beck et al. (2007) wuggezeigt, dass die Versuchsgruppen,

mit Therapiebeginn 1 d nach Tumorzellinokulatiorjnen signifikanten Unterschied
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im Uberleben nach unspezifischer bzw. spezifiscREF gleicher Aktivititen ab
1,85 MBg aufwiesen. (Beck et al., 2007). Die swaimduzierte Toxizitat auf die
Tumorzellen wurde folglich durch unspezifische Katwereffekte induziert und nicht
durch den tumorzellgebundenen Anteil des speziisci**Bi-d9MAk-Konjugats
(s. 5.2). Nur nach Gabe von geringerer Aktivitat 887 MBqg*3Bi-d9MAk (medianes
Uberleben 99 d) im Vergleich zur Applikation vor8®,MBq **Bi-d8MAk (medianes
Uberleben 37 d) wurde ein signifikanter UnterschimdUberleben der Tiere erhoben.
Nach personlicher Auskunft der Autoren wurde dgniikante Unterschied auch auf
die erhOhte spezifische Aktivitat zuriickgefihrt.

Beck et al. (2007) erzielten nach Applikation vox 7,4 MBq bzw. 1 x 22,2 MBq
?13Bj-d9MAk 8 d nach Tumorzellinokulation ein medianéberleben von 73 d bzw.
86 d, welches signifikant langer war als nach Agilon des unspezifischen
213Bj-d8MAk-Konjugats bei gleicher Aktivitat (Beck at., 2007; Huber, 2003; Huber
al., 2003).

Beck et al. (2007) zeigten, dass nach einmaligerplikgtion 8d nach
HSC45-M2-Zellinokulation von 7,4 MBq ein medianedddeben von 73 d und von
22,2 MBg*Bi-d9MAk von 86 d, mit Nachweis einer induziertermdotoxizitat auf
den murinen Organismus, erreicht werden konntezéigt sich folglich, dass eine
fraktionierte Applikation von 2 x 0,74 MBq (Gesakiigitat 1,48 MBq) am 8. und 15.
Tag nach Tumorzellinokulation ohne Toxizitatsnaciswés. 5.6) ein vergleichbares
medianes Uberleben (68 d) erzielt wie die einmalityeplikation der 5-fachen
Gesamtaktivitat von 7,4 MBq bei Beck et al. (2007).

Die fraktionierte Gabe von Radiopharmaka erschaimt erfolgsversprechendes
Konzept, da die systemische Toxizitdt bei gleictigei Erhéhung der maximal
tolerierten Aktivitat reduziert werden kann. Aufudd der Kenntnis der heterogenen
Verteilung von RIK im Tumorgewebe mit folglich unéehiedlich starker Bestrahlung
des Tumors ist eine fraktionierte RIT zu favorisierum bei erneuter RIK-Applikation
noch nicht erlangte Tumorareale zu erreichen umditddie therapeutische Effizienz zu
verbessern (DeNardo et al.,, 2002). Neben der Aneabimer RIK-Diffusion in den
Tumor (s. 1.4.4) ist zu erwarten, dass nach BindiegyRIK und folgender Zerstérung

von oberflachlichen Tumorzellen in Clusters odembukndtchen, diese im Verlauf
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abgebaut werden und bei der nachsten RIK Admitistra,neue” oberflachliche
Tumorzellen mit ihren AK-Bindungsstellen dem Radiapnakon zur Verfigung
stehen.

Neben der hier durchgefihrten Studie belegen veeitétudien die Vorteile einer
fraktionierten RIK-Applikation in der Behandlungwonalignen Erkrankungen.

Nach einmaliger oder fraktionierter i.p. Applikatiozon *°Y-2B12 zur Therapie der
Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms zeigteh gilie fraktionierte Therapie
gegenuber der Einzelgabe Uberlegen. Nach i.p. RigHRation von 3 x 6,29 MBQ im
7-tagigen Intervall erreichten die Nacktmause eittlenes Uberleben von 76 d. Nach
2x7,4MBq i.p. RIK-Injektion Uberlebten diese @und nach 2 x 3,7 MBq ein
Uberleben von 33 d. Tiere, die einmalig 14,8 MBgvbZ,4 MBq des RIK erhielten,
erlangten lediglich ein mittleres Uberleben von d4ozw. 46 d und untherapierte
Kontrolltiere von 20 d (Borchardt et al., 2000).

Tian et al. (2000) verglichen am Mausmodell die nmaftige und fraktionierte
Applikation eines™}-gekoppelten anti-CEA-AK**!-C50) in der Behandlung von s.c.
Tumorknoten eines murinen Adenokarzinoms. Nach sseahger Applikation von
1,85 MBq in 2-tdgigen Intervallen ohne primar chyjiache Resektion erreichten die
Tiere ein medianes Uberleben von 39 d. Tiere nadmadiger Applikation der
Gesamtaktivitait von 11,1 MBq erlangten ein Ubenebeon nur 36 d. Die
untherapierten Kontrolltiere Uberlebten 27 d. Dientbination von RIT mit einer
chirurgischen Tumorreduktion verlangerte das Ulbeme nach fraktionierter
Applikation von 39 d auf 47 d und nach einmaligdKfRpplikation von 36 d auf
lediglich 40 d.

Zur Therapie des malignen B-Zell Non-Hodgkin-Lympt® und der chronischen
lymphatischen Leukdmie wurden eine niedrig dosi#gktionierte RIT am Menschen
etabliert (DeNardo et al. 1998). Dreizig Lym-1 pinsigetestete Patienten erhielten
mehrere i.v. Injektionen volt!-Lym-1 bis zu einer Gesamtaktivitat von 11,1 GBie
resultierende Thrombozytopenie war dosislimitiereBthe Tumorreduktion war bei
83 % der behandelten Patienten zu beobachten urkB18é der Patienten konnte diese
als Response gewertet werden. Dennoch mussteigeeifallen wegen Fortschreitens
der Erkrankung die RIT abgebrochen werden. Im Mittach 4 Applikationen
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entwickelten 30 % der Patienten HAMA, jedoch musstkglich in 10 % der Félle die
Therapie auf Grund der Antikérperentwicklung beemnderden.

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es jedoch nur eined&ifPubMed Recherche) welche die
fraktionierte Therapie mit einem-emittierenden Nuklid durchfiihrte. Elggiidtet al.
(2006) untersuchten die therapeutische Effiziend tyelotoxizitat (s. 5.6.1) nach
einmaliger oder fraktionierter Applikation mit deRiK **'Astatin-MX35 F(ab’}. Der
a-Strahler ?*Astatin mit einer Reichweite von ~62 pm und einerBTL von
~111 keV/um unterscheidet sich véhBi durch seine deutlich langere HWZ von
7,21 h. Mausen wurden i.p. 1 x“Iellen der Ovarialkarzinomzelllinie NIH:OVCAR-3
injiziert und 4 Wochen spater mit der Therpie begon Sie erhielten i.p. 1 x 0,8 MBq,
3x0,267 MBqg, 1x 0,4 MBq, 3x0,133 MBqg, 1x 0JiBq oder 3x 0,017 MBq des
RIK appliziert. Die 2. und 3. RIT wurde am 4. undlag nach der 1. RIT durchgefthrt.
Zur Kontrolle dienten Tiere, welche den unmarkier#®K applizert bekamen. Acht
Wochen nach letzter RIK-Applikation wurden die Hezuthanasiert und mikro- sowie
makroskopisch auf Tumore untersucht. Es zeigte k&h Vorteil der fraktionierten
Therapie im Vergleich zur einmaligen Gabe des Rathomakons bei gleicher
Gesamtaktivitat. Der tumorfreie Anteil der Mausg laach Applikation von 1 x 0,8
MBq vs. 3 x 0,267 MBq bei 56 % vs. 41 %, nach 14MBq vs. 3 x 0,133 MBq bei
39 % vs. 28 %, nach 0,05 MBg vs. 3 x 0,017 MBq béi% vs. 22 % und nach
Applikation des unmarkierten MAk bei 0 %. Als Urba¢ die einen Benefit der
fraktionierten vs. einmaligen Applikation verhindekdnnte, wurde angenommen, dass
die Tumorknotchen bereits zu gro3 und eventuell @uiind ihrer Lage dem
Radiopharmakon schlecht zuganglich waren (Elgtistal., 2006).

Eine Erh6hung der Aktivitaten und der Applikationzahl bei fraktionierter Therapie
konnte eine Uberlegenheit der fraktionierten RIThaim fortgeschritten Tumorstadium

zeigen.
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5.4 CEA-Konzentration als Tumormarker bei HSC45-M2

Die in dieser Studie eingesetzten Tumorzellen HSK25vom Siegelringtyp des
diffusen Magenkarzinoms zeichneten sich durch Esgio& von Tumormarkern aus.
Die Sekretion von CEA der HSC45-M2 wurde durch Yahara et al. bereits 1993
publiziert.

Die durchgefihrten in Vitro Studien erbrachten einkorrelation von
CEA-Konzentration mit Zunahme der Zellzahl und aleh Zellmaterials Uber die Zeit
mit Konzentrationsverdoppelungszeiten von 34 h bZ®. h in Abhangigkeit zur
Ausgangszellzahl (1 x 2zw. 1 x 16) im Medium. Bei der Ausgangszellzahl von
1 x 10 war schon 24 h nach Kultivierung eine deutlichdiate CEA-Konzentration im
Medium mit 17,9 ng/ml bei 1,37 x i@ellen messbar. Analog hierzu zeigte sich auch
bei der Ausgangszellzahl von 1 x*H&r Nachweis von erhohten Tumormarkerwerten
mit 14,9 ng/ml bei 1,19 x £@ellen 216 h nach Subkultivierung.

Dieser positive Korrelationsachweis von CEA-Konzetdn zu HSC45-M2-Zellzahl
diente als Basis zur Durchfiihrung der in Vivo Vetsel

Die  Serum-CEA-Konzentrationen  bei  nicht tumorzelkuolierten,  aber
RIK-applizierten  Tieren lagen unterhalb des Nackbeieiches. Bei
tumorzellinokulierten Mausen mit/ohne i.p. RIT Zeig sich individuelle, sehr
unterschiedliche Serumkonzentrationsverlaufe. Restherapeutische Effekte zeigten
sich durch fehlenden Nachweis des Tumormarkersamr8, Abfall der Konzentration
nach RIT oder langsameren Anstieg des CEA nachaprerTherapieversager zeigten
einen Anstieg der Konzentration pramortal und bethBnasie. Nach zweimaliger i.p.
Applikation des #*Bi-d9MAk lieR sich nach initiallem CEA-Anstieg nach
Tumorzellinokulation ein Abfall des Tumormarkers tem die Nachweisgrenze
beobachten. Nach Applikation von 2x 0,37 MBq kam a1 einem pramortalen
Neuanstieg und bei 2 x 0,74 MBq verblieb die CEAaKentration unterhalb der
Sensitivitatsgrenze uber 70d. Ein Tier mit 2 x40,MBqg zeigte einen erneuten
CEA-Anstieg bei Euthanasie am 78. Tag und eine rand#aus mit 2 x 0,74 MBq
Uberlebte bis zum Ende des Untersuchungszeitratme bumoranhalt.

Bei einem Tier wurde nach 1 x 0,37 MBq Applikatienstmalig ein extrem hoher
CEA-Wert von 183,4 ng/ml bei Euthanasie am 9. Taggemessen. Zudem zeigte sich
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eine orange-grunliche Farbung des Darms. Diesdliclewerhéhte Wert kénnte auch
durch eine schwere Kolitis mitbedingt gewesen sedie 35 ausgewerteten
Serumproben bei Euthanasie der Tiere ergaben inelMine CEA-Konzentration von
31,8 ng/ml mit einer Standardabweichung von 37 /inhgDies verdeutlicht erneut die
grol3e individuelle Schwankungsbreite der CEA-Kotzgionen. Bei Aszitesnachweis
im Rahmen der Peritonealkarzinose war ein positi@i#A-Level (17,4 ng/ml -
85,3 ng/ml, n =5) im Exudat der Tiere nachweisbBaiglich konnte auch eine okkulte
Peritonealkarzinose oder intraabdominelle Metastasg durch eine CEA-
Konzentrationsbestimmung im Aszites verifiziert dem.

Publikationen der letzten Jahre beschéaftigten fpdméar mit der prognostischen
Aussagekraft des pratherapeutisch erhobenen CEAe¥/ebei Patienten mit
Magenkarzinomen ohne Kontrolle des Tumormarkerstseigh Behandlungsverlauf.

In der Nachsorge ist eine CEA-Bestimmung nur sifinvbei positiver
CEA-Konzentration bei Erstdiagnose. Das CEA ist dar Tumornachsorge des
Magenkarzinoms ca. 3 Monate vor Diagnose des Twenilives nachweisbar. Jedoch
fuhrt der frihe positive Nachweis des CEA und diglich mdgliche frihzeitigere
therapeutische Interventionsmoglichkeit zu keinarlihgerung des Uberlebens der
Patienten (Sendler et al., 2006).

Mihmanli et al. (2004) zeigten bei Untersuchungen 86 Patienten im Zeitraum von
01/2000 bis 01/2003 eine Korrelation der CEA-Seranzentration mit Invasionstiefe
und Tumorstadium. Ein signifikant verlangertes Lagitjiberleben wurde bei Patienten
mit negativen CEA-Werten erreicht.

Praoperative CEA-Konzentrationen tber 5 ng/ml ®&rzur signifikanten (p < 0,001)
Erniedrigung der 3-Jahresiuberlebensrate im Vefgleieu Patienten mit
Magenkarzinomen mit Levels unter 5 ng/ml (Gaspal.€2001).

Eine weitere Studie bei Patienten, die am Magemkanzen erkrankt waren, belegte,
dass die Serum-CEA-Konzentration signifikant —mit vdsionstiefe und
Lebermetastasierung korrelierte. Ebenso waren igedKonzentrationen mit der
Option einer kurrativen Resektion und dem 5-Jalmedében verbunden. Die
chirurgischen Ergebnisse waren signifikant bessar Ratienten mit CEA-Werten
<5ng/ml. Es zeigte sich kein signifikanter Zusasmmang zwischen

CEA-Konzentration und einer vorhandenen Peritoraalkose (Ishigami et al., 2001).
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Eine préa- und postoperative Follow-Up Kontrolle v@erumtumormarkern AFP
(o-Fetoprotein), CEA und CA19-9 nach radikaler Gadtmnie bei Patienten mit
Magenkarzinomen wurde 2006 durch Choi et al. pigtizEin hoher préadiktiver Wert
zeigte sich fur AFP zum Zeitpunkt der Diagnosestwj| fur CA 19-9 fur ein Rezidiv
insbesondere bei peritonealer Karzinose und fur QA Lebermetastasierung nach
rezidivfreiem Intervall.

Klinisch reicht eine Tumormarkerbestimmung bei idamem Befund zur
Diagnosefindung auf Grund unzureichender Sensitivitnd Spezifitat nicht aus.
Dennoch sollte geprift werden, ob in ZusammensahéuVerdachtsdiagnose oder
Tumorerkrankung ein sinnvoller Einsatz der addiiveintermittierenden oder
ersatzweisen CEA-Bestimmung als sinnvoll zu erachs&, um fur den einzelnen
Patienten apparative Diagnostik (z.B. Koloskopie T-Untersuchungen) zu
minimieren. Neben der bereits routinemaligen Anwiegdder CEA-Bestimmung bei
kolorektalen Karzinomen, medullaren Schilddrisenikermen und Mammakarzinomen
sollte auch beim Pankres-, Bronchial- und Magenkam ein CEA-Monitoring in
Betracht gezogen werden (Wolter und Neumeier, 2006)

Die individuellen CEA-Levelschwankungen der Swissu/nmu  Mause nach
Tumorzellinokulation ohne bzw. mit nachfolgendémBi-d9MAk Therapie in dieser
durchgefuhrten Studie lassen Schliusse auf die @giites Verlaufmonitorings mittels
CEA-Bestimmung auf Therapieresponse bzw. Versadpem Anstieg oder Abfall der
Tumormarkerkonzentration zu. Bei Patienten mit Treanovon Siegelringzellen mit
Expression von CEA koénnte eine regelmalRige Korrdés Serumantigenverlaufs als
zusatzliches diagnostisches TherapiemonitoringNotzen sein. Die Fragestellung, ob
hierdurch eine Verbesserung des Langzeitiiberletd@nPatienten erzielt werden kann,

bleibt flr zukinftige Studien offen.
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5.5 Bewertung der Radioimmuntherapie mittels Autopgbefunden

und Korpergewichtsverlaufen

Das KG lag bei den verstorbenen Tieren bei ca. B& ginnéhernder Normalverteilung
der Werte. Die makroskopische Untersuchung dereTiexch Euthanasie zeigte eine
hohe Aggressivitat der inokulierten Tumorzellen voiyp HSC45-M2 mit
Peritonealkarzinose oder fortschreitender Metastaisg mit Organinfiltration und
Aszitesbildung. Ein unzureichendes Therapieansprech mit  weiterer
Tumorzellproliferation war verbunden mit Reduktider Allgemeinkonstitution. Bei
der Obduktion nach Euthanasie zeigte sich in 13 if% Teimornachweis (ohne
Aszitesbildung oder Kachexie), in jeweils 31 % diamor mit Aszitesbildung oder
Kachexie und in 19% ein Zusammentreffen von Aszit€achexie und maligner
Raumforderung. 6 % der Tiere mussten auf Grundrand&enese, unabhangig von der
i.p. Tumorzellimplantation, euthansiert werden umdrden deshalb aus den Studien
ausgeschlossen.

Alle Therapiegruppen uberlebten signifikant langisrdie Kontrollgruppe, was sich im
zeitlich rascheren mittleren KG-Anstieg der untipeeeten Kontrolltiere bis maximal
~150 % des Ausgangsgewichts wiederspiegelte. Beiid nach 1. RIT war ein
deutlicher Unterschied im KG zu beurteilen. Nachp®gtion von 0,74 MBq war das
KG nahezu unverandert, wohingegen die Applikation \0,37 MBqg oder keine
RIK-Applikation einen Anstieg von 10 % des KG inhalb von 2 d bedeutete. Die
Applikation von 1 x 0,74 MBq bzw. 2 x 0,74 MBg ealohete initial einen deutlich
langsameren KG-Anstieg mit Erreichen eines Platean$ ca. 120 % des
Ausgangsgewichts ca. 25 d nach 1. RIT im Vergleiglden anderen Gruppen. Tiere,
die 2 x 0,37 MBq erhielten, wiesen nach der 1. RBiffen vergleichbaren KG-Verlauf
auf wie die Tiere nach 1 x 0,37 MBqg Applikation. dtader 2. Applikation von 0,37
MBq zeigte sich ein deutlich langsamerer Weiteiagstmit langerem Uberleben
einzelner Tiere.

Anzunehmen ist, dass ein kurzfristiger therapebé&scErfolg nach einmaliger
Applikation von 0,74 MBq durch eine initiale Tumetizeduktion erzielt wurde, und
das KG initial nicht so schnell anstieg. Die 2. Riiit 0,37 MBg oder 0,74 MBq zeigte



5 Diskussion 101

erneut eine therapeutische Wirkung mit langeremrldben und Erreichen eines
konstanten KG der tUberlebenden Tiere im Verlauf.

Elggvist” et al. (2006)  untersuchte  den  KG-Verlauf  hinsichtl  der
Allgemeinkonstitution der Versuchsmause nach i.pmdrzellinokulation (1 x 10
NIH:OVCAR-3) mit folgender i.p. Administration desonoklonalen AK MX35 F(ab)
(Kontrollgruppe) und nach 1 x 0,8 MBq, 3 x 0,267 )& x 0,4 MBq, 3 x 0,133 MBq,
1 x 0,05 MBq oder 3 x 0,017 MBg"At-MX35 F(ab’),. Es zeigte sich, dass das
Gewicht der Kontrolltiere auf Grund von Aszitespuktion signifikant hoher war als
das KG der Therapiegruppen. Trotz unterschiedlichEnerapieeffizienz in
Abhangigkeit zur applizierten Aktivitat konnte zwien den Therapiegruppen kein
signifikanter Unterschied im KG-Verlauf erhoben den (s. 5.3.2) (Elgqvist et al.,
2006).

Die KG-Bestimmung im zeitlichen Verlauf nach RITnkaflr die Beurteilung des
Therapieverlaufs genutzt werden. Insbesondere éinefler Anstieg des KG ist als

negativer Trend hinsichtlich des Langzeitiberlebang/erten.

5.6 Analyse der Toxizitat nach einmaliger und zweiliger
213Bi-d9MAk-Applikation

Die Therapie mit zytotoxischen Substanzen odersierender Strahlung ist in der
heutigen Tumortherapie als unverzichtbar anzusellmsoch missen bei jeder
Administration von Chemotherapeutika, ionisieren8é&mahlung oder Radiopharmaka
der therapeutische Benefit und die mdglichen inglten Schaden auf gesunde
Organsysteme beurteilt werden. Zahlreiche Studiemveisen die Toxizitdt von
Radiopharmaka in Abhangigkeit vom Nuklid und deplegierten Aktivitat.

Als Hinweis auf eine durch™*Bi-induzierte radiotoxische Morbiditat und Mortalit
zeigten Beck et al. (2007), dass die i.p. Injektion 22,2 MBg**Bi-d9MAk 1 d nach
bzw. ohne vorangehende Tumorzellinokulation zunainvergleichbaren Uberleben der
Tiere (medianes Uberleben 119 d bzw. 128 d) fulidtese applizierte Aktivitat fuhrte
zu einer Reduktion der Leukozyten im peripheren tBlau chromosomalen

Aberrationen und zur Schadigung der Nieren. Im \éch zur i.p. Gabe von 22,2 MBq
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23Bj-d9MAK fiihrte die i.p. Applikation von 7,4 MBG"Bi-d9MAk mit bzw. ohne
Tumorzellinokulation zu einem signifikanten Untérsal im Uberleben zugunsten der
Tiere ohne HSC45-M2-Tumorzellen. Lediglich 10% deriere aus der
HSC45-M2 freien Gruppe und 64 % aus der tumorzsilifierten Gruppe verstarben,

ohne Anhalt auf einen strahleninduzierten Orgardehdei Autopsie.

5.6.1 Veranderungen des peripheren Blutbildes

In dieser Studie wurden vor und nach einmaliger .bzmweimaliger i.p.
213Bj-d9MAk-Applikation die Erythrozyten-, Leukozytemnd Thrombozytenwerte der
Versuchstiere tber einen ca. 50-tagigen Zeitraurtntarvall von 7 d bestimmt.

Die Verlaufsbeurteilung der Erythrozyten- und Thhmaytenzahlen zeigten nach i.p.
Applikation von 1 x 0,37 MBq, 2 x 0,37 MBq, 1 x @ MBq, 2 x 0,74 MBq bzw.
1 x 1,48 MBBi-d9MAKk keine strahleninduzierte Toxizitat auf dieiden Zellreihen.
Nach i.p. Injektion von 1 x 0,37 MBq, 2 x 0,37 MBgx 0,74 MBq, 2 x 0,74 MBq oder
1 x 1,48 MBq zeigte sich ein Anstieg der Leukozymwischen 6 % und 36 % des
pratherapeutischen Ausgangswertes am 10. Tag nd@HKI1Applikation. Tiere, denen
lediglich PBS i.p. injiziert wurde, wiesen eine iggere Schwankungsbreite der
Leukozyten auf als Tiere, denen das RIK applizientde. Lediglich bis 10 d nach
PBS-Injektion zeigte sich eine Zunahme der Leukazyuf 120 % des Ausgangswertes
und im Anschluss eine Reduktion um 17 % unter dasithprapeutische
Ausgangsniveau. Huber et 2003) zeigten, dass auch Versuchstiere nach Agqipdik
des nativen d9MAK bzw. unbehandelte Mause eine ngeri Zunahme der
Leukozytenzahlen aufwiesen.

Bei Messungen nach 10 d schwankten die weil3en &fogkchen der RIK-applizierten
Tiere um eine Zunahme von maximal 176 % des prapeertischen Niveaus.
Ursachlich far die starken Leukozytendnderungen zupndtherapeutischen
Ausgangswert der RIK applizierten Mause im Verdlert den Kontrolltieren kbnnte
ein stimulierender Einfluss de€$Bi-d9MAk-Immunkonjugats auf das Immunsystem
sein.

Die induzierte Toxizitat vorf-Bi-d9MAk auf die Leukozytenzahl im peripheren Blut
wurde ebenfalls durch Huber et al. (2003) nach Rpflikation bestimmt. Es zeigte
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sich eine starkere Regression der Leukozyten aeclgdringeren Aktivitdten. Nach
Radionuklidapplikation von 1,85 MBq, 7,4 MBq bzw2,2 MBq fielen die weil3en
Blutkdrperchen innerhalb der ersten 2 d nach Therapf 87 %, 55 % bzw. 32 % des
pratherapeutischen Wertes ab und normalisiertefn $merhalb der folgenden
14d-21d. 42 Tage nach 7,4 MBq bzw. 22,2 MBcehagie Leukozyten bei 182 %
bzw. 151 % des Ausgangswertes (Huber et al., 2003).

Neben der eindeutig belegten Radiotoxizitat auf ldeekozyten durch Huber et al.
(2003) nach i.p**Bi-Immunkonjugatapplikation mit Suppression der kezyten zeigt
sich auf der anderen Seite in dieser Studie undHbber et al. (2003) eine Erhdéhung
der Leukozytenzahl nach i.p. Injektion im Sinne eeinlmmunreaktion nach
RIK-Applikation.

Nikula et al. (1999) publizierten, dass 8d nachp. i.Applikation von
213Bj-CHX-A-DTPA-HUM195 es zu einer Reduktion der Leayten in Abhangigkeit
zur applizierten Aktivitat kam (unbehandelte Kofiea8,6 x 16 Zellen/ul, 2,8 MBq
6,8 x 1G Zellen/ul, 13,5 MBq bei 3,8 x f@ellen/pl). Nach i.v. RIK-Administration
mit jeweils 4 Injektionen an 2 d von insgesamt INdBq, 3,52 MBq, 6,92 MBq bzw.
13,0 MBq ?"Bi-CHX-A-DTPA-HUM195 wurde ebenfalls eine Reduktioder
Leukozyten ohne Veranderung der Erythrozyten bestimNach Applikation von
6,92 MBq und 13 MBq trat zudem eine Knochenmarksspel auf. Die Autoren
postulierten, dass i.v. Aktivitdten > 13 MBq (666BNtkg) Uber der maximal
tolerierbaren Dosis fur Mause lagen (Nikula et H99).

Behr et al. (1999) beobachteten nach einmaliger likggmon von 25,9 MBq
213Bj-CO17-1A Fab’einen Abfall der Leukozyten und Thrombozyten mitxinzaler
Suppression eine Woche nach RIK-Administration wmotistandiger Erholung nach
2 - 3 Wochen.

Die i.p. Injektion de3-RIK ""Lu-d9MAk mit 7,4 MBq bzw. 14,8 MBq verursachte
eine Reduktion der Leukozyten auf 40 % am 10. Tagbgw. minimal auf 5% 17 d
nach RIT. Bedingt durch die deutlich langere HWA 657 d des’Lu stellte sich auch
der Abfall der Leukozyten nach R3-Nuklidapplikatiats protrahiert im Vergleich zur
Gabe des-Emitters®™Bi dar (Zéckler, 2006).

Diverse Studien zeigten, dass durch fraktionierf€ &ne gleiche Tumoreradikation

erzielt werden konnte, aber mit weniger radiotaxéc Schadigung des gesunden
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Gewebes. Klinische Anwendungen einer einzelnen Rpiglikation erzeugten eine so
starke Myelotoxizitat, dass in der Folge eine Kresuharkstransplantation notig wurde.
Die  fraktionierte  Administration reduzierte  die Mandigkeit  der
Knochenmarkstransplantationen und schwerer Leukdtogder Thrombozytopenien.
Vriesendorp et al. (1993) veroffentlichten eine Abme der Knochenmarkstoxizitat
mittels Bestimmung der Zellzahl von Thrombo-, Leukend Lymphozyten nach
fraktionierter Applikation vs. einmaliger Injektiater Gesamtaktivitat bei der Therapie
des Adenokarzinoms am Hund. Beagles wurde nach maitiaokulation einmalig
oder zweimalig *°Y-B72.3 i.v. appliziert. Nach einmaliger Applikatio mit
64,75 MBqg/kg wurde eine deutlich starkere Depressier Hamatopoese nachgewiesen
im Vergleich zu Tieren, die 2 x 33,3 MBqg/kg im Zetervall von 4 d oder 8 d nach der
ersten Injektion erhielten. Es zeigte sich zudenmgssd 15 % —20 % mehr
Gesamtaktivitat bei zweimaliger fraktionierter i@abe von®®Y-B72.3 i.v. appliziert
werden konnte, um eine &quivalente Schadigung desténmarks zu erreichen. Zwei
von drei Tieren verstarben nach einmaliger Injektton 92,5 MBqg/kg auf Grund einer
strahleninduzierten Knochenmarksaplasie. Zwei Tidie eine hohere Gesamtaktivitat
(74 MBqg/kg gefolgt von 33,3 MBqg/kg 8 d spater) fiiakiert erhielten, Gberlebten.
Schlom et al. (1991) zeigten in ihrer Studie eingleachbares Ergebnis. Athymischen
Mausen wurden humane Kolonkarzinomzellen (LS-174#jziert und im Verlauf i.p.
17 u-cc49appliziert. Nach Applikation von 1 x 18,5 MB§Lu-CC49 starben 5 von 9
Tieren auf Grund der induzierten Knochenmarkste&iziMause, die 3 x 9,25 MBq in
aufeinander folgenden Wochen appliziert bekamertrugen die Gesamtdosis gut und
lediglich 1 von 10 Tieren verstarb.

Am gleichen Tumor- und Antikérpermodell untersuchBuchsbaum et al. (1995) unter
Verwendung des Nuklids'®4, die mégliche Uberlegenheit einer fraktionierten
RIK-Applikation vs. einmaliger Gabe hinsichtlichner induzierter Radiotoxizitat und
Tumorresponse. Nach Applikation von 1 x 22,2 MBastarben 25 % der Tiere auf
Grund eintretender Toxizitdt und es ergab sich &k@immorregression. 2 x 11,1 MBq
im 3-tagigen Intervall war ebenso fur 25 % der &ilatal toxisch, jedoch zeigten 30 %
der Versuchtiere eine Tumorregression. Die Gabe2vwril,1 MBq im wochentlichen
Intervall fihrte zu einer 15 %igen Letalitdt ohneniplette Tumorregression. Nach
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Applikation von 3 x 11,1 MBq in 3-tagigen Intenal verstarben 30 % der Tiere auf
Grund radiotoxischer Schadigung und es ergab sneh4® %ige Tumorregression.
Therapiestudien mit*4-B72.3 zeigten, dass bei einmaliger Applikatiom\&7,6 MBq
das Wachstum der humanen Kolonadenokarzinomzell§:174T) inhibiert, aber
6 von 10 Mausen an der Toxizitat verstarben. Foaktite Applikation von
2x 11,1 MBq bzw. 3 x 7,4 MBq waren der einmalig&pplikation Uberlegen. Nach
Injektion von 2 x 11,1 MBq Uberlebten 90 % der €ieToleriert wurden Aktivitaten
von 3 x 11,1 MBq bei Applikation im wochentlichemtérvall, welche zu einer besseren
Tumorreduktion bei geringerer Toxizitat fuhrte (fch et al., 1990).

Meredith et al. (1992) zeigten, dass die zwei- @68 MBqg/nf) oder dreimalig (3 x 444
MBg/m?) fraktionierte Behandlung mit*4-B27.3 bei Patienten mit metastasiertem
Kolonkarzinom zu einer signifikant (p = 0,04) ggemen Knochenmarksdepression
fihrte als die einmalige Applikation der Gesamtatdt von 1332 MBg/rh Der
Tiefpunkt der Leukozyten- und Thrombozytenwertedeunach 35 — 50 d erreicht.

Lediglich eine Studie (PubMed Recherche) zur Euwauoa der induzierten
Radiotoxizitat durcho-Strahler nach einmaliger bzw. fraktionierter RIiEgt zum
aktuellen Zeitpunkt vor.

Nach einmaliger (1 x 0,8 MBq) bzw. fraktionierte3 X 0,267 MBqQ) i.p. Applikation
von *?Astatin-MX35 F(ab’} wurde gezeigt, dass eine geringere Suppression und
verzogerte Erniedrigung der Leukozyten nach frakéider Applikation des
Radiopharmakons gegentber der einmaligen Applikatier Gesamtaktivitat eintrat,
obgleich die fraktionierte RIT keine bessere thetdische Effizienz bedeutete
(s. 5.3.2). Es wurden keine Zellzahlanderungenkigthrozyten, Thrombozyten oder
des Hamoglobins nach einmaliger bzw. dreimaligerplkgtion beobachtet. Bei
vergleichbarer therapeutischer Effizienz beider rapeemodalitaten und geringerer
Toxizitat zugunsten des fraktionierten Therapieregs ist anzunehmen, dass durch
Erhéhung der Aktivitaten der Einzelfraktionen beaktionierter Applikation in
Richtung maximal tolerierbare Aktivitat ein besseféherapieerfolg zugunsten der
fraktionierten Therapie vs. einmaliger Applikatian erwarten ist (Elgqvist et al.,
2006).
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5.6.2 Chromosomale Aberrationen der Knochenmarkszkdn

In der RIT kann die Bestrahlung von gesundem Gewetlst verhindert werden. In
Vivo Studien, welche die Radiotoxizitat induziervo-Nukliden mit Strahlung mit
geringem LET auf Knochenmarkszellen und Nierengewmafitersuchten, zeigten eine
RBW von nahezu 1 (Behr et al., 1999; Vandenbulckeale 2003). lonisierende
Strahlung erzeugt ein breites Spektrum von Mutatomit Chromosomen- und
Genveranderungen. Durch Regeneration und Repamthanismen koénnen sich
beginnende Mutationsprozesse wieder ruckbilden,ivggyen fixierte Mutationen im
Erbgut erhalten bleiben. Zwischen Strahlendosis ukakzahl der eintretenden
Mutationen besteht ein direkter Zusammenhang (S$S20€d). Mittels
Chormosomenanalysen von peripheren Lymphozytent-Heugd Knochenmarkszellen
nach Strahlenexposition versucht man, toxische taitgchaden zu erfassen.
a-Nuklide induzieren DNA-Doppelstrangbriiche, die wseh zu reparieren und
zusatzlich grofiteils unabhéngig vom Oxygenierungts der betroffenen Zelle sind
(Chang et al., 2002).

Nach einmaliger i.p. Applikation mit 0,74 MBq, 1,A8Bq, 7,4 MBq oder 14,8 MBq
oder zweimaliger Injektion im Intervall von 7d m@,74 MBq oder 1,48 MBq
*13Bj-d9MAK erfolgte eine Analyse chromosomaler Ab&maen mittels M-FISH 24 h
nach erster bzw. zweiter RIK-Administration. 24 18tan nach RIK-Applikation waren
die erstellten Karyogramme unauffallig. Lediglicim &aryogramm zeigte strukturelle
Chromosomenaberration nach einmaliger Applikatiaon V7,4 MBq ***Bi-d9MAK.
Fraglich ist diesbeziiglich ob es sich hierbei, une estrahleninduzierte oder spontane
Mutation handelt, da nur eine von 20 Metaphaseroffeh war und die untersuchten
Karyogramme des Tieres nach 14,8 MB®i-d9MAk-Applikation  keine
Veranderungen der Chromosomen nach 24 h aufwiesen.

Huber (2003), Huberet al. (2003) und Beck et al. (2007) untersuchtbanso die
chromosomale Schéadigung von Knochenmarkszellen nBRdk-Applikation bei
Balb/c Mausen mittels Giemsa-Farbung und zeigtenh2dach RIK-Administration
deutlich mehr Chromosomenaberrationen bei héheldivititen. Nach Injektion von
1,85 MBq, 7,4 MBq, 14,8 MBq oder 22,2 MB¢*Bi-d9MAk wurden nach Fixierung

und Giemsa-Farbung qualitative und quantitative 88eh der Chromosomen
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ausgewertet. Nach RIT konnten 3 Arten von Schaderluert werden: moderate

Aberrationen von einzelnen Fragmenten oder singmarAustausch, schwere
Aberrationen von mehreren Fragmenten und/oder mahrustauschen und schwerste
Schadigungen mit multiplen Schaden an mehr als Br@bsomen und mehreren
Fragmentationen. Vier Stunden nach RIK-Applikatioraten in allen Gruppen

chromosmale Aberrationen auf, bis auf 22,2 MBq,o@d ohne Korrelation zur

applizierten Aktivitat. Acht Stunden nach RIT zeigtsich eine Abhangigkeit der
Schadigung von der applizierten Aktivitat und eig@antitative Zunahme der

Aberrationen. 24 h nach 22,2 MBYBi-d9MAk konnten in 48 %, nach 14,8 MBq in
31% und nach 7,4 MBqgq in 17 % der Knochenmarkszellehromosomale

Veranderungen unterschiedlicher Schweregrade hkkurteerden. Angaben zum

Ausmald der Chromosomenaberrationen nach Applikatam 1,85 MBqg 24 h nach

Administration wurden von den Autoren nicht geteoff(Beck et al., 2007; Huber,

2003; Huber et al., 2003).

Die erlangten Unterschiede der M-FISH-Analyse unenta-Farbung hinsichtlich der
Ergebnisse der Chromosomenschadigung 24 h nachARjiikation bleiben unklar. S.

Nathrath berichtete miundlich, dass zahlreiche Kgmymme priméar den Eindruck

machten, als bestinden schwere Mutationen, weldie¥ ktztendlich auf Grund

schlechter technischer Fixation der Knochenmarkeszebedingt waren. Eventuell

waren darunter Karyogramme, welche auch strahlemiede Schaden aufwiesen.
Durch DNA-Reparaturmechanismen oder Elimination sonwerstgeschadigten Zellen
aus dem Knochenmark zeigte Huber (2003) bereit8.ahag nach RIK-Administration

nur bei den Gruppen mit 7,4 MBqg und 14,8 MBq jewdiki einzelnen Zellen mafige
Aberrationen. Nach 22,2 MBg Administration warere dellen ohne Schadigung.
Durch suffiziente zelleigene Reparaturmechanisni@mten bei den hier untersuchten
Tieren bereits 24 h nach RIK-Applikation keine ahasomalen Aberrationen mehr

nachweisbar gewesen sein.
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5.6.3 **Bi-induzierte Nierenschadigung

Durch die hohe Radiosensitivitat des renalen Gesv&ban eine Strahlennephropathie
nach Ganzkorperbestrahlung bzw. nach Radionuklidfie entstehen. Klinisch
prasentiert sich die Nierenschadigung mit arteelHypertonie, renaler Anamie,
Odemen, Azotamie und Proteinurie. Histopathologiseigen sich eine Mesangiolyse,
Sklerose, Tubulusatrophie und tubulointerstitieernarbungen (Behr et al., 1997,
Cohen und Robbins, 2003). Die Nephrotoxizitat napplikation von®*Ac und***Bi
wird durch die Akkumulation vofi*Bi in den Nieren bedingt (JadYiet al., 2005).

Die in dieser Studie durchgefiihrte einmalige i.pppkkation von 0,37 MBq oder
0,74 MBq bzw. zweimalige Injektion von 0,37 MBq od&74 MBq fuhrte zu keiner
histopathologischen Schadigung der Mauseniererzeltge sich folglich kein Anhalt
fur eine Nephropathie bei geringen Aktivitaten.

Bereits Beck et al. (2007) evaluierten &i#Bi-d9MAk-induzierte Nierentoxizitat durch
Bestimmung des Serumharnstoffes, histopathologmsdtierenaufbereitungen mittels
H.E.-Farbung und autoradiographischen Untersuchungach i.p. Injektion von
7,4 MBq ?Bi und 7,4 MBq***Bi-d9MAK. In den ersten Wochen nach Applikation
konnten keine Symptome beobachtet werden, die ané eNierenschadigung
hingewiesen hatten. Ein signifikanter Anstieg desugharnstoffes (39 ng/dl £ 5 ng/dI
vs. 17 ng/dl £ 3 ng/dl (MW £ SD)) als Zeichen eirghronischen Niereninsuffizienz
konnte lediglich innerhalb von Monaten bei Tiereacim Applikation von 22,2 MBq
evaluiert werden. Die histopathologische Beurtgjluder Nieren bestatigte die
strahleninduzierte Nierenschadigung nach i.p. A@pion von 22,2 MB4-*Bi-d9MAK.
Bei 5 von 6 Mausen waren die Nieren okkerfarbigcpevollen und die Nierenlappchen
deutlich sichtbar. Fiinf Monate nach 22,2 MBq Immumkgatapplikation zeigte sich
histopathologisch das Bild einer progressiven Hwysierung mit Sklerosierung,
Hydronephrose, Tubulusatrophie und interstitiellernarbung als Zeichen einer
stattgefundenen Strahlennephritis. Jedoch zeiglglieh eine von 10 Mausen nach
7,4 MBq das makroskopische Bild von geschwollenerdth ohne histopathologisches
Korrelat. Autoradiographische Analysen zeigten eiaggleichbaré*Bi-Anreicherung
in den Nieren unabhangig davon, 68Bi oder **Bi-d9MAKk-Konjugat 45 min vor

Euthanasie appliziert wurde. Biodistributionsstaderbrachten, dass es 3 h nach i.p.



5 Diskussion 109

Injektion von **Bi-d9MAk zu einer ?*Bi Akkumulation in den Nieren von
5,4 % ID/g Gewebe (Prozent der injizierten Aktivitaro Gramm Gewebe) kam.
Ursachlich fur die durch 22,2 MBG“Bi-d9MAk induzierten Nierenschadigung
konnten die Einlagerungen vonBi-d9MAKk-Fragmenten in Lysosomen der renalen
tubuldaren Epithelzellen und durch tubuldre Reat&mrpvon freiem *Bi oder
213Bj-Antikorperfragmenten (Molekulargewicht < 40 kDajséchlich sein (Beck et al.,
2007).

Manche Autoren postulieren, dass durch die inthalZeé Aufnahme der Radiometalle
in die Lysosomen im renalen Gewebe die Niere urdhtndas Knochenmark das
dosislimitierende Organ in der RIT zu sein schéa#hr et al., 1997).

Norenberg et al. (2006) untersuchten die akutealmdnische Nierenschadigung nach
kumulativer ~ Applikation von **Bi-DOTATOC (DOTA-Tyrosin-Konjugat mit
Octreotid) bei Ratten. Fur den Nachweis einer notgih akuten Nierentoxizitat
erhielten die Tiere 4,3 MBq (tber 1 d), 9,0 MBq €iil2 d) bzw. 12,6 MBq (tber 3 d)
*IBi-DOTATOC bei kleiner Tumormasse (0,75 + 0,3 fnder 13 MBq (dreimalig
fraktioniert) bzw. 22,2 MBq (zweimalig fraktioniein 1-stiindigen Intervall). 25 Tage
und 26 Wochen nach RIT konnte kein UnterschiedeinKreatininclearence zwischen
der Kontrollgruppe (nur DOTATOC-Applikation) und e obengenannten
21Bj-DOTATOC Gruppen erhoben werden. Histopatholdgist/ntersuchungen 25 d
nach 4,3 MBq - 22,2 MBq Injektionen erbrachten keoder minimale Zeichen einer
interstitiellen Nephritis und nach 26 Wochen zeigieh eine minimale bis milde
interstitille Nephritis bei Applikation von ~12 MB4°Bi-DOTATOC. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied der Nephritisausprégy nach einer nierenprotektiven
Lysinapplikation (Norenberg et al., 2006).

Am Mausmodell wurde eine progrediente Nierenschidignach Applikation des
a-Nuklids **Ac im Zeitverlauf beobachtet. Die Autoren stelltemen maximalen
Anstieg des tubuldren und interstitiellen TransfiognGrowth Facor (TGFPL 20 bis
25 Wochen nach a-Nuklidapplikation, als Zeichen eines stattgefuraten
strahleninduzierten tubularen Zellverlusts mit pesgiver Parenchymschadigung, fest.
(Jaggf? et al., 2005; Cohen et al., 2000).

Eine Injektion von 25,9 MB¢**Bi- bzw. 9,25 MBq“?Y-CO17-1A Fab’ wurde bei

Mausen ohne Zeichen einer akuten therapiebezoddoealitat toleriert. Bereits eine
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10 %ige Aktivitdtserhbhung des bzw. B-Emitters erbrachte eine 10 %ige Letalitat.
Jedoch zeigte sich ein deutlicher Anstieg des Hefftesvels als Zeichen einer
chronischen Niereninsuffizienz nacflY-Applikation bis ca. 125 mg/dl (graphisch
entnommener Wert) und nach’Bi-Applikation bis auf ca. 50 mg/dl (graphisch
entnommener Wert) innerhalb von 6 - 7 Wochen nd@hdRne Lysinapplikation. Ohne
Nierenprotektion durch Lysin starben alle Tiere d8v-Gruppe innerhalb von
3 Monaten nach Therapie, wohingegen die Mortatigi?>*Bi-Gruppe nach 6 Monaten
lediglich bei 35 % lag. Nach i.p. D-Lysin-Monohydtdorid-Injektionen, vor und nach
RIT, zeigten beide Gruppen keine Zeichen eineré¥imsuffizienz bis 6 Monate nach
Therapie (Behr et al., 1999).

Zahlreiche klinische Studien und in Vivo Studien diausmodell belegen den
nierenprotektiven Effekt durch Applikation von latischen Aminosauren wie Lysin
(Behr et al, 1995; Behr et al, 1996; Behr et a@97 Rolleman et al., 2003). Als
Ursache der reduzierten renalen RIK-Aufnahme naghintApplikation wird die
Inhibition der Reabsorption von glomerular filttiem niedermolekularen Molekdlen,
insbesondere von Peptiden (< 65 kDa) durch die ipraben Tubuluszellen
angenommen (Behr et al, 1995; Behr et al, 1996).

Weiter wurde gezeigt, dass die renale Aufnahme remliomarkierten Molekllen
(**indium-Octreotid bzw.?*Ac-HuM195) durch Gelatine-Produkte inhibiert werden
konnte und eine signifikante Reduktion der ren&féBi-Aufnahme durch den Einsatz
von metallischen Radikalfangern wie DMPS (2,3-dicapto-I-propanesulfonic acid)
und DMSA (meso-2,3-dimercaptosuccinic acid), Séafei und Chlorothiaziddiuretika
erzielt werden konnte (Jadiet al., 2005; van Eerd et al., 2006; Vegt et24106).

Auch wenn in dieser Studie keine histopathologisbkeadigung der Mausenieren bei
Aktivitaten bis 1,48 MBq beobachtet werden konr#eigten andere Studiengruppen
eine  Nephropathie nach Radionuklidapplikation. Ininldick auf eine
213Bj-d9MAk-Therapie am Menschen sollte eine zeitdieimierenprotektive Therapie
wahrend der RIT nicht vernachlassigt werden, uneremdglichen Schadigung der

Nieren entgegenzuwirken.
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5.7 Schlussfolgerung

Eine bessere therapeutische Effizienz der zweimalifjaktionierten lokoregionalen
tumorzellspezifischen®*Bi-d9MAK-RIT im Intervall von 7 d im Vergleich zur
einmaligen ?**Bi-d9MAK-RIT wurde in dieser Studie am Modell deritien und
fortgeschrittenen Peritonealkarzinose in Vivo nashigeen.

Am frihen Peritonealkarzinosemodell, d.h. Situattath RO-Resektion, wurde eine
signifikante Verlangerung des Uberlebens der Tieight durch Verdoppelung der
Aktivitat bei einmaliger Applikation, sondern durdnaktionierte Applikation des
Radiopharmakons, unabhéangig von der Gesamtaktieitzielt. Bei fortgeschrittener
Metastasierung fihrte die fraktionierte Applikatiansreichend hoher Aktivitaten zu
einem verlangerten medianen Uberleben im Vergleicgheinmaligen Applikation der
Gesamtaktivitat.

Eine fraktionierte RIT ist insbesondere bei Verwamgl von a-Strahlung zu
favorisieren. Der Vorteil der Verwendung von hoobigetischeru-Emittern in Vivo
besteht in der kurzen Reichweite und folglich i dedioprotektiven Wirkung auf
Nachbarstrukturen, da diese durch die Strahlunigf miceicht werden. Die resultierende
Reduktion des Kreuzfeuereffekts flhrt aber auchuddass die Tumorzellzytotoxizitat
nur bei direkter Bindung des Radiopharmakons anZgibe induziert wird. Durch
wiederholte Gabe von ?“Bi-lmmunkonjugaten koénnen bei den spateren
Administrationen primar nicht erreichte Tumorzelbdrgetttet werden.

Die exzellenten Langzeitiberlebensergebnisse vook Bet al. (2007) nach i.p.
Applikation von 1,85 MBd*Bi-d9MAk bzw. **Bi-d8MAk einen Tag nach
Tumorzellinokulation konnten jedoch nicht erreictverden, da die eingesetzten
Gesamtaktivitaten bei ein- und zweimaliger Applieatgeringer waren als 1,85 MBq
und die therapeutische Wirkung vermutlich nicht aa$pezifischen Kreuzfeuereffekten
beruhte.

Bei der fortgeschrittenen Peritonealkarzinose ist faktioniertes Therapieregime
absolut zu befurworten. Bereits nach zweimaligek-Rpplikation mit 0,74 MBq im
7-tagigen Intervall konnte ein vergleichbares Uleeh der Tiere, wie nach einmaliger
Applikation der 5-fachen Gesamtaktivitat mit 7,4 §iBrzielt werden. Im Gegensatz
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zur einmaligen Applikation mit 7,4 MBq bei Beck al. (2007) zeigte sich nach
zweimaliger Applikation mit 0,74 MBq kein Nachweaimer induzierten Toxizitat.

Eine Erh6hung der Aktivitaten bei fraktionierter flikation in Richtung maximal
tolerierbarer Aktivitdt und eine weitere Steigerutgs Fraktionierungsgrades kénnte
eine noch bessere Uberlegenheit der fraktionidRi@nam friihen und fortgeschrittenen
Tumormodell zeigen.

Durch den Einsatz von geringen Aktivitaten (bis mad 1,48 MBqg) in den
Therapiestudien konnten weder eine Toxizitat alf damatopoetische System oder
renale Gewebe, noch strahleninduzierte Chromosdoeersionen evaluiert werden.
Uber die Bestimmung des Korpergewichtsverlaufs deersuchstiere nach
Tumorzellinokulation und folgender ein- oder zweliger RIT konnte in der
Initialphase nach Therapiebeginn ein  Trend bezliglieines mdglichen
Therapieansprechens oder -versagens Dbeurteilt werd&ine deutliche
Gewichtszunahme der Tiere korrelierte mit einemrdpieversagen.

Insbesonders zeigte sich die wochentliche Kontradle CEA-Konzentration im Serum
als Pradiktor fur eine Therapieresponse oder Turogrpssion. Mehrere Studien
zeigten, dass die einmalige préoperative Bestimmumgler in den
Nachsorgeuntersuchungen durchgefuhrten BestimmudgerCEA-Konzentration ein
Parameter flr das Stadium und das Fortschreitermaéignen Erkrankung war. Bei
Patienten mit Tumoren aus humanen SiegelringzefiérExpression von CEA kénnte
eine kontinuierliche Kontrolle des Serumantigensrddachweis von CEA im Aszites
als zusatzliches diagnostisches TherapiemonitmamgNutzen sein.

Die lokoregionale **Bi-d9MAk-Therapie des diffusen Magenkarzinoms mip. i
Tumorzelldissemination, bei Nachweis der d9-E-CadHelutation auf den
Tumorzellen, ist im frihen und im fortgeschritten€omorstadium eine sehr gute
therapeutische Option.

Jedoch ist lediglich bei ~10 % der Patienten diezsigche d9-E-Cadherin-Mutation
auf den Tumorzellen des diffusen Magenkarzinom$watsbar (Becker et al., 1999).
Folglich steht die ?**Bi-d9MAK-RIT nur einer kleinen Patientenpopulatioals
therapeutische Option zur Verfigung. Andere Obehn#antigene auf
Magenkarzinomzellen, wie z.B. Epithelial Cell Adlwes Molecule (EpCAM),
Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGF-R) oder C>6EL kénnten



5 Diskussion 113

AK-Bindungsstellen fiir neué™Bi-lmmunkonjugate in Zukunft darstellen, wodurch
mehr Patienten von diesem Therapiekonzept prditiekkonnten (Seidl und

Senekowitsch-Schmidtkd 2008).

Unabhangig vom eingesetzten AK ist stets eine ivaldrte Applikation des

23Bj-Immunkonjugats am Patienten zu favorisieren, mach chirurgischer Therapie
einzelne Zellen, Tumorzellcluster oder gréRere Btaten effektiv und ohne Toxizitat

fur den Gesamtorganismus behandeln zu kénnen.
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6  Zusammenfassung

Bewertung der fraktionierten lokoregionalen Radioimmuntherapie des diffusen
Magenkarzinoms mit tumorspezifischen #*Bi-d9MAk in Vitro und im
Mausmodell.

Die lokoregionale einmalige und fraktionierte tumetspezifische
21*Bj-d9MAk-Radioimmuntherapie (RIT) von intraperitaien (i.p.) disseminierten
Tumorzellen des diffusen Magenkarzinoms vom Siaggzelltyp (Zelllinie
HSC45-M2) wurden in dieser Studie in Vitro und iv am Mausmodell evaluiert.
HSC45-M2-Zellen zeichnen sich durch eine Mutationm aE-Cadherin-
Oberflachenmolekil mit Deletion des Exons9 aus.rcBuEntwicklung eines
spezifischen monoklonalen Antikorpers, gerichtegegedie E-Cadherin-Mutation am
Exon 9 (d9MAK), wurde die spezifischEBi-d9MAK-RIT in Vorlauferstudien in Vitro
und in Vivo am Mausmodell etabliert.

Hinsichtlich der aktuell geringen Verfiigbarkeit v6t'Bi wurden in dieser Studie
geringe Aktivitdten eingesetzt. Es erfolgte die édithrung von Untersuchungen in
Vitro und in Vivo am Mausmodell mit friher TumorltBsemination (d.h. Situation
nach RO-Resektion) und mit fortgeschrittener Casig peritonei hinsichtlich der
therapeutischen  Effizienz, der strahleninduzierteMoxizitatt und  des
Therapiemonitorings tber die Konzentration des ikaermbryonalen Antigens (CEA)
und des Kdrpergewichtsverlaufs.

Die Analyse der HSC45-M2-Klonogenitat in Vitro nadkin- oder zweimaliger
Inkubation mit 0,185 MBq, 0,37 MBq oder 0,74 MB{Bi-d9MAk erbrachte eine
Reduktion der Zellproliferation mit Zunahme der kpprten Aktivitat, jedoch keine
Uberlegenheit der fraktionierten RIK-Applikation.

In Vivo wurden Nacktmausen i.p. 1x71@SC45-M2-Zellen injiziert. Nach
Tumorzellinokulation wurde den Tieren i.p. einmadig 1. bzw. 8. Tag oder zweimalig
am 1. und 8. Tag bzw. 8. und 15. Tag ddBi-d9MAk-Konjugat appliziert.

Das mediane Uberleben lag bei untherapierten Kitieren bei 22 Tagen (d).

Bei Therapiebeginn einen Tag nach Tumorzellinokohat kam es zu einer

Verdoppelung der medianen Uberlebenszeiten nadttidréerter Applikation (84 d
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nach 2 x 0,37 MBq bzw. 86 d nach 2 x 0,74 MBq) imr§eich zur einmaligen Gabe
(48 d nach 1 x 0,37 MBq bzw. 42 d nach 1 x 0,74 MBq

Im fortgeschrittenen Peritonealkarzinosemodell fiterapiebeginn acht Tage nach
Tumorzellinokulation zeigte sich die zweimalige Aigation mit 0,74 MBq (68 d), der
einmaligen Applikation mit 1,48 MBq (44 d) hinsitbh der medianen Lebenszeit
deutlich Uberlegen (p = 0,053). Mit der zweimaligafektion von 0,74 MBq konnte
sogar ein vergleichbares medianes Uberleben dez Wie nach einmaliger Applikation
acht Tage nach Tumorzellinokulation mit 7,4 MBq (J3am gleichen Modell bei Beck
et al. (2007) erzielt werden.

Geringere Gesamtaktivitdten nach ein- oder zwegealApplikation flihrten zu einer
ahnlichen medianen Uberlebenszeit wie nach eineraligpplikation mit 1,48 MBq
(1x0,37 MBg mit 37d, 2x0,37 MBg mit 38d, Dx¥4 MBq mit 42d) bei
Therapiebeginn acht Tage nach Tumorzellinokulation.

Bei den therapeutisch eingesetzten Aktivitdten imoVam Mausmodell konnte keine
Toxizitat auf den Organismus der Tiere nachgewieserden. Es zeigten sich keine
Suppression des hamatopoetischen Systems, kein opdikblogischer
Schadigungsnachweis des renalen Gewebes und kémenGsomenaberrationen der
Knochenmarkszellen.

Mittels Multiplex Fluoreszenz In Situ HybridisiergnM-FISH) konnten lediglich in
einer Metaphase 24 h nach i.p. Applikation von MR *Bi-d9MAk strukturelle
Chromosomenaberrationen beobachtet werden. Diesmtédd auch als spontane
Mutationen gewertet werden, da sich 24 h nach Irpektion von 14,8 MBq
213Bj-d9MAk keine numerischen oder strukturellen chomwmalen Schaden zeigten.
Andererseits kann auch von einem suffizienten mgleen DNA-Reparatursystem
ausgegangen werden, welches strahleninduziertencsmmale Schaden bereits 24 h
nach RIK-Applikation ausgebessert oder elimiert hat

Eine  Korpergewichtsabnahme nach  RIK-Applikation  intherapeutischen
Aktivitatsbereich konnte nicht beobachtet werderedogh war eine schnelle
Gewichtszunahme mit einem geringeren Uberleben Tdere in Abhangigkeit zur
applizierten Aktivitat verbunden.

In Vitro konnte eine Korrelation der CEA-Konzentoat und der Zellproliferation

bestimmt werden. Auch die wochentliche Kontrolle @&A-Konzentration im Serum
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der Versuchstiere nach ein- oder zweimaligerBi-d9MAK-RIT zeigte einen
Zusammenhang der Tumormarkerkonzentration mit eihberapieresponse bzw.
Tumorprogression. Dartber hinaus lie3 sich das GfAAszites bei vorhandener
Peritonealkarzinose nachweisen.

Schlussfolgernd zeigt sich eine bessere therapbetiEffizienz der zweimaligen
fraktionierten lokoregionalen tumorzellspezifischert*Bi-d9MAk-Applikation im
Intervall von 7 d im Vergleich zur einmaligen RIKpplikation am Modell der friihen
und fortgeschrittenen peritonealen Tumorzelldissetmon von HSC45-M2 Zellen bei
ausreichend hoher Aktivitat, ohne Nachweis eineah$&ninduzierten Toxizitat im
therapeutischen Aktivitatsbereich. Eine ErhOhung dpplizierten Aktivitaten bei
fraktionierter Applikation und eine weitere Steigeg des Fraktionierungsgrades
konnte eine noch bessere Uberlegenheit der fraktimm>-°Bi-RIT zeigen.

Bei Patienten mit Tumoren aus humanen Siegelritegzehit Expression von CEA
kénnte eine kontinuierliche Kontrolle des Serunmgants als zusatzliches diagnostisches
Therapiemonitoring von Nutzen sein.

Der Einsatz einer fraktionierten RIT nfit’Bi-d9MAk bei Nachweis der E-Cadherin
Genmutation am Exon 9 der Karzinomzellen ist nabirucgischer zytoreduktiver
Primartherapie aber auch insbesondere als pa#i&tiviherapieverfahren im
fortgeschrittenen inoperablen Tumorstadium dert®®ealkarzinose am Patienten zu
favorisieren, da eine Verlangerung des Uberlebaugele werden konnte und im
therapeutischen Aktivitdtsbereich keine strahlenmierte Toxizitat deso-Emitters

nachweisbar war.
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