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1.Einleitung

1.1 Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1)
1.1.1 Entdeckung von GLP-1

Erstmals wurde die Existenz von GLP-1 von Moore et al. im Jahre 1906
beschrieben. Seine Arbeitsgruppe vermutete eine Substanz die eine ahnliche
Wirkung auf das endokrine Pankreas haben musste, wie das damals schon
bekannte Sekretin, welches den exokrinen Anteil des Pankreas stimuliert. In
den 1920ern konnten La Barre und seine Arbeitsgruppe am Hund nachweisen,
dass die intravendse Injektion von unverarbeitetem Sekretin durch die
Stimulation des endokrinen Pankreas zur Hypoglykamie fuhrt. Sie vermuteten
das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Wirksubstanzen, einem Inkretin,
welches die endokrine Pankreassekretion stimuliert und einem Exkretin,
welches auf das exokrine Pankreas wirkt. (Zunz 1929; La Barre 1930) In den
1960ern wurde durch die Entwicklung von Radioimmunassays durch Yalow und
Berson das Interesse an der Suche nach Inkretinhormonen erneut geweckt.
1964 konnte Mcintyre zeigen, dass die Wirkung der Blutglukose auf das
Pankreas nicht die gesamte Insulinantwort erklart (Mcintyre 1964). Bei
identischen Blutglukosespiegeln fihrt die intravendse Glukosegabe zu einer
deutlich geringeren Insulinantwort als die orale Glukoseaufnahme (Elrick 1964;
Perley 1967). Dieses Phanomen wurde als ,Inkretineffekt” bezeichnet. Unger
und Eisentraut vermuteten auf der Grundlage ihrer Untersuchungen, dass ca.
die Halfte der Insulinfreisetzung nach oraler Glukoseaufnahme Uber eine
.entero-insulindre Achse® getriggert wird (Unger 1969). Ein wesentlicher
Meilenstein bei der Inkretinsuche war die Entdeckung des GIP (Gastric
Inhibitory Polypeptide), einem Peptidhormon, dass in den K-Zellen der
Duodenalschleimhaut gebildet und dessen ausgepragte Insulinfreisetzung in
vitro und in vivo nachgewiesen werden konnte (Brown 1969; Brown 1970;
Brown 1971). GIP ist jedoch nicht allein fir den Inkretineffekt verantwortlich.
Ebert konnte 1983 zeigen, dass nach oraler Glukosebelastung von Ratten, bei
denen eine in vivo-Immunneutralisation von GIP durchgefiihrt wurde, dies zu
einer 30-50% Reduktion des gesamten Inkretineffekts fuhrte (Ebert 1982; Ebert



1983; Lauritsen 1980). Diese Daten zeigten, dass insulinotrope Aktivitat nur
teilweise von GIP erklart werden konnte. Zuné&chst blieb unklar, welches weitere
Peptidhormon zum Inkretineffekt beitragt. Im Jahre 1985 brachte der Nachweis
der insulinotropen Wirkung von Glucagon-like Peptid den Durchbruch. Schmidt
et al. beschrieben die wichtigste Wirkung von GLP-1, die glukoseabhangige
Insulinfreisetzung (Schmidt et al.,1985). In den darauf folgenden Jahren konnte
der insulinotrope Effekt von GLP-1 in zahlreichen weiteren Versuchen bestatigt
werden (Holst et al.,1987; Clark et al., 1990; Suzuki et al., 1989; Goke et al.,
1993).

1.1.2 Synthese und Sekretion

Das Glucagon-like-Peptid 1 ist ein Peptidhormon mit entscheidender Bedeutung
fur den Glukosestoffwechsel des menschlichen Koérpers. Peptidhormone sind
hydrophile  biochemische Botenstoffe. =~ GLP-1  entstehnt durch die
posttranslationale Prozessierung des Proglukagonmolekiils. Das humane
Glukagon-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 2. Es ist 9,4 kb lang
und enthalt 5 Introns und 6 Exons und wird im Pankreas, Darm und Gehirn
exprimiert. (Fehmann et al., 1995; Orskov, 1992; Tang-Christensen, 2001)

Die posttranslationale Prozessierung des Proglukagons unterscheidet sich

gewebespezifisch. (Conlon, 1988)

PROGLUCAGON
1 30 33 5164607278 108111123126 158
MH-  GRPP GLUCAGON IIP-1 GLp-1 |ipz| GLP2 |-COOH
Kh KRKR RRARRA K K
31 32 62 6370 71 77, 109110 124125 158 160
PANCREAS INTESTINE and BRAIN
MAJOR PROGLUCAGON FRAGMENT GLICENTIN
1 30 8 81646972 5 1 30 33 69 72 108 111 123 126 158
GRPP LUCAGON GLP-1 |u=-2 GLP-2 J [ GRPP GLUCAGON |1P-1 E : i
e ——
DXYNTOMODULIN

Abbildung a: Gewebsspezifische Prozessierung des Proglukagonmolekils

(entnommen aus Kieffer & Habener, 1999)



Auf diese Weise entstehen aus dem Prohormon das Glicentin-related
Pankreatic Peptide (1-30) (GRPP), Glukagon (33-61), das Inverting Peptide-1
(IP-1) (64-69) und das Major Proglukagon Fragment (72-158) (MPGF), welches
die Sequenz von GLP-1 und GLP-2 und des Inverting Peptide-2 (IP-2) enthalt.
Das MPGF wird im Pankreas nicht mehr weiter gespalten. (Thim et al. 1982;
Yanaihara et al., 1985; Paetzelt & Schiltz,1984)

Glukagon ist das Hauptprodukt der Prozessierung des Proglukagonmolekiils, in
den A-Zellen des Pankreas. GLP-1 dagegen wird nur in sehr geringen Mengen
freigesetzt. (Holst, 1997).

Die Hauptmenge des GLP-1 wird von den L-Zellen des Dunndarmes
freigesetzt. (Eissele et al, 1992) In den L-Zellen des Darmes und des Gehirns
entstehen aus dem Proglukagon die Spaltprodukte Glicentin (Proglukagon 1-
69), GLP-1 (Proglukagon 72-108), Inverting Peptide (Proglukagon 111-123) und
GLP-2 (Proglukagon 126-158) (Thim et Moody, 1981; Bataille et al., 1982;
Orskov et al., 1986). Aus Glicentin entstehen in einer weiteren Aufspaltung
GRPP (Proglukagon 1-30) und Oxynthomodulin (Proglukagon 33-69).

Im weiteren Verlauf werden aus der biologisch inaktiven Form des GLP-1 (1-37)
die 6 N-terminalen Aminosauren abgespalten, so dass die biologisch aktive
Form, das GLP (7-37) entsteht.

Rouille et al. konnten 1995 nachweisen, dass ein bestimmtes Enzym, die
Proconvertase 2, in den pankreatischen A-Zellen bei der Prozessierung des
Proglukagons involviert ist. (Rouille et al., 1995) Bei der Prozessierung in den L-
Zellen wird Uber eine Beteiligung des Enzyms Proconvertase 3 (PC3) diskutiert.

Die GLP-1 Sekretion wird hauptsachlich durch die Nahrungsbestandteile
stimuliert. (Creutzfeldt & Nauck, 1992; Elliott et al., 1993; Herrmann et al., 1995;
Rocca & Brubaker, 1999). Dabei konnte eine Zunahme der GLP-1
Konzentration im Blut nach der Nahrungszufuhr innerhalb von 15 Minuten
nachgewiesen werden, ebenfalls zeigte sich eine proportionale Abhangigkeit
zur Zuckermenge. (Ahren et al., 1997) In L-Zellen von Ratten konnte eine
Stimulierung der GLP-1 Freisetzung durch die Gabe von GIP (glucose
dependent inhibitory polypeptide), GRP (gastrin-releasing peptide) und

Bethanechol nachgewiesen werden. Eine Hemmung der GLP-1 Freisetzung



war nach Gabe von Somatostatin nachweisbar. (Brubaker, 1991, Hansen et al.,
2000) Es wird uber eine potentielle Rolle von Insulin als Inhibitor der GLP-1
Synthese und Sekretion diskutiert. Fischer et. al konnten nachweisen, dass es
bei der Behandlung von diabetischen Ratten mit Insulin, zu einer Abnahme der
im Blut zirkulierenden Proglucagon-derived-Peptides (GLP-1, GLP-2 und
Glukagon) kommt (Fischer et al., 1997).

Die Plasmakonzentrationen von GLP-1, GLP-2 und den weiteren
Spaltprodukten von Proglukagon besitzen sehr unterschiedliche Halbwertzeiten.
Der basale Plasmaspiegel von GLP-1 betragt 1,4-2,2 pmol/L (Herrmann et al.,
1995). Dieser Wert steigt nach der Nahrungsaufnahme auf 20-30 pmol/L an
(Miholic et al., 1991; Ahren et al., 1997).

GLP-1 zeigt eine grosse Homologie in der Aminosauresequenz zu GLP-2 und
Glukagon. Von den 31 Aminoséauren des GLP-1(7-37) sind 14 identisch mit der
Sequenz des Glukagons. Die Aminosauresequenz des GLP-1 st in
verschiedenen Saugetieren wie Mensch, Ratte, Schwein und Rind zu 100%
identisch. Es zeigt sich weiter eine sehr hohe Homologie in der
Aminosauresequenz zu GLP-1 bei anderen niederen Vertebraten (Orskov,
1994). Diese strikte Konservierung einer Peptidsequenz im Verlauf der
Evolution deutet auf eine wichtige biologische Funktion hin.

1.1.3 Physiologische Wirkungen und therapeutische
Maoglichkeiten

Die physiologische Wirkung von GLP-1 zeigt sich an Organen, die den
spezifischen GLP-1 Rezeptor exprimieren, dies sind Inselzellen des Pankreas,
Magen, Lunge, Gehirn, Nieren, Hypophyse, Herz und Dinndarm (Bullock et al.
1996; Campos et al. 1994). Obwohl in Leber, Fettgewebe und Skelettmuskel
kein spezifischer GLP-1 Rezeptor nachweisbar ist, scheint GLP-1 aber auch
dort eine Wirkung zu haben (Bullock et al. 1996), diese Wirkung konnte tber

einen noch nicht identifizierten Rezeptor vermittelt zu werden.

1.1.3.1 Pankreas
Die erste biologische Wirkung die fur GLP-1 nachgewiesen wurde, war die
Stimulation der glukoseabh&ngigen Insulinsekretion der 3-Zellen des Pankreas.
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Dieser Mechanismus bewahrt den Organismus vor Hypoglykéamien. (Goke et
al., 1993). Diese Tatsache zeichnet GLP-1 als einen potentiellen Wirkstoff zur
Behandlung von Diabetes mellitus Typ 1l (Non-Insulin-Dependent-Diabetes-
Mellitus) aus. Im Jahr 2000 konnten Lugari et al. zeigen, dass bei einigen
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 eine verringerte Sekretion von GLP-1 im
Vergleich zu Kontrollprobanden besteht. Dies lasst die mogliche Rolle von GLP-
1 in der Pathogenese der Krankheit vermuten (Lugari et al., 2000). Das Peptid
GLP-1 bewirkt auf der einen Seite eine direkte Verstarkung der
Insulinausschittung. Eine weitere Wirkung ist die Sensibilisierung der zum Teil
glukoseunsensitiv vorliegenden (-Zellen fur Glukose, bzw. die Induktion einer
Proliferation der 3-Zellen. Dies hat zur Folge, dass insgesamt mehr (3-Zellen fur
die Insulinausschittung zur Verfigung stehen (Fehmann et al., 1991; Holz et
al.,, 1993). Dieser Effekt beruht auf einer direkten Erhéhung der
Gentranskription des Proinsulins, was zu einer verstarkten Expression des
Insulingens in den [-Zellen fuhrt (Fehmann et al., 1994). An isolierten
Rattenpankreata und isolierten Inselzellen konnte zudem eine verminderte
Glukagonsekretion nachgewiesen werden (Holst et al. 1994).

Zusatzlich fallt die Insulinausschittung glukosesensibler [(3-Zellen auf den
Glukosereiz nach GLP-1 Exposition deutlich starker aus (Goke et al., 2002). Im
Tierversuch konnte bei Ratten die protektive Eigenschaft von GLP-1 bezuglich
der Wirkung gegen eine altersbedingte B-Zellfunktionsminderung beobachtet
werden (Wang et al., 1997; Xu et al., 1999). Zusatzlich wird GLP-1 als ein
Differenzierungsfaktor fiir pankreatische Gangzellen beschrieben, dabei kommt
es zu einer Umwandlung von pankreatischen Gangzellen in
insulinproduzierende B-Zellen (Hui et al., 2001).

Im Gegensatz zu Sulfonylharnstoffen stimuliert GLP-1 die Genexpression und
die Biosynthese von Proinsulin (Fehmann et al. 1992). Bei Individuen mit
Diabetes mellitus Typ Il verliert GIP seine Inkretinwirkung, wahrend GLP-1
diese Fahigkeit behélt, es verbessert sogar bei Patienten mit gestorter
Glukosetoleranz die Sensibilitdit und Reaktionsfahigkeit der B-Zellen auf
Glukose (Nauck et al. 1993; Byrne et al. 1998).

Auch auf den a- und 0-Zellen der Inseln konnten GLP-1 Rezeptoren

nachgewiesen werden (Heller et al. 1995; Fehmann et al. 1991)
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Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Glukagon produzierenden a-
Zellen des menschlichen Pankreas unter einer tonisch-inhibitorischen Kontrolle
von GLP-1 stehen (Schirra et al. 1998) Obwohl GLP-1 in vivo an gesunden
Probanden die Glukagonsekretion hemmt (Elahi et al. 1994), konnten Heller et
al. zeigen, dass in vitro die Glukagonausschuttung aus den a-Zellen stimuliert
wird (Heller et al. 1997).

Sie nehmen an, dass geringe Mengen biologisch aktiven GLP-1 bei niichternen
Probanden auf autokrin/parakrinem Weg lber GLP-1 Rezeptoren an a-Zellen
die Biosynthese von Glukagon fordern (Heller et al. 1997). Dieser Effekt wird
jedoch nach der Nahrungsaufnahme unterdriickt, da die Spiegel fir Insulin,
Somatostatin und Glukose ansteigen. Diese hemmen kollektiv die Sekretion
von Glukagon, die Hemmung der Glukagonsekretion durch GLP-1 in vivo ist
wahrscheinlich indirekt auf eine intrainsular-parakrin vermittelte Wirkung von
Insulin und Somatostatin zurtckzufuhren.

Auch die Somatostatinfreisetzung am Schweine- und Rattenpankreas wird
durch GLP-1 stimuliert (Fehmann et al. 1991; Schmid et al. 1990).

1.1.3.2 Magen

Neben dem endokrinen Pankreas hat GLP-1 einen hemmenden Einfluss auf die
Magenentleerung, die Sauresekretion und die Motilitdt des oberen Diinndarms
(Schirra et al. 1997; Wettergren et al. 1997; Schirra et al. 2000). Zusatzlich
kommt es zu einer Verstarkung des Sattigungsgefuhls (Flint et al. 1998) und zu
einer Reduktion der Nahrungsaufnahme (Gutzwiller et al. 1999). Dies setzt
voraus, dass GLP-1 in einer GréfRenordnung vorliegt, die dem postprandialen
Plasmaspiegel entspricht (Schjoldager et al. 1989; Wishart et al. 1998).
Inzwischen konnte gezeigt werden, dass diese Wirkung Uber zentrale
Vaguskerne gesteuert wird (Wettergren et al. 1997; Schirra et al. 2000).

1.1.3.3 Lunge

Die Rezeptoren von GLP-1 werden in den Membranen von Rattenlungen
(Richter et al. 1990; Campos 1994), sowie den Zellen der glatten
Gefallmuskulatur in grofRer Dichte exprimiert (Richter et al. 1993). Weiterhin ist

MRNA des GLP-1 Rezeptor in humanen Pneumozyten Typ2 nachweisbar
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(Bullock et al 1996), dort stimuliert es die Sekretion von Surfactant (Benito et al
1998, Vara et al. 2001).

Die Behandlung von Tracheen und Pulmonalarterien von Ratten mit GLP-1
fuhrte zur Relaxierung der glatten Muskulatur und zu einer Inhibierung der
Schleimproduktion (Richter et al. 1993). Insgesamt ist die Funktion von GLP-1
in der Lunge aber noch unklar. Die Tatsache, dass der GLP-1 Rezeptor in der
Lunge so stark vertreten ist, deutet jedoch auf eine wichtige physiologische
Funktion hin. Korner et al. konnten 2007 zeigen, dass die GLP-1 Rezeptor
Dichte in Pankreas, Darm, Lunge, Niere und Gehirn im menschlichen Korper
niedriger zu sein scheint als bisher angenommen. In den Lymphknoten, Milz,
Leber und Nebennieren konnten keine Rezeptoren nachgewiesen werden
(Korner M. et al., 2007).

1.1.3.4 Gehirn

Im Gehirn von Ratten, Primaten und Menschen konnte GLP-1 in den Zellen der
Medulla oblongata (Shimizu et al. 1987; Larsen et al. 1997), der Formatio
retikularis, im Nucleus solitarius ( Larsen et al. 1997; Rinaman 1999) und in der
Hypophyse ( Gbke et al. 1995) nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurde mit Hilfe der in situ Hybridisierung bei Ratten GLP-1
Rezeptor mRNA im Hypothalamus nachgewiesen (Bullock et al. 1996; Navaro
et al. 1996). Eine Funktion ist die Inhibierung der Nahrungs- und
Wasseraufnahme, sowie die Appetitminderung bei Saugern (Toft-Nielsen et al.
1999), diese Funktion ist auf die Anwesenheit des GLP-1 Rezeptors im
Hypothalamus und die lokale Produktion und Prozessierung von Proglukagon
zurickzufihren (Turton et al. 1996, Zander et al. 2001). Durch RT-PCR
Klonierung konnten Wei et al. die Expression von GLP-1 Rezeptoren im
menschlichen Gehirn nachweisen und zum anderen zeigten sie, das diese
Rezeptoren die identische Aminosauresequenz wie der GLP-1 Rezeptor des
Pankreas besitzen (Wei et al. 1995).

1.1.3.5 Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe
Umstritten ist die Existenz von GLP-1 Rezeptoren in Leber, Skelettmuskulatur

und Fettgewebe. Wheeler et al. zeigten 1993 an Northern Blot Analysen der
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RNA von Ratten, dass GLP-1 Rezeptoren in geringem Ausmald in diesen
Organen exprimiert wird (Wheeler et al. 1993). Mit sensitiveren Methoden wie
RNAse protection assay und RT-PCR konnte die Rezeptor-mRNA von GLP-1 in
Pankreasinseln, Lunge, Gehirn, Magen, Herz und Niere, nicht jedoch in Leber,
Skelettmuskulatur und Fettgewebe nachgewiesen werden (Wei 1995, Bullock et
al. 1996). Obwohl in zahlreichen Studien gezeigt werden konnte, dass Leber,
Skelettmuskulatur und Fettgewebe keine GLP-1 Rezeptoren exprimieren, [6st
die Gabe von GLP in diesen Organen eine anabole Wirkung aus. In Myozyten
und Adipozyten fordert es die Glukoseaufnahme in die Zellen (Hansen,-B-F et
al. 1998). An Hepatozyten und Myozyten stimuliert es die Glykogensynthese
(Lopez-Delgado et al. 1998). Eine mogliche Erklarung daftr kdnnte ein noch
unbekannter GLP-1 Rezeptor oder eine Isoform des schon bekannten

Rezeptors sein.

1.1.3.6 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-A  chse

GLP-1 spielt auch eine Rolle im Zusammenhang mit der korperlichen
Stressantwort. Im Hypothalamus wirkt es inhibierend auf die stressinduzierte
ACTH-Ausschittung der Hypophyse (Nussdorfer et al. 2000, Goke et al. 1995).
In den Zellen der Zona fasciculata und der Zona reticularis fuhrt dies zum
Inhibieren einer PKA-Kaskade. Ein Einfluss auf den basalen Coticosteron

Spiegel wird nicht beobachtet.

1.1.3.7 Schilddrise

Der GLP-1 Rezeptor konnte auch an ao-TSH Zellen von thyreotropen
Rattenzelllinien nachgewiesen werden (Beak et al. 1996). GLP-1 bewirkt an
diesen Zellen einen Anstieg von cAMP. An isolierten Zellen des
Hypophysenvorderlappens der Ratte bewirkt GLP-1 dosisabhangig die
Sekretion von TSH (Beak et al. 1996).

Des Weiteren konnte an einer CA-77 Zelllinie aus einem medullaren
Schilddriisenkarzinom der Ratte gezeigt werden, dass GLP-1 lber seinen
Rezeptor die Calcitonin Sekretion stimuliert. An einem Perfusionsmodell mit
Ratten bewirkt GLP-1 die kalziumabhéangige Calcitoninsekretion der
Schilddruse (Crespel et al. 1996, Lamari et al. 1996).
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1.1.3.8 Kardiovaskulares System

Bojanowska et al. konnten an Wistar-Ratten zeigen, dass die systemische GLP-
1 Gabe den arteriellen Blutdruck steigert, sowie den Vasopressin- und
Oxytocinspiegel im Blut anhebt (Bojanowska et al. 2000). Barragan et al.
zeigten am Rattenmodell, dass GLP-1 und Exendin-4 nach i.v.-Gabe einen
dosisabhangigen, steigernden Effekt auf den systolischen und diastolischen
Blutdruck sowie auf die Herzfrequenz haben. Dabei wirkt Exendin-4 langer als
GLP-1 und Exendin-4 (9-39) antagonisiert diese Wirkung. Die alleinige Gabe
von Exendin-4 (9-39) hat keine Wirkung. Barragan et al. 1996). Zueco et al.
zeigten im Rattenmodell die Kolokalisation der mRNA des GLP-1 Rezeptors
und von Vasopressin und Oxytocin im Nukleus paraventrikularis und im
Hypothalamus (Zueco et al. 1999). GLP-1 stimuliert darlber hinaus im
Hypothalamus die Arginin-Vasopressin-Ausschuttung (Nussdorfer et al. 2000).
1999 konnten Barragan et al. zeigen, dass GLP-1 verschiedene
Kreislaufparameter stimuliert. Es wirkt Uber eine zentrale und eine periphere
Steuerung, die Uber den Vagus miteinander in Kontakt stehen (Barragan et al.
1999). Bei gesunden Probanden konnte ein Blutdruckanstieg in Abhangigkeit
zur Konzentration von i.v. verabreichtem GLP-1 beobachtet werden (Edwards et
al. 1998).

1.1.4 Der GLP-1 Rezeptor

Der spezifische GLP-1 Rezeptor wurde 1988 erstmals auf der Ratteninsulinom-
Zelllinie RINm5F und spater auch auf weiteren Insulinom-Zelllinien und
Plasmamembranen menschlicher Insulinomzellen nachgewiesen (Goke et al.
1988; Gallwitz et al. 1993; Lankat-Buttgereit et al. 1994). Die Expression des
GLP-1 Rezeptors wurde in den darauffolgenden Jahren in verschiedenen
Geweben des Magen-Darm-Traktes, im Hypothalamus, in Lunge, Leber,
Muskelgewebe und in den Nieren nachgewiesen (Thorens et al. 1993; Alvarez
et al. 1996, Goke et al. 1996). Das Gen fur den humanen Rezeptor ist auf dem
Chromosom 6p21 lokalisiert (Stoffel et al 1993). Dieser Rezeptor besitzt ein
relatives Molekulargewicht von 63kDa (Goke et al. 1989). Die Klonierung des

menschlichen GLP-1 Rezeptors zeigte, dass dieser aus 463 Aminosauren mit
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sieben hydrophoben Anteilen besteht, die jeweils eine transmembrane Domane
reprasentieren. Er gehort zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren
(GPCR). GPCR sind Proteine, die mit Hilfe von trimerischen GTP-bindenden G-
Proteinen Signale von der Zelloberflache an das Zellinnere weitergeben. Durch
die Aktivierung eines G-Proteins wird eine intrazellulare Veradnderung der
Enzymkonzentration oder der lonenpermeabilitat der Zellmembran bewirkt. Dies
wiederum lost eine Signalkaskade in der Zelle aus. (Alberts et al. 1994).

Die GLP-1 Rezeptoren von Mensch und Ratte sind zu 90% identisch. (Goke et
al.1988; Thorens 1992; Graziano et al. 1993; Dillon et al. 1993; Van Eyll et al.
1994).

Montrose-Rafizadeh et al. konnten Gs-, Gi- und Gg-Proteine fir den GLP-1
Rezeptor nachweisen (Montrose-Rafizadeh et al. 1999). Gs aktiviert die
Adenylatzyklase und Ca ?*-Kanéale. Gi hemmt die Adenylatzyklase und aktiviert
K+-Kanéle und Gq aktiviert die Phospholipase C- (Alberts et al. 1994).

Die gewebespezifische Expression der GLP-1 Rezeptoren wird durch einen
Promotor  vermittelt, dessen Feinregulierung durch spezifische
Transkriptionsfaktoren erreicht wird (Lankat-Buttgereit et al. 1997; Galehshahi
et al. 1998; Wildhage 1999).

1.1.5 Stoffwechsel von GLP-1

GLP-1 wird Uber verschiedene Mechanismen im Organismus metabolisiert. Die
Halbwertszeit von GLP-1 wird mit 5,3+0,4 Minuten fur GLP-1 (7-37) und 6,1+0,8
Minuten fir GLP-1 (7-36) angegeben (Osklov et al. 1993). Das bioaktive GLP-1
wird durch N-terminale Abspaltung der Aminoséuren Histidin und Alanin von
DPP IV degradiert (Rahfeld et al. 1991). Als Spaltprodukte entstehen die
biologisch inaktive Formen GLP-1(9-36)amid und GLP-1(9-37)amid (Kieffer et
al., 1995; Deacon et al.,, 1995; Hansen et al., 1999). Dipeptidylpeptidase-IV
wird im Magen-Darm-Trakt und im vaskuldren Endothel gebildet und ist in
Hepatozyten nachweisbar (Deacon 1996). Dies erklart die Tatsache, warum ein
grofer Teil des GLP-1 im Blut, in der N-terminal abgespaltenen inaktiven Form
vorliegt (Hansen et al. 1999). Im Tierversuch mit genetisch veranderten
Mausen, die einen Defekt in der Expression von DDP-IV haben, konnten

hdhere Konzentrationen an aktivem GLP-1 sowie eine erhdhte Glukoseverstoff-
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wechselung beobachtet werden (Marguet et al. 2000).

Eine weitere Mdglichkeit der Eliminierung von GLP-1, ist die Ausscheidung tber
die Nieren, durch glomerulare Filtration und den tubularen Katabolismus (Ruiz-
Grande 1993). So wurden bei niereninsuffizienten, uramischen Patienten
hohere GLP-1 Spiegel im Blut nachgewiesen als bei nierengesunden
Probanden (Orskov et al. 1992). GLP-1 wird auch nach der Bindung an den
GLP-1 Rezeptor inaktiviert, genauere Untersuchungen zu diesem Vorgang
stehen noch aus. Des Weiteren wird GLP-1 mit Hilfe der neutralen
Endopeptidase 24.11 (NEP 24.11), einer membrangebundenen Ektopeptidase
und durch die Aminopeptidase N inaktiviert (Hupe-Sodmann et al 1995, 1997).

1.1.6 GLP-1 assoziierte Erkrankungen

Die Rolle einer erhbhten GLP-1 Sekretion bei gastrektomierten Patienten mit
Dumping-Syndrom wurde in den vergangen Jahren intensiv untersucht. Es
konnte eine erhthte Sekretion von GLP-1, 30 Minuten und Insulin, 60 Minuten
nach oraler Glukosebelastung nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang von
GLP-1 mit der reaktiven Hypoglykamie bei Patienten mit Dumping Syndrom
wird vermutet (Gebhard et al. 2001; Yamamoto et al. 2005).

Die Auswirkungen der Unter- bzw. Uberregulation der GLP-1-Sekretion auf die
Entstehungsprozesse der Adipositas werden Kkontrovers diskutiert. Bei
fettleibigen und bei diabetischen Probanden konnte eine herabgesetzte
Sekretion von GLP-1 nach oraler Nahrungsaufnahme nachgewiesen werden
(Ranganath et al. 1996; Vaag et al. 1996; Reinehr et al. 2007; Chanoine et al.
2008). Es gibt aber auch Publikationen, die bei fettleibigen und diabetischen
Probanden erhohte GLP-1-Konzentrationen nach einer Nahrungsaufnahme
beschreiben. (Fukase et al. 1995; Rubio et al. 2008). Es bedarf weiterer
Untersuchungen um den mdoglichen Zusammenhang zwischen der

Dysregulation von GLP-1 und Adipositas und Diabetes nachzuweisen.
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1.2 Diabetes mellitus
1.2.1 Einteilung

Gemall der seit 1997 geltenden Nomenklatur der American Diabetes
Association (ADA) wird Diabetes mellitus in 4 Kategorien eingeteilt.

Ein Diabetes vom Typ 1 ist durch einen absoluten Insulinmangel
gekennzeichnet, hervorgerufen durch eine autoimmune Zerstbrung der
pankreatischen 3-Zellen. Diese Form des Diabetes beginnt meist in der Jugend
oder im frihen Erwachsenenalter. Typ 1-Diabetiker machen ca. 5-10 % aller
Diabetiker aus.

Uber 90 % der Diabetiker in den westlichen Industrienationen sind Typ 2-
Diabetiker

Diese Form der Erkrankung beginnt meist nach dem 40. Lebensjahr, allerdings
tritt Typ 2-Diabetes aufgrund geanderter Lebensgewohnheiten zunehmend
auch schon in jungeren Lebensjahren auf. Pradisponierend fur die Entwicklung
eines Typ 2-Diabetes ist das metabolische Syndrom, das durch Adipositas,
Dyslipoproteinamie und Hypertonie definiert ist.

Kennzeichnend flr Typ 2-Diabetes ist eine Insulinresistenz, die nicht mehr
durch vermehrte Insulinsekretion kompensiert wird, dies bezeichnet man als
relativen Insulinmangel.

Eine eigene Kategorie in der Diabetes-Einteilung stellen alle Formen des
Gestationsdiabetes dar. Bedingt maoglicherweise durch die hormonelle
Belastungssituation entwickelt sich bei 6 % aller Schwangerschaften ein
reversibler oder auch irreversibler Diabetes ahnlich dem eines Typ 2-Diabetes.
Risikofaktoren sind héheres Alter und Adipositas der Mutter und Diabetes in der
Familienanamnese. Unbehandelt nimmt das Risiko von Frihgeburten,
erhohtem Geburtsgewicht sowie gesteigerter perinataler Morbiditdt und
Mortalitdt des Neugeborenen zu. Aul3erdem ist Typ 2-Diabetesrate bei den
Kindern erhoht (Lang et Linn, 2001).

Die 4. Kategorie umfasst alle anderen spezifischen Formen des Diabetes mit
bekannter Ursache. Hierzu z&ahlt man MODY (Maturity Onset Diabetes of the
Young), 2-3 % aller Diabetiker, eine Zusammenfassung verschiedener

monogenetischer Erkrankungen (z.B. Mutation im Glucokinase-Gen auf
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Chromosom 7), die autosomal-dominant vererbt werden und sich meist vor dem
25. Lebensjahr manifestieren. Zu den sekundéar bedingten Diabetesformen
gehoren des Weiteren noch genetische

Defekte des Insulin-Rezeptors, endokrine Erkrankungen (Morbus Cushing,
Hyperthyreose) oder  Erkrankungen des  Pankreas  (Pankreatitis,
Pankreatektomie, Mucoviszidose). Auch durch Pharmaka wie Glucocorticoide,
B2-Blocker oder Diazoxid kann ein sekundarer Diabetes ausgelOst werden.

1.2.2 Klinik und Epidemiologie

Diabetes mellitus ist nach den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft
eine heterogene Stoffwechselstérung, mit dem Leitbefund der chronischen
Hyperglykdmie. Nach Definition der American Diabetes Association (ADA) liegt
ein Diabetes mellitus vor, wenn die Glucosekonzentration im Plasma niichtern =
126 mg/dl (7,0 mmol/l) oder 2 Stunden nach oraler Belastung mit 75 g Glucose
= 200 mg/dl (11,1 mmol/l) ist.

Zu den Ursachen zdhlen eine gestdrte Insulinsekretion, eine gestorte
Insulinwirkung oder beides.

Weir et al. beschreiben funf Stufen in der Entstehung des Diabetes, die jeweils
von unterschiedlichen Veranderungen der Betazellmasse gekennzeichnet sind.
Die erste Stufe ist die Stufe der Kompensation. Sie ist gekennzeichnet durch
eine erhohte Insulinsekretion um die Normoglykamie bei Insulinresistenz bzw.
Abnahme der Betazellmasse aufrecht zu halten.

Stufe zwei tritt auf bei steigenden Blutzuckerspiegeln mit Werten zwischen 5.0—
6.5 mmol/l. Die dritte Stufe ist relativ instabil. Sie ist gekennzeichnet durch eine
frihe Dekompensation mit weiter ansteigenden Blutzuckerspiegeln. Diese Stufe
geht rasch in die vierte Stufe des Diabetes liber.

Die vierte Stufe des Diabetes wird als Phase der stabilen Dekompensation
bezeichnet. In diesem Stadium lassen sich schwere
Betazelldedifferenzierungen nachweisen. Die funfte Stufe ist durch einen
weiteren Verlust von Betazellmasse charakterisiert. Typischerweise finden sich
Blutzuckerspiegel von >22 mmol/l (350 mg/dl). Das Auftreten einer Ketose ist

fur diese Stufe charakteristisch.
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Der Wechsel zwischen den verschiedenen Stufen des Diabetes ist von Stufe 1
— 4 in jeder Richtung moglich. Fur gut therapierte Typ 1 Diabetiker kann eine
Remission von Stufe 4 in Stufe 2 erreicht werden ( Weir et al. 2004).

Der Diabetes mellitus ist in den westlichen Industrielandern die bedeutendste
Stoffwechselerkrankung. In Deutschland betrug die Pravalenz von Diabetikern
im Jahr 2006 nach Angaben der WHO ca. 2,6 Millionen. Diese Zahl wird bis
zum Jahr 2030 auf ca. 3,7 Millionen ansteigen. Weltweit betrug die Zahl der
Erkrankten im Jahr 2000 ca. 171 Millionen mit einer Pravalenz von 2,8%. Nach
Schatzungen der WHO wird die Zahl der Diabetiker bis 2030 auf ca. 366
Millionen mit einer Pravalenz von 4,4% ansteigen (World Health Organization
(WHO), 2007).

Bei einer weltweiten Inzidenz von ca. 7 Millionen Menschen, sterben pro Jahr
ca. 3,2 Millionen Menschen an den Folgen der Erkrankung (World Health
Organization (WHO), 2007).

Diabetes mellitus ist eine der teuersten chronischen Erkrankungen in
Deutschland. Im Jahr 2001 beliefen sich die Gesamtkosten fur die Behandlung
von Diabetikern auf ca. 23 Milliarden Euro. Insgesamt entfallen 14,2% aller
Ausgaben im Gesundheitssystem auf Patienten mit Diabetes (Koster et al.
2006).

Aufgrund der vielfaltigen Wirkungen des Insulins im Kohlenhydrat-, Lipid-,
Protein- und Elektrolytstoffwechsel kann es bei dieser Erkrankung zu
lebensbedrohlichen akuten (ketoazidotisches und hyperosmolares Koma) und
spaten (Mikro- und Makroangiopathie) Komplikationen kommen, so dass
Diabetiker neben einer Beeintrachtigung der Lebensqualitat auch eine im Mittel
um 5 Jahre verkirzte Lebenserwartung im Vergleich zu Nicht-Diabetikern
aufweisen (Janka et al., 2000 )

Mit einer Haufigkeit von 40 % ist der Herzinfarkt die an erster Stelle stehende
Todesursache bei Diabetikern (Geiss et al., 1995).

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 ist eine so genannte Drei-Saulen
Therapie, die sich aus Gewichtsreduktion, einer Steigerung der
Insulinverfugbarkeit und einer Senkung des Insulinbedarfs zusammensetzt

(Chehade et al. 2000). Die MalRnahmen zur Gewichtsreduktion reichen haufig

20



nicht aus, um eine ausgeglichene Glukosehomobostase zu erzielen. Eine
Steigerung der Insulinverfigbarkeit ist durch Gabe von Insulin oder seiner
Analoga zu erreichen. Eine indirekte Verbesserung der Insulinverfigbarkeit
lasst sich durch die Gabe von Sulfonylharnstoffen oder Meglitiniden erreichen.
Leider sprechen 10 — 15% der Patienten primar nicht auf die Therapie mit
Sulfonylharnstoffen an, die Zahl der sekundaren Therapieversager liegt bei 5 —
10 % (Groop et al. 1986).

Die dritte Saule, Senkung des Insulinbedarf, kann man durch eine gesteigerte
Insulinsensitivitdat von Muskel-, Fett- und Leberzellen oder durch eine
gehemmte Glukoseresorbtion im Darm erreichen. Die Insulinsensitivitat erreicht
man durch die Gabe von Biguaniden oder Thiazolidindionen. Aufgrund der
Lebertoxizitdt und kardialer Nebenwirkungen sind Thiazolidindione in den
letzten Jahren in die Diskussion gekommen (Dromandy et al. 2005). Das
Thiazolidindion Trogitazon wurde aufgrund seiner Lebertoxizitdt vom Markt
genommen (Gale et al. 2001).

Metformin ist das am besten untersuchte Biguanid. Unter Einnahme dieses
Medikaments ist weder ein erhdhtes Hypoglykamierisiko zu beobachten, noch
wird eine Gewichtszunahme beschrieben (Strack et al. 2008) Bei 9 von 100000
behandelten Patienten pro Jahr tritt die schwere Komplikation der Laktatazidose
auf, die zu Nierenversagen und sogar zum Tod fuhren kann. (Stang et al. 1999).
a-Glukosidasehemmer wie Arcabose hemmen die Verdauung von
Kohlenhydraten im Darm. Dadurch wird Glukoseaufnahme aus dem Darm
verlangsamt und man erreicht eine Abflachung der postprandialen Spitze der
Glukosekonzentration im Blut. Zusétzlich konnten Hanefeld et al. zeigen, dass
die Einnahme von Arcabose bei Typ 2 Diabetikern die Cardiovaskularen
Ereignisse senkt (Hanefeld et al. 2008). Holman et al. zeigten im Jahr 1999,
das unter Arcabosetherapie das HbAlc nach 3 Jahren nur auf 8,1%, im
Vergleich zu 8,6% bei Placebo gesenkt werden konnte (Holman et al. 1999).

Da es bisher keine optimale Therapie fur die Behandlung des Diabetes mellitus
Typ Il gibt, scheint das Inkretin GLP-1 eine vielversprechende Mdoglichkeit zu

sein.
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1.2.3 Probleme der Diagnostik

In den letzten Jahren ist es zu einem starken Anstieg der Inzidenz des Typ |
Diabetes besonders bei Kindern unter 5 Jahren gekommen (EURODIAB ACE
Study Group. (2000), Lancet, 355, 873). Der Autoimmun-Prozess beim Typ |
fuhrt dazu, dass spezifische Antikorper (IA-2, GAD, Inselzell-AK) gegen
bestimmte Antigene der Inselzelle gerichtet werden. Diese treten gewdhnlich
vor dem 5. Lebensjahr auf. (Pfutzner et al. 1995). Die Latenz des ersten
Auftretens von Antikorpern bis zum Auftreten klinischer Symptome schwankt
zwischen Jahren bis Dekaden. In der pradiabetischen Phase nimmt die
Insulinsekretionskapazitat des Pankreas ab. In dieser Zeit werden jedoch keine
erhohten Blutzuckerwerte gemessen. Zur Frihdiagnose des Typ | Diabetes in
der préadiabetischen Phase existiert bislang nur der intravendse orale
Glucosetoleranztest (ivGTT), der eine veranderte Insulinfreisetzungskinetik
nachweist und selbst bei optimaler Standardisierung eine nur geringe
Sensitivitat  besitzt  (Mrena et al. 1999). Zum  Zeitpunkt der
Diabetesmanifestation besitzt der Pankreas in der Regel nur noch 10 - 20 %
seiner urspringlichen B-Zell-Masse. In der Literatur gibt es gute Evidenz, dass
der Erhalt dieser residualen B-Zell-Masse erhebliche klinische Vorteile mit sich
bringt und den Einsatz unterschiedlicher Interventionsstrategien rechtfertigt
(Rasmussen et al. 2000; Kolb et al. 2001; Larsen et al. 2004) Die “Diabetes
Control and Complication“-Studie belegt eindeutig, dass eine residuale Insulin-
Sekretion mit einer besseren Glukosekontrolle, weniger Hypoglykamien und
weniger Folgeerkrankungen einhergeht (Ann Intern Med (1998). Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass eine residuale C-Peptid-Sekretion einen positiven
Einfluss auf rheologische Parameter, wie z.B. die Erythrozytenverformbarkeit
und den mikrovaskularen Blutfluss hat (Schneider et al. 1999; Forst et al. 2000).
Obwohl also eine frihzeitige Intervention bzw. der Versuch der
Toleranzinduktion dringend notwendig erscheinen, bleibt der Préadiabetes eine
diagnostische Grauzone. Wéahrend die Bauchspeicheldriise als Gesamtorgan in
bildgebenden Verfahren wie Sonographie, MRT und Spiral-CT dargestellt
werden kann, entzieht sich der endokrine Anteil des Pankreas bislang komplett
der bildgebenden Diagnostik. Neue Verfahren zur Visualisierung der p-Zell-

Masse und Erkennung der préadiabetischen Vorlaufphase werden daher
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dringend bendtigt.
Die nicht-invasive Darstellung der (-Zellen ware somit von hoher
wissenschatftlicher und diagnostisch-klinischer Relevanz und wirde letztendlich

fur den klinischen Alltag einen erheblichen Beitrag leisten.

1.2.4 GLP-1 als Therapeutikum bei Diabetes mellitus  Typ

In den vergangenen Jahren wurden vermehrt GLP-1 Rezeptor Agonisten als
Therapeutikum in der Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 (DM Typ 2)
eingesetzt. GLP-1 Rezeptor Agonisten besitzen im Vergleich zu anderen
Therapeutika zur Behandlung von DM Typ 2 viele Vorteile. So kommt es zu
einer glukoseabhéngigen Steigerung der Insulinsekretion, damit wird die Gefahr
der Hypoglykamie bei einer Uberdosierung gesenkt. Unterhalb eines
Blutzuckerspiegels von  110mg/dl (6 mmol/l) wurde selbst bei
supraphysiologischer GLP-1 Infusion keine Steigerung der Insulinfreisetzung
beobachtet. Dies lasst vermuten, dass eine GLP-1 provozierte Hypoglykamie
nicht zu befirchten ist (Goke et al. 1993).

Weitere Wirkungen sind die Hemmung der Glukagonausschittung und die
Verlangsamung der Magenentleerung (Holst et al. 1999, 2002). Neben diesen
Eigenschaften stimuliert GLP-1 die [(-Zellneogenese und hemmt die [-
Zellapoptose (Gallwitz 2005; Farilla et al. 2002), reduziert den Appetit und die
Nahrungsaufnahme (Naslund et al. 1999) und hat Auswirkungen auf die
Insulinsensitivitat und die Glukoseutilisation (D'Alessio et al. 1994).

Ein Problem in der Anwendung von GLP-1 als Therapeutikum ist die in Kapitel
1.1.5. erwdhnte kurze Halbwertszeit von wenigen Minuten, durch die rasche N-
terminale Degradierung mittels DDP-IV (Rahfeld et al. 1991).

Um dem schnellen Abbau durch die DPP-IV entgegen zu wirken, wurden zwei
neue Substanzklassen, die Inkretinmimetika und die Dipeptidylpeptidase-IV-
Inhibitoren entwickelt. Dabei wirken die Inkretinmimetika ahnlich dem GLP-1,
unterliegen aber wegen struktureller Unterschiede nicht dem Abbau durch die
DPP IV. Die DPP-IV-Inhibitoren hemmen die Peptidase direkt (Ahren et al.
2005). Durch die Inhibition von DPP-IV mittels eines DPP-IV-Antagonisten kann
die Halbwertzeit von GLP-1 gesteigert werden(Holst et al. 1998).

Ein weiteres GLP-1 Analogon ist Liraglutide, ein acetyliertes GLP-1 Analogon
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mit einer nicht kovalenten Bindung an Albumin. Es besitzt ein besseres
pharmakokinetisches Wirkprofil als GLP-1. Aufgrund seiner langen Halbwertzeit
von 14-18 Stunden, muss es nur einmal taglich subkutan injiziert werden
(Knudsen et al. 2000; Elbrond et al. 2002; Sturis et al. 2003; Degn et al. 2004;
Nauck et al. 2006; Raun et al. 2007).

Bei den Inkretinmimetika gilt es Exenatide zu erwéhnen. Diese Substanz
besteht aus Exendin-4, einem aktiven Peptid aus dem Speichel der Echse
Heloderma suspectum, welches die antidiabetogenen Eigenschaften von GLP-1
besitzt. Exendin-4 ist ein Peptid aus 39 Aminosauren mit einer 52 prozentigen
Sequenzidentitat gegenuber GLP-1. Es bindet als Agonist an den GLP-1
Rezeptor (Eng et al. 1992; Chen et al. 2006). Trotz bestehender
Gemeinsamkeiten weisen Exendin-4 und GLP-1 Unterschiede in der
Halbwertzeit und der glukoseabhéngigen Insulinausschittung auf. Nach
subkutaner Injektion betragt die metabolische HWZ von Exendin-4 2,4 Stunden.
Die Bioverfugbarkeit liegt bei 65 - 70%. In aktuellen klinischen Studien konnte
die antidiabetogene Wirkung von Exendin-4 bei Typ 2 Diabetikern belegt
werden (Cvetkovic et al. 2007, Buse et al. 2007). Es wurde jedoch auch die
Bildung von Antikdrpern gegen Exendin-4 beschrieben, ob daraus eine
Toleranzwirkung resultiert ist unklar (Buse et al. 2004; Kendall et al. 2005).

Im April 2005 erhielt Exenatide der Firma Amylin Pharmaceuticals unter dem
Namen Byetta® die Zulassung der amerikanischen Food and Drug
Administration (FDA) fur die Anwendung in Kombinationstherapie mit Metformin
und/oder Sulfonylharnstoffen. Von der Européische Arzneimittelagentur (EMEA)
wurde Exenatide durch die Firma Eli Lilly Nederland B.V. im November 2006
zugelassen. Seit April 2007 ist es in Deutschland verfugbar. Es gibt jedoch
Hinweise, dass eine dauerhafte Anwedung von Byetta® zu einer Pankreatitis

fuhren kann.

1.3 Neuroendokrine Tumoren (NET)

Viele neuroendokrinen Tumoren exprimieren an ihrer Zelloberflaiche GLP-1
Rezeptoren, aus diesem Grund sind sie flr diese Arbeit von besonderem

Interesse.
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Neuroendokrine Tumoren leiten sich von speziellen Zellen ab, die den
endokrinen Anteil des Nervensystems bilden und neuroektodermalen Ursprungs
sind. In ihrer Gesamtheit nennt man sie disseminiertes neuroendokrines
System (DNES).

Eine veraltete Bezeichnung dieser Zellen ist APUD-System (amine percusor
uptake and decarboxylation — System), diese Bezeichnung hangt mit der
Gemeinsamkeit dieser Zellen zusammen. APUD-Zellen sind in der Lage
aufgenommene Substanzen zu Aminen zu dekarboxylieren. Die Bezeichnung
APUD-Zellen wird heute nicht mehr verwendet, da sie sich nur auf
histochemische und nicht auf funktionelle Eigenschaften bezieht.

Heute sind ca. 40 Zellarten bekannt, die zum DNES gezé&hlt werden. Zu ihnen
gehoren die hormonproduzierenden Zellen des Hypothalamus, der
Pinealdrisen, der Lunge, des Nebennierenmarks, die C-Zellen der Schilddrise,
endokrin aktive Zellen der Plazenta und der Magen-Darm-Schleimhaut, Zellen
des Sympathikus und Melanoblasten. Tumoren die aus diesem System
entstehen werden als neuroendokrine Tumoren (NET) zusammengefasst. Die
veraltete Bezeichnung ist APUDome (Kloppel et al. ,1995)

Das gemeinsame Merkmal der NET ist die ungehemmte Hormonsekretion, die
zu spezifischen Krankheitssymptomen fihren kann. Anhand dieser
Hormonsekretion lassen sich die NET weiter unterteilen in funktionelle und
nicht-funktionelle Tumoren.

Zu den funktionellen Tumoren werden solche gezahlt, die durch ihre
Hormonproduktion Symptome hervorrufen. Abhangig von der
Hormonproduktion werden diese dann als Insulinome, Gastrinome usw.
bezeichnet. Circa 15% - 30% der NET weisen eine solche Hormonproduktion
nicht auf und werden deshalb zu den nicht-funktionellen NET gerechnet.
(Ramage, 2005)

Diese These wird auch dadurch unterstitzt, dass die Pravalenz von NET im
allgemeinen Autopsiematerial deutlich hoher ist als die klinische Pravalenz.
(Kimura et al. 1999 ; Berge & Linell, 1976)

Die klinische Préavalenz NET betragt 3 / 100.000, es ist jedoch auffallig, dass
Frauen haufiger betroffen sind. (Hemminki & Li, 2001a,2001b ; Levi et al. 2000)

Das neuroendokrine Tumoren des Pankreas in tiber 50% der Falle mehr als ein
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Hormon produzieren, konnten Wynick et al., bereits 1988 immunhistochemisch
nachweisen. Dies warf nun die Frage auf, warum es trotz diverser
synthetisierter Peptide eines Tumors immer zu denselben spezifischen
Symptomen eines Tumors kommt. Insulinome z.B. produzieren neben Insulin
auch Glucagon, Somatostatin, Gastrin, pankreatisches Polypeptid und ACTH-
ahnliche Stoffe. (Heitz et al., 1982)

Ein Erklarungsversuch waére, dass Hormone, die keine Symptome verursachen,
in einer biologisch inaktiven Form sezerniert werden. Ein zweiter
Erkarungsversuch liefern Jensen et Norton mit der These, dass nur ein Hormon
in einer ausreichenden Konzentration sezerniert wird, welches in der Lage ist,
Symptome zu verursachen (Jensen et Norton, 1999).

Neuroendokrine Tumoren sind generell langsam wachsende Karzinome, eine

der wenigen Ausnahmen stellt das kleinzellige Bronchialkarzinom dar.

1.3.1 Neuroendokrine Tumoren des Gastroentero-

Pankreatischen Systems (GEP)
In Abhangigkeit von der Lage des Priméartumors unterscheidet man nach den
embryologischen und tumorbedingten Kriterien zwischen:
* Vorderdarmtumoren
o vom Osophagus bis zum Treitz-Band
- Pankreas, Magen, Duodenum
* Mitteldarmtumoren
o vom Treitz-Band bis zur rechten Kolonflexur
- Jejunum, lleum, Appendix, Zékum, Colon ascendens
» Hinterdarmtumoren
o distal der rechten Kolonflexur

- Colon transversum bis Rektum

1.3.1.1 Neuroendokrine Tumoren des Pankreas

Zu den neuroendokrinen Tumoren des Pankreas zahlen Insulinome,
Gastrinome, VIPome, Karzinoide und Glukagonome.

Der héaufigste neuroendokrine Pankreastumor ist mit Uber 90% das Insulinom

(Roher et al., 1997). Er leitet sich aus den pankreatischen B-Zellen ab und ist in

26



mehr als 90% der Falle benigne (Modlin et Tang, 1997). Zusammenfassend
kann man sagen, dass 15 bis 30% der im Pankreas vorkommenden
Neuroendokrinen Tumoren als endokrin nicht aktiv betrachtet werden (Modlin et
Tang, 1997).
Insulinome treten in der Regel solitdr im oder am Pankreas auf und sind in den
meisten Fallen kleiner als 1,5cm. In seltenen Fallen sind Primartumoren im
Duodenum, lleum und der Lunge beschrieben worden (Jensen et Norton,
1999). In ca. 10% der Félle treten Insulinome multiple auf, sie werden dann zu
den multiplen endokrinen Neoplasien (MEN) Typ 1 gezahlt (Reubi et al., 2003).
Die klinische Symptomatik der Insulinome hé&ngt in erster Linie mit der
gesteigerten Insulinausschittung zusammen und wird durch die Whipple Trias
beschrieben. Diese &uRRert sich in folgenden drei Kardinalsymptomen:

e Spontanhypoglyk&dmien (<30 mg/dl oder 1,65 mmol/l)

e autonome und neuroglukopenische Symptome

» schlagartige Besserung durch i.v. Glukosezufuhr
Die durch die Insulinausschittung hervorgerufenen autonomen Symptome
auBern sich in Reaktionen wie Zittern, Schwei3ausbruch, Tachykardie,
Blutdruckanstieg, innerer Unruhe, Hyperventilation und Warmegefihl. Die
neuroglukopenischen Reaktionen zeigen sich in Symptomen wie Schwindel,
Kopfschmerzen, Verwirrtheit, Denk- und Sprechstérungen,
Konzentrationsschwéache, Hypothermie, Krampfe bis hin zu Atem- und
Kreislaufinsuffiziens. Aufgrund der neuroglukopenischen Symptome werden
Insulinome haufig als neuropsychiatische Erkrankungen fehldiagnostiziert. Der
hypoglykamisch bedingte HeiRhunger fihrt bei vielen Patienten zu einer
Gewichtszunahme. Typisch ist die prompte Besserung der Symptome nach

oraler oder intraventser Gabe von Glukose.

Glukagonome treten haufig als solitire Tumoren im Pankreas auf. Sie
entstehen aus den a-Zellen des endokrinen Pankreas. Nur weniger als 15%
aller Patienten sind junger als 40 Jahre. M&nner und Frauen sind von der
Erkrankung in gleichem Mal3e betroffen (Delcore et al., 1994).

Im Gegensatz zu Insulinomen und Gastrinomen sind Glukagonome zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung oft schon sehr gross (ca. 5-10cm).
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Glukagonome metastasieren sehr friih, bei ca. 66% der Neubildungen liegen
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits Metastasen vor. Die typische
Symptome von Glukagonomen sind:

» Spezifische Dermatitis (nekrolytisch migrierendes Erythem)

» Gewichtsverlust

* Glukoseintoleranz

* Anamie
Therapeutisch  kommt kurativ nur die chirurgische Therapie in Betracht
(Thompson & Townsend, 2004). Sind die Tumoren inoperabel beschrankt sich
die Behandlung auf die Kontrolle der Symptome.
Das Somatostatinom entsteht aus den somatostatinproduzierenden D-Zellen
des endokrinen Pankreas. Bei diesen NET unterscheidet man zwei Typen. Der
erste kommt vorwiegend im Pankreas vor, als Leitsymptome weist er Diabetes
mellitus und Diarrhoen auf. Der zweite Typ der Somatostatinome kommt
hauptséachlich im Dinndarm vor und ist mit einer Neurofiboromatose
vergesellschaftet. (Perry et al. 1995).
Das pankreatische Polypepdidom leitet sich aus den PP-Zellen des endokrinen
Pankreas ab. Es kommt allerdings durch die Produktion von pankreatischem
Polypeptid zu keiner eindeutigen Symptomatik (Thompson et al., 2004).
Sehr selten kdnnen im Pankreas auch Vipome entstehen, die vasoaktives
intestinales Peptid (VIP) produzieren. Klinisch entwickelt sich ein Verner-
Morrison-Syndrom (syn. WDHH-Syndrom), das durch wassrige Durchfélle,
Hypokalidmie und Hypochlorhydrie gekennzeichnet ist (Thompson et al., 2004).

1.3.1.2 Gastrinome

Das Gastrinom ist der haufigste MEN-assoziierte Inselzelltumor. Die vermehrte
Gastrinproduktion fuihrt zum Zéllinger-Ellison-Syndrom. Die Uberproduktion an
Gastrin fuhrt zur Uberstimulation der salzsaureproduzierenden Belegzellen und
kann therapieresistente, oft atypisch gelegene Ulzerationen im
Gastrointestinaltrakt hervorrufen. Weitere Symptome von Gastrinomen sind das
Auftreten von Ubelkeit, Erbrechen, Osophagitis und Diarrhoen (Thompson &
Townsend, 2004). Zur  Symptomkontrolle  kénnen  hochdosierten

Protonenpumpeninhibitoren eingesetzt werden (Ramage et al., 2005).
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1.3.1.3 Karzinoide

Karzinoide kdnnen im gesamten Magen-Darm-Trakt von der Kardia bis zum
Rektum, einschlieBlich der Gallenwege und des Pankreas auftreten. Die
Mehrzahl der gastrointestinalen Karzinoide haben eine Priméarlokalisation im
Bereich der Appendix und des terminalen lleums (Kloppel, 1994). Die von
Karzinoide produzierten Hormone sind Serotonin und Kallikrein (Levy, 2007).
Histologisch leiten sie sich von enterochromaffinen Zellen (Kulchitsky-Zellen)
ab. Klinisch kann sich ein Karzinoid mit einer Flush-Symptomatik, Diarrhoen,
Koliken und Asthma bronchiale manifestieren. Zu 75% liegen Karzinoide im
Dunndarm oder Appendix. Zu 10% kdnnen sie auch extraintestinal, z.B. in der

Lunge vorkommen (Evers, 2004).

1.3.1.4 Multiple endokrine Neoplasien (MEN)

Die MEN | zeigt verschiedene Penetranz, zumeist sind die Hypophyse, die
Nebenschilddrisen und das Pankreas betroffen, es kénnen aber auch die
Nebennierenrinde und die Schilddriise einbezogen sein. Des Weiteren kdnnen
alle Arten von neuroendokrinen Tumoren multipel im gesamten gastroentero-
pankreatischen System gleichzeitig, wie auch zeitlich versetzt auftreten. 30 -
80% aller MEN | Patienten entwickeln einen neuroendokrinen Tumor des
Pankreas und 50-70% der Patienten entwickeln einen Hypophysentumoren
(Schaaf et al., 1994). 30% aller gastrinproduzierenden neuroendokrinen
gastrointestinalen Tumore sind MEN | assoziiert. Synonym wird die MEN-I auch
als Wermer-Syndrom bezeichnet.

Die Symptomatik kann sehr unterschiedlich sein, da sie von der quantitativen
Zusammensetzung der im Uberschuss produzierten Hormone gepragt wird. Die
MEN-I wird autosomal dominant vererbt, so dass im Falle einer Erkrankung
auch die Familienmitglieder darauf untersucht werden missen. (Chanson et al.,
1997, Mignon et al., 1995) Bei 7,6% der multiple vorkommenden Insulinome
liegt eine MEN-I vor (Grant, 1996).

Leittumor der MEN-II ist das medullare Schilddrisenkarzinom, das bei allen
Subtypen vorkommt. Die Krankheitspravalenz wird auf 30:100.000 geschétzt.

Die Halfte aller MEN-II Patienten entwickeln Phaochromozytome, aber nur 10-
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20% eine Hyperplasie oder Adenome der Schilddrise. Die MEN-II
unterscheidet man MEN-Ila, auch Sippel-Syndrom genannt und MEN-IIb.

1.4 Diagnostik neuroendokriner Tumoren

1.4.1 Allgemeine Diagnostik

Der klinische Verdacht auf einen neuroendokrinen Tumor kann sich aus der
durch die Hormonuberproduktion hervorgerufenen Symptomatik ergeben. Bei
der allgemeinen Diagnostik stehen Laborparameter fur die Diagnostik und
Verlaufsbeurteilung zur Verfiigung, des Weiteren stehen spezielle funktionelle
Tests, wie z.B. der Hungerversuch bei Insulinomen zur Verfiigung.

Als Basisdiagnostik empfehlen die Leitlinien zur Diagnostik von
gastrointestinalen neuroendokriner Tumoren, die Bestimmung sogenannter
Markerhormonen.

Bei neuroendokrinen Tumoren hat sich die Bestimmung des Chromogranin A
(CgA) bewahrt (Ramage et al., 2005). Dabei handelt es sich um ein
sekretionsassoziiertes Protein, das in neuroendokrinen Zellen vorkommt und in
geringen Mengen im Blut nachweisbar ist (Tomassetti et al., 2001; Giovanella
et al., 1999). Bei neuroendokrinen Tumoren sind die Serum-Chomogranin A-
Spiegel in Uber 90% pathologisch erhdht, es gibt sogar Hinweise, dass die
Hohe der Chromogranin A-Spiegel mit der Tumormasse und der Prognose der
Erkrankung korreliert.

Chromogranin A ist sowohl bei funktionellen als auch bei funktionell nicht
aktiven Tumoren als Tumormarker geeignet.

Ein weiterer Test ist die Bestimmung des Serotonin Abbauproduktes 5-
Hydroxyindolessigsaure (5-HIES) im 24h Sammelurin, bei Karzinoid-Syndrom.
(Ramage et al., 2005). Diese Untersuchung scheint der direkten Serotonin-
Bestimmung im Blut Gberlegen zu sein.

Die Bestimmung des Gastrin-Spiegels ist beim Zoéllinger-Ellison-Syndrom
natzlich. Bei VIPomen kann vasoaktives intestinales Polypeptid und bei
Glukagonomen Glukagon im Blut bestimmt werden.

30



Weiterhin empfehlen die Leitlinien weitere zur Verdachtsdiagnose passenden
Blutuntersuchungen durchzuftihren, wie z.B. Parathormon, Calcitonin, Prolaktin,
a-Fetoprotein, CEA und B-HCG, um nur einige zu nennen.

Bei den Tumormarkern muss immer bedacht werden, dass diese nicht
zwingend erhoht sein muassen. lhre Bedeutung liegt meistens in der
Verlaufskontrolle einer Erkrankung.

Die Durchfuihrung von sogenannten Provokationstests ist ebenfalls ein sicheres
Diagnostikum. Zur Diagnosesicherung eines Insulinoms kommt der
Hungerversuch zum Einsatz. Bei dem die im Blut gemessenen Insulin- und C-
Peptidwerte nicht adaquat zur hypoglykdmischen Situation abfallen. Bei
Insulinompatienten kommt es durch die autonome Insulinproduktion des
Tumors nicht zu einer physiologischen Insulinsupression bei der Hypogylkamie
(<45mg/dl). Insulin, C-Peptid sowie Proinsulin sind gegeniber einem Gesunden
erhoht.

Ein weiterer Provokationstest ist der Sekretintest beim Gastrinom. Hierbei wird
durch die Applikation von Sekretin eine pathologisch hohe Gastrinfreisetzung
ausgelost. Die Gastrinspiegel werden hierbei im Serum vor und nach
Stimulation durch eine definierte intravenodse Sekretingabe bestimmit.

Der Pentagastrintest zum Nachweis eines medullaren Schilddriisenkarzinoms
ist ebenfalls ein Provokationstest mit mehr als 90 % Sensitivitdt. Bei der
Durchfihrung wird Pentagastrin gewichtsadaptiert intravends appliziert. Danach
wird in definierten Zeitabstanden der Serum-Kalzitoninspiegel kontrolliert. Ein
erhohter Kalzitoninwert gilt als hoch verdachtig fuir das Vorliegen eines

medullaren Schilddrisenkarzinoms (Hanks et al. 2004; Kann et al. 2006).

1.4.2 Spezielle Lokalisationsdiagnostik von neuroen  dokrinen

Tumoren
Zur Lokalisationsdiagnostik neuroendokriner Tumoren stehen zum einen
Computertomographie (CT), die Kernspintomographie (MRT) und die
Endoskopie mit Bronchoskopie, Gastroskopie und Koloskopie zur Verfigung.
Der Stellenwert neuerer endoskopischer Verfahren wie z.B. der Kapsel-
Endoskopie ist derzeit noch nicht sicher abzuschéatzen.
Die Endosonographie hat ihren festen Platz in der Lokalisationsdiagnostik
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pankreatischer oder auch duodenaler Tumoren (Kann et al., 2005, 2006).

In den Leitlinien zur Behandlung von gastrointestinalen neuroendokrinen
Tumoren wird ein multimodaler Ansatz empfohlen. Zu diesen Untersuchungen
gehoren transabdominaler Ultraschall und endoskopischer Ultraschall, diese
zahlen aufgrund der weitverbreiteten Verfigbarkeit und der geringeren
Invasivitat als Basisdiagnostikum. Der transabdominelle Ultraschall hat aber
wegen der oft sehr kleinen Tumoren nur eine vergleichsweise geringe
Sensitivitat. Erganzend kommen die Angiographie mit Calciumstimulation und
die Somatostatinrezeptorszintigraphie, je nach Fragestellung zum Einsatz. Die
Wahl der Methode ist oft von der Fragestellung abhéangig. Eine generelle
Uberlegenheit einer Untersuchungsmethode gibt es derzeit noch nicht.

Eine spezifische Methode in der Lokalisationsdiagnostik von neuroendokrinen
Tumoren stellt die Somatostatin-Rezeptorszintigraphie (SSRS) dar. Sie nutzt
das Vorhandensein von Somatostatinrezeptoren der Subtypen 2 und 5 auf der
Oberflache neuroendokriner Tumoren aus (Reubi et al.,, 2003). Durch diese
Rezeptorbindung kénnen die Tumoren mit einer Gammakamera sichtbar
gemacht werden. Durch die intraventse Gabe eines in der Regel mit *In
radioaktiv markierten Somatostatin-Analogons, (*In-DTPA-D-Phel-Octreotid)
kommt es zu einer Anreicherung der Substanz im Tumorgewebe. Durch
Ganzkoérperaufnahmen kann so die Ausbreitung der Tumorerkrankung beurteilt
werden. Mit Hilfe der Somatostatin-Rezeptorszintigraphie  kdnnen
Tumorformationen ab einer Gréf3e von ca. 0,5cm sichtbar gemacht werden. Die
SSRS stellt mit ihrer hohen Sensitivitat fur 80%-90% aller NET, incl. evtl.
vorhandener Metastasen, eine der wichtigsten diagnostischen MalRnahmen dar.
(Jensen et al. 1999; Oberg et al. 2004). Gerade bei der letztgenannten
Metastasensuche ist sie aus diesem Grund mittlerweile das diagnostische Mittel
der Wahl. (Ricke et al. 2001).

Die hohe Sensitivitdt der SSRS kann durch den zusatzlichen Einsatzes eines
SPECT-CTs (Single Positron Emission Computed Tomography and fusion
imaging with CT) noch verbessert werden. (Schillaci, Corleto et al., 1999;
Schillaci, Scopinaro et al., 1997; Schillaci, Scopinaro et al., 1996). Falls diese
Moglichkeiten negativ ausfallen, ist ein Drei-Phasen CT des Thorax und des

Adomens eine weitere Option.
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Leider eignet sich die Somatostatin-Rezeptorszintigraphie nur begrenzt far
Insulinome, da bis zu 40% dieser Tumoren nur unzureichend Somatostatin-
Rezeptoren des Subtypen 2 und 5 exprimieren. (Modlin et Tang, 1997)

Eine Szintigraphie sollte bei der Erstdiagnose eines neuroendokrinen Tumors
aber in jedem Fall durchgefuhrt werden, da sie auch im Falle eines negativen

Szintigramms wertvolle Informationen zum weiteren therapeutischen Vorgehen

liefert.

Sensitivitat in %
Abdomineller Ultraschall 27 (10 - 39)
Intraoperativer Ultraschall 84 (67 —90)
Endoskopischer Ultraschall 88 (77 —93)
CT 30 (0 - 40)
MRT 10 (0 - 25)
selektive Angiographie 60 (35 -90)
Perkutane transhepatische 80 (67 —90)
Pfortaderkatheterisierung mit selektiver
Insulinbestimmung
Intraarterieller Calciumstimulationstest 94 (88 — 100)
Somatostatin (SMS) Rezeptorszintigraphie 25 (12 -50)

Tabelle 1: Sensitivitdit verschiedener Diagnostische r Methoden zur speziellen

Lokalisation von Insulinomen (Jensen, Norton, 1999)
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1.5 Therapie von neuroendokrinen Tumoren, speziell

von Insulinomen

1.5.1 Medikamentbse Therapie

Hauptsymptom der Insulinome sind Hypoglykamien, diese kann man in einigen
Fallen diatisch durch haufige kohlenhydratreiche Mahlzeiten am Tag behandeln.
Ein weiterer konservativer Ansatz ist medikamentds zum Beispiel mit Octreotid
oder Diazoxid. Octreotid ist ein Somatostatinanalog, das die Freisetzung von
Peptidhormonen unter anderem aus dem Gastrointestinaltrakt (Gastrin,
Glucagon, Insulin, Vasoaktives-Intestinales-Peptid) hemmt und somit den
Glukosespiegel im Plasma steigert (Scholz et al. 2005). Ein weiteres
Medikament ist das Diazoxid. Es steigert die Glukosespiegel im Plasma indem
es die Insulinsekretion der Betazellen des Pankreas hemmt (Scholz et al.
2005). Bei nichtoperablen Tumoren stellen Chemotherapie mit 5-Fluorouracil
und Streptozotozin eine Therapieoption dar. Ebenfalls kommen Madglichkeiten
wie die Chemoembolisation, die Hochfrequenzthermotherapie und die
laserinduzierte Thermotherapie in Betracht. In den Leitlinien zur Behandlung
neuroendokriner  Tumoren  kommen Radioablationstherapie  und
Radionuklidtherapie als weitere Therapieoptionen in Frage (Ramage et al.
2005).

1.5.2 Chirurgische Therapie

Die Therapie der Wahl ist jedoch die chirurgische Enukleation des Tumors. 90%
der Insulinome sind gutartige solitare Tumoren, die durch eine chirurgische
Resektion kurativ behandelt werden kdénnen. Wichtig ist das praoperativ eine
genaue Lokalisationsdiagnostik durchgefihrt wird. Intraoperativ kommen neben
der Inspektion und Palpation, Ultraschall und selektive arterielle Stimulation mit
Calcium zum Einsatz. Der intraoperative Ultraschall erlaubt eine
Differenzierung zwischen Pankreasgewebe und Tumorgewebe und ist somit
eine Hilfe bei der anzustrebenden Enukleation des Tumors. L&sst sich kein
eindeutiger Tumor abgrenzen, so kann nur eine blinde distale Pankreatomie
oder bei vermutetem Sitz im Pankreaskopf eine Pankreatikoduodenotomie

durchgefiihrt werden, um eine Heilung zu erreichen. Zusatzlich muss immer die
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Leber exploriert werden, sowie das gesamte Abdomen und das Restpankreas,
um Metastasen auszuschlieBen, da Insulinome in bis zu 10% multifokal
vorkommen. (Modlin et al., 1997). Intraoperativ muss die Blutglukose
kontinuierlich gemessen und gegebenenfalls Glukose infundiert werden, da die
Manipulation am Tumor mit einer massiven Insulinausschittung einhergehen
kann. Nach erfolgreicher Tumorektomie kommt es =zundchst zu einer
Hyperglykdmie. Dies ist durch die Suppression der intakten Betazellen durch

das Insulinom zu erklaren.

1.6 Zielformulierung

Wie bereits oben erwahnt gibt es bei der Diagnostik des Diabetes mellitus Typ |
eine pradiabetische Grauzone in der keine Aussage Uber den [-Zellstatus
getroffen werden kann. In dieser pradiabetischen Phase nimmt jedoch schon
die Insulinsekretionskapazitdt des Pankreas ab, ohne dass erhohte
Blutzuckerwerte gemessen werden. Zur Frihdiagnose des Typ | Diabetes in der
pradiabetischen Phase existiert bislang nur der intravendse orale
Glucosetoleranztest (ivGTT), der eine verdnderte Insulinfreisetzungskinetik
nachweist und selbst bei optimaler Standardisierung eine nur geringe
Sensitivitat  besitzt (Mrena et al. 1999). Zum  Zeitpunkt der
Diabetesmanifestation besitzt das Pankreas in der Regel nur noch 10 - 20 %
seiner urspringlichen B-Zell-Masse. In der Literatur gibt es gute Evidenz, dass
der Erhalt dieser residualen B-Zell-Masse erhebliche klinische Vorteile mit sich
bringt und den Einsatz unterschiedlicher Interventionsstrategien rechtfertigt
(Rasmussen et al. 2000; Kolb et al. 2001; Larsen et al. 2004).

Wahrend die Bauchspeicheldrise als Gesamtorgan in bildgebenden Verfahren
wie Sonographie, MRT und Spiral-CT dargestellt werden kann, entzieht sich der
endokrine Anteil des Pankreas bislang komplett der bildgebenden Diagnostik.
Neue Verfahren zur Visualisierung der B-Zell-Masse und Erkennung der
pradiabetischen Vorlaufphase werden daher dringend bendtigt. Die nicht-
invasive Darstellung der B-Zellen ware somit von hoher wissenschatftlicher und
diagnostisch-klinischer Relevanz und wiurde letztendlich flir den klinischen

Alltag einen erheblichen Beitrag leisten. Mit einem nicht-invasiven
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Bildgebungsverfahren wirde es erstmals moglich werden, den Therapieeffekt
einer spezifischen Interventionsstrategie direkt und nicht-invasiv  zu
quantifizieren. Dieses wichtige Ziel scheiterte bisher an der Nichtverfiigbarkeit
eines spezifischen B-Zell-Tracers fir die molekulare Bildgebung.

Auch fur die Diagnostik von neuroendokrinen Tumoren (Insulinomen) wére eine
in vivo Methode zur Darstellung der GLP-Rezeptoren von grof3er Bedeutung.
Das GLP-Analogon Exendin ist ein bekannter betazellspezifischer Marker. Er
spielt eine wichtige Rolle in der Darstellung von Insulinomen im Tiermodell.

In dieser Arbeit soll mittels In marktiertem Exendin-4K40 DTPA und **"Tc
markiertem Exendin-4K40 HYNIC versucht werden, die GLP-1 Rezeptoren in
betazelldefizitaren Diabetesmodellen an Nagern sowie in neuroendokrinen
Tumoren (Insulinom) an RiplTag2 Mausen nachzuweisen und zu visualisieren.
Mit Hilfe der Betazellbildgebung konnten in Zukunft weitere Studien
durchgefuhrt werden, um die Entstehung des Diabetes mellitus im zeitlichen
Verlauf besser zu verstehen. Ein weiterer Nutzen der Betazellbildgebung kdnnte
in der Untersuchung der Betazellfunktion unter der Therapie mit Antidiabetika in
klinischen Studien sein. Auch eine engmaschige Uberwachung von
Risikopatienten oder eine individuelle Therapieanpassung aufgrund der
Betazellbildgebung sind denkbar.

Die Diagnostik von neuroendokrinen Tumoren fordert nach den aktuellen
Leitlinien einen multimodalen Ansatz mit zeitaufwendigen und invasiven
Methoden. Aufgrund des grofen GLP-1-Rezeptorenbesatzes von Insulinomen
konnte ein Forschungsschwerpunkt auf der pra- und intraoperativen Detektion,
sowie auf einer Radiopeptidtherapie von solchen Tumoren liegen. Die GLP-1-
Rezeptorszintigraphie zeigt ein grof3es klinisches Potential fir das Auffinden
von Insulinomen und kénnte so den Patienten in Zukunft praoperative invasive

Diagnostik ersparen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

In diesem Kapitel werden alle fur die Versuche verwendeten Chemikalien,

Materialien und Gerate aufgefuhrt. Sonstige Chemikalien wurden, falls nicht

erwahnt, von der Firma Fluka Chemie GmbH CH-9471 Buchs bezogen.

2.1.1 Materialien fur die Tierhaltung:

Blutzuckerlanzetten

BD Micro Fine +

0,30 mm 30G

BD Consumer Healthcare Europe
Becton, Dickinson and Company
Franklin Lakes, NJ 07417 USA

Blutzuckermessgeréat

Glucometer Elite XL
Bayer Diagnostics GmbH (Miinchen)

Blutzuckermess-Sensoren

Ascensia Elite Sensor
Bayer Vital GmbH
(Leverkusen)

Einmalkittel

PANEP

Brnenska Czesch Repubic

Einstreu

GLP Aspen Bedding
Tapvei
FIN-73620 Kortteinen

Handschuhe

NOBA Verbandmittel Danz GmbH &
Co.KG (Wetter)

Kafig

EHRET P.B. 1230

(Emmendingen)

Mundschutz

Barrier High Filtration Face Mask, green
MolInlycke Health Care
Goteborg / Sweden

Ohrzange

Aesculap DF401R, Stainless

37



OP-Haube Surgine Flott
MolInlycke Health Care Inc.
Newtown, PA 18940 USA

Tierfutter Altromin 1434
Altromin GmbH
32791 Lage
Uberschuhe NOBA Verbandmittel Danz GmbH &

Co.KG (Wetter)

2.1.2 Materialien Labor:

Eppendorf Gefalie 2ml Safe Lock Tubes
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Gefalie 1,5ml Reaktionsgefalle 3810
Eppendorf AG, Hamburg

Papier/Kunststoffdecken Hartmann, Heidenheim

Pipetten Finnpipette Thermo Labsystems

Pipetten 0,1-2ul / 2-20ul / 20-200ul / Thermo Labsystems Egelsbach
200-1000pul

Pipettenspitzen Thermo Labsystems Egelsbach
Sep-Pak Catridges Waters, Milford, Massachusetts, USA)
Sterile Nadeln: 0,45mm x 13mm
BD Microlance 3 BD Drogheda Ireland
Sterile Nadeln: 0,9mm x 40 mm
BD Microlance 3 Fraga (Huesca) Spain
Sterile Spritzen; 1ml BD Becton Dickinson GmbH
69126 Heidelberg
Sterile Spritzen; 2ml Luer Braun Melsung AG

34209 Melsungen
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2.1.3 Chemikalien:

Alloxan tetrahydrate

Sigma Aldrich Chemie GmbH
89552 Steinheim

BSA Albumin from bovine serum
Fluka Chemie GmbH
CH-9471 Buchs
Chloralhydrate Fluka Chemie GmbH, CH-9471 Buchs

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

Fluka Chemie GmbH
CH-9471 Buchs

Formalin Solution 10%

J.T. Baker
Mallinckrodt Baker B.V.
7400 AA Deventer Holland

Isopropanol Acros Organics
New Jersy USA
(Geel, Belgium)
Methanol Acros Organics

New Jersy USA
(Geel, Belgium)

Natriumactetat (C,HsNaO,)

Fluka Chemie GmbH, CH-9471 Buchs

Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO4)

J.T. Baker
Mallinckrodt Baker B.V.
7400 AA Deventer Holland

Salzsaure 37/38%

Carl Roth GmbH u. Co, Karlsruhe

2.1.4 Radionuklide:

111
In

Tyco Healthcare Deutschland GmbH
93333 Neustadt / Donau

Generator Eluati 11l 16
Schering Deutschland GmbH
13342 Berlin
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2.1.5 Peptide:

Fogende Peptide wurden verwendet:

Exendin-4K40 Ahx Hynic

Peptide Specialty Laboratorie GmbH
Heidelberg

Exendin-4K40 Ahx DTPA

Peptide Specialty Laboratorie GmbH
Heidelberg

2.1.6 Gerate:

Bohrlochdetektor

Berthold Nuclear Spectrometer
LB 2040

Gamma-Counter Cobra lll

Packard Instrument Co. Inc.,USA

Inkubator

Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach

Kuhlschranke

Bosch, Stuttgart

Magnetrihrer Heidolph MR 3001 K

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach

MRT, Siemens Magnetom Expert

Siemens AG

Healthcare Sector, Erlangen

PH-Messgerat Mettler Delta 350

Mettler Toledo GmbH, Giessen

Prazisionswaage:
Kern 770

Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen

Prazisionswaage:
Kern 474

Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen

Single Photon Emission Computed

Tomography (SPECT)

Siemens e.cam

Siemens Aktiengesellschaft, Bereich

Medizinische Technik, Erlangen

Vortex (Typ Reax 1)

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,

Schwabach

Wasserbad Wasserbad WB 14

Memmert GmbH & Co0.KG, Schwabach
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2.1.7 Gebrauchslosungen:

Folgende Gebrauchslésungen wurden bendétigt und mit Hilfe der oben

angegebenen Chemikalien angefertigt.

2facher Soérensenpuffer:

Zur Herstellung des 2fachen Sérensenpuffers bendtigt man 14,3 g Dinatrium-
hydrogenphosphat x H,O und 3,08 g Natriumdihydrogenphosphat x H,O.

Beide Chemikalien werden in 500ml Aqua dest. geldst. Der pH-Wert stellt sich
automatisch zwischen 7,3 — 7,4 ein. Zur Kontrolle tberprift man ihn am pH-

Meter.

Isopropanol 50% und 70%:
Isopropanol 50% & 70% erhalt man durch verdinnen des reinen Isopropanol

p.a.

Natriumacetat-Puffer 0,5M pH:5,4:

Zur Herstellung des Natriumacetatpuffers benétigt man 4,1g Natriumacetat
(C,H3NaO,) M82,04g/mol.

Dieses lost man in 100 ml Aqua dest. und stellt den pH Wert 5,4 mit

konzentrierter Salzsdure am pH-Meter ein.

2.1.8 Software:

Zur Rekonstruktion der SPECT Aufnahmen wurde die Software Hispect der
Firma Scivis wissenschaftliche Bildverarbeitung GmbH, Goéttingen benutzt. Die
Fusion der MRT Aufnahmen mit den SPECT Aufnahmen wurde mit Hilfe der
Software Hermes, MultiModality von der Firma Nuclear Diagnostics, Stockholm
Schweden durchgefihrt. Das Programm Volume Fusion Display der Firma
Nuclear Diagnostics, Stockholm Schweden, wurde zum betrachten der
fusionierten Aufnahmen benutzt.

Sonstige Software:

Computerprogramme: Microsoft Excel, Copyright 1985 — 2003 Microsoft
Corporation. Volume Fusion Display der Firma Nuclear Diagnostics, Stockholm
Schweden.
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2.2 Versuchstiere:

2.2.1 Mause

Fir die Versuche wurden ca. 12 Wochen alte, weibliche M&use des
Inzuchtstammes C57BI/6NCrl von der Firma Charles River Wiga GmbH
(Sulzfeld) bezogen. Weiterhin wurden ca. 20 Wochen alte, weibliche Mause
des Inzuchtstammes RiplTag2 bezogen, die freundlicherweise durch die
Universitat Basel zur Verfigung gestellt wurden. Das Haupteinsatzgebiet fur
den Einsatz von C57/BL6NCrl Mause sind immunologische, pharmakologische,
toxikologische, mikrobiologische, physiologische und neurologische Versuche.
Die RiplTag2 Mause sind genetisch so verdndert, dass sie ab der 6.
Lebenswoche atypische, hyperplastische Inselzellen im Pankreas entwickeln
und ab der 13 - 20 Lebenswoche multiple Adenome. Ab dieser Zeit werden die
Tiere hypoglykamisch (Hanahan et al. 1985; Lyman et al. 2005, Crabtree et al.
2003). Dieser Mausstamm eignet sich sehr gut fur die Versuche, da die
Insulinome eine hohe GLP1-Rezeptordichte an ihrer Oberflache besitzen. Die
Tiere erhielten wir von der Arbeitsgruppe Christophori aus Basel (Schweiz).

Alle Tiere hatten nach Lieferung eine Woche Zeit sich zu akklimatisieren bevor
sie fur die Experimente eingesetzt wurden. Wahrend der gesamten
Versuchszeit wurden die Tiere zu maximal 5 Tieren in Standartkafigen (EHRET
P.B. 1230, Emmerdingen) gehalten. Die Tiere erhielten ein pelliertes
Alleinfuttermittel (Altromin 1434) und Wasser ad libitum.

Das Einstreu wurde von der Firma Tapvei bezogen, es handelt sich um
staubfreies Plattchenstreu.

Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten. ( 20 T, 70%
Luftfeuchtigkeit, max. 0,2m/sec, 12h Licht und 12h Dunkelheit). Alle
Experimente wurden unter Aufsicht und in Einklang mit den Richtlinien der

Ethikkommission fur Tierversuche vorgenommen.
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2.2.2 Ratten

Fir die Versuche wurden weibliche Ratten des Inzuchtstammes Wistar Unilever
Ratten der Firma Charles-River Wiga GmbH (Sulzfeld) bezogen. Die Tiere
waren ca. 6 Monate alt und hatten nach Lieferung eine Woche Zeit sich zu
akklimatisieren, bevor sie fur die Experimente eingesetzt wurden. Wéahrend der
gesamten Versuchszeit wurden die Tiere zu maximal 3 Tieren in
Standardkafigen (EHRET P.B. 1230, Emmerdingen) gehalten. Die Ratten
erhielten ebenfalls das Alleinfuttermittel Altromin 1434 und Wasser ad libitum.
Das Einstreu wurde von der Firma Tapvei bezogen, es handelt sich um
staubfreies Plattchenstreu.

Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten. ( 20 T, 70%
Luftfeuchtigkeit, max. 0,2m/sec, 12h Licht und 12h Dunkelheit). Alle
Experimente wurden unter Aufsicht und in Einklang mit den Richtlinien der

Ethikkommission fur Tierversuche vorgenommen.

2.3 Methoden

2.3.1 Die Markierung von Exendin-4K40 DTPA mit ! InCl;

Die Peptidmarkierung wurde so hergestellt, dass jedem Tier eine
Aktivitatsmenge von 37MBq (1mCi) *InCl; injiziert werden konnte.

Zunachst wurde ein 1,5ml Eppendorfgefall mit 0,5 M Natriumacetatpuffer
vorgelegt. Die Menge an Natriumacetat entspricht der Volumenmenge von
37MBq ™InCls.

Zu diesem Puffer gibt man 5pl einer 2,2*10*M Losung (2,2*10™"° mol Exendin-
4K40 DTPA hinzu. Im ,heiBen Lager" pipettiert man diesem Ansatz die
berechnete Volumenmenge *InCls hinzu. Das beschriftete Eppendorfgefal
wird nun in einen Bleicontainer gegeben und anschlieBend 30 Minuten im
Warmeschrank bei 37T inkubiert. Im Anschluss daran erfolgt die

Qualitatskontrolle.
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2.3.2 Die Markierung von Exendin-4K40AhxHynic mit ~ **™ Tc
Exendin-4K40AhxHynic wurde mit Tricin-EDDA markiert. Diese Markierung wird

im folgenden vorgestellt.

Um die Tricin-EDDA Markierung herzustellen bendtigt man mehrer
Arbeitsschritte.

Zunachst werden 11 mg Tricin in ein 1,5ml Eppendorfgefa? gegeben. Dazu
werden 250-300 MBq “™Tc in 300ul 0,5M Acetatpuffer (pH5,4) gegeben.
AnschlieRend gibt man 5pl  einer 1,1*10°M (5,5*10° mol) Exendin-
4K40AhxHynic hinzu und startet die Reaktion mit einer frisch hergestellten
SnCl,—-Ldsung (16,5 mg SnCI2 in 10ml 0,1M HCI). Nun erfolgte die Inkubation
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Dann erfolgt die Zugabe von 0,5ml EDDA-
Ldsung (10mg EDDA / ml A.dest) und der Ansatz wird erneut fir 30 Minuten bei
90 € im Wasserbad inkubiert.

Zur Uberprifung der Markierung erfolgt nun eine Qualitatskontrolle.

2.3.3 Qualitatskontrolle:

Die Qualitatskontrolle erfolgt zur Uberprifung der Peptidmarkierung mittels
einer Sep-Pak C18 Kartusche. Die Kartusche wurde durch Spilung mit 2ml
Methanol und 2ml 0,5 M Natriumacetat (pH 5,4) aktiviert. Nach der Aktivierung
entnimmt man 1pl der frischen Peptid-Indium Markierung und inkubiert diesen
auf die mit Methanol und Natriumacetat vorbereitete Sep-Pak C-18 Kartusche.
Nun wird die Sep-Pak Kartusche erneut mit 2ml Natriumacetat und 2ml
Methanol gespult. Die gewonnenen Fraktionen werden getrennt aufgefangen
und im Bohrlochmessplatz gemessen.

Die Aktivitat in der Methanolfraktion und im Filter stellt den Anteil des markierten
Peptids dar.

Die Qualitdt der Markierung wurde durch zwei Faktoren Uberprift. Die
Gesamtaktivitat im Filter sollte < 33% sein.

Die Qualitatskontrolle wurde nach folgender Rechnung in Prozent angegeben.

- Aktivitat(Alkohol+ Filter) 00 »
Qualitatskontrolle: “ayiivitatPuffer+ Alkohol + Filter) (in %)

In der Ethanolfraktion sollte die Aktivitdt > 90% sein.
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2.3.4 Diabetesinduktion bei Mausen mit Alloxan

Die Versuchstiergruppe bestand aus 3 C57Bl/6 Mausen. Jeder
Versuchsabschnitt wurde zweimal wiederholt. Im Alter von 8 Wochen erhielten
die Mause ohne vorheriges Fasten, zur Induktion eines Diabetes mellitus eine
einmalige intravendse (i.v.) Injektion von 200mg/kg KG Alloxan (ALX). Das ALX
wurde in 4T kalter, physiologischer Kochsalzldsung unmittelbar vor der
Injektion geldst und innerhalb von 5 min. in die Schwanzvene injiziert.

Der Tag der Injektion wurde als Tag O bezeichnet. Der Blutzucker wurde
unmittelbar vor der Injektion und im Anschluss nach 4h und nach 24h
gemessen.

Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Mause. Zur Individualisierung wurde

jede Maus am Ohr markiert.

2.3.5 Diabetesinduktion bei Ratten mit Alloxan

Die Versuchsgruppe bestand aus 3 Wistar Unilever Ratten, im Alter von ca. 8
Wochen.

Die Tiere erhielten ohne vorheriges Fasten, zur Induktion eines Diabetes
mellitus einmalige intravenose (i.v.) Injektion von ALX von 200mg/kg KG. Das
ALX wurde in 4T kalter, physiologischer Kochsalzl6 sung unmittelbar vor der
Injektion geldst und innerhalb von 5 min. in die Schwanzvene injiziert.

Der Tag der Injektion wurde als Tag O bezeichnet. Der Blutzucker wurde
unmittelbar vor der Injektion und im Anschluss nach 4h und nach 24h
gemessen. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Ratten. Zur

Individualisierung wurde jedes Tier am Ohr markiert.

2.3.6 Blutzuckermessung

Die Blutzuckermessungen der Ratten wurden jeweils unmittelbar vor der
Injektion des ALX, sowie nach 4h und 24h durchgefihrt. Zur Messung des
Blutzuckers wurde den Tieren mit einer Lanzette nach vorheriger Desinfektion
in das letzte 1/3 des Schwanzes gestochen. Aus dem so gewonnen Blut wurde
mit dem Glucometer Elite XL die Blutglukose bestimmt. Die Normalwerte fur

Unilever Wistar Ratten schwanken zwischen 50 und 115 mg/dl. 24h nach der
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Injektion von ALX lagen die Blutzuckerwerte Gber 200mg/dl, so dass die Tiere
als diabetisch angesehen wurden.

Die Blutzuckermessung der Mause wurde ebenfalls unmittelbar vor der Injektion
des ALX durchgefuhrt. Im Anschluss an die Injektion jedoch alle 4 Tage. Die
Normalwerte der Méause liegen zwischen 50 und 115 mg/dl. 24 h nach der
Injektion lagen die Blutzuckerwerte der Mause Uber 200mg/dl, so dass die Tiere

als diabetisch galten.

2.3.7 i.v. Injektion der markierten Radiopharmaka

Die i.v. Injektion der markierten Radiopharmaka erfolgte in die Schwanzvene.
Die Tiere wurden dazu in eine ca. 30cm lange Papprohre mit einem
Durchmesser von ca.10cm so fixiert, dass der Schwanz frei zugénglich war.
Das Radiopharmakon konnte nun stammnah in eine Schwanzvene injiziert
werden. Das Injektionsvolumen betrug 200ul pro Tier, jedes Tier erhielt 18,5
MBq Exendin-4K40 DTPA mit *"In, bzw. 18,5 MBqg Exendin-4K40 HYNIC mit

9MTe. 4 Stunden nach der Injektion wurden SPECT-Aufnahmen durchgefiihrt.

2.3.8 Narkose der Versuchstiere
Zur Durchfihrung der SPECT-Aufnahmen und der MRT-Aufnahmen war
Bewegungslosigkeit eine unbedingte Voraussetzung. Aus diesem Grund

mussten die Tiere narkotisiert werden.

2.3.8.1 Narkose der Ratten

Die Unilever Wistar Ratten wurden mittels 2,5ml 4%iger Chloralhydrat i.p.
narkotisiert. Chloralhydrat fuhrt bei den Nagetieren in oben angegebener
Konzentration zu einem tiefen Schlafzustand. Die Tiere atmen wahrend der
Narkose mit Chloralhydrat suffizient und mussen nicht beatmet werden. Eine
Analgesie wird mit Chloralhydrat nicht erreicht, dies ist fiir die Durchfiihrung der
SPECT- und MRT-Aufnahmen auch nicht erforderlich.

2.3.8.2 Narkose der Mause
Die Mause wurden mittels 250ul 4%iger Chloralhydratlosung i.p. narkotisiert in
gleicher Weise wie die Ratten. Siehe 2.3.8.1.
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2.3.9 Schmerzlose Totung
Am Ende der Versuchsreihe erfolgte die schmerzlose Tétung der Versuchstiere

mit CO, Gas.

2.3.10 Bildgebende Verfahren
2.3.10.1  Single-Photon-Emmison-Computed-Tomography:

Zur Verwendung kam eine E.CAM Gammakamera (Siemens Aktiengesellschatft,
Bereich Medizinische Technik, Erlangen), die auf dem Prinzip der um das
Objekt rotierenden Detektoren beruht. Die E.CAM ist als Doppelkopfkamera

ausgefuhrt.

Abbildung b: Die Doppelkopfkamera Siemens E.CAM (Schurrat)

Sie besitzt zwei grof3flachige ortsempfindliche Szintillationsdetektoren.

Die sogenannten HD3-Detektoren ("high definition digital detector") bestehen
aus einem 9,5 mm dicken Thallium dotierten Natriumiodidkristall.

Sobald die Tiere narkotisert sind, werden sie auf einer Haltevorrichtung fixiert.
Die Haltevorrichtung besteht aus einem Segment einer Plexiglasréhre von ca.

100mm Durchmesser und ca. 2mm Wanddicke. Die Haltevorrichtung wird so
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auf der abgedeckten Patientenliege platziert, dass die Tiere in das FOV (Field
of view) hineinragen. (Abb.c)

Die Gamma Kamera wurde mit einem Multi Pinhole Kollimator ausgeristet, um
die Kleintierspect-Aufnahmen durchzufihren.

Die Aufnahmezeit der einzelnen Bilder richtet sich nach der Zahl der
gemessenen Counts per second (cps) je 1 MBq im Objekt vorhandener
Aktivitat. In der Regel betrug die Aufnahmezeit 60 sec. pro Einzelbild.
Insgesamt werden 60 Einzelbilder pro Tier aufgenommen.

Bei den SPECT-Aufnahmen der RiplTag2 Mause wurde eine Dualisotop-
Bildgebung durchgefuhrt. Bei dieser Bildgebung ist es mdglich, durch
Energiediskiminierung Aufnahmen eines Tieres zu durchzufihren, welches
zeitgleich mit *°™ Tc (140keV +- 15%) markiertes Exendin4 und mit *!In (245keV
+-15%) markiertes Exendind erhalten hat. Man ist dadurch in der Lage

unterschiedlich markierte Exendine zeitgleich zu untersuchen.

Abbildung c: Narkotisierte Ratte auf Tierhalter in der e.cam

2.3.10.2 MRT-Studien:

Im Anschluss an die SPECT Aufnahmen wird ein MRT durchgefuhrt.

Die Aufnahmen werden mit einem 1 Tesla MRT (Siemens Magnetom Expert)
gemacht. Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) wurde eine
spezielle Kleintier-Imaging-Spule angefertigt, mit deren Hilfe es moglich ist
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Kleintier-MRT-Aufnahmen durchzufuhren. (Abb.d) Es handelte sich hierbei um
eine modifizierte Sattelspule mit einer Lange von 10 cm mit einem
Innendurchmesser von 4,2 cm.

Da normale Klinik-MRT-Geréate von ihrer Auflosung her fur Kleintiere nicht
ausreichen, werden fir die Forschung besondere MRT-Gerate vorgehalten. In
Erganzung zu normalen Kilinikgeraten werden spezielle Kleintierspulen
hergestellt (Alfke et al. 2004), in die man Mause narkotisiert einbringen kann
und die eine gute Auflésung von 3125 Hm x 312,5 Hm bieten. Die
Akquisitionszeiten liegen bei 8 bis 20 Minuten (Heverhagen et al. 2004).

Abbildung d: Empfangerspule fur Kleintier-MRT

2.3.10.3 Rekonstruktion der SPECT-Aufnahmen:

Die Bildakquisition der SPECT-Aufnahmen wird mit Hilfe der Software HISPECT
der Firma Scivis wissenschaftliche Bildverarbeitung GmbH, Gottingen
durchgefihrt.
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2.3.10.4 Fusion der MRT-Aufnahmen mit den SPECT-Auf nahmen:

Die Fusion der MRT Aufnahmen mit den SPECT Aufnahmen wurde mit Hilfe der
Software Hermes, MultiModality von der Firma Nuclear Diagnostics, Stockholm
Schweden durchgefiihrt. Diese Software ist in der Lage, den MRT-Datensatz
mit dem dazugehdrigen SPECT-Datensatz zu einem Gesamtbild zu fusionieren.
Dazu werden die rekonstruierten transversalen Datensatze von MRT und
Multipinhole-SPECT zunéchst mittels DICOM Kommunikation auf einen Hermes
Auswertungsrechner transferiert und im Anschluss daran werden die
Datensatze auf gleiche Voxelgrél3e gebracht. Nun werden die verschiedenen
Datensatze anhand der vorhandenen anatomischen Informationen
dreidimensional ausgerichtet, Der verwendete Algorithmus maximiert die
gemeinsamen Informationen zweier Datensatze ( Wells et al.1996, Maes et al.
1999). Die auf diese Weise coregistrierten Datensatze konnen dann Uberlagert
und mit unterschiedlichen Farbskalen dargestellt werden. Hierzu werden je
nach Fragestellung die Programme "multi modality” oder "volume display”

(Hermes Medical Solutions, Stockholm, Schweden) benutzt.

3 Ergebnistell

Es wurde eine Bindungsstudie mit*th markiertem Exendin-4K40 DTPA bei
C57BI/6NCrl Mausen (n=6), Unilever Wistar Rattesx3) und RiplTag2 Mausen (n=4)
durchgefiihrt. Zuséatzlich zu diesen Versuchen wieihe Bindungsstudie mit™™Tc

markiertem Exendin-4K40 HYNIC an RiplTag2 Mausen4)ndurchgefihrt. 4h nach
der Injektion des Radiopharmakons wurden die Timotisiert und sicher fixiert, um
eine absolute Immobilitdt flr eine erfolgreiche iBas von MRT- und SPECT-

Aufnahmen zu gewabhrleisten.
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3.1 Qualitatskontrolle der Markierungen

Substanz Gebundenes SD (%) Freies Nuklid
Nuklid (%) (%)
Exendin-4K40DTPA-"! In 97,12 2,43 2,88
in C57BI/6NCrl Mausen
Exendin-4K40DTPA- In 96,97 0,76 3,03
in Unilever Wistar Ratten
Exendin-4K40DTPA-" In 96,50 1,89 3,50
in RiplTag2 Mausen
Exendin-4K40HYNIC-""Tc 94,69 1,17 5,31

in RiplTag2 Mausen

Alle Markierungsergebnisse liegen Uber den fir einen Therapie- oder
Diagnostikbereich geforderten 90%. Die Standardabweichungen der einzelnen

Markierungen liegen zwischen 0,76% und 2,43%.

3.2 GLP-1 Rezeptorimaging mit Multipinhole SPECT /

MRT an C57BI/6NCrl Mausen
In diesen Studien wurden die C57BI/6NCrl Mause (n=6) mit Exendin-4K40

DTPA und *In markiert. Die Aufnahmen erfolgten jeweils 4h nach der Injektion
des Radiopharmakons in die Schwanzvene. Exemplarisch wird jeweils eine
C57BI/6NCrl Maus in transversaler, coronarer und sagittaler Ebene fur Exendin-
4K40 DTPA mit *In ausgefiihrt.
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3.2.1 C57BI/6NCrl 1 markiert mit 18,5 MBq Exendin-4 K40 DTPA

mit *!In, Aufnahmen 4h nach Injektion
3.2.1.1 Transversale Schnittfhrung von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h).

Leber

Magen

Pankreas

Milz

Niere

Abb. 1: Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPEC T, Fusion (t= 4h)

In Abbildung 1 sieht man den transversalen Schnitt einer MRT-Aufnahme, den
transversalen Schnitt einer SPECT-Aufnahme wund die Fusion beider
Aufnahmen, 4h nach der Injektion von 18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *in.
Im MRT erkennt man sehr gut die Milz, das Pankreas und die Nieren. Auch
Magen und Leber lassen sich ventral im Bild identifizieren. Im SPECT erkennt
man eine hohe Aktivitat in beiden Nieren. In der unmittelbaren Umgebung der
Nieren ist es zu einem Ausléschungsartefakt gekommen. Es findet sich eine
starke Aktivitatsanreicherung im Pankreas. In der Fusion erkennt man, dass die
Pankreasregion mit einer vermehrten Aktivitat ein Korrelat im MRT besitzt. Das
Pankreas wird jedoch von dem Ausléschungsartefakt der Nieren teilweise
Uberlagert, so dass es in der SPECT-Aufnahme nicht komplett darstellbar ist.
Der Magen ist ebenfalls gut im MRT zu erkennen. Im SPECT st hier ist eine

erhohte Aktivitat nachweisbar.
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3.2.1.2 Coronare Schnittfihrung von MRT, SPECT, Fus ion (t= 4h).
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Abb.2: Coronare Schnittfihrungen von MRT, SPECT, Fu  sion (t= 4h)

In Abbildung 2 sieht man den coronaren Schnitt einer MRT-Aufnahme, den
coronaren Schnitt einer SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen,
4h nach der Injektion von 18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *In. Im MRT

erkennt man sehr gut die Lunge. In der SPECT-Aufnahme erkennt man die
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Lunge ebenfalls sehr gut anhand der Aktivitdtsanreicherung in beiden
Lungenfliigeln. Der Magen ist ebenfalls gut im MRT zu erkennen. Im SPECT ist
hier ist eine erhdhte Aktivitat nachweisbar. Das Pankreas ist im MRT deutlich zu
erkennen. Im SPECT erkennt man, dass grol3e Teile des Pankreas im Bereich
des Ausléschungsartefaktes liegen. Es wird sehr stark von der hohen

Nierenaktivitat iberlagert, so dass das Pankreas nicht beurteilbar ist.
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3.2.1.3 Sagittale Schnittfihrung von MRT, SPECT, F usion (t= 4h).
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Abb.3: Sagittale SchnittfUhrungen von MRT, SPECT, F  usion (t= 4h)

In Abbildung 3 siehnt man den sagittalen Schnitt einer MRT-Aufnahme, den
sagittalen Schnitt einer SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen,
4h nach der Injektion von 18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *!In. Im MRT ist

die Lunge sehr gut zu erkennen. Sie ist auch im SPECT stark signalgebend. Die
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Magenregion zeigt ebenfalls eine erhéhte Aktivitat im SPECT.

Die linke Niere ist im MRT teilweise zu erkennen. Man erkennt im SPECT die
hohe Aktivitat der Niere, mit dem Ausloschungsartefakt in der Umgebung.

Das Pankreas ist in der MRT-Aufnahme gut darstellbar, in der SPECT-
Aufnahme zeigt sich wieder der stérende Einfluss des Ausléschungsartefaktes
der um die Nieren herum entsteht. Gro3e Teile des Pankreas werden von dem
Ausloschungsartefakt tberlagert und sind somit nicht darstellbar. Die Harnblase
kommt zur Darstellung, da Exendin-4K40 DTPA mit dem Urin ausgeschieden

wird.

3.3 Beurteilung des Pankreas bei C57BI/6NCrl Mausen

In der Bildgebung war kein Unterschied zwischen diabetischen und nicht
diabetischen Tieren zu erkennen. Dies lag an der Uberstahlung des Pankreas
durch die hohe Nierenaktivitat. Grol3e Teile des Pankreas werden von dem
Ausloschungsartefakt Uberlagert und sind somit nicht darstellbar. Die
Betazellmasse des Pankreas von diabetischen und nicht diabetischen Mausen
ist aufgrund des Ausléschungsartefaktes nicht quantifizierbar.
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3.4 GLP-1 Rezeptorimaging mit Multipinhole SPECT /
MRT an Wistar Unilever Ratten

In diesen Studien wurden die Wistar Unilever Ratten (n=4) mit Exendin-4K40
DTPA mit *'In markiert. Die Aufnahmen erfolgten jeweils 4h nach der Injektion
Radiopharmakons in die Schwanzvene. Die Wistar Unilever Ratten kamen zum
Einsatz, da es bei den C57BI/6NCrl M&ausen zu massiven
Ausléschungsartefakten gekommen war, so dass wir das Pankreas nicht
beurteilen konnten. Wir erhofften uns, durch den Einsatz der Wistar Unilever
Ratten, eine bessere Aussage Uber das Pankreas treffen zu kénnen. Aufgrund
der anatomischen Verhaltnisse erhofften wir uns bei den grél3eren Ratten keine
Uberstrahlung des Pankreas durch das Ausloschungsartefakt der Niere zu
erhalten.

Um die Darstellung der Ergebnisse zu vereinfachen wird exemplarisch jeweils
eine Wistar Unilever Ratte in transversaler, coronarer und sagittaler Ebene fir
Exendin-4K40 DTPA mit *!In ausgefiihrt.
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3.4.1 Wistar Unilever Ratte 1 markiert mit 18,5 MBg Exendin-
4K40 DTPA mit *In, Aufnahmen 4h nach Injektion

3.4.1.1 Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPEC T, Fusion (t= 4h).

Leber

Magen

Milz

Pankreas

Niere

Abb.4: Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPECT |, Fusion (t= 4h)

In Abbildung 4. sieht man den transversalen Schnitt einer MRT-Aufnahme, den
transversalen Schnitt einer SPECT-Aufnahme wund die Fusion beider
Aufnahmen, 4h nach der Injektion von 18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *In.
Im MRT erkennt man sehr gut die Milz, das Pankreas und die Nieren. Auch
Magen und Leber lassen sich ventral im Bild identifizieren.Im SPECT-Scan
erkennt man eine inhomogen verteilte Aktivitdt im Magen. Die Nieren zeigen
eine hohe Aktivitat, mit dem Ausléschungsartefakt der Umgebung. Das
Pankreas wird von den Nieren Uberstrahlt und ist nicht einsehbar. Die SPECT-
Aufnahmen sind durch die hohe Aktivitdtsanreicherung in den Nieren mit einem

daraus resultierenden Ausléschungsartefakt eingeschrankt beurteilbar.
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3.4.1.2 Coronare Schnittfihrungen von MRT, SPECT, F  usion (t= 4h).
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Abb.5: Coronare Schnittfihrungen von MRT, SPECT, Fu  sion (t= 4h)

In Abbildung 5 sieht man den coronaren Schnitt einer MRT-Aufnahme, den
coronaren Schnitt einer SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen,
4h nach der Injektion von 18,5 MBq *"In-Exendin-4. Im MRT sind die Lunge,
Leber, Magen Milz, Niere und Pankreas deutlich zu erkennen. Die Lungen
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besitzen im SPECT-Scan eine hohe Aktivitdt und lassen sich gut darstellen.
Ebenfalls ist die Niere aufgrund der hohen Aktivitdt deutlich abgebildet. Wie
schon in den oben beschrieben Abbildungen entsteht um die Niere herum ein
Ausléschungsartefakt, welches das Pankreas teilweise Uberlagert. Das
Pankreas ist somit nur eingeschrankt beurteilbar. Im Magen ist ein erhdhte

Aktivitat nachweisbar, die allerdings nicht homogen verteilt ist.
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3.4.1.3 Sagittale SchnittfUhrungen von MRT, SPECT, Fusion (t= 4h).
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Abb.6: Sagittale SchnittfUhrungen von MRT, SPECT, F  usion (t= 4h)

In Abbildung 6 sieht man die sagittalen Schnitte einer MRT-Aufnahme, einer
SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der Injektion von
18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *!In. Im MRT sind die Lunge, Leber, Magen,
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Niere und Pankreas deutlich zu erkennen. Die Lunge besitzt in den SPECT-
Aufnahmen eine hohe Aktivitat und lasst sich gut darstellen. Die Niere ist
aufgrund der hohen Aktivitat deutlich abgebildet. Wie schon in den oben
beschrieben  Abbildungen entsteht um die Niere herum ein
Ausléschungsartefakt, welches das Pankreas teilweise Uberlagert. Man erkennt
in der MRT Aufnahme deutlich wie nah das Pankreas an die Niere heranreicht.
Im Magen ist eine erhdhte Aktivitat nachweisbar, die allerdings nicht homogen

in den Organen verteilt ist.

3.5 Beurteilung des Pankreas bei Wistar Unilever Ratten

In der Bildgebung war kein Unterschied zwischen diabetischen und nicht
diabetischen Tieren zu erkennen. Dies lag an der Uberstahlung des Pankreas
durch die hohe Nierenaktivitat. Grol3e Teile des Pankreas werden von dem
Ausloschungsartefakt Uberlagert und sind somit nicht darstellbar. Die
Betazellmasse des Pankreas von diabetischen und nicht diabetischen Ratten ist

aufgrund des Ausloschungsartefaktes nicht quantifizierbar.

3.6 GLP-1 Rezeptorimaging mit Multipinhole SPECT /

MRT an RiplTag2 Mausen
In diesen Studien wurden die RiplTag2 Mause (n=4) mit Exendin-4K40 DTPA

mit *"'In sowie Exendin-4K40 DTPA mit *™Tc markiert. Die Aufnahmen erfolgten
jeweils 4h nach der Injektion des jeweiligen Radiopharmakons in die
Schwanzvene.

Der verwendete RiplTag2 Mausstamm entwickelt nach ca. 13-20 Wochen
multiple Adenome des endokrinen Pankreas (Insulinome) und eignet sich daher
gut fur unsere bildgebende Diagnostik zur Darstellung GLP-1 exprimierender
Tumoren.

Bei den SPECT-Aufnahmen der RiplTag2 Mause wurde die Dualisotop-
Bildgebung durchgefuhrt. Bei dieser Bildgebung ist es mdglich, durch

Energiediskiminierung Aufnahmen eines Tieres zu durchzufuhren, welches
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zeitgleich mit ™ Tc (140keV +- 15%) markiertes Exendin4 und mit *In
(245keV +-15%) markiertes Exendin4 erhalten hat. Man ist dadurch in der Lage
unterschiedlich markierte Exendine zeitgleich zu untersuchen.

Um die Darstellung der Ergebnisse zu vereinfachen wird exemplarisch jeweils
eine RiplTag2 Maus in transversaler, coronarer und sagittaler Ebene fir
Exendin-4K40 DTPA mit *!In und Exendin-4K40 HYNIC mit **™Tc ausgefiihrt.

3.6.1 RiplTag2 Maus 1 markiert mit 18,5 MBq Exendin -4K40

DTPA mit *In, Aufnahmen 4h nach Injektion

3.6.1.1 Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPEC T, Fusion (t= 4h).
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Ruckenmark

Abb.7: Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPECT |, Fusion (t= 4h).

In Abbildung 7 sieht man die transversalen Schnitte einer MRT-Aufnahme, einer
SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der Injektion von
18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *"in.

Im MRT erkennt man sehr gut die Milz, das Pankreas, das Riuckenmark und die

Nieren. In der SPECT-Aufnahme erkennt man die hohe Aktivitat im Bereich der
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Nieren. Aufgrund dieser hohen Aktivitat ist es zu einem Ausléschungsartefakt in
der direkten Umgebung der Nieren gekommen. Diese Region ist dadurch nur
bedingt beurteilbar. Ventral der linken Niere sind 2zwei deutliche
Mehranreicherung im Pankreas zu erkennen. In der Fusion erkennt man, dass
die Regionen vermehrter Aktivitdt im Pankreas ein Korrelat im MRT besitzen.
Dies entspricht den Insulinomen, die bei den RiplTag2 Mausen ab der 13.
Woche entstehen. Die Insulinome besitzen an ihre Oberflache eine hohe Dichte
von GLP-1 Rezeptoren an die das verwendete Exendin-4K40 DTPA bindet.
Ventrolateral der rechten Niere befindet sich eine Mehranreicherung, im MRT
entspricht dieser Bereich der Leber, so dass hier von einer Metastase des

Insulinoms ausgegangen werden kann.
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3.6.1.2 Transversale Schnittfihrung von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h).
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Abb.8: Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPECT |, Fusion (t= 4h).
Wie Abbildung 8 nur mit einer guten Darstellung eines Insulinoms im zentralen
Pankreas, sowie im Pankreasschwanzbereich. Das Pankreas erscheint im MRT
durch die Tumorerkrankung vergrof3ert und verdickt. Die Raumforderung die im
MRT gut vom Pankreas abgrenzbar ist, ist auch im SPECT stark

aktivitatsanreichernd. In der Fusion zeigt sich eine Uberlagerung.
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3.6.1.3 Coronare Schnittflihrung von MRT, SPECT, Fus ion (t= 4h).
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Abb.9: Coronare Schnittfihrungen von MRT, SPECT, Fu  sion (t= 4h)
In Abbildung 9 sieht man die coronaren Schnitte einer MRT-Aufnahme, einer

SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der Injektion von
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18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *In. Im MRT erkennt man die Nieren,
kranial der Nieren das Pankreas mit zwei auffalligen Regionen. Im SPECT sind
diese beiden Regionen ebenfalls signalgebend. Dies spricht fur multiple
Adenome (Insulinome) der RiplTag2 Maus. Im Bereich des rechten
Leberlappens erkennt man im MRT ebenfalls eine auffallige Struktur, die
ebenfalls im SPECT eine vermehrte Aktivitat zeigt. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um eine Lebermetastase des bekannten Insulinoms. Weiterhin
sind die Lungenfligel im MRT gut zu erkennen und auch im SPECT zeigen
diese eine leichte Signalverstarkung. Der Magen ist im MRT im linken
Oberbauch zu erkennen, in der SPECT-Aufnahme sieht man in diesem Bereich
ebenfalls eine erhohte Aktivitat. In der SPECT-Aufnahme wird die sehr hohe
Aktivitat im Bereich der Nieren deutlich, die so hoch ist, dass es in der
unmittelbaren Umgebung zu einem Ausléschungsartefakt gekommen ist. Diese

Region ist dadurch nur bedingt beurteilbar.
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3.6.1.4 Sagittale Schnittfihrung von MRT, SPECT, Fu sion (t= 4h).
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Abb.10: Sagittale Schnittfihrungen von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h)

In Abbildung 10 sieht man die sagittalen Schnitte einer MRT-Aufnahme, einer
SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der Injektion von
18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *In. Im MRT erkennt man angedeutet die

linke Niere. Ventral der linken Niere ist das Insulinom im Pankreas als
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Raumforderung deutlich zu erkennen. In der SPECT-Aufnahme kommt es auch
in diesem Bereich zu einer deutlichen Signalaktivitat, die das Insulinom
aufgrund seiner hohen GLP-1 Rezeptorendichte bestatigt. Kranial des
Insulinoms ist eine weiter im SPECT stark signalgebende Struktur erkennbar. Im
MRT fallt in diesem Bereich eine Raumforderung auf, die am ehesten einer
Metastase des bekannten Insulinoms entspricht.

Im Bereich der linken Niere erkennt man eine sehr hohe Aktivitat. Teile des
Pankreas werden von dem Ausléschungsartefakt tberlagert und sind somit
nicht darstellbar.

Die Lunge ist auch in dieser Ebene mit einer erhdhten Aktivitat gut darstellbar.
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3.6.2 RiplTag2 Maus 2 markiert mit 18,5 MBq Exendin  -4K40
HYNIC mit *™Tc, Aufnahmen 4h nach Injektion

3.6.2.1 Transversale Schnittfihrung von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h).
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Abb. 11: Transversale SchnittfUhrungen von MRT, SPE  CT, Fusion (t= 4h)

In Abbildung 11 sieht man die transversalen Schnitt einer MRT-Aufnahme, einer
SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der Injektion von
18,5 MBq Exendin-4K40 HYNIC mit *™Tc. Im MRT erkennt man deutlich die
beiden Nieren. Diese sind auch im SPECT stark signalgebend, wie oben bereits
erwahnt. Ventrolateral der linken Niere zeigt sich deutlich die Raumforderung
im Pankreas, bei der es sich um ein Insulinom handelt. Deutlich wird dies auch
durch die hohe Aktivitat im SPECT in diesem Bereich.

Ventrolateral der rechten Niere kommt es ebenfalls zu einer Signalanreicherung
im SPECT, hierbei handelt es sich um eine Filialisierung des Insulinoms, das
Korrelat ist im MRT nicht sicher abzugrenzen.

In dieser Abbildung erkennt man deutlich die hohe Aktivitat im Bereich der
Nieren. Auffallend ist bei den Aufnahmen mit **"Tc, dass es nicht zu einem
Ausloschungsartefakt im Bereich der Nieren kommt und somit das Pankreas
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besser zu beurteilen ist. Ein Nachteil der *™Tc-Markierung ist allerdings eine
erhohte Hintergrundaktivitat, was insgesamt zu einer vermehrten Unscharfe der

Aufnahmen fuhrt.

3.6.2.2 Transversale Schnittfihrung von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h).
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Abb. 12: Transversale Schnittfihrungen von MRT, SPE  CT, Fusion (t= 4h)
Wie Abbildung 11 nur mit einer guten Darstellung eines Insulinoms im zentralen
Pankreas. Das Pankreas erscheint im MRT durch die Tumorerkrankung
vergrol3ert und verdickt. Die Raumforderung, die im MRT gut vom Pankreas
abgrenzbar ist, ist auch im SPECT stark aktivitdtsanreichernd. In der Fusion
zeigt sich dann die Ubereinstimmung. Wie auch schon in den Aufnahmen mit
Indium ist das Insulinom auch in der Markierung mit Technetium stark
aktivitatsanreichernd. Die erhdhte Aktivitat im Magen lasst sich im SPECT-Scan

ebenfalls gut darstellen.
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3.6.2.3 Coronare Schnittfihrungen von MRT, SPECT, F  usion (t= 4h).
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Abb. 13: Coronare Schnittfihrungen von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h)
In Abbildung 13 sieht man die transversalen Schnitte einer MRT-Aufnahme,
einer SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der

Injektion von 18,5 MBq Exendin-4K40 HYNIC mit **"Tc. Im MRT erkennt man
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deutlich die linke Niere. Diese ist auch im SPECT stark signalgebend. Kranial
der linken Niere erkennt man im MRT eine Raumforderung im Pankreas. Diese
Raumforderung ist auch im SPECT signalgebend, so dass hier von dem
bekannten Insulinom der RiplTag2 Maus ausgegangen werden kann. Weiter
kranial des Insulinoms erkennt man im SPECT zwei weitere etwas kleinere
signalreiche Strukturen, die als Metastasen gewertet werden konnen.

Auch bei diesen Aufnahmen erkennt man im SPECT ein Ausloschungsartefakt
um die Nieren herum, allerdings ist es nicht so stark ausgepragt wie bei den
Aufnahmen mit *In.

Des Weiteren erkennt man im SPECT-Scan eine Anreicherung im Bereich der

Lunge und des Magens.
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3.6.2.4 Sagittale SchnittfUhrungen von MRT, SPECT, Fusion (t= 4h).
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Abb. 14: Sagittale Schnittfhrungen von MRT, SPECT, Fusion (t= 4h)

In Abbildung 14 sieht man die transversalen Schnitte einer MRT-Aufnahme,
einer SPECT-Aufnahme und die Fusion beider Aufnahmen, 4h nach der
Injektion von 18,5 MBq Exendin-4K40 HYNIC mit **"Tc. Im MRT erkennt man
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deutlich die linke Niere. Diese ist auch im SPECT stark signalgebend. Im
sagittalen Schnittbild ist das Insulinom des Pankreas im MRT sehr gut zu
erkennen. Im SPECT-Scan zeigt es eine erhOhte Aktivitat. Die Lunge ist im MRT
ebenfalls gut zu erkennen und auch im SPECT st sie signalgebend. Auch bei
diesen Aufnahmen ist es nur zu einem geringen Ausléschungsartefakt der Niere

gekommen.
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3.6.2.5 Sagittale Schnittfihrungen von MRT, SPECT,  Fusion (t= 4h)
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Abb. 15: Sagittale Schnittfhrungen von MRT, SPECT, Fusion (t= 4h)
Wie Abbildung 14 nur mit einer guten Darstellung eines Insulinoms im zentralen
Pankreas. Kranial des Pankreas ist eine Aktivitatsanreicherung im Bereich des

Magens zu erkennen.
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4 Diskussion

Bei der Bildgebung mittels In marktiertem Exendin-4K40 DTPA und *™Tc
markiertem Exendin-4K40 HYNIC nutzt man das Prinzip des ,metabolic
trapping“. Nach der Internalisierung des Radiopeptides in die Zelle, kann das
Radiometall in der Zelle nur sehr limitiert weiter verstoffwechselt werden. Der
Radioisotop-Chelat-Komplex wird mangels Transporter sehr langsam aus der
Zelle freigesetzt. Das ™In markierte Exendin-4K40 DTPA und *°™Tc markierte
Exendin-4K40 HYNIC verbleiben zum grof3ten Teil in der Zelle und kbnnen mit
Hilfe von SPECT sichtbar gemacht werden. Dies fuhrt zu einer hohen target-to-
background ratio und einer hohen in vivo Sensitivitdt der Markierung (Gotthardt
et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde Exendin-4 mit DTPA gekoppelt, um es einer
M n-Markierung zuganglich zu machen. Die Vorteile von *In bestehen in der
relativ langen Halbwertszeit von 2,8 Tagen, sowie in der Markierung in einem
Schritt. Die lange Halbwertszeit erlaubt die Durchfihrung von Spataufnahmen.
Ein Nachteil des In besteht in den héheren Kosten und in der komplizierten
Logistik.

Zusatzlich wurde Exendin-4 mit HYNIC gekoppelt, um es mit %°*"Tc markieren
zu kénnen. Da HYNIC nur eine Bindungsstelle fir das Radiometall bereithélt,
wurden die weiteren freien Bindungsstellen mit den Coliganden Tricin oder
EDDA besetzt. *™Tc ist ein in der Nuklearmedizin weit verbreitetes Nuklid, da
es eine kurze Halbwertszeit von 6 Stunden besitzt. Ein weiterer Vorteil ist die
kostengunstige Herstellung sowie die besseren physikalischen Eigenschaften.
Ein Nachteil in der Verwendung von *™Tc die mehrschrittige und aufwendige
Markierung. Aufgrund der relativ kurzen Halbwertszeit ist bei **™Tc eine
schlechtere Backgroundclearance zu erwarten. Aus diesem Grund liegt in der

vorliegenden Arbeit der Fokus auf der Indiummarkierung.

Ziel dieser Arbeit war die in vivo Darstellung von GLP-1 Rezeptoren von
Nagetieren, mittels Fusion von SPECT-Aufnahmen von radiometallmarkierten
Nukliden mit MRT Bildern. Im Einzelnen wurden *!In markiertes Exendin-4K40
DTPA und *°™Tc markiertes Exendin-4K40 HYNIC eingesetzt. Unser Hauptziel
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war die Visualisierung von GLP-1 Rezeptor exprimierenden Geweben. Wir
versuchten daher mit dem GLP-1 Analogon Exedin-4, welches eine hohe
spezifische Bindung an GLP-1 Rezeptoren besitzt, Strukturen zu visualisieren,
die an ihrer Oberfliche GLP-1 Rezeptoren besitzen. Dazu gehdort unter
anderem das endokrine Pankreas. Ein weiteres Ziel war die Darstellung von
Insulinomen, die an ihrer Oberflache GLP-1 exprimieren. Des Weiteren
versuchten wir in unserer Arbeitsgruppe die Abnahme der Betazellmasse bei
diabetischen Tieren visuell sichtbar und messbar zu machen. Eine Aussage
Uber die absolute Betazellmasse in vivo ist zurzeit noch nicht mdglich, da es
bisher keinen spezifischen B-Zell-Tracer fir die molekulare Bildgebung gibt.

Bei allen Aufnahmen kam es zu einer sehr hohen Aktivitdt im Bereich der
Nieren. Dies liegt daran, dass Exendin-4K40 DTPA Uber die Niere
ausgeschieden wird und nach der Filtration Gber die Bowmann-Kapsel eine
Ruckresorbtion im Bereich des Tubulussystems erfolgt. Diese Ruckresorbtion
fuhrt dazu, das Exendin-4K40 DTPA in der Niere eingelagert wird (Melis et al.
2005; Kwekkeboom et al. 2005; Vegt et al. 2008). Dieser sehr hohe Uptake in
den Niere liel3 sich bei Gotthardt et al. in der Bioverteilung nachweisen
(Gotthardt et al. 2006).

4.1 Nierenuptake

Das grofRte Problem dieser Arbeit war das bereits mehrfach erwahnte
Ausloschungsartefakt. Dieses entstand aufgrund der erhdhten Nierenaktivitat
durch die vermehrte Aufnahme von In-111 Exendin-4K40 DTPA und *°"Tc
markierte Exendin-4K40 HYNIC. Die Aktivitat in der Niere war mit **!In so hoch,
dass es bei allen Aufnahmen zu einem Ausléschungsartefakte in der
unmittelbaren Umgebung der Nieren gekommen ist. Diese Tatsache vermindert
die Auswertbarkeit bezlglich des Pankreas, denn das Pankreas ist anatomisch
nahe an der Niere lokalisiert. Durch diese Uberlagerung ist es nur noch
eingeschréankt beurteilbar. Es fallt auf, dass das Ausléschungsartefakt in den
Aufnahmen bei denen *°™Tc verwendet wurde nicht so stark ausgepragt ist.
Dies liegt an den besseren physikalischen Eigenschaften von **™Tc, dafiir weist
9MTc aber eine hohere unspezifische Anreicherung im Gewebe auf. Diese
unspezifische Anreicherung fiihrt zu einer gewissen Unscharfe der Bilder.
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Hassan et al. beschrieben bereits 1999 Rezeptoren fur GLP-1 in den Tubuli der
Niere (Hassan et al., 1999). Doch die GLP-1 Rezeptoren kdnnen fur diesen
starken Uptake nicht alleine verantwortlich gemacht werden. Im Jahr 2006
konnten Gotthardt et al. zeigen, dass ein Uberschuss an kaltem Exendin-4
keine Veranderung im Nierenuptake erkennen lasst. Es kommt aber zu einem
Abfall des Uptakes bei den Rezeptorpositiven Organen (Gotthardt et al., 2006).
Der spezifische Uptake Uber den Rezeptor wird wahrscheinlich durch den
Uptake des reabsorbtiven Mechanismus Uberlagert. Eine weitere Mdglichkeit,
wie die hohe Aktivitdt in den Nieren zu erklaren wére, ist die Aufnahme von
Exendin-4 Gber den Megalin-Rezeptor. Dieser Mechanismus wurde bereits bei
dem Somatostationanalogon Octreotide beschrieben (De Jong et al., 2005;
Melis et al., 2005). Mit den Aminosauren Lysin und Arginin kann bei Octreotid
eine wirksame Nephroprotektion durchgefuhrt werden. Gotthardt et al. konnten
2007 an Wistar Ratten zeigen, dass die Nephroprotektion mit Lysin bei *In
markiertem Exendin unwirksam ist (Gotthardt et al., 2007). Gotthardt et al.
konnten weiterhin nachweisen, dass Polyglutaminsdure den Nierenuptake von
Exendin gering senkt, jedoch keine Auswirkung auf den Uptake von Octreotide
hat. Es scheint also zwei unterschiedliche Uptake-Mechanismen in der Niere fur
Octreotide und Exendin zu geben. Eine Blockierung beider Uptake-
Mechanismen gelang dieser Arbeitsgruppe mit Hilfe des Plasmaexpanders

Gelofusin.

4.2 Tiermodelle
Zur Durchfihrung der SPECT und MRT Aufnahmen wurden die Tiere, 4

Stunden nach der Injektion der radiometallmarkierten Nuklide in die
Schwanzvene, narkotisiert und anschlieend auf einer speziellen Vorrichtung
fixiert, um die absolute Immobilitat zu gewdahrleisten. Die SPECT Aufnahmen
wurden auf einer Siemens e.cam durchgefihrt und die MRT Aufnahmen wurden
mit einem 1,0 Tesla Scanner Magnetom Expert der Firma Siemens
durchgefiihrt. Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR) wurde
eine spezielle Kleintiermagnetspule benutzt. Die Fusion der MRT Daten mit
den SPECT Daten erfolgte an einer HERMES work station.

Wir untersuchten mit ™In marktiertem Exendin-4K40 DTPA und *™Tc
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markiertem Exendin-4K40 HYNIC C57BI/6NCrl Mause, Wistar Unilever Ratten
und RiplTag2 Mause. Die Abnahme der Betazellmasse bei diabetischen Tieren
konnte mit dieser Methode visuell nicht sichtbar und messbar gemacht werden.
Dies lag an der Uberstrahlung des Pankreas durch die hohe Aktivitat in den
Nieren. Das Pankreasgewebe konnte somit nicht mehr in seiner Gesamtheit
dargestellt werden und entzog sich dadurch der Auswertbarkeit. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass das Pankreas von Wistar Unilever Ratten
schlechter darstellbar ist als das Pankreas von Mausen. Als Ursache kann eine
geringere Betazellmasse bei Ratten angenommen werden. Gotthardt et al.
zeigten 2006, dass der relative Uptake pro Gramm Pankreasgewebe bei
Mausen hoher ist als bei Ratten. Dies lasst auf eine hohere Betazellmasse bei
Mausen schlieBen (Bock et al., 1999; Gotthard et al., 2006). Prinzipiell ist es
maoglich mit Hilfe von radiometallmarkierten Nukliden die Betazellmasse des
Pankreas in Kleintieren zu visualisieren, allerdings muss dazu die
Nierenaktivitat vermindert werden um die Uberstrahlung des Pankreas zu
reduzieren. Weitere Untersuchungen mussen hierzu in Zukunft durchgefihrt
werden und die Radiopharmaka mussen optimiert werden, um die Methode zu
verbessern.

Die Lungenfliigel waren bei den Ratten deutlicher zu erkennen. Gotthardt et al.
konnten zeigen, dass die Lunge von Ratten einen hoheren Uptake pro Gramm
Lungengewebe besitzt. (Gotthardt et al. 2006). Korner et al. konnten 2007
zeigen, dass die GLP-1 Dichte in der Lunge des menschlichen Korpers
niedriger zu sein scheint als bisher immer angenommen.

Die untersuchten RiplTag2 Mause sind ein Inzuchtstamm, der nach ca. 6
Wochen Veranderungen an der Beta-Zelle des Pankreas zeigt und nach ca. 13-
20 Wochen aufgrund der multiplen Adenome (Insulinome) hypoglykamisch wird
(Hanahan et al. 1985, Lyman et al. 2005, Crabtree et al. 2003). Dieser
Inzuchtstamm eignet sich sehr gut fur unsere Studien, da die Insulinome an
ihrer Oberflache eine sehr hohe Dichte an GLP-1 Rezeptoren besitzen. Diese
Rezeptorendichte ist besonders fir die SPECT Untersuchungen von
besonderem Interesse, da Exendin-4K40 DTPA spezifisch an den GLP-
Rezeptor bindet. Diese Tumoren konnten mit unserer Methode im Multipinhole
SPECT/MRT gut dargestellt werden. (Siehe Ergebnisse)
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Organe mit einem spezifischen
Uptake in der Biodistribution wie Pankreas, Lunge und Nieren, im SPECT
ebenfalls gut sichtbar sind (Gotthardt et al. 2006).

Nach den Daten der vorliegenden Arbeit erscheint eine Szintigraphie mit 'in
marktiertem Exendin-4K40 DTPA und *™Tc markiertem Exendin-4K40 HYNIC
als aussichtsreich zur Detektion von Tumoren die an ihrer Oberflache GLP-1
Rezeptoren exprimieren, wie Insulinome. Rezeptorexprimierende Organe und
Tumoren wurden von unserer Arbeitsgruppe erfolgreich in Ratten und Mausen
szintigraphisch nachgewiesen.

In der Zukunft kann diese neue Technologie zur Detektion und ggfs. Therapie
von Insulinomen, die eine hohe GLP-1 Rezeptorendichte besitzen, genutzt
werden. Weiter préklinische Studien missen jedoch noch durchgefiihrt werden,
um die Methode im Bezug auf den Nierenuptake zu verbessern und den
maoglichen  Nutzen fur den Menschen zu untersuchen. Bei der
Peptidrezeptorvermittelten Radiotherapie (PRRT) neuroendokriner Tumoren ist
ein niedriger Nierenuptake unerlasslich. Die Nephrotoxizitat ist das bisher
bedeutsamste Risiko der Behandlung und die Niere ist das dosislimitierende
Organ der PRRT.

Eine aus dieser Methode resultierende Therapie von Insulinomen z.B. durch
Radioligandentherapie ware fur die Zukunft winschenswert, aufgrund des
hohen Nierenuptakes und der daraus resultierenden  mdglichen

Nierenschadigung, ist dies zur Zeit noch nicht mdglich.

Ein groRBer Vorteil der in vivo SPECT Untersuchung im Gegensatz zur
Biodistribution besteht darin, dass die Labortiere mehrfach hintereinander
eingesetzt werden kdnnen. Sie mussen fir die Datenerhebung nicht getttet
werden. So ist es moglich longitudinale Studien Uber einen langeren Zeitraum
zu erstellen und den Verlauf einer Erkrankung an ein und demselben Tier Gber
einen langeren Zeitraum zu erforschen. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass
die Tiere auch unter differierenden Bedingungen untersucht werden kénnen. In
den Biodistributionsdaten dieser Arbeit, die von einer anderen Arbeitsgruppe
genutzt wurden, war der Anteil der renalen Aktivitdit sehr hoch. Da der

Nierenuptake, wie oben erlautert, nicht durch Lysin oder Arginin verringert
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werden kann, sollte hier nach neuen Madoglichkeiten einer Nierenprotektion

geforscht werden.

4.3 Ausblick

Insulinome sind meist gutartige, solitar vorkommende, neuroendokrine
Tumoren. Sie leiten sich von den pankreatischen Betazellen ab. Die Diagnostik
von neuroendokrinen Tumoren fordert nach den aktuellen Leitlinien einen
multimodalen Ansatz mit zeitaufwendigen und invasiven Methoden.

Prinzipiell sind mehrere klinische Anwendungsgebiete von GLP-1-Analoga
denkbar. Aufgrund des groRen GLP-1-Rezeptorenbesatzes von Insulinomen
konnte ein Forschungsschwerpunkt auf der pra- und intraoperativen Detektion,
sowie auf einer Radiopeptidtherapie von solchen Tumoren liegen.

GLP-1-Rezeptorszinitgraphie

Im August 2008 konnten Wild et. al mit Hilfe der GLP-1-Rezeptorszinitgraphie
okkulte Insulinome in zwei Patienten nachweisen. Diese Insulinome konnten
vorher durch konventionelle Methoden aufgrund ihrer geringen Grof3e nicht
oder nur unzureichend lokalisiert werden (Wild et al. 2008). Dies zeigt, dass die
GLP-1-Rezeptor-Szintigraphie eine neue, diagnostische Mdglichkeit darstellt
um kleine Insulinome mit einem maximalen Durchmesser von 1mm zu
lokalisieren, die sich der konventionellen Diagnostik entziehen. In Zukunft
konnten Patienten von einer neuen, sensitiven und nicht-invasiven Methode zur
Diagnostik von Insulinomen profitieren. Die bei anderen neuroendokrinen
Tumorerkrankungen etablierte Somatostatin-Rezeptorszintigraphie besitzt fur
die Diagnose von Insulinomen nur eine geringe Sensitivitat, da ca. 50% der
Insulinome keine Somatostatinrezeptoren der Subtypen 2 und 5 exprimieren.
Insulinome exprimieren jedoch zu einem hohen Prozentsatz GLP-1 Rezeptoren.
Dies kann man nutzen um die Insulinome mit Hilfe von GLP-1 bzw. GLP-1-
Analoga zu detektieren (Wild et al. 2006). Die Anforderungen fur eine klinische
Anwendung zur szintigraphischen Darstellung von Insulinomen, namlich hohe
Rezeptorendichte auf der Zielstruktur, eine hohe Affinitat des Liganden fir die
Rezeptorbindung, eine kurze bis mittlere Plasmahalbwertzeit, ein maximales

Tumor-to-background Verhaltnis und die Moglichkeit der radioaktiven
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Markierung werden von Exendin-4K40 DTPA und Exendin-4K40 HYNIC erfullt
(Mariani et al. 2006). Die GLP-1-Rezeptorszintigraphie mit diesen Peptiden
zeigt ein grol3es klinisches Potential fir das Auffinden von Insulinomen und
konnte so den Patienten praoperative, invasive Diagnostik ersparen und den
Chirurgen bei der genauen praoperativen Lokalisation unterstiitzen (Wild et al.
2006). Vielleicht sind auch andere Tumoren neuroendokriner Abstammung der
GLP-1-Rezeptorszintigraphie zugéanglich.

Es ist zurzeit noch wenig bekannt tber die Tumorarten, die GLP-1-Rezeptoren
exprimieren. Man konnte ein &hnliches Verteilungsmuster wie bei den
Somatostatinrezeptoren erwarten (Wild et al., 2006; Mariani et al. 2006).

Im Jahr 2003 konnten Reubi et al. zeigen, dass Insulinome und Gastrinome
GLP-1-Rezeptoren stark exprimieren. Aber auch eine grol3e Anzahl von der
Dunndarm- und Bronchialkarzinoiden zeigten eine GLP-1-Rezeptor Expression.
Etwa ein Drittel aller Dunndarmkazionide und mehr als ein Drittel aller
Bronchialkarzinoide exprimieren an ihrer Oberflache GLP-1-Rezeptoren (Reubi
et al., 2003). Neben den GLP-1-Rezeptoren werden von den verschiedenen
neuroendokrinen Tumoren unter anderem auch VIP-Rezeptoren, Somatostatin-
Rezeptoren, Bombesin-Rezeptoren und CCK-Rezeptoren exprimiert. In der
Zukunft ware ein Multirezeptortargeting mit der Kombination von z.B. GLP-1
und CCK,-Rezeptoren zum besseren Nachweis von Insulinomen oder GLP-1,
ssty, und GRP-Rezeptoren zum besseren Nachweis von Gastrinomen denkbar
(Reubi et al., 2003).

Betazellbildgebung

Als weitere Méglichkeit ist eine Betazellbildgebung mit GLP-1-Analoga denkbar.
Zur Bestimmung der Beta-Zellmasse des Pankreas war diese Methode in der
vorliegenden Arbeit aufgrund der hohen Nierenaktivitdit und der daraus
resultierenden Uberstrahlung des Pankreas, nicht geeignet. Erst wenn die
Problematik des hohen Nierenuptake geldst sein wird, wird es moglich sein, die
Methode im Kleintier zur Bestimmung der Betazellmasse anzuwenden.

Mit Hilfe der Betazellbildgebung konnten weitere Studien durchgefuhrt werden,
um die Entstehung des Diabetes mellitus im zeitlichen Verlauf besser zu

verstehen. Ein weiterer Nutzen der Betazellbildgebung koénnte in der
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Untersuchung der Betazellfunktion unter der Therapie mit Antidiabetika in
klinischen Studien sein. Auch eine engmaschige Uberwachung von
Risikopatienten oder eine individuelle Therapieanpassung aufgrund der
Betazellbildgebung sind denkbar. Die Betazellbildgebung kdnnte auch eine
wichtige Methode zur adéquaten Therapieiberwachung nach einer
Inselzelltransplantation werden. Hier kdénnte man eine Aussage Uber das
Anwachsen oder Absterben der Betazellen erwarten.

Simpson et al. beschrieben eine Betazellbildgebung mittels des
Radiopharmakons *C-DTBZ (Dihydrotetrabenazine). Diese Radiopharmakon
bindet an den vesikuldaren, monamindrgen Transporter 2 (VMAT-2). Dieser
Transporter wird auf der Betazelle exprimiert. Die Arbeitsgruppe um Simpson
konnte bei betadefizitairen Ratten gegentber den Kontrolltieren einen
verminderten Uptake im Pankreas nachweisen (Simpson et al. 2006).

Mit Hilfe von *F-DOPA konnte mittels PET erfolgreich ein Betazellimaging bei
der fokalen Form der Betazellhyperplasie durchgefiihrt werden, fur die diffuse
Form der Betazellhyperplasie ist diese Methode noch nicht geeignet (Otonkosi
et al. 2006; Ribeiro et al. 2005).

Radioligandentherapie

Bisher ist nur die chirurgische Therapie in der Insulinomtherapie kurativ. Ein
weiteres therapeutisches Konzept ist in der Radioligandentherapie zu sehen.
Als Markierungsvariante kann Exendin-4 an DOTA gekoppelt werden, um es
einer *"Lu- und *Y-Markierung zugénglich zu machen. Diese Nuklide
emittieren therapeutisch nutzbare [3-Strahlung mit einer Reichweite von 12mm
*%Y) bzw. 2mm (*'’Lu) im Gewebe.

Eine Radioligandentherapie analog zur Therapie mit Y- bzw. *"’Lu-DOTATOC
ist denkbar (Kwekkeboom et al.,, 2005). Da das endokrine Pankreas jedoch
ebenfalls eine hohe GLP-1-Rezeptorendichte aufweist, scheint eine
diabetogene Wirkung einer solchen Radiotherapie mdglich. Doch auch andere
Nebenwirkungen scheinen bei einer Radiopeptidtherapie mit GLP-1-Analoga
wahrscheinlich. Bei der Radiopeptidtherapie mit *°Y-DOTATOC wurde eine
Nephrotoxizitat beschrieben. Eine Knochenmarksdepression und eine
Lymphopenie sind ebenfalls aufgetreten (Cybulla et al, 2001). Der in dieser
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Arbeit nachgewiesene hohe Nierenuptake von Exendin-4K40 DTPA und
Exendin-4K40 HYNIC lasst bei einer Radioligandentherapie auch eine
Nierentoxizitat vermuten. Sicher kann auch die Madoglichkeit einer
Knochenmarksschéadigung nicht ausgeschlossen werden. Die Nephrotoxizitat
kann bei der Therapie mit *°Y-DOTATOC durch vorherige Infusionen mit D-Lysin
abgeschwacht werden, da die Aminosdure die tubuldre Bindung des
Pharmakons reduziert (Boerman et al. 2001). Wie oben beschrieben ist eine
wirksame Nephroprotektion bei GLP-1-Analoga noch nicht in ausreichendem
MalRe bekannt.

5 Schlussfolgerung

Im Kleintierversuch an Mausen und Ratten ist eine quantitative Bildgebung
aufgrund des hohen Nierenuptake noch nicht mdglich. Ob eine quantitative
Bildgebung beim Menschen maoglich ist wird sich in Zukunft zeigen. Aufgrund
der anatomisch bedingten gré3eren Abstande zwischen Nieren und Pankreas
besteht hier die Mdglichkeit, dass die Niere das Pankreas nicht so stark
Uberstrahlt. Bei der Insulinombildgebung haben Wild et al. bereits gezeigt, dass
diese Methode einsetzbar ist und es moglich ist okkulte Insulinome, die sich
bisher der Bildgebung entziehen, zu detektieren (Wild et al. 2008). Eine aus
dieser Methode resultierende Therapie von Insulinomen z.B. durch
Radioligandentherapie ware fur die Zukunft winschenswert, aufgrund des
hohen Nierenuptakes und der daraus resultierenden  madglichen

Nierenschadigung, ist dies zur Zeit noch nicht mdglich.

6 Zusammenfassung

Die Bauchspeicheldruse ist als Gesamtorgan mit bildgebenden Verfahren wie
Sonographie, MRT und Spiral-CT gut darstellbar. Der endokrine Anteil des
Pankreas entzieht sich allerdings der bildgebenden Diagnostik. Die nicht-
invasive Darstellung der B-Zellen ist somit von hoher wissenschaftlicher und

diagnostisch-klinischer Relevanz. Mit Hilfe der nicht-invasive Bildgebung kénnte
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man u. a. die Frage klaren, ob die Betazellmasse im frihen Stadium eines
Diabetes mellitus reduziert ist, kompensatorisch zunimmt und in welchem
Verhaltnis die Betzellfunktion zur Betazellmasse steht.

Die nicht invasive Darstellung scheiterte bisher vorrangig an der Verfugbarkeit
eines spezifischen B-Zell-Tracers fir die molekulare Bildgebung.

Auch fur die Diagnostik von neuroendokrinen Tumoren (z.B. Insulinomen) wére
eine in vivo Methode von grol3er Bedeutung. Insulinome sind meist gutartige,
solitdr vorkommende neuroendokrine Tumoren, die sich von den B-Zellen des
Pankreas ableiten. Der leitlinienkonforme, multimodale Ansatz zum Nachweis
von Insulinomen fordert zeitaufwendige und invasive Methoden. Aus diesem
Grund wirden Patienten von einer neuen, sensitiven und nicht-invasiven
Nachweismethode profitieren. Die Somatostatinrezeptorszintigraphie, die bei
anderen neuroendokrinen Tumoren etabliert ist, zeichnet sich bei Insulinomen
durch eine geringe Sensitivitat aus, da 50% der Insulinome keine Somatostatin-
Rezeptoren der Subtypen 2 und 5 exprimieren. Insulinome besitzen aber zu
einem hohen Prozentsatz GLP-1-Rezeptoren, daraus erschliel3t sich die
Moglichkeit sie mit GLP-1 oder GLP-1-Analoga zu detektieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels 'In markiertem Exendin-4K40 DTPA
und *™Tc markiertem Exendin-4K40 HYNIC versucht, die GLP-1 Rezeptoren in
betazelldefizitaren Diabetesmodellen an Nagern sowie in neuroendokrinen
Insulinomen in RiplTag2 Mausen nachzuweisen und zu visualisieren.
Desweiteren versuchten wir in unserer Arbeitsgruppe die Abnahme der

Betazellmasse bei diabetischen Tieren visuell sichtbar und messbar zu machen.

Wir untersuchten C57BI/6NCrl Mause, Wistar Unilever Ratten und RiplTag2
Méause. Die ersten beiden von uns untersuchten Tiermodelle (C57BI/6NCrl
Mause und Wistar Unilever Ratten) erhielten zur Induktion eines Diabetes
mellitus eine einmalige intravendse (i.v.) Injektion von 200mg/kg KG Alloxan
(ALX). 24h nach der Injektion von ALX lagen die Blutzuckerwerte uber
200mg/dl, so dass die Tiere als diabetisch angesehen wurden. Dann erhielt
jedes Tier 18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit *In, bzw. 18,5 MBq Exendin-
4K40 HYNIC mit ®™Tc. 4 Stunden nach der Injektion wurden die SPECT-
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Aufnahmen und die MRT-Aufnahmen durchgefihrt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Organe mit einem spezifischen
Uptake in der Biodistribution wie Pankreas, Lunge und Nieren, im SPECT
ebenfalls gut sichtbar sind. Die Abnahme der Betazellmasse sowohl bei
diabetischen C57BI/6NCrl Mausen als auch bei Wistar Unilever Ratten konnte
mit dieser Methode nicht visuell sichtbar und messbar gemacht werden. Dies
lag in beiden Tiermodellen vor allem an der Uberstrahlung des Pankreas durch
die hohe Aktivitat in den Nieren. Das Pankreasgewebe konnte somit nicht mehr
in seiner Gesamtheit dargestellt werden und entzog sich dadurch der
Auswertbarkeit.

Das dritte von uns untersuchte Tiermodell sind RiplTag2 Mause, ein
Inzuchtstamm, der nach ca. 13-20 Wochen multiple Insulinome ausbildet. Jedes
Tier erhielt 18,5 MBq Exendin-4K40 DTPA mit 'In, bzw. 18,5 MBq Exendin-
4K40 HYNIC mit **"Tc. 4 Stunden nach der Injektion wurden die SPECT-
Aufnahmen und die MRT-Aufnahmen durchgefihrt.

Die Insulinome konnten mit unserer Methode im Multipinhole SPECT/MRT gut
dargestellt werden. Nach den Daten der vorliegenden Arbeit erscheint eine
Szintigraphie mit *In markiertem Exendin-4K40 DTPA und **™Tc markiertem
Exendin-4K40 HYNIC als aussichtsreich zur Detektion von Tumoren die an ihrer
Oberflache GLP-1 Rezeptoren exprimieren.

Weitere préaklinische Studien missen jedoch durchgefuhrt werden, um die
Methode im Bezug auf den Nierenuptake zu verbessern und den mdglichen
Nutzen fiur den Menschen zu untersuchen. Eine aus dieser Methode
resultierende Therapie von Insulinomen z.B. durch Radioligandentherapie ware
fur die Zukunft denkbar. Ein weiterer Nutzen der Betazellbildgebung kdnnte in
der Untersuchung der Betazellfunktion bei diabetischen Patienten unter der
Therapie mit Antidiabetika in klinischen Studien sein. Auch eine engmaschige
Uberwachung von Risikopatienten oder eine individuelle Therapieanpassung
aufgrund der Betazellbildgebung sind in Zukunft denkbar, wenn die Problematik
des hohen Nierenuptake (z.B. durch Applikation geeigneter Pharmaka) gelost

ist.
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