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1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die radiochemische Synthese von
Lu-177 DOTATOC optimiert und der veranderte Uptake an AR42J-Zellen durch

die geanderte Peptidkonzentration untersucht.

Ausgehend von einer Lu-177 DOTATOC-Synthese mit 8 GBq Lu-177, welche
200 pg an DOTATOC verwendet hat und in einem Natriumascorbat /
Ascorbinsaurepuffer durchgefuhrt wurde, konnte die Synthese dahingehend
verbessert werden, dass fortan nur noch 20 ug Peptid flr die Zubereitung
bendtigt werden. AulRerdem wird die Synthese nun in einem
Natriumacetatpuffer durchgefuhrt wird. Bei allen folgenden Herstellungen

konnte so eine Ausbeute von 100% erreicht werden.

In den in vitro-Versuchen wurde der Uptake von Lu-177 DOTATOC und
Cu-64 DOTATOC an AR42J-Zellen bei verschiedenen Peptidkonzentrationen
untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von der
Konzentration des eingesetzten Peptides abhangt. Wird fur die gleiche Aktivitat
weniger Peptid eingesetzt, so steigt im Mittel der Uptake an den Zellen. Dies gilt
sowohl fur die Versuchsreihe mit Lu-177 DOTATOC, als auch fur die
Versuchsreihe mit Cu-64 DOTATOC. Das Uptakeverhalten erinnert stark an die

Adsorptionsisotherme von Langmuir.

In vivo, also im Patienten, zeigt die visuelle Auswertung der planaren
Ganzkorperszintigrafien anhand der Krenning-Skala zeigten Unterschiede der
Aufnahme in den Nieren oder Metastasen. Jedoch zeigt sich auch keine
Verschlechterung der Aufnahme, was die Synthese des Lu-177 DOTATOC,
durch den geringeren Peptideinsatz, ressourcenschonender macht.



In the present work, the radiochemical synthesis of Lu-177 DOTATOC has been
optimized and altered uptake by the modified peptide concentration has been
tested at AR42J cells.

Starting from a Lu-177 DOTATOC synthesis with 8 GBq Lu-177, which has
used 200 pyg DOTATOC in a sodium ascorbate / ascorbic acid buffer, the
preparation has been optimized, thus from now on only 20 pg peptide are
required. Furthermore the synthesis will be carried out in a sodium acetate

buffer. In all subsequent syntheses yields of 100% have been achieved.

In the experiments, the cell uptake of Lu-177 DOTATOC and Cu-64 DOTATOC
to AR42J cells at different peptide concentrations was analyzed. It has been
shown, that the uptake depends on the concentration of the peptide used. If
less peptide is used for the same activity, the mean uptake increases. This
applies both to the test series with Lu-177 DOTATOC, and for the series of
experiments with Cu-64 DOTATOC. The uptake behavior resembles the

adsorption isotherm of Langmuir.

The evaluation of the planar whole body scintigraphies on the Krenning scale
showed no differences in the uptake in the kidneys or metastases. However,
they also showed no decrease in the uptake, which tenders the synthesis of

Lu-177 DOTATOC more cost effective by the lower peptide use.



2 Einleitung

2.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius
A Aktivitat [A]=Bg=s"
Ao Wert Bezugsaktivitat zu einem bestimmten Zeitpunkt, bzw. einer

bestimmten Menge

A Angstrém, eine Langeneinheit 1A=10"m
A/D Analog/Digital

Bi-213 Bismut mit der Masse 213, ein Radionuklid

Bq Becquerel

bzw. beziehungsweise

C. a. Trager zugesetzt

CO, Kohlenstoffdioxid

Cu Kupfer

Cu-64 Kupfer mit der Masse 64, ein Radionuklid

DC Dunnschichtchromatographie

A Zerfallskonstante \]=s"

DNS Desoxyribonukleinsaure

DOTA Starker Komplexbildner flur zwei- und dreiwertige

Metallkationen

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure

DOTANOC Somatostatinanalogon mit dem Komplexbildner DOTA
DOTATATE Somatostatinanalogon mit dem Komplexbildner DOTA
DOTANOC Somatostatinanalogon mit dem Komplexbildner DOTA
DMSO Dimethylsulfoxid

DTPA Ein Komplexbildner, Diethylentriaminpentaessigsaure
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

F Fluor

F-18 Fluor mit der Masse 18, ein Radionuklid

FCS Fotales Kalberserum

FLT Fluor-3‘-Deoxy-3'-L-Fluorthymidin

GBq Gigabecquerel



GC

HPLC
ICso

min
I

mi
mm
Mm
pmol
n

N

Na

n. c. a.
NEC
NET
ng

Nal
Nal(TI)
Ni-64

Gaschromatographie

Stunden

Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Inhibierungskonzentration; Konzentration, bei der der
Rezeptor zu 50% inhibiert wird

Indium

Indium mit der Masse 111, ein Radionuklid

Linearer Energie Transfer

Lutetium

Lutetium mit der Masse 176, ein primordiales Nuklid

Lutetium mit der Masse 177, ein Radionuklid

mol

Molaritat [M] = -
Miliabsorptionseinheiten, eine Festlegung zur Bestimmung
von Peakflachen

Megabecquerel

Mikrogramm

Milligramm

Minuten

Mikroliter

Milliliter

Milimeter

Mikrometer

Mikromol

Stoffmenge [n] = mol
Teilchenanzahl

Avogadro Konstante

Na = 6,022 - 10 mol™

kein Trager zugesetzt

Neuroendokrine Karzinome

Neuroendokrine Tumore

Nanogramm

Natriumiodid

Mit Thallium dotierter Natriumiodidkristall

Nickel mit der Masse 64, ein stabiles Nuklid



nM
nm
NODAGA

NODAGANOC
NP HPLC
PBS

pH

pmol
Po-213
PRRT

PS

RNS

RP HPLC
RP18

rpm

RPMI 1640
SEV

SST

SSTR

T1/2

TK,
Tl

u

uv
Vis
WHO

Y-90
Yb-176
[x]

Nanomolar
Nanometer
Starker

Metallkationen

Komplexbildner fuar zwei- und dreiwertige
1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsaure-4,7-diessigsaure
Somatostatinanalogon mit dem Komplexbildner NODAGA
Normalphasenchromatographie

Phosphatpuffer

pH-Wert, ein Mal} flr die Aciditat einer Lésung

Pikomol

Polonium mit der Masse 213, ein Radionuklid
Peptid-Rezeptor-Radionuklidtherpie

Polystyrol

Ribonukleinsaure

Umkehrphasenchromatographie
Umkehrphasenchromatographie, bei der das Kieselgel mit
einem 18 Kohlenstoffatomen langem Alkylrest
funktionalisiert wurde

Umdrehungen pro Minute (der Zentrifuge)

Spezielles Medium zur Zucht von Zellen
Sekundarelektronenvervielfacher

Somatostatin

Somatostatinrezeptor

Halbwertszeit

Thymidinkinase 1

Thallium

Unit = Einheit

Ultraviolett

Visuelles Spektrum
Weltgesundheitsorganisation

Yttrium

Yttrium mit der Masse 90, ein Radionuklid
Ytterbium mit der Masse 176, ein stabiles Nuklid

Einheit von x



2.2 Neuroendokrine Tumoren

2.2.1 Allgemeines

Neuroendokrine Tumoren (NET) sind eine seltene Tumorerkrankung, welche in
den letzten Jahren bis Jahrzehnten aber an Haufigkeit zugenommen haben. Die
durchschnittliche Haufigkeit liegt bei etwa 5,3 Diagnosen pro Jahr auf
100.000 Einwohner. (Rinke & Arnold, 2014) Im Jahr 1973 lag diese Zahl noch
bei 1,1 Diagnosen auf 100.000 Einwohner und Jahr. NETs sind in allen
Altersgruppen ab 5 Jahren zu finden, wobei die Anzahl an Erkrankungen, wie
bei vielen Tumorarten, mit dem Alter zunimmt. (Bodei, Mueller-Brand, Pavel,
Baum, Hoérsch, & Zankun, 2013)

Fir die Nuklearmedizin, also fir eine Radiopeptiddiagnostik und -therapie,
spielen die neuroendokrinen Tumoren des Differenzierungsgrades G1 und G2,
nach WHO Kilassifikation aus dem Jahr 2010, eine Rolle, da diese gut
differenziert sind und den Somatostatinrezeptor des Subtyps 2 exprimieren.
Somatostatinanaloga, wie DOTATOC, binden spezifisch an diesen Rezeptor
und somit kdnnen radioaktiv markierte Somatostatinanaloga zur Diagnostik und
auch zur Therapie eingesetzt werden. Neuroendokrine Tumore des
Differenzierungsgrades G3 sind hoch proliferativ und schlecht differenziert.
Diese Tumoren eignen sich in der Regel nicht mehr fir eine PRRT. Die
Nomenklatur der Tumore gibt vor, dass nur hochdifferenzierte Tumore, also
diejenigen nach WHO Kilassifikation des Differenzierungsgrades G1 und G2 als
neuroendokrine Tumore bezeichnet werden. Schlecht differenzierte Tumore,
nach WHO Kilassifikation des Differenzierungsgrades G3, werden als
neuroendokrine Karzinome NEC bezeichnet. (Rinke & Arnold, 2014) (Bodei,
Mueller-Brand, Pavel, Baum, Horsch, & Zankun, 2013)

Zur Diagnostik hoch proliferativer Tumore, nicht ausschlie3lich neuroendokriner
Tumore, kénnte sich F-18-Fluor-3‘-Deoxy-3‘-L-Fluorthymidin (F-18-FLT) als
hilfreich erweisen. F-18-FLT ist ein Thymidin-Analogon, welches in der Zelle
durch die Thymidinkinase 1 (TK;) phosphorilliert, aber nicht mehr in die RNS
aufgenommen wird. Da die DNS-Synthesen in schnellwachsenden Tumoren

deutlich schneller ablaufen, als in gesunden Zellen, wird folglich mehr F-18-FLT



in diesen Zellen aufgenommen. (Been, Suurmeijer, Cobben, Jager, Hoekstra, &
Elsinga, 2004) (Chen, et al., 2005)

2.2.2 Radionukliddiagnostik und -therapie neuroendokriner Tumoren

Die nuklearmedizinische Diagnostik neuroendokriner Tumoren verbreitete sich
vor allem nach der Zulassung von [In-11 1-DTPA°]-octreotid, welches unter dem
Handelsnamen Octreoscan© kommerziell vertrieben wird. Ebenfalls in den
1990er Jahren startete die Therapie neuroendokriner Tumoren mit [In-111-
DTPAO]-octreotid, welches in Aktivitaten von bis zu 20 GBq und mehr appliziert
wurde. Im gesamten Therapiezyklus konnten so bis zu 100 GBq an kumulierter
Aktivitat zusammenkommen. (Kwekkeboom, et al., 2010) (Bodei, Mueller-
Brand, Pavel, Baum, Horsch, & Zankun, 2013)

Die Therapieoption mit In-111 wurde jedoch schnell von der Mdglichkeit der
Therapie mit Y-90 DOTATOC abgeldst. Hierbei wurde nicht nur das
Radionuklid, sondern auch der Chelator, sowie die funktionelle Gruppe
geandert. Die erste Therapie mit Y-90 DOTATOC wurde 1996 in Basel
durchgefuhrt. Spater kam auch die Option der Therapie mit Lu-177 DOTATOC
hinzu. Der Vorteil von Lu-177 liegt in der geringeren Beta-Energie, die
Betateilchen besitzen somit eine geringere Eindringtiefe in umliegendes
Gewebe, was auch die Nieren- und Knochenmarkstoxizitat herabsetzt. Y-90
kann allerdings noch bei grofden, gut speichernden Tumoren verwendet
werden, denn durch die hochenergetische Betastrahlung wird viel Dosis im
Tumor deponiert. Lu-177 ist im Moment das Radionuklid der Wahl fir eine
PRRT. Bei allen Therapien ist die Niere oft das dosislimitierende Organ, daher
muss vor einer Therapie die Funktionsfahigkeit der Niere, zum Beispiel Uber
eine Szintigraphie und eine Sammelurinmessung uberpruft werden. Wahrend
der Therapie muss eine Nierenschutzinfusion mit einer Lysin/Arginin-Lésung
durchgefuhrt werden, dies hilft die Nephrotoxizitdt zu verringern. Der Erfolg
einer Therapie hangt unter anderem auch von dem Rezeptorbesatz der
Lasionen ab. (Bodei, Mueller-Brand, Pavel, Baum, Hoérsch, & Zankun, 2013)
(Rinke & Arnold, 2014) (Kwekkeboom, et al., 2010)



Besitzt ein Tumor viele sst2-Rezeptoren, kann er folglich auch mehr Peptid
speichern, was wiederum die Dosis erhoht, wenn viel des aufgenommenen

Peptids radioaktiv markiert ist.

2.2.3 Probleme der Standard Radionuklidtherapie

Es ist etabliert, dass sowohl bei der Diagnostik, als auch bei der Therapie
neuroendokriner Tumoren, Standardmengen an Peptid und Radioaktivitat
verwendet werden. So lasst sich auch weiterhin noch eine eingesetzte Menge
von 7,4 GBq Lu-177 in der Literatur finden. (Bodei, Mueller-Brand, Pavel,
Baum, Horsch, & Zankun, 2013) (Rinke & Arnold, 2014) Aber auch hinsichtlich
der eingesetzten Peptidmenge gibt es keine einheitliche Vorgehensweise.
Allerdings kdnnen auch schon Arbeiten gefunden werden, die zeigen, dass es
einen Einfluss auf die Wirkung hat, wenn unterschiedliche Peptidmengen
eingesetzt werden. (Velikyan, et al., 2010) (Kletting, et al.,, 2012) Jedoch ist
jeder Patient einzigartig, genau wie jeder Tumor einzigartig ist. Es ist unmoglich
ohne genauere Untersuchung festzustellen, ob 7,4 GBq Lu-177 fur eine
Therapie zu wenig, ausreichend und vertretbar oder aber schon uberdosiert
sind. Der Aktivitatsermittiung zur Bestimmung der Zieldosis, bei gleichzeitigem
Augenmerk auf die kritischen Organe muss mehr Aufmerksamkeit gewidmet
werden. Bei einem stark speichernden Tumor kdnnte durchaus mehr Aktivitat
appliziert werden, ohne dass dadurch die Niere starker belastet werden wurde,
da durch die erhéhte Aufnahme des Somatostatinanalogons im Tumor, weniger
Aktivitat in die Niere gelangen kénnte. Aus diesem Grund sollte also Uberlegt
werden, ob man nicht vor dem Start der Radionuklidtherapie, zumindest eine
partielle Dosimetrie durchfihrt, um die Aktivitatsverteilung im Korper
nachvollziehen zu konnen und anhand dieser Daten die zu applizierende
Aktivitat bestimmt. Es konnte durchaus sein, dass so bei einigen Patienten, eine
grélkere Dosis in den Lasionen deponiert werden konnte, als es mit der
Standardaktivitdt der Fall gewesen ware. Setzt man dies nun noch in
Zusammenhang mit der Peptidmenge, kdnnten sich deutliche Unterschiede in

der Biodistribution und somit der Dosis im Korper ergeben.



2.2.4 \Wahl der verschiedenen Somatostatinanaloga

Damit eine Diagnostik, bzw. eine Therapie von neuroendokrinen Tumoren in
Betracht gezogen werden kann, muss das verwendete Peptid eine hohe
Affinitdt zu den Rezeptoren aufweisen, welche zur Diagnostik, bzw. zur
Therapie herangezogen werden. Fur die neuroendokrinen Tumoren ist das der
Somatostatinrezeptor des Subtyps 2. (Reubi, Waser, Schaer, & Laissue, 2001)
Einige Tumoren exprimieren auch den Somatostatinrezeptor des Subtyps 1,
jedoch gibt es bis heute kein Peptid, welches mit Radioaktivitat markierbar ist
und an diesen Rezeptor bindet. (Reubi, Waser, Schaer, & Laissue, 2001)
(Kwekkeboom, et al, 2010) Wenige Tumoren bilden auch den
Somatostatinrezeptor des Subtyps 5 aus. Einige sst2-positiven Tumoren bilden
gleichzeitig auch den sst5-Rezeptor aus, aber auch Tumore mit sst3-
Rezeptoren sind bekannt. (Reubi, Waser, Schaer, & Laissue, 2001) (Rinke &
Arnold, 2014) Erforderlich zur Diagnostik und Therapie der Tumoren ware ein
Peptid, welches sowohl eine hohe Affinitat, am besten zu allen 5 Rezeptoren
aufweist, als auch mit radioaktiven Substanzen markierbar ist. Das nattrliche
Somatostatin 28 besitzt eine sehr gute Affinitat zu allen Rezeptorsubtypen,
allerdings hat es eine in vivo Halbwertszeit von nur wenigen Minuten, wodurch
es unmoaglich ist, dieses Peptid zur Diagnostik oder gar zur Therapie zu
verwenden. (Bogdanov Jr. & Licha, 2005) (Rinke & Arnold, 2014)

In Abbildung 1 sind die heute gebrauchlichsten Peptide zur Darstellung der

Somatostatinrezeptoren, insbesondere des Subtyps 2 gezeigt.
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Abbildung 1: Strukturen und Unterschiede der gebrauchlichsten Somatostatinanaloga, hier markiert mit
Gallium. (Velikyan, 2014)

Nun stellt sich die Frage, welches der Peptide zur Diagnostik und Therapie
eingesetzt werden sollte. Der ICso Wert von Y-DOTATATE zu den sst2-
Rezeptoren betragt 1,6+0,4 nM, wohingegen der IC5y Wert von Y-DOTATOC zu
den sst2 Rezeptoren 11+1,7 nM betragt. (Bogdanov Jr. & Licha, 2005) (Reubi,
Waser, Schaer, & Laissue, 2001) Rein von den in vitro-Werten wirde man zu
DOTATATE tendieren, jedoch zeigen Arbeiten (Poeppel, et al., 2011), dass der
Uptake von DOTATOC in den Metastasen hoher ist, als der Uptake von
DOTATATE. Eine Erklarung konnte hier die deutlich hdhere Affinitat von
DOTATOC zu den sst3 und sst5-Rezeptoren sein (SSTR3 389+135 nM, SSTR5
114+29 nM fir Y-DOTATOC und SSTR3 > 1000 nM, SSTR5 185+50 nM fur
Y-DOTATATE). (Bogdanov Jr. & Licha, 2005) (Reubi, Waser, Schaer, &
Laissue, 2001) Denn einige Tumoren bilden neben dem sst2-Rezeptor,
zumindest im geringen Malde, auch die Somatostatinrezeptoren der Subtypen
3 und 5 aus.

In Tumoren mit wenig sst5-Rezeptoren, aber deutlich Uberexprimierten sst2-
Rezeptoren zeigt jedoch DOTATATE einen hoheren Tumoruptake als
DOTATOC. Jedoch ist auch der Nierenuptake fir DOTATATE hdher.
(Wehrmann, Senftleben, Zachert, Miller, & Baum, 2007) (Esser, et al., 2006)

Letztlich kann man sagen, dass es keinen signifikanten Unterschied in der
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Verwendung von DOTATOC und DOTATATE gibt. (Forrer, et al., 2004) Es ist
wohl eine Frage der eigenen Erfahrung, fur welches der beiden Peptide man
sich entscheidet.

Ein weiteres verfugbares Somatostatinanalogon ist DOTANOC. Dieses besitzt
in vitro sehr gute Affinitaten zu den Somatostatinrezeptorsubtypen 2; 3 und 5
und relativ gute Affinitdt zu dem Somatostatinrezeptorsubtyp 4. Die ICso Werte
betragen fur In—DOTANOC—[1-NaI3] am SSTR2 2,9+0,1 nM, am SSTR3 812 nM,
am SSTR4 227+18 nM, am SSTR5 11,2+3,5 nM. (Bogdanov Jr. & Licha, 2005)
Auch eine Arbeit von Damian Wild bestatigt die besseren
Diagnostikeigenschaften von DOTANOC. Es zeigt sich, dass mit
Ga-68 DOTANOC mehr Metastasen, als mit Ga-68 DOTATATE gefunden
werden und dass das Tumor zu Hintergrundverhaltnis, au3er in Lymphknoten
und im Knochen, mindestens gleich, in vielen Fallen aber héher ist. (Wild, et al.,
2013)

Eine in vitro-Studie zeigt, dass DOTANOC einen hoheren Uptake im
Nierengewebe hat als DOTATATE, daneben wird jedoch auch dargelegt, dass
diese Ergebnisse in vivo nicht reproduzierbar sind und der Nierenuptake bei
DOTANOC sogar geringer ist. (Cihlo, Melicharova, Petrik, Laznickova, &
Laznicek, 2008) Eine weitere Arbeit bestatigt diese Aussage, dass die Lu-177
markierten Peptide DOTATATE und DOTANOC, mit Ausnahme der
Ganzkorperdosis, keine signifikanten Unterschiede in den Dosen aufweisen. In
einer vergleichenden Dosimetrie waren die Dosen fur normales Gewebe, die
Nieren, die Leber und die Metastasen vergleichbar gewesen. (Wehrmann,
Senftleben, Zachert, Miller, & Baum, 2007)

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es keine einschlagige
Meinung zur Wahl des ,richtigen® Somatostatinanalogons gibt. Alle drei hier
diskutierten Peptide haben Vor- und Nachteile.

Sinnvoll ware es tumorspezifisch das, fur diesen Patienten, geeignete Peptid zu
verwenden. Bei Patienten, bei denen ausschlieldlich sst2-Rezeptoren
Uberexprimiert werden, ware DOTATATE vorzuziehen. Bei einem Tumor,
welcher sowohl SSTR2 und SSTRS ausbildet, erzielt DOTATOC bessere
Ergebnisse als DOTATATE. Bildet ein Tumor in einem geringeren Male sst2-
Rezeptoren aus, besitzt aber dafir sst3-5 Rezeptoren, kann DOTANOC das
beste Peptid fir diese Fragestellung sein.
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Theoretisch ware anhand der Diagnose des Patienten und der Literatur zu

entscheiden, welcher Tumor im Allgemeinen welche Rezeptoren ausbildet und

welches Peptid man fur den jeweiligen Fall verwenden mochte, was aber zur

Folge haben kdnnte, dass manche Metastasen oder Tumore nicht, oder nur

schlecht diagnostiziert und therapiert werden konnten.

2.3 Methodik

2.3.1 Die AR42J-Zelllinie

FUr die hier durchgefuhrten Versuche wurde die AR42J-Zelllinie verwendet.

Diese Zelllinie, welche aus der Bauchspeicheldrise einer Ratte stammt,

exprimiert den, fur diese Arbeit wichtigen, Somatostatinrezeptor des Subtyps 2.
(Gonzalez, Santofimia-Castafio, & Salido, 2011) (Topp, 2008)

2.3.2 Verwendete Materialien

Fotales Kalberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin
Phosphatpuffer (PBS)

RPMI 1640 Medium mit Glutamin
Trypsin/EDTA-LOsung
6-Loch-Platten

Pipetten 2-50 mi
Zentrifugenréhrchen
Zellkulturflaschen Standard
AR42J-Zelllinie

Biochrom
Biochrom
Biochrom
Biochrom
Biochrom
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

aus unserem Lagerbestand
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Das Zellmedium wurde aus einer vollen Flasche RPMI 1640, unter Zusatz von

55 ml FCS und 5,5 ml Penicillin/Streptomycin, hergestellt, sodass die

Endkonzentration von FCS 10 % und von Penicillin/Streptomycin 100 % betrug.

2.3.3 Zichten der Zellen

Die Zellen wurden in flussigem Stickstoff gelagert und in das Zellkulturlabor
uberfuhrt. Das Kryovial wurde 5 Minuten im Brutschrank inkubiert und
anschlieBend in ein Zentrifugenréhrchen mit 10 ml Medium gegeben. Das
Roéhrchen wurde nun 5 Minuten bei 900 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Die
Zellen wurden nun in eine kleine Gewebekulturflasche gegeben und im
Brutschrank inkubiert. Das Wachstum der Zellen wurde taglich unter dem
Mikroskop beurteilt. Nach einigen Tagen konnte ein deutliches Wachstum
beobachtet werden, sodass die Zellen in einer grolien Gewebekulturflasche mit

30 ml Medium ausgesat wurden.

Die Zellen wurden nach der Aussaat etwa 7-10 Tage in der grofl3en
Gewebekulturflasche in 30 ml RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS und 100 %
Penicillin/Streptomycin gezlchtet. Das Medium wurde nach einer Woche
gewechselt. Nach 7-10 Tagen Wachstum wurden etwa 90% der Zellen fur einen

wissenschaftlichen Versuch und der Rest der Zellen fir eine neue Aussaat

verwendet. Die Zellen wurden in einer Atmosphare von 5 % CO; gezlchtet.

2.3.4 Passagieren der Zellen

Da die Zellen standiger Proliferation unterliegen, missen diese regelmafig
ausgedunnt werden. Dazu wurde das Medium in der Flasche abgesaugt und
die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Die Waschlosung wurde ebenfalls
verworfen. Die Zellen wurden nun mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lésung beimpft und
die Zellkulturflasche 3 Minuten inkubiert. AnschlieRend konnten die Zellen mit
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Hilfe von 10 ml Medium und dem Druck eines Pipettenstrahls vom Boden gelost
werden. Die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen gegeben und bei
900 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet mit 10 ml frischem Medium resuspendiert. Die Zellen konnten nun in

der gewunschten Verdinnung wieder neu ausgesat werden.

2.3.5 Kryokonservierung der Zellen

Die Zellen wurden zur Bevorratung und zur Vorbeugung von Kontaminationen,
zur Konservierung eingefroren. Dafur wurde das Medium einer Flasche
abgesaugt, der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen und die Waschlésung
ebenfalls abgesaugt. Es wurden 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung auf den Zellrasen
gegeben und die Zellkulturfalsche 3 Minuten inkubiert. Mit 10 ml Medium und
dem Druck des Pipettenstrahls konnten die Zellen vom Boden der Flasche
geldst werden. Sie wurden in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 5 Minuten
bei 900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
1,5 ml Einfriermedium (FCS mit einem Anteil von 5 % DMSO) aufgenommen

und in ein Kryovial UberfiUhrt. Das Vial wurde in einen speziellen
. . . °C
Einfriercontainer (zur Temperaturabsenkung von 1 — wurde Isopropanol

verwendet) gegeben und im -80°C Tiefklhlschrank tber Nacht eingefroren. Am
Morgen wurde das Vial in eine Kryobox gegeben und weiterhin bei -80°C

gelagert.

2.4 High Performance Liguid Chromatoqgraphy (HPLC)

Bei der Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) handelt es sich um
ein chromatographisches Verfahren, welches verschiedene Stoffe auf Grund
ihrer unterschiedlichen Lipophilie, bzw. unterschiedlicher Struktur auftrennt. Mit
der HPLC sind Substanzen nicht nur identifizierbar sondern auch

quantifizierbar.

14



2.4.1 Aufbau einer HPLC Anlage

Der Grundaufbau einer HPLC besteht aus einem Losungsmitteldegaser, einer
Pumpe (hier kann man zwischen Hochdruck- und Niederdruckgradientenpumpe
unterscheiden), dem Injektionsventil, der Trennsaule und dem Detektor oder

den Detektoren.

In Abbildung 2 ist der generelle Aufbau eines HPLC-Systems gezeigt. Als
weiterer Detektor wurde bei dem, in dieser Arbeit verwendeten HPLC-Systems,

noch ein Radioaktivitatsdetektor eingesetzt.
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1,2: Laufmittel-Reservoirs; 3: Laufmittelentgasung und Gradientenmischung;
4: Pumpe(n) mit 5: Druckaufnehmer; 6: Injektionsventil, 7. SGulenthermostat;
8: Trennscule; 9: Detektor; 10, 11: Auswertesystem (A/D-Wandler mit Controller)

Abbildung 2: Aufbau eines HPLC Systems. (Martin, 2008)

2.4.2 Funktionsweise einer HPLC

Die Trennung der Analyten erfolgt in der Trennsaule der HPLC. Die Saule ist
mit einer stationaren Phase gepackt, hier unterscheidet man zwischen
Normalphasenchromatographie (NPC) (die Packung besteht aus einem
Kieselgel), Umkehrphasenchromatographie (RPC) (die Packung besteht aus
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funktionalisiertem Kieselgel, in der Mehrheit der Falle ist das Kieselgel mit
Alkanen funktionalisiert) und GréRenausschlusschromatographie. Daneben gibt
es noch weitere Trennarten, welche eine kleinere Rolle spielen. Die Mehrheit
aller Trennungen wird mit RP-HPLC durchgefihrt.

Abbildung 3 zeigt den Aufbau von Kieselgel und veranschaulicht die Struktur

der stationaren Phase nach der Funktionalisierung.

Struktur von
Kieselgel:

H-Briicke

Siloxan- _..--HO
bindung HO \

geminale
Silanolgruppen

vicinale
Silanolgruppen

OH
OH —

isolierte
Silanolgruppen

HO  oH

\

OH
/

Funktionalisierung:

R=
-C,gH;-, Octadecyl
CH 18M37,
~ | |3 | C|H 3 -CgH;, Phenyl
St + C—Si-R —— Si_ si—R  -(CH,),CN, Cyanoethyl
OH ClH o ! -CH,COOH, Carboxymethyl
3 CH;  .CH,NH,, Aminomethyl
50 A
4.91 pmol/m’
0A-

Abbildung 3: Struktur und Funktionalisierung von Kieselgel. (Martin, 2008)
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In der RP-HPLC ist die stationare Phase, je nach Funktionalisierung, sehr
unpolar. Das bedeutet, dass unpolare Analyten stark an die stationare Phase
adsorbieren und daher langer fur die Elution bendtigen als polare Analyten. Die
Elutionskraft eines Laufmittels bestimmt sich nach der Polaritat der stationaren
Phase. Wird eine RP-Saule verwendet, dann besitzen unpolare Laufmittel (wie
Hexan) eine hohe Elutionskraft, wahrend polare Laufmittel (wie Wasser) eine
sehr geringe Elutionskraft besitzen. Bei der NP-HPLC ist dies genau
umgekehrt.

Durch die geringe PartikelgroRe der Packung einer Trennsaule, ergibt sich eine
hohe Packungsdichte und damit verbunden eine hohe Trennleistung, allerdings
ergibt sich durch die dichte Packung auch ein groRer Gegendruck, welcher nur
von einer Hochdruckpumpe uberwunden werden kann. Je nach verwendeter
Saule kdnnen Gegendricke von Uber 100 bar entstehen. Abbildung 4 zeigt den

Anschluss einer Saule an ein HPLC-System.

Kapillare

[ J— Zollverschraubung

Reduzierstiick

Strémungs-

verteiler — Fritte

Fassung fiir Fritte

2 teiliger Klemmring
Schneidring

Sdulenrohr

Abbildung 4: Aufbau und Anschluss einer HPLC Saule. (Martin, 2008)
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Durch diese hohen Drlicke in der Anlage, ist auch eine direkte Injektion des
Analyten auf die Saule (wie in der GC) nicht moglich. Daher ist die Verwendung
eines Injektionsventils unabdingbar. Im Injektionsventil gibt es zwei Kreislaufe,
einer verbunden mit einer Probenschleife, der andere flr die Verbindung der
Pumpe mit der Trennsaule. Zunachst gibt man die Probe auf die
Probenschleife, danach schaltet man das Ventil durch Drehung um, sodass nun
der Pumpenkreislauf durch die Probenschleife auf die Saule geleitet wird. In

Abbildung 5 ist der Aufbau einer Probenschleife grafisch dargestellt.

7
Probenschleife — @: R N

Ladestellung Injektionsstellung ?}f \/

Uberfauf

Probenvorratsschleife

Abbildung 5: Aufbau und Funktionsweise einer Probenschleife. (Martin, 2008)

Die eigentliche Trennung der Analyten erfolgt nun auf der Trennsaule. Durch
die unterschiedliche Lipophilie der Analyten adsorbieren diese mehr oder
weniger stark auf der stationaren Phase. Die Trennung beruht auf einem
Wechselspiel zwischen Adsorption und Desorption des Analyten an der
stationaren Phase.
Besitzt der Analyt eine hohe Affinitat zur stationaren Phase, wird er aus der
mobilen Phase schnell an die stationare Phase adsorbieren. Die mobile Phase
wird den Analyten wieder von der stationaren Phase desorbieren und mit dem
Laufmittelfluss transportieren. Da aber der Analyt eine hohe Affinitat zur
stationaren Phase besitzt, wird dieser wieder schnell an die stationare Phase
18



adsorbieren. Dieses Spiel vollzieht sich sehr oft, ein Analyt mit hoher Affinitat
zur stationaren Phase braucht demzufolge lange um von der Trennsaule eluiert
zu werden.

Handelt es sich nun um einen Analyten mit geringer Affinitat zur stationaren
Phase, wird dieser weniger oft an die stationare Phase adsorbieren und sich
langer in der mobilen Phase aufhalten. Er wird also 6fter mit dem Laufmittelfluss
transportiert und wird somit folglich auch friher von der Saule eluiert. In
Abbildung 6 ist ein Beispielchromatogramm gezeigt. Es handelt sich hierbei um
die Trennung verschiedener Phenole auf einer RP18-Saule. Es ist zu erkennen,
dass sowohl die Stellungsisomere, als auch die Phenole mit verschiedenen

Substituenten sauber getrennt wurden.
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Abbildung 6: Beispielchromatogramm fiir die Trennung verschiedener Phenole auf einer RP18 Saule.
(Martin, 2008)

FUr die Fragestellung dieser Arbeit, ist die Abtrennung von freiem, also
unkomplexiertem Radiometall, und Lu-177 DOTATOC, bzw. Cu-64 DOTATOC
von Noten. Es wurde eine RP18-Sdule verwendet, was bedeutet, dass die
stationare Phase unpolar ist und somit polare Analyten, wie das Radiometall,
kaum Retention zeigen. DOTATOC verbleibt Idnger auf der Saule, sodass hier
das Radiometall deutlich vor dem DOTATOC von der Saule eluiert wird.
Zur Detektion der Analyten wird, wie auch hier, in der Vielzahl der eingesetzten
Systeme ein UV-Vis Detektor verwendet. Er misst die Extinktion des Analyten
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beim Durchlauf durch die Detektionszelle. Im Detektor ist eine Deuteriumlampe
installiert, deren Licht durch einen Monochromator auf eine bestimmte
Wellenlange eingestellt werden kann. Dieses monochromatische Licht
durchleuchtet die Durchflusszelle und wird von einer Photodiode aufgefangen,
welche der einfallenden Lichtstarke entsprechend ein Signal ausgibt.
Durchflie3t nun ein Analyt die Zelle, welcher das Licht der jeweiligen
Wellenlange absorbiert, so trifft weniger Intensitat auf die Diode, was zu einem
Abfall des Signals flhrt. Dieser Abfall ist proportional zur Konzentration des
Analyten, was eine quantitative Auswertung ermoglicht. Abbildung 7 zeigt den
Aufbau eines UV-Vis Detektors.

Spalt Quarzoptik

Strahlteiler phaotodiade

Abbildung 7: Aufbau eines UV-Vis Detektors. (Martin, 2008)

Da in dieser Arbeit mit radioaktiven Substanzen umgegangen wurde, und freies
Metall unter Umstanden keine UV Absorption besitzt, bzw. in solch geringen
Konzentrationen vorliegt, dass eine Detektion mittel UV-Vis Detektor nicht

moglich ist, wurde zusatzlich ein Radioaktivitatsdetektor verwendet.
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2.4.3 Beschreibung des verwendetes HPLC-Systems

Vakuum Degaser S7515 Syknm

Pumpe 525 Biotek Instruments
Injektionsventil 7725i Rheodyne

UV-Vis Detektor 535 Biotek Instruments
Flow Scintillation Analyzer 500TR Packard

Saule Nucleosil C18; 250x4,6 mm; 5 um Partikelgroflie Macherey-Nagel

2.5 Der Gammacounter

2.5.1 Verwendetes System

Cobra Il Auto-Gamma Packard
Zahlrohrchen PS Sarstedt

2.5.2 Aufbau und Funktionsweise

Der Gammacounter besteht aus einem Natriumiodideinkristall, welcher mit
Thallium(l)-lonen dotiert ist, einer Photokathode, einem Sekundarelektronen-
vervielfacher (SEV), einer Sammelanode und der Auswerteeinheit.

Der Aufbau eines Nal(Tl)-Szintillationsdetektors ist in Abbildung 8

wiedergegeben.
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Abbildung 8: Aufbau eines Nal(Tl)-Szintillationsdetektors. (Krieger, 2013)

Die Detektion der Gammaquanten funktioniert wie folgt:

Zunachst trifft ein Gammaquant auf den Nal(Tl)-Kristall, dieses Quant erzeugt
nun, seiner Energie entsprechend, eine gewisse Menge Photonen der
maximalen Wellenlange von 410 nm.

Die ausgesendeten Lichtblitze (daher der Name ,Szintillationsdetektor) treffen
nun auf eine Photokathode und schlagen dort Elektronen heraus.

Die Elektronen werden zu einer Kaskade von Dynoden hin beschleunigt, in
welcher sich der Strom von Dynode zu Dynode verstarkt. Im Anschluss an den
SEV wird an der Sammelanode der abgezogene Strom gemessen. Dieser ist
proportional zur ursprunglich eingefallenen Gammaenergie. Daher ist eine
Energieauflosung mittels eines Nal(Tl)-Detektors moglich. (Krieger, 2013)
Abbildung 9: Aufbau eines SEV. zeigt den Aufbau eines SEV.
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Abbildung 9: Aufbau eines SEV. (Krieger, 2013)

2.6 Die Auswertung planarer Ganzkorperszintigrafien anhand der

Krenning-Skala

Um die Aufnahme des Somatostatinanalogons im Koérper vergleichen zu
kénnen, kann man die so genannte Krenning-Skala verwenden.

Diese geht auf Eric Krenning zuruck, welcher die Einteilung am Erasmus
Medical Center in Rotterdam entwickelt hat. (Hofman, Lau, & Hicks, 2015)

Die Krenning Skala verwendet die Zahlenwerte von Null bis Vier um den Uptake
im betrachteten Gewebe, im Vergleich zur Aufnahme des Somatostatin-

analogons in Leber oder Milz, zu beschreiben. Dabei gilt:

0 = keine Aufnahme

1 = sehr geringe Aufnahme

2 = geringere oder gleichwertige Aufnahme wie Leber
3 = hohere Aufnahme als Leber

4 = hohere Aufnahme als Milz

Der Vergleich des Uptakes mit Leber und Milz eignet sich besonders, da diese

beiden Organe einen sehr hohen Uptake von Somatostatinanaloga zeigen. Der
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Uptake der Milz Ubertrifft hierbei noch den Uptake der Leber. Mit Hilfe dieser
Einteilung kann die Aufnahme des Radiopharmazeutikums verglichen werden.
(Hofman, Lau, & Hicks, 2015)

2.7 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Lu-177 DOTATOC-Synthese, im Hinblick auf
Material- und Zeiteinsatz zu optimieren und die veranderte Bioverteilung durch
Senkung der Peptidmenge in der Zellkultur zu untersuchen.

Es liegt die Vermutung nahe, dass wenn die Peptidmenge, welche bei der
Synthese verwendet wird, reduziert wird, dies den Uptake des Peptids im
Tumor, bzw. den Metastasen signifikant erhoht. Die Hypothese grindet auf der
Tatsache, dass ein bestimmter Tumor immer eine bestimmte Peptidmenge
aufnehmen kann. Waren nun nur 10% des eingesetzten Peptids radioaktiv
markiert, kdnnte auch nur 10% des, vom Tumor aufgenommenen Peptids,
radioaktiv markiert sein und folglich die gewunschte Dosis deponieren. Wird
nun der Anteil an radioaktiv markiertem Peptid erhdht, zum Beispiel durch
Senkung der Menge an insgesamt eigesetztem Peptid bei der Synthese, so ist
der, vom Tumor aufgenommene Anteil an radioaktivem Peptid, deutlich hdher.
Ein weiteres Problem des Einsatzes hoher Peptidmengen besteht darin, dass
Rezeptoren an Tumoren und Metastasen auch vollstandig besetzt sein konnen.
Somit stehen keine weiteren Rezeptoren zur Aufnahme von weiterem Peptid
zur Verfigung. Senkt man nun die Menge an Peptid, nimmt auch das Risiko
eines gesattigten Rezeptors ab, sodass die effektive Menge an
aufgenommenem Peptid erhdht wird.

Abbildung 10 zeigt eine Langmuir Adsorptionsisotherme. Diese beschreibt die
Beladung eines Sorbents durch einen Sorbaten. Der Sorbat ist in dieser Arbeit
das (radioaktive) Peptid, der Sorbent die sst2-Rezeptoren.
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Abbildung 10: Darstellung einer Langmuir Adsorptionsisothermen. (Kohimann & Huber, 2007)

Im Bereich geringer Konzentrationen an Peptid, besteht ein nahezu linearer
Zusammenhang zwischen Beladung der Rezeptoren und der Konzentration des
Peptids, wahrend mit zunehmender Konzentration die Beladung,
verstandlicherweise, nicht mehr linear zunimmt, sondern gegen ein Maximum
tendiert. Dieses Maximum ist die vollstandige Belegung aller Rezeptoren eines
Tumors. Wird nun also weniger Peptid eingesetzt, konnte man erwarten, dass
die effektive Menge an aufgenommenem Peptid wachst, sofern vor der
Peptidreduktion schon im Sattigungsbereich gearbeitet wurde. Dies ware vor
allem bei kleineren Tumoren und Tumoren mit einem geringen Rezeptorbesatz
der Fall.
Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass durch die Peptidreduktion und die
gesteigerte Aufnahme des Peptids im Tumor, weniger Peptid fir einen
Nierenuptake zur VerflUgung steht und somit, bei gleicher oder gar hdherer
Dosis im Tumor, eine geringere Dosis der Niere erreicht werden konnte.
Der veranderte Uptake des Peptids soll in dieser Arbeit an AR42J-Zellen
untersucht werden, indem die gleiche Aktivitat an Lu-177 DOTATOC und
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Cu-64 DOTATOC mit jeweils unterschiedlicher Menge an Peptid auf die Zellen

gegeben werden und der jeweilige Uptake bestimmt wird.

Um die gewonnen Erkenntnisse der Zellversuche besser einordnen zu konnen,
werden retrospektiv planare Ganzkdrperszintigrafien von Patienten nach dem
ersten Zyklus einer Lu-177 DOTATOC-Therapie anhand der Krenning Skala
ausgewertet. Hierbei wird auf ein Patientenkollektiv aus dem Jahre 2012
zurtckgegriffen, bei dem der Peptideinsatz pro Therapie bei 240 ug DOTATOC
lag und auf ein Kollektiv aus dem Jahr 2016, bei dem 40 ug DOTATOC pro
Therapie eingesetzt wurde. Die Aktivitat, welche den Patienten appliziert wurde,

blieb gleich.
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3 Ergebnisse

3.1 Verwendete Materialien

Acetonitril fur HPLC Roth

Cu-64 Universitat Tubingen

Kieselgelplatten Merck

DOTATOC Bachem

Gentisinsaure Sigma-Aldrich

Lu-177 n. c. a. ITG Garching

Natriumacetat Sigma-Aldrich

Milli-Q Wasser Milli-Q Direct 8 Anlage von Merck Millipore

3.2 Die Lu-177 DOTATOC Synthese

Zu Beginn der Arbeit wurde die Zubereitung von Lu-177 DOTATOC nach einer
ubernommenen Synthesevorschrift durchgefliihrt. (Behé, 2012)

Diese sah vor, dass 200 bis 250 ug DOTATOC verwendet werden und die
Synthese in einem Natriumascorbat/Ascorbinsaurepuffer durchfihrt wird. Doch
mit dieser Spezifikation konnte keine Komplexierung beobachtet werden.
Vermutlich stort das Ascorbat die Komplexierung entweder durch Bildung eines
Ascorbatkomplexes oder der pH-Wert der Losung ist zu niedrig gewesen,
sodass die Carboxyl- und Aminogruppen des Komplexbildners protoniert
vorlagen.

Daher wurde der Puffer fir die Reaktion auf einen Natriumacetatpuffer
getauscht und Gentisinsaure als Radikalfanger eingeftihrt.

Nun wurden 4 mg Gentisinsaure in 250 pl eines 0,5 M Natriumacetatpuffers in
einem Eppendorfgefald gelést. Zu diesem wurden anschlieBend 200 ug
DOTATOC pipettiert und die Losung anschlieliend in das Lu-177 Vial Gberfuhrt.
Das Eppendorfgefald wurde mit weiteren 250 ul Puffer gespuilt und die
Spullésung wurde ebenfalls in das Lu-177 Vial Gberfuhrt.
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Das Vial wurde nun 22 Minuten bei 106°C auf dem Trockenkocher inkubiert.
Nach der Abkuhlung wurde eine kleine Menge der Zubereitung mit einer Spritze
fur die Qualitatskontrolle entnommen.

Dieses Vorgehen wurde unabhangig vom verwendeten Lutetium und

unabhangig von der verwendeten Aktivitat angewandt.

Lutetium-177 besitzt eine Halbwertszeit von 6,647 Tagen (Magill, Pfennig,
Dreher, & Soti, 2012). Nach der Formel:

A=A-N (Formel 1)
ergibt sich bei einer Aktivitat von 8 GBq und einer Zerfallskonstante von:

A=® (Formel 2)
Ty,
In (2)
T 5743015

=1,207 - 10° s’

fur die Anzahl an radioaktiven Lutetiumatomen also:

N=é—Liq_l=6,628 . 10'°
A 1,207 - 10~°s
Nach:
n=-> (Formel 3)
Na

ergibt sich eine Stoffmenge an radioaktivem Lutetium-177 von:

6,628 - 105 .
=2———-=1,1-10°mol = 11 nmol

DOTATOC besitzt eine molare Masse von 1421 % und somit kdnnte bei einem

Einsatz von 15,6 uyg DOTATOC eine 1:1 Komplexierung erreicht werden.
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Da das Lutetium fiir diese Arbeit ohne Trager' produziert wurde, ist einzig das
Zerfallsprodukt von Lutetium-177, Hafnium, als potentielles Stérion vorhanden.
Allerdings haben Breeman et al. (Breeman, de Jong, Visser, Erion, & Krenning,
2003) in ihrer Arbeit gezeigt, dass Hafnium, als vierwertiges Kation, keinen
Effekt auf die Komplexierung von Lutetium hat.

In weiteren Versuchen wurde daher erforscht, wie weit sich die Peptidmenge
reduzieren lasst, ohne dass freies Lutetium im fertigen Radiopharmakon
vorhanden ist. Es wurde in den Synthesen sukzessive weniger Peptid
eingesetzt, bis schlielllich eine Peptidmenge von 20 ug erreicht worden ist, bei
der die radiochemische Ausbeute nach wie vor 100 % betrug.

Die Qualitatskontrolle wurde mit zwei verschiedenen Methoden durchgeflhrt.
Zum einen Uber HPLC mit einer RP-C18-Saule und einer isokratischen

Laufmittelzusammensetzung von 68 % Wasser und 32 % Acetonitril mit einem
Zusatz von 0,1 % Phosphorsaure. Die Flussrate betrug 1 mil; Bei diesem

Aufbau kann im Radioaktivitatsdetektor freies Lutetium-177 bei 2,5 Minuten,
Lutetium-177 gebunden als Lu-177 DOTATOC bei 3,5 Minuten detektiert
werden.

Die Abbildung 11 und Abbildung 12 zeigen die Chromatogramme einmal mit
ausschlie3lich freiem Lutetium-177 (Abbildung 11) und einmal mit einer Probe
aus 8 GBq Lu-177 und 20 yg DOTATOC (Abbildung 12). Wie zu erkennen ist,
kann bei der Lu-177 DOTATOC-Probe kein freies Lutetium-177 nachgewiesen
werden. Somit kann fur alle Synthesen mit 8 GBq Lu-177 nur 20 ug DOTATOC,

statt der bisher verwendeten 200 ug verwendet werden.

' Ohne Trager bedeutet, dass das Lutetium-177 ohne weitere Kationen in der Ldsung vorliegt.
Bei einer getragerten Losung handelt es sich um eine, welcher noch weitere Kationen, meist
vom selben Element, aber unterschiedlichen Isotopen, zugesetzt wurden, bzw.
produktionsbedingt vorhanden sind.
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Abbildung 11: HPLC Probe mit ausschlieBlich freiem Lutetium-177.
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Abbildung 12: HPLC Probe mit 8 GBq Lutetium-177 und 20 ug DOTATOC.
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Als zweite Qualitdtskontrolle wurde eine DC Uber Kieselgel mit 0,1 M
Natriumcitratlosung bei pH 5,5 als Laufmittel durchgefuhrt.

Lu-177 DOTATOC verbleibt auf der Startlinie, wahrend freies Lutetium-177 mit
der Laufmittelfront wandert. Bei dieser Kontrolle wurden Ausbeuten zwischen
98 und 100 % festgestellt.

3.3 Bestimmung des peptidabhangigen Uptakes

Zur Bestimmung des peptidabhangigen Uptakes wurden zunachst die AR42J-
Zellen in vier grolen Gewebekulturflaschen gezilchtet.

Am Tag der Bestimmung des Uptakes wurden drei 6-Loch Platten vorbereitet,
indem in alle sechs Locher jeweils 4 ml Medium gegeben wurde. Jeweils drei
der sechs Locher wurden zur Bestimmung des Uptakes verwendet, die anderen
drei Lécher wurden mit 200-fachem Uberschuss an DOTATOC geblockt.

Die Zellen in den vier Gewebekulturflaschen wurden zusammen in ein grol3es
Zentrifugenrohrchen gegeben, bei 900 rpm 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Danach wurden die Zellen in 20 ml Medium resuspendiert
und jeweils 1 ml der Zellsuspension in je ein Loch der 6-Loch Platten gegeben.
Der Rest der Zellsuspension wurde fur eine Zellzahlung verwendet. Es wurde
darauf geachtet dass die Konzentration der Zellen in jedem Versuch bei ca.
400.000 Zellen pro ml lag. Alle hier vorgestellten Ergebnisse sind
zellzahlkorrigiert.

Das radioaktiv markierte Peptid wurde fur die verschiedenen Versuchsteile, mit

unterschiedlichen Peptidkonzentrationen hergestellt. Far Lu-177 DOTATOC
kamen Konzentrationen von 2 5 0 3, 75 n‘g 5, O 012 5 und 25,7 ngq

zum Einsatz, bei dem Versuchsteil mit Cu-64 DOTATOC kamen

Konzentrationen von 50 150 ; 25,0 — MBq und 50, 0 Peptld zum

Einsatz.
Zum Start des Versuches wurde nun in alle Lécher der Platten jeweils circa
1 MBq der DOTATOC Lo6sung piepettiert. Die Zellen wurden anschlielRend im

Brutschrank 1; 2 und 24 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen
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abpipettiert, in 6 Zentrifugenréhrchen gegeben und bei 900 rpm 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen anschlieRend mit
5 ml PBS gewaschen, damit das Peptid, welches nicht spezifisch an den sst2-
Rezeptor gebunden war, abgespult werden konnte. Es wurde bei der
Uptakebestimmung also nur das DOTATOC erfasst, welches spezifisch am
sst2-Rezeptor gebunden war, bzw. das Peptid, welches bereits internalisiert
war. Die Zellen wurden wieder bei 900 rpm 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in ein Gammazahlrohr berfiihrt. Alle
6 Zellproben wurden nun mit einem Leerwert und einem Ao Wert, welcher aus
1 MBq der DOTATOC-L6sung bestand, am Gammacounter gemessen.

Der Uptake wurde mit folgender Formel berechnet

Zahlrate Zellen — Leerwert

Uptake = (Formel 4)

Ao Wert — Leerwert
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3.3.1 Bestimmung mit Lu-177 DOTATOC

Die Versuchsreihe mit Lu-177 DOTATOC wurde, wie oben beschrieben, in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Dabei wurde in jeder Versuchsreihe auch
der Uptake durch einen 200-fachen Uberschuss an nichtmarkiertem DOTATOC
geblockt.

Die Ergebnisse der Versuchsreihen mit unterschiedlichen Peptid-
konzentrationen sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgefihrt. Alle dargestellten

Ergebnisse sind zellzahlkorrigiert.

Tabelle 1: Ergebnisse der Uptakeversuche mit Lu-177 DOTATOC.

Peptid pro MBq Uptake nach 1h Uptake nach 2h Uptake nach 24h

(ng) (%) (%) (%)

2,5 15,82 (0,37) 22,29 (0,27) 42,40 (0,53)
3,75 11,86 (0,96) 17,64 (1,36) 39,50 (1,57)
5,0 11,32 (0,17) 17,45 (0,53) 36,84 (1,62)
12,5 12,06 (0,55) 18,80 (1,26) 32,94 (1,57)
25,7 10,21 (0,45) 15,18 (0,21) 34,48 (0,38)

Tabelle 2: Ergebnisse der Uptakeversuche mit Lu-177 DOTATOC und 200-fachem Uberschuss an
DOTATOC als Block.

Peptid pro MBq Uptake nach 1h Uptake nach 2h Uptake nach 24h

(ng) (%) (%) (%)

2,5 11,70 (0,13) 14,79 (0,43) 22,50 (0,54)
3,75 4,89 (0,22) 5,75 (0,03) 9,01 (0,17)
5,0 1,52 (0,18) 1,89 (0,05) 3,45 (0,14)
12,5 0,52 (0,07) 0,60 (0,04) 1,40 (0,04)
25,7 0,51 (0,07) 0,54 (0,05) 1,06 (0,01)
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In  Abbildung 13 und Abbildung 14 sind die Ergebnisse der

Uptakebestimmungen graphisch aufgetragen.

45 -
ng
o] |25,
- ng
| |—.375
ng
% |EE507,,
30 - - 12,5 ng/MBq
i ng
< 55 ] [EB257 ",
‘_q;; i
s 20 4
i<t
)

1 h Inkubation 2 h Inkubation 24 h Inkubation

Abbildung 13: Ergebnisse der Uptakebestimmung ohne Block.
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Abbildung 14: Ergebnisse der Uptakebestimmung mit Block.

In den Abbildungen ist zu erkennen, dass der Uptake mit der Konzentration des
Peptids direkt zusammenhangt. Steht mehr unmarkiertes Peptid zur Verfligung,
kann folglich auch mehr unmarkiertes Peptid an den Rezeptor gebunden

werden.

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 15 bis Abbildung 19) sind die
Ergebnisse mit den verschiedenen Peptidkonzentrationen jeweils getrennt

voneinander aufgetragen.

45 45
2,5 r‘g/MEq ohne Block I 3,75 "g/MEq ohne Block
40 | 2,5, mit Block 1 |[E=3,75"/,,,, mit Block
354 35 4
30 4 30 4
R 25+ L 254
Y ©
E 20 :‘g 20 4
Qo [=%
S 5] > 151
104 10
5 5
0+ 0 T T 1
1 h Inkubation 2 h Inkubation 24 h Inkubation 1 h Inkubation 2 h Inkubation 24 h Inkubation
Abbildung 15: Uptakebestimmung mit einer Abbildung 16: Uptakebestimmung mit einer
Peptidkonzentration von 2,5 ng pro MBq. Peptidkonzentration von 3,75 ng pro MBq.
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Abbildung 17: Uptakebestimmung mit einer
Peptidkonzentration von 5,0 ng pro MBq.
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Abbildung 19: Uptakebestimmung mit einer
Peptidkonzentration von 25,7 ng pro MBq.

I 12,5/, ohne Block

304 |[E212,5 ng/MBq mit Block
25
20
151
10

54
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1 h Inkubation 2h Inkubation 24 h Inkubation

Abbildung 18: Uptakebestimmung mit einer
Peptidkonzentration von 12,5 ng pro MBgq.

Es ergibt sich ein 54,5% hoherer Uptake bei der Bestimmung ohne Block im

Vergleich der verschiedenen Peptidkonzentrationen bei einer Inkubationszeit

von einer Stunde, wahrend sich bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden ein

28,7% hoherer Uptake fir die Bestimmung ohne Block feststellen liel3.

Betrachtet man die Ergebnisse, welche von der Uptakebestimmung mit Block

herrihren, ergibt sich fur die Bestimmung mit 2,5 ng DOTATOC pro MBq

Lu-177 im Vergleich zu der Bestimmung mit einer Peptidkonzentration von

25,7 ;—;1 sogar eine Erhdhung um das fast 23fache. Bei einer Inkubationszeit

von 24 Stunden ist der Uptake der geringsten Peptidkonzentration immer noch

um das 21,2fache hoher, als bei der hdchsten Peptidkonzentration.
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In Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die Faktoren aufgelistet, um welche sich der
Uptake bei den verschiedenen Inkubationszeiten, im Vergleich zu einer

Peptidkonzentration von 25,7 ;—;, erhoht.

Tabelle 3: Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu der Peptidkonzentration von 25,7 ng pro MBq fir die
Bestimmung mit Lu-177 DOTATOC ohne Block.

Peptid pro MBq Faktor der Er- Faktor der Er- Faktor der Er-
(ng) héhung nach 1h héhung nach 2h héhung nach 24h
25 1,55 (0,40) 1,47 (0,34) 1,23 (0,21)
3,75 1,16 (0,24) 1,16 (0,21) 1,15 (0,17)
5,0 1,11 (0,15) 1,15 (0,17) 1,07 (0,11)
12,5 1,18 (0,23) 1,24 (0,25) 0,96 (0,11)
25,7 1,00 (0,08) 1,00 (0,03) 1,00 (0,02)

Tabelle 4: Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu der Peptidkonzentration von 25,7 ng pro MBq fir die
Bestimmung mit Lu-177 DOTATOC mit Block.

Peptid pro MBq Faktor der Er- Faktor der Er- Faktor der Er-
(ng) héhung nach 1h hohung nach 2h hohung nach 24h
2,5 22,94 (0,96) 27,39 (0,97) 21,23 (0,95)
3,75 9,59 (0,91) 10,65 (0,92) 8,50 (0,89)
5,0 2,98 (0,74) 3,50 (0,75) 3,25 (0,71)
12,5 1,02 (0,25) 1,11 (0,23) 1,31 (0,27)
25,7 1,00 (0,24) 1,00 (0,17) 1,00 (0,02)

In allen Spalten ist zu erkennen, dass der Uptake sich stark erhéht, wenn die
Peptidkonzentration verringert wird. In der Uptakebestimmung mit Block fallt die

Erhdhung sogar um einiges deutlicher aus.
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Abbildung 20 zeigt diesen Zustand grafisch flr die Versuchsreiche ohne Block.
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Abbildung 20: Faktoren der Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu einer Peptidkonzentration von
25,7 ng pro MBq ohne Block.

Es ist zu erkennen, dass bei einer Inkubationszeit von einer Stunde die grofite
Erhdhung des Uptakes erfolgt. Diese Erh6hung nimmt bis zur Inkubationszeit
von 24 Stunden ab. Der Trend, dass sich bei einer geringeren
Peptidkonzentration der Uptake an den Zellen erhoht, bleibt hiervon aber
ungebrochen.

Eine Reduktion der Peptidkonzentration auf ein Zehntel, verzehnfacht jedoch
nicht den Uptake. Dies war auch nicht zwangslaufig zu erwarten, da die
Langmuir Adsorptionsisotherme im linearen Bereich keine Gerade mit der
Steigung eins aufweisen muss. In diesem Bereich kann jede beliebige
Steigung, abhangig von der Beschaffenheit des Adsorbens (in dieser Arbeit
also den Zellen), vorhanden sein.

Auch ist es so, dass die Erhbhung des Uptakes umso niedriger ausfallt, je
langer die Inkubationszeit war. Eine Erklarung daflr ware, dass die Strahlung
die Zellen abtéten kann. Dies geschieht umso haufiger, je langer die Strahlung

auf die Zellen einwirkt, also mehr Dosis deponiert. Daher sind nach 24 Stunden
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Inkubationszeit mehr Zellen zerstort als nach einer oder zwei Stunden. Eine
andere Erklarung konnte jedoch sein, dass die Zellen nach 24 Stunden mehr
Peptid internalisiert haben, als nach nur einer oder zwei Stunden. Aulierdem
werden mehr Zellen nach einer langen Inkubationszeit aktives Peptid
internalisiert haben, sodass hier eine Sattigung eintreten wird. Anschlielend
besteht die Erhdhung noch aus einer Ad- und Desorption des Peptids von den
Rezeptoren.

Da das Peptid aber eine sehr schnelle Blutclearance besitzt (Forrer, et al.,
2004), sind therapeutisch vor allem die ersten Stunden nach Injektion von

grofRer Bedeutung.

Abbildung 21 zeigt die grafische Auftragung der Uptakeerhéhung in der

Versuchsreihe mit Block.
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Abbildung 21: Faktoren der Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu einer Peptidkonzentration von
25,7 ng pro MBq mit Block.

In der Versuchsreihe mit Block fallt die Erhéhung des Uptakes noch um einiges
starker aus, als in der Versuchsreihe ohne Block.
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Dieser Umstand scheint wenig verwunderlich, wenn man die Stoffmenge an
eingesetztem Peptid vergleicht. Zwar wurde bei allen Versuchsreihen mit Block
mit einem 200-fachen Uberschuss an DOTATOC gearbeitet, fiihrt man sich
aber vor Augen, dass man sich im Sattigungsbereich der Langmuir
Adsorptionsisothermen befindet, wird klar, dass schon eine geringe Reduktion
der Konzentration einen grofReren Einfluss auf das Adsorptionsvermogen hat,
als wudrde man im linearen Bereich arbeiten. In Abbildung 22 sind diese

Bereiche noch einmal zur Verdeutlichung dargestellt.

A

Sattigungsbereich

Uberladung

Oberflachenkonzentration
Q
l‘@,oé

Partialdruck oder

Konzentration in Lésung
Abbildung 22: Langmuir Adsorptionsisotherme. (Kohimann & Huber, 2007)
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3.3.2 Bestimmung mit Cu-64 DOTATOC

Die Versuchsreihne mit Cu-64 DOTATOC wurde ebenfalls, wie oben
beschrieben, in Dreifachbestimmung durchgefihrt. Dabei wurde in jeder
Versuchsreihe auch der Uptake durch einen 200-fachen Uberschuss an
nichtmarkiertem DOTATOC geblockt.

Die Ergebnisse der Versuchsreihen mit unterschiedlichen Peptid-
konzentrationen sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgefuhrt. Alle dargestellten

Ergebnisse sind zellzahlkorrigiert.

Tabelle 5: Ergebnisse der Uptakeversuche mit Cu-64 DOTATOC.

Peptid pro MBq Uptake nach 1h Uptake nach 2h Uptake nach 24h

(ng) (%) (%) (%)

5,0 13,56 (0,64) 16,86 (2,16) 15,38 (0,53)
15,0 8,71 (0,20) 14,61 (0,63) 21,72 (0,24)
25,0 7,57 (0,30) 11,21 (0,74) 23,91 (5,40)
50,0 10,33 (0,19) 12,36 (0,27) 22,52 (0,35)

Tabelle 6: Ergebnisse der Uptakeversuche mit Cu-64 DOTATOC und 200-fachem Uberschuss an
DOTATOC als Block.

Peptid pro MBq Uptake nach 1h Uptake nach 2h Uptake nach 24h

(ng) (%) (%) (%)

5,0 3,63 (1,19) 3,37 (1,95) 7,41 (0,70)
15,0 0,46 (0,03) 0,68 (0,06) 1,97 (0,25)
25,0 0,81 (0,14) 1,11 (0,14) 3,76 (0,14)
50,0 0,69 (0,20) 0,79 (0,12) 1,21 (0,15)

In der Abbildung 23 und der Abbildung 24 sind die Ergebnisse der

Uptakeversuche graphisch aufgetragen.
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Abbildung 23: Ergebnisse der Uptakebestimmung ohne Block.
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Abbildung 24: Ergebnisse der Uptakebestimmung mit Block.

Die Ergebnisse sind nicht ganz so konsistent wie die Uptakebestimmung der

verschiedenen Peptidkonzentrationen mit Lu-177 DOTATOC, jedoch Iasst sich
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auch in dieser Versuchsreihe die eindeutige Tendenz ablesen, dass der Uptake

umso niedriger ausfallt, je mehr Peptid zur Verfigung steht.
Dies ist auch in Abbildung 25 bis Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 25: Uptakebestimmung mit einer

Peptidkonzentration von 5,0 ng pro MBq.
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Abbildung 27: Uptakebestimmung mit einer

Peptidkonzentration von 25 ng pro MBq.
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Abbildung 26: Uptakebestimmung mit einer
Peptidkonzentration von 15 ng pro MBq.
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Abbildung 28: Uptakebestimmung mit einer
Peptidkonzentration von 50 ng pro MBq.
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Dieses Ergebnis steht, wie in der Einleitung vermutet und in der Diskussion
erlautert, in Verbindung mit der Theorie der Langmuir Adsorptionsisothermen.
Wenn also bei gleichbleibender Anzahl der radioaktiv markierten
Peptidmolekule, immer mehr unmarkiertes Peptid zur Konkurrenz am Rezeptor
zur Verflgung steht, wird es unwahrscheinlicher, dass das radioaktiv markierte
Peptid am Rezeptor gebunden wird. Genau diese Tatsache schlagt sich im

fallenden Uptake bei hoherer Peptidkonzentration nieder.

In Tabelle 7 und Tabelle 8 sind die Faktoren der Erhdhung des Uptakes, wie
schon in der Versuchsreihe mit Lu-177 DOTATOC, aufgefuhrt.

Tabelle 7: Erhdhung des Uptakes im Vergleich zu der Peptidkonzentration von 50,0 ng pro MBq fur die
Bestimmung mit Cu-64 DOTATOC ohne Block.

Peptid pro MBq Faktor der Er- Faktor der Er- Faktor der Er-
(ng) héhung nach 1h héhung nach 2h héhung nach 24h
5,0 1,31 (0,29) 1,36 (0,36) 0,68 (0,39)
15,0 0,84 (0,14) 1,18 (0,21) 0,96 (0,06)
25,0 0,73 (0,29) 0,91 (0,21) 1,06 (0,24)
50,0 1,00 (0,04) 1,00 (0,04) 1,00 (0,03)

Tabelle 8: Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu der Peptidkonzentration von 50,0 ng pro MBq fiir die
Bestimmung mit Cu-64 DOTATOC mit Block.

Peptid pro MBq Faktor der Er- Faktor der Er- Faktor der Er-
(ng) héhung nach 1h héhung nach 2h héhung nach 24h
5,0 5,26 (0,90) 4,27 (0,87) 6,12 (0,87)
15,0 0,67 (0,42) 0,86 (0,47) 1,63 (0,52)
25,0 1,17 (0,48) 1,41 (0,06) 3,11 (0,73)
50,0 1,00 (0,45) 1,00 (0,26) 1,00 (0,22)

Diese Faktoren weisen deutlich andere Werte auf, als die Faktoren in der
Lu-177 Versuchsreihe. Dies konnte daran liegen, dass Cu-64 nur eine
Halbwertszeit von 12,7 Stunden besitzt (Magill, Pfennig, Dreher, & Séti, 2012)
und daher die Zerfallskorrektur, welche bei allen Versuchsreihen durchgefuihrt

wurde, sich stark auswirken konnte.
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Cu-64 wird auRerdem durch Protonenbeschuss von Ni-64 in einer (p,n)
Reaktion hergestellt, sodass hier, auch nach Aufreinigung, noch
Verunreinigungen, wie Nickel oder andere Kupferisotope, vorhanden sein
kénnen. (Paul, et al.) Diese erhdhen dann den markierten Anteil an Peptid und
verandern die Affinitdt des Peptides zu den Rezeptoren, dies kann die
Ergebnisse zum Teil beeinflussen.

Trotzdem erkennt man, vor allem in der Versuchsreihe mit Block, dass auch
hier der Uptake ansteigt, wenn man die Peptidkonzentration senkt. In
Abbildung 29 und Abbildung 30 ist dies grafisch gezeigt.
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Abbildung 29: Faktoren der Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu einer Peptidkonzentration von
50,0 ng pro MBq ohne Block.
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Abbildung 30: Faktoren der Erhéhung des Uptakes im Vergleich zu einer Peptidkonzentration von
50,0 ng pro MBq mit Block.



3.3.3 Vergleich beider Versuchslinien

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 31 bis Abbildung 33) sind die
Uptakeversuche von Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC ohne Block

gegenubergestellt.
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Abbildung 31: Vergleich der Uptakeversuche von
Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC ohne
Block.
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Abbildung 33: Vergleich der Uptakeversuche von
Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC ohne
Block.
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Abbildung 32: Vergleich der Uptakeversuche von
Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC ohne
Block.

Den Abbildungen ist zu entnehmen, dass der Uptake von Lu-177 DOTATOC
durchweg hoher ist, als der Uptake von Cu-64 DOTATOC. Das Ergebnis ist

wenig verwunderlich, wenn man die Stoffmengen betrachtet, welche in dem

Versuch verwendet wurden. Zwar wurde die Peptidkonzentration bei beiden
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Versuchslinien konstant gehalten, dennoch ist, bedingt durch die kurzere
Halbwertszeit von Cu-64 (Magill, Pfennig, Dreher, & Séti, 2012), die Stoffmenge
an aktivem Cu-64 deutlich geringer als die Stoffmenge von Lu-177.

So ist bei einer Aktivitat von 1 MBq die Stoffmenge an Lu-177 nach:

(Formel 5)

1000000 s~ 1
1,207 1076571 . 6,022 -1023mol "1

=1,376 - 10" mol = 1,376 pmol

Fir die Stoffmenge an Cu-64 ergibt sich mit einer Zerfallskonstante von:

_In(2) _ In(2)

eine Stoffmenge an radioaktivem Cu-64 flr eine Aktivitat von 1 MBaq:

n _ 1000000 s~1
1,516 -1075s71. 6,022 -10%23mol 1

=1,095- 10""* mol = 0,1096 pmol

Das bedeutet also, dass die Stoffmenge an radioaktivem Lutetium, die
Stoffmenge an radioaktivem Kupfer um mehr als das 12,5 fache Ubertrifft. Somit
ist auch, da sich die Peptidkonzentrationen auf die Aktivitat beziehen, im Falle
des Lu-177 DOTATOC mehr als das 12,5 fache an Peptid mit radioaktiven

Atomen markiert.
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Mit einer molaren Masse von 1421 % besitzen 5 ng DOTATOC eine

Stoffmenge von 3,52 pmol. Somit ergeben sich fur den Anteil an markiertem

Peptid die in Tabelle 9 genannten Werte.

Tabelle 9: Vergleich des markierten Anteils an DOTATOC von Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC
ohne Block.

Anteil an markiertem Anteil an markiertem
Peptid pro MBq
(ng) DOTATOC bei Lu-177 DOTATOC bei Cu-64
n
g DOTATOC (%) DOTATOC (%)
5,0 39,1 3,1
12,5/ 15,0 15,6 1,0
25,7/ 25,0 7,6 0,6

Dies ist die Erklarung flir den hoheren Uptake von Lu-177 DOTATOC im
Vergleich zu Cu-64 DOTATOC. Fur jedes Molekull, welches von der Zelle
aufgenommen wird, ist die Wahrscheinlichkeit ein markiertes Molekul
aufzunehmen, bei Lu-177 DOTATOC deutlich hdéher, als das bei
Cu-64 DOTATOC der Fall ist.

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 34 bis Abbildung 36) sind die
Vergleiche der beiden Uptakeversuche mit Lu-177 DOTATOC und
Cu-64 DOTATOC mit jeweils 200-fachem Uberschuss an DOTATOC als Block

dargestellt.

[ Cu-64 DOTATOC mit 15,0 ng/MBq

7 |[E=3 cu-64 DOTATOC 5,0 ™, ®7
: I Lu-177 DOTATOC mit 12,5 ™),

I Lu-177 DOTATOC 5,0 ", .,

Uptake (%)
Uptake (%)

1 h Inkubation 2 h Inkubation 24 h Inkubation 1 h Inkubation 2 h Inkubation 24 h Inkubation
Abbildung 34: Vergleich der Uptakeversuche von Abbildung 35: Vergleich der Uptakeversuche von
Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC mit Block. Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC mit Block.
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Abbildung 36: Vergleich der Uptakeversuche von
Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC mit Block.

Auch in diesem direkten Vergleich erkennt man eine Abhangigkeit des Uptakes
von der eingesetzten Peptidmenge. Jedoch ist dieses Ergebnis genau
umgekehrt zu dem Ergebnis des Vergleichs ohne Block. So zeigt hier
Cu-64 DOTATOC einen hoheren Uptake im Zellversuch, als Lu-177 DOTATOC.
Die Ursache kann in diesem Fall jedoch nicht die Stoffmenge des markierten
Peptids sein, da sich die Verhaltnisse zwischen Cu-64 DOTATOC und Lu-177
DOTATOC nicht geandert haben. Der Anteil an markiertem Peptid mit Block ist
in Tabelle 10 dargestelit.

Tabelle 10: Vergleich des markierten Anteils an DOTATOC von Lu-177 DOTATOC und Cu-64 DOTATOC
mit Block.

Anteil an markiertem Anteil an markiertem
Peptid pro MBq
(ng) DOTATOC bei Lu-177 DOTATOC bei Cu-64
n
g DOTATOC mit Block (%) DOTATOC mit Block (%)
5,0 0,194 0,015
12,5/15,0 0,078 0,005
25,7/ 25,0 0,038 0,003
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3.4 Auswertung der planaren Ganzkorperszintigrafien

Um eine erste Einschatzung einer veranderten Bioverteilung zu erhalten,
werden im Folgenden jeweils 10 planare Ganzkdrperszintigrafien, nach einem
ersten Zyklus Lu-177 DOTATOC anhand der Krenning-Skala ausgewertet.?
Dazu werden jeweils bei allen Szintigrammen die Nieren und die drei am
intensivsten speichernden Metastasen mit einem Krenningscore versehen und
am Ende der Auswertung die erhaltenen Werte addiert, um diese anschliel3end
zu vergleichen.

In den folgenden beiden Abbildungen (Abbildung 37 und Abbildung 38) sind
zwei Beispielszintigramme dargestellt, einmal mit einer guten Speicherung des
Lu-177 DOTATOC (Abbildung 37) und einmal mit einer eher geringeren
Speicherung (Abbildung 38).

Anterior 3585K Dauer:2410sec Post 2784K Dauer.2410sec Anterior 3565K [T r:2410sec 3 Posterior 2784K Dauer:2410sec

Abbildung 37: Ganzkorperszintigramm mit guter Speicherung in den Metastasen.

2 Die Therapien mit Lu-177 DOTATOC in den Jahren 2012 und 2016 wurden in der Klinik fur
Nuklearmedizin Marburg von Dr. Andreas Pfestroff und Dr. Damiano Librizzi durchgefiihrt. Fur
diese Arbeit wurden lediglich die bestehenden Daten fir eine Auswertung herangezogen.
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Abbildung 38: Ganzkoérperszintigramm mit schlechter Speicherung in den Metastasen.

In Tabelle 11 sind die summierten Krenningscores der Auswertung der

10 planaren Ganzkorperszintigrafien aufgelistet.

Tabelle 11: Summe der Krenningscores aus den 10 Ganzkorperszinigrafien der Jahre 2012, bzw. 2016.

Summe Krenningscore Summe Krenningscore

Ort
2012 2016
Niere 14 16
Metastase 1 34 36
Metastase 2 31 30
Metastase 3 23 29

Es ergibt sich, mit Ausnahme der Metastase 3, kein Unterschied in der Summe

der Krenningscores.
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Vermutlich ist das Verfahren nicht sensitiv genug, um kleine Unterschiede in der
Aufnahme des Radiopeptids ausreichend genau darzustellen. Es zeigt sich
jedoch auch, dass, bei einer Verringerung der Peptidmenge, keine
gegenteiligen Effekte zu Tage treten. Das bedeutet, die Aufnahme von
DOTATOC wird durch eine geringere Peptidmenge auch nicht gehemmt. Fir
eine genauere Bestimmung der Aufnahme musste eine detailliertere
Auswertung, beispielsweise mit einer Dosimetrie, der Therapien erfolgen. Auch
ware es vorteilhaft, ein groReres Patientenkollektiv zu betrachten, da es unter
anderem deutliche Unterschiede der Metastasierungsmuster, der GroRe der
Metastasen und ihrer Proliferatinsrate gibt.

Zumindest kann festgehalten werden, dass offensichtlich durch die
Verringerung der eingesetzten Peptidmenge, keine Verschlechterung der
Speicherung von DOTATOC eintritt und somit die Kosten flir eine Synthese des

Radiopharmakons gesenkt werden konnten.
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3.5 Diskussion

Die Optimierung der Synthese von Lu-177 DOTATOC, die das Ziel des ersten
Teils dieser Arbeit war, fuhrte zu einer Syntheseanleitung, welche eine deutlich
geringere Menge an Peptid einsetzt.

Die ursprungliche Ausgangsmenge von 200-250 pg DOTATOC pro
8 GBq Lu-177 konnte auf lediglich 20 yg DOTATOC gesenkt werden. Dies ist
unter anderem auch dem Umstand zu verdanken, dass in dieser Arbeit ,nicht
getragertes Lu-177 zum Einsatz kam. Dieses wird aus einer
Neutronenaktivierung von Yb-176 gewonnen. Yb-176 wird zu Yb-177 aktiviert,
welches dann mit einer Halbwertszeit von 1,9 Stunden in den Grundzustand
von Lu-177 zerfallt. Nun kann Lutetium chemisch vom Ytterbium abgetrennt
werden. Ein Vorteil der Herstellung von Lu-177 Uber Yb-176 ist, dass kein
metastabiles Lu-177m, mit einer Halbwertszeit von 160,4 Tagen, gebildet wird.
Stellt man Lu-177 aber Uber Neutronenaktivierung aus Lu-176 her, wird neben
Lu-177 auch Lu-177m gebildet. Da sowohl Lu-176, Lu-177, als auch
Lu-177m dieselben chemischen Eigenschaften aufweisen, ist es unmaoglich die
drei Nuklide voneinander zu trennen. Somit ist im Lu-177 Produkt, welches uber
Neutronenaktivierung von Lu-176 hergestellt wurde, immer noch Lu-176
enthalten. Daher nennt man dieses Lu-177 auch ,getragertes Lutetium, also
Lu-177 c. a.. Im Lu-177 n. c. a. ist kein Lu-176 und kaum Yb-176 vorhanden,

sodass dieses gegenuber Lu-177 c. a. eine viel hohere spezifische Aktivitat von

{iber 3000 % gegeniiber 500 % beim Lu-177 c. a. besitzt. (IDB, 2016) (ITG,
2013) (Magill, Pfennig, Dreher, & Séti, 2012)

Mit der deutlich hoheren spezifischen Aktivitat von nicht getragertem Lu-177
erklart sich auch der geringere Peptidbedarf bei der Markierung von DOTATOC
mit Lu-177. Der Fakt, dass kein Lu-177m im Lu-177 n. c. a. vorliegt, ist ein
strahlenhygienischer Vorteil, weil die Abklinganlage der Klinik nicht durch ein
langlebiges Nuklid belastet wird.

Neben der Peptidmenge konnte auch der eingesetzte Puffer optimiert werden.
Fir die Synthesen wird nun ein Natriumacetatpuffer der Konzentration 0,5 M
eingesetzt. Der Puffer wird vor jeder Synthese frisch aus Natriumacetat
hergestellt und muss nicht im pH-Wert eingestellt werden. Denn Essigsaure hat

einen pKs Wert von 4,76 und Lu-177 n. c. a. wird in 0,04 M Salzsaure
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ausgeliefert, sodass sich im Reaktionsgefal} ein Puffer bildet, welcher einen pH-
Wert von ungefahr 5 besitzt. (ITG, 2013) (Rausch, 2016)

Das Puffersystem und die Peptidmenge von 20 uyg DOTATOC pro 8 GBq
Lu-177 n. c. a. haben auch bei Wiederholungsversuchen immer optimale
Ausbeuten erreicht. Folglich kann diese Synthesevorschrift nun fur alle

folgenden Synthesen von Lu-177 DOTATOC angewendet werden.

Wie zu erwarten war, bestatigen die Versuche im zweiten Teil dieser Arbeit,
dass es einen direkten Zusammenhang gibt zwischen Tumoruptake und
Peptidmenge, bzw. Peptidkonzentration. Je mehr Peptid zur Verfugung steht,
desto geringer fallt die Aufnahme aus, da sich an den Rezeptoren eine
Konkurrenz um den Rezeptorbesatz ausbildet.

Dies ist insofern relevant, da das eingesetzte Peptid wohl kaum vollstandig
markiert ist (siehe Tabelle 9 und Tabelle 10) und somit auch Konkurrenz um
den Rezeptor mit nicht markiertem Peptid entsteht.

Dies wiederum kann man in Zusammenhang mit dem Einsatz von
Lu-177 n. c. a. bringen. Verwendet man zur Synthese von Lu-177 DOTATOC
sungetragertes” Lu-177 als Edukt, Iasst sich ein deutlich geringerer Einsatz an
Peptid erreichen, als wenn man fur die gleiche Aktivitat ,getragertes®
Lu-177 verwenden wurde. Anhand der Datenblatter der beiden Lu-177
Varianten ergibt sich hier mindestens ein Faktor von 6, was bedeuten wurde,
dass wenn in dieser Arbeit getragertes Lu-177 verwendet worden ware, hatte
fur die Synthese mindestens 93,6 ug an DOTATOC eigesetzt werden mussen,
anstatt 15,6 uyg DOTATOC wie in Kapitel 3.2 beschrieben.

Arbeiten von de Jong et al. und Velikyan et al. (de Jong, et al., 1999) (Velikyan,
et al., 2010) bestatigen diese Beobachtung, und demonstrieren auch, dass bei
einem Uberangebot an Peptid, der Uptake sinkt.

Zudem zeigen diese Arbeiten auch, dass es ein Optimum an eingesetzter
Peptidmenge gibt, so sinkt der Uptake wieder, wenn sehr wenig Peptid
eingesetzt wird. Dies ist auch nicht verwunderlich, denn die Kontaktzeit des
Peptides mit dem Rezeptor ist auf Grund des Blutflusses nur begrenzt. Ist nun
sehr wenig Peptid vorhanden, kann auch nur wenig Peptid gebunden werden.

Man kommt also bei der Verwendung einer geringen Menge an Peptid
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zwangslaufig in einen Bereich, in dem die Peptidkonzentration nicht mehr
ausreicht um genugend Rezeptorplatze zu belegen.

Allerdings spielt dies therapeutisch nur eine untergeordnete Rolle, da fur eine
Behandlung eine hohe Aktivitat des Therapienuklids bendtigt wird, was sich
zwangslaufig auch in einer hdheren bendtigten Peptidmenge manifestiert. So
bendtigt man fur die Komplexierung von 8 GBq Lu-177 mindestens 15,6 ug
DOTATOC (siehe Kapitel 3.2).

Generell lassen sich die Ergebnisse eines in vivo-Versuchs nicht unmittelbar
auf die Wirkung in vitro Ubertragen. Jedoch kann man den Rezeptorbesatz auch
in vitro mit einer Adsorptionsisotherme nach Langmuir vergleichen und so die in
vivo-Ergebnisse zwar nicht validieren, aber die zugrunde liegende Annahme,
dass eine erhdhte Peptidmenge den Uptake negativ beeinflusst durchaus
bestatigen.

Aulerdem spielt es eine grole Rolle, welche Organe oder Strukturen im Korper
betrachtet werden, um den Uptake in eben diesem Gewebe zu vergleichen. Es
sind hier sst2-positive und sst2-negative Gewebe unterscheiden. Zu den sst2-
positiven Geweben zahlen in erster Linie das Tumorgewebe, allerdings auch
die Nebennieren, die Bauchspeicheldrise, die Hirnanhangdrise und der Magen
(de Jong, et al., 1999). Zu den sst2-negativen Organen zahlt unter anderem
auch das Risikoorgan Niere (Muller, et al., 2007) (de Jong, et al., 1999). Diese
Arbeiten zeigen, dass die Peptidkonzentration nur einen Einfluss auf die sst2-
positiven Organe hat, der Einfluss auf die sst2-negativen Organe ist marginal.
Dies wiederum bekraftigt nochmals das Ergebnis dieser Arbeit, dass die
eingesetzte Peptidkonzentration bei einer PRRT einen groRen Stellenwert bei
der Planung der Therapie besitzen sollte. Denn der groRe Einfluss der
Peptidkonzentration auf den Uptake in sst2-positiven Organen und der geringe
Einfluss auf die sst2-negativen Organe zeigen, dass man die Tumordosis
(selbstverstandlich dann samtliche Dosen, welche in sst2-positiven Organen
deponiert werden) durch Senkung der Peptidkonzentration erhéhen koénnte. Die
Nierendosis wirde sich jedoch nicht im selben MalRe andern, wie die Dosis in

den sst2-positiven Organen.

Der Vergleich der Uptakeversuche mit Cu-64 DOTATOC und
Lu-177 DOTATOC zeigt aulRerdem einen deutlich geringeren Einfluss auf den
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Uptake in der Versuchsreihe mit Cu-64 DOTATOC. Auch dies ist nicht weiter
verwunderlich, da, wie in Kapitel 3.3.3 dargestellt, der Anteil an markiertem
Peptid deutlich geringer ist, als bei Lu-177 DOTATOC. Daher ist auch die
Konkurrenz am Rezeptor bei Cu-64 DOTATOC hoher, als dies bei
Lu-177 DOTATOC der Fall ware. Trotzdem ist der Einfluss der

Peptidkonzentration auch in dieser Versuchsreihe zu erkennen.

Letztlich ware auch Cu-64 NODAGANOC ein besser geeignetes Peptid flir die
Komplexierung von Cu-64, da Cu-64, als Cu?®*, im DOTA-Ring in vitro zu Cu*
reduziert wird und so der Komplex nicht mehr stabil ist und das Nuklid aus dem
Komplex eliminiert wird. Wird allerdings NODAGA als Chelator verwendet, wird
das Cu?" lon nicht reduziert und der Komplex bleibt stabil. (Ghosh, et al., 2015)
In dieser Arbeit wurde das Peptid DOTATOC fir die Komplexierung von Cu-64
verwendet, um eine Vergleichbarkeit mit der Versuchsreihe von
Lu-177 DOTATOC zu erzielen.

Abschlielend kann gesagt werden, dass die Lu-177 DOTATOC-Synthese
deutlich vereinfacht werden konnte, so muss zuklnftig kein Puffer mehr
angesetzt und der pH-Wert eingestellt, sondern nur noch die bendtigte Menge
Natriumacetat eingewogen und aufgelést werden. Auch die Peptidmenge
konnte reduziert werden, was eine deutliche Kostenersparnis mit sich bringt.

Durch die neue Synthesevorschrift und die Moglichkeit einer deutlichen
Peptidreduktion bei der Synthese besteht die Option, dass man zukulnftig den
Therapien mehr Individualitat verleiht. So besteht die Aussicht, gezielter Dosis

im Tumor zu deponieren und dabei gesundes Gewebe potentiell zu schonen.

Mit der exemplarischen Auswertung der planaren Ganzkorperszinitgrafien
mittels des Krenningscores konnten keine Unterschiede in der Aufnahme des
Radiopharmakons festgestellt werden. Moéglicherweise ist aber das gewahlite
Instrument nicht selektiv genug, um die eventuellen unterschiedlichen
Aufnahmemengen an radioaktivem DOTATOC ausreichend zu visualisieren. Es
wlrde also ein Verfahren bendtigt, welches eine bessere Quanitfizierung
ermoglicht. Auerdem spielen bei der Verteilung auch Tumorlast und

Tumorstadium eine wichtige Rolle, daher sollte man bei weiteren
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Auswertungen, eventuell auch mittels einer Dosimetrie, die Anzahl an
ausgewerteten Szintigrafien erhdhen, um eine bessere Aussagekraft zu
erhalten.

Was sich allerdings auch deutlich zeigt ist, dass bei einer Reduktion der
Peptidmenge, die Aufnahme an Lu-177 DOTATOC nicht gehemmt wird. Somit
vermindert sich, zumindest nach der Auswertung der Szintigrafien anhand der
Krenning-Skala, nicht die Wirksamkeit der Lu-177 DOTATOC Therapie und das

bei sinkenden Kosten durch den geringeren Peptideinsatz.
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4 Ausblick

In weiteren Untersuchungen sollte der Zusammenhang zwischen deponierter
Dosis in den Nieren, sowie den anderen Risikoorganen und der deponierten
Dosis im Tumor im Hinblick auf variable Peptidmengen, genauer beleuchtet
werden.

So wird eindeutig gezeigt, dass die Tumordosis bei kleiner werdender
Peptidmenge und gleichbleibender Aktivitat steigt. Mochte man nun eine
gewunschte Zieldosis im Tumor erreichen, wurde diese mit einer geringeren
Peptidmenge bei einer geringeren Aktivitat erreicht werden.

Dies bedeutet, dass bei einer geringeren Peptidmenge und bei einer geringeren
Aktivitat, sich die Dosis in den sst2-negativen Organen reduzieren musste,
wobei die Dosis in den sst2-positiven Organen gleichbleibt. Die Nieren wurden
somit effizienter geschont werden und auflerdem waren die Kosten der
Therapie geringer, da weniger Aktivitdt und weniger Peptid fir das gleiche
Ergebnis zum Einsatz kamen.

Zwar ergeben sich aus der Auswertung der planaren Ganzkdrperszinitgrafien
anhand der Krenning-Skala keine auffalligen Unterschiede zwischen den
Therapien mit einem Einsatz von 240 uyg DOTATOC und 40 uyg DOTATOC.
Jedoch ist das Verfahren nach Krenning eventuell nicht sensitiv genug um die
Unterschiede, welche im Zellversuch gezeigt wurden, zu belegen. In weiteren
Forschungsarbeiten sollte eine groRere Anzahl an Szintigrafien mittels Region
of Interest-Auswertung analysiert werden, um eventuelle Unterschiede besser
vergleichbar zu machen. Jedoch konnte mittels der hier gewonnenen
Erkenntnisse eindeutig gezeigt werden, dass die Synthese mit 40 pg
DOTATOC und 8 GBq Lu-177 n.c.a. zu einer ebenso guten Syntheseausbeute
fuhrt, wie das mit mehr Peptid der Fall gewesen war. Dadurch dass auch nicht
getragertes Lutetium zum Einsatz kam, wurde auch die Schwermetallbelastung
des Patienten verringert, da deutlich weniger Lutetium im Lu-177 n.c.a.

vorhanden ist.

Auch die Wirkung der gebrauchlichsten Infusionen zum Nierenschutz, wie eine
Mischung aus den Aminosauren Lysin und Arginin oder Polyglutaminsauren
(Béhé, Kluge, Becker, Gotthardt, & Behr, 2005) (Rolleman, Valkema, de Jong,
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Kooij, & Krenning, 2003) musste in diesem Zusammenhang wieder Uberprift
werden. Denn durch die geringere Peptidmenge konnte es hier zu anderen

Wirkungen kommen.

Es lassen sich auch noch andere potentiellen Ansatze finden, wie man die
gewonnenen Erkenntnisse dieser Arbeit umsetzten konnte. So besteht die
Moglichkeit, dass ein Patient einen stark DOTATOC speichernden Tumor
aufweist. Injiziert man diesem Patienten nun eine gewisse Menge an nicht
radioaktiv markiertem DOTATOC, so kdnnten die sst2-positiven, sowie auch
negativen Organe, mit Ausnahme des Tumors, da dieser stark speichernd ist,
zu einem gewissen Teil abgesattigt werden. Das wurde bedeuten, dass bei der
eigentlichen Injektion des markierten Peptids, ein noch groRerer Teil tatsachlich
im Tumor und nicht in den anderen Organen gebunden wird. (Velikyan, et al.,
2010)

Ob dieser Ansatz auch in vivo funktioniert, misste anhand geeigneter

dosimetrischer Untersuchungen gezeigt werden.

Darauf aufbauend konnten verstarkt Anwendungen von Alphastrahlern wie
Bi-213 in der DOTATOC-Therapie erfolgen (Bi-213 ist ein Betastrahler, zerfallt
jedoch zu Po-213, welches ein Alphastrahler ist). Wie oben beschrieben liellen
sich eventuell die Risikoorgane mit DOTATOC absattigen, sodass in diesen
weniger Dosis deponiert wird. Der Vorteil einer Therapie mit Alphastrahlern liegt
darin, dass mit ihnen eine sehr viel hohere Dosis mit geringerer Aktivitat
deponiert werden kann. Der Lineare Energie Transfer (LET) fir Alphastrahler
liegt um ein Vielfaches hoher als der LET flir Betastrahler. Somit deponiert der
Alphastrahler seine Dosis auf einer viel kirzeren Wegstrecke als dies ein
Betastrahler macht. Das kann das gesunde Gewebe schonen, wenn der
Alphastrahler nur im Tumorgewebe aufgenommen wird. Aber der héhere LET
wirkt ebenso in gesunden Geweben, das bedeutet dass auch in anderen
Organen eine groRere Dosis deponiert werden kann. Der Schutz der
Risikoorgane ist also bei einer Therapie mit Alphastrahlern duRerst wichtig.
(Graf, et al., 2014)

Eine Mdglichkeit gesundes Gewebe zu schonen, kdnnte die intraarterielle Gabe
des Radiopharmakons sein. Dies ist vor allem bei Patienten mit
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Lebermestastasen interessant, denn bei intraarterieller Applikation gelangt das
markierte Peptid zuerst in die Leber, bevor es sich dann im Korper verteilt. Bei
diesem ,First-Pass-Effekt® wird also schon DOTATOC an die Rezeptoren
gebunden, welches dann keine Dosis mehr in den anderen Organen (wie der
Niere) deponieren kann. Im Vergleich zur intravendésen Gabe, bei der das
Peptid erst durch den gesamten Korper zirkuliert bevor es die Leber erreicht,
konnte hier also auch ein gesteigertes Tumor- zu Hintergrundverhaltnis erreicht

werden, wie es Kratochwil, et. al. beschreiben. (Kratochwil, et al., 2014)
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