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1 Einleitung

1.1 Maligne Tumore

Ein Tumor ist eine aus korpereigenen entdifferenzierten Zellen bestehende abnorme
Gewebemasse. Tumorerkrankungen stehen als Todesursache an zweiter Stelle
hinter den Herz- und Kreislauferkrankungen. Weltweit sterben 25 % aller Menschen
an Krebs. In Deutschland erkranken jahrlich mehr als 300 000 Patienten an einer
Tumorerkrankung. Malignome treten vor allem im hodheren Lebensalter auf. Die
Transformation von einer gesunden Zelle zu einer Tumorzelle geht mit einer Stérung
im Regulationsmechanismus von Proliferation, Differenzierung und Apoptose einher.
Es wird davon ausgegangen, dass in verschiedenen Genen ein Defekt vorliegen
muss, bis es zur Entartung von Zellen kommt.

Eine wichtige Rolle spielt dabei das Ungleichgewicht zwischen den Onkogenen und
ihren Gegenspielern, den Tumorsuppressorgenen. Onkogene kommen auch in
normalen Zellen vor. Ihre Genprodukte regulieren die Proliferation, die Mobilitat und
die Differenzierung von Zellen. Mutationen in den Onkogenen fiihren zu der
Produktion von Onkoproteinen. Hieraus resultiert eine gestdrte Regulation der
Onkoproteine, was eine gesteigerte Funktion nach sich ziehen kann, die als ,gain of
function® bezeichnet wird. Wichtige Onkoproteine sind dabei Wachstumsfaktoren wie
z. B. der Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF. Beim Vorhandensein passender
Rezeptoren kénnen diese Wachstumsfaktoren zu einer autokrinen Stimulation des
Zellwachstums fihren. Weitere Onkoproteine sind die Wachstumsfaktor-Rezeptoren.
Hierzu zahlen der erB2-Rezeptor und der Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor EGFR.
Eine EGFR-Uberexpression oder die Expression mutierter, dauernd aktiver
Wachstumsfaktor-Rezeptoren ist in vielen Karzinomen nachzuweisen. Zusatzlich
sind in neoplastischen Zellen die Tumorsuppressorgene und ihre Genprodukte, die
die Proliferation hemmen, gestort. Ein Verlust dieser Gene, ihre Fehlregulation oder
Defekte in den Genprodukten kdnnen zusétzlich zu Tumorwachstum fihren. Man
spricht hier von einem ,loss of function®.

Ein wichtiges Tumorsuppressorgen ist das Gen p53. Es ist fur die Einleitung des
programmierten Zelltodes verantwortlich. Der Funktionsverlust von p53 fihrt dazu,
dass bei geschéadigten Zellen keine Apoptose eingeleitet wird. Man vermutet, dass
Uber diesen Mechanismus — im ungtinstigsten Fall — aus einer einzigen veranderten
Zelle Karzinome entstehen. Das ungehemmte Wachstum dieser Zelle und deren

Zellklone fuhrt zur Verdrangung von gesundem Gewebe. Die Tumorentstehung kann
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sich Uber viele Jahre hinziehen (Bocker und Kleihues, 2004).

Wahrend jahrzehntelang Tumorerkrankungen klassisch mit operativen Verfahren und
Chemotherapie behandelt wurden, zeichnen sich heute neue Methoden ab, die auf
bereits beschriebenen genetischen Veranderungen in maligne transformiertem
Gewebe basieren. In den folgenden Abschnitten werden verschiedenen

Maoglichkeiten der Malignom-Therapie beschrieben.

1.2 Klassische Therapieformen

Die klassische Tumortherapie von operablen Tumormanifestation erfolgt durch eine
primar chirurgische Verringerung der Tumorlast, mit anschlieRender lokoregionarer
Nachbestrahlung und ggf. einer systemischen Chemotherapie. Abhangig von der
Tumorentitat sowie dem Staging kann die Variation der zeitlichen Abfolge sinnvoll
sein.

In der Krebstherapie unterscheidet man kurative von palliativen Ansatzen. Bel
kurativen Therapieanséatzen wird versucht, den Patienten von seinem Tumorleiden
zu heilen. Die Heilung erfolgt im Regelfall durch chirurgische oder
strahlentherapeutische MalRnahmen ggf. in Kombination mit einer systemischen
Chemotherapie. Je nach Tumorentitdt und dem Staging kdnnen auch alle drei
Verfahren zum Einsatz kommen. Palliative Therapieansatze haben das Ziel, die
Lebensqualitat zu verbessern und Schmerzen zu lindern. Die Lebensverlangerung
steht dabei nicht im Vordergrund. Gerade palliativ behandelte Patienten konnten von
neuen, potentiell kurativen Behandlungsmoéglichkeiten in der Krebstherapie
profitieren. Dies sind wichtige Grinde neue Therapieansatze zu verfolgen und

weiterzuentwickeln.

1.2.1 chirurgische Therapie

Auf die chirurgische Therapie von Tumoren wird nicht ndher eingegangen, da sie

nicht Bestandteil dieser Arbeit ist.

1.2.2 Strahlentherapie

Im Rahmen der Strahlentherapie wird eine Tumormanifestation einer Behandlung mit
ionisierender Strahlung unterzogen. Hierdurch werden in den Zellen im

Bestrahlungsfeld DNS-Einzel- und Doppelstrangbriiche erzeugt. Neoplastische
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Zellen im Zielvolumen — deren Reparaturmechanismen weniger effektiv sind als im
Normalgewebe — werden hierdurch vermehrt in den Zelltod getrieben. Abhangig von
der Tumorentitdt kommt es zum reproduktiven oder Interphase-Zelltod.

Zumeist erfolgt die Bestrahlung maligner Tumoren mit Hilfe von Photonenstrahlung
mit einer Energie von bis zu 30 MeV. Diese wird in einem Linearbeschleuniger
erzeugt (Schulz-Ertner und Kager, 2004). Die perkutane Strahlentherapie mit
Photonenstrahlen hat zu den grol3en Erfolgen der Tumortherapie der letzten
Jahrzehnte beigetragen. Allerdings birgt sie ein nennenswertes Risiko flr
Zweittumore in dem mitbestrahlten gesunden Gewebe.

Im Gegensatz zur perkutanen Strahlentherapie erfolgt bei der sogenannten
Brachytherapie die Applikation der Strahlendosis mittels eines umschlossenen
Radionuklids. Dieses wird so nah wie mdglich am Tumor positioniert. Die Strahlung
der eingesetzten Radionuklide weist — basierend auf der Energie der emittierten
Strahlung — meist einen starken Dosisabfall im Gewebe auf. Durch unterschiedliche
geometrische Anordnung lasst sich so eine hohe Strahlendosis im Zielvolumen
erreichen und gleichzeitig lassen sich benachbarte Strukturen schonen (Schulz-
Ertner und Kager, 2004). Ein Nachteil der Brachytherapie gegentber der
Photonenstrahlung besteht darin, dass die Strahlenquellen invasiv in das Zielgebiet
eingebracht werden missen. Dies ist zumeist mit chirurgischen MalRnahmen
verbunden. Zum anderen gibt es auch technische Besonderheiten im Bezug auf die
Lagerung und die Entsorgung der Radionuklide.

Wie bereits oben beschrieben, kommt es unabhangig von der Bestrahlungsmodalitat
zu Zellschaden, auch im gesunden Gewebe. Das Ausmall dieser Schaden hangt von
der Strahlendosis ab. Hierbei wird zwischen der direkten und der indirekten
Strahlenwirkung unterschieden. Bei den direkten Effekten werden, ausgeldst durch
Anregung und lonisation, aus biologischen Makromolekilen Radikale dieser
Verbindung gebildet. Dabei kann es zu Veranderungen ihrer Struktur kommen,
beispielsweise durch Aufbrechen ihrer Wasserstoffbriickenbindungen. Die wichtigste
direkte Strahlenwirkung ist dabei die DNS-assoziierte. Zuséatzlich entsteht durch
lonisation und Anregung von Wassermolekuilen die indirekte Strahlenwirkung welche
zur Bildung hoch reaktiver freier Radikale fuhrt. Diese Radikale beeinflussen
ihrerseits die DNS und andere Makromolekiile. Durch direkte und indirekte
Strahleneffekte kommt es in der DNS zu Verédnderung der Basen. Modifikationen an
den Zucker- und Phosphorverbindungen der DNS konnen zu Einzel- und
Doppelstrangbrichen fihren. Einzelstrangbriiche spielen im Allgemeinen keine
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grol3e Rolle, da sie schnell repariert werden. Doppelstrangbriche kénnen nur in einer
geringen Anzahl repariert werden. Irreparable Doppelstrangbriche fihren zu dem
Verlust der Replikationsfahigkeit einer Zelle und zur Apoptose dieser Zelle. Das
Uberleben subletaler Zellschaden ist mdoglich. Dies kann zu mutativen
Veranderungen der genetischen Information fuhren. Eine Folge solcher
Verdnderungen konnen genetische Schaden und Malignomen sein (Meller und
Meller, 2007). Vor allem im umliegenden Gewebe von bestrahlten Tumoren ist das
Risiko fur Zweitkarzinome erhoht. Diese kdnnen bei priméar geheilten Patienten auch
noch Jahrzehnte spater auftreten. Aus diesem Grund sollte man bei der Entwicklung
neuer strahlentherapeutischer Therapiekonzepte auch darauf bedacht sein, die
Bestrahlungsdosis im gesunden Gewebe zu verringern, um dadurch das Risiko fur

Zweitmalignome zu vermindern.

1.2.3 Chemotherapie

Eine weitere Form der klassischen Tumortherapie ist die Chemotherapie. Durch sie
wurden in den letzten Jahrzehnten erhebliche Fortschritte in der Therapie von
Krebspatienten erreicht. Unter Chemotherapie versteht man die Therapie von
Tumoren mit zytotoxischen und zytostatischen Substanzen. In den meisten Fallen
werden diese zytotoxischen Substanzen systemisch verabreicht. In Abhangigkeit von
der Zielsetzung unterscheidet man hier neben den kurativen und palliativen Anséatzen
in adjuvante und neoadjuvante Therapieregime. Die adjuvante Chemotherapie wird
nach kurativen Lokaltherapien durchgefuhrt, um Rezidiven oder Metastasen
vorzubeugen. Eine praoperative Zytostatika-Therapie, die das Ziel hat, die
Operabilitat des Tumors zu verbessern, wird als neoadjuvante Chemotherapie
bezeichnet.

Tumore haben meist ein schnelles Wachstum und eine damit verbundene hohe
Zellteilungsrate. Viele Chemotherapeutika greifen vor allem Zellen an, die sich in der
Teilungsphase befinden. Neben den pathologischen Tumorzellen gibt es auch
physiologisches Gewebe, welches eine hohe Teilungsrate besitzt. Hierzu gehdren
z.B. die blutbildenden Organe und die Schleimhaute im Magendarmtrakt. Dieses
Gewebe ist am meisten von einer Chemotherapie mit betroffen.

Das Kompartmentmodell ist ein Modell, das dazu dient, den Zellzyklus von
Tumorzellen erklaren zu kénnen. Beim Kompartmentmodell des Tumorwachstums
wird zwischen dem Proliferationspool, dem ruhenden Zellpool, den nicht mehr

teilungsfahigen Zellen und den toten Zellen unterschieden. Zellen, die zum
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Proliferationspool gerechnet werden, befinden sich aktiv im Zellzyklus. Kleine
Karzinome haben einen hohen Anteil an Zellen, die den Zellzyklus durchlaufen und
sich haufig teilen, daher sprechen sie auch besonders gut auf Proliferationsgifte an.
Da die meisten Zytostatika Proliferationsgifte sind, wird der ruhende Zellpool oft nicht
von der Chemotherapie angegriffen. Der Anteil ruhender Zellen ist vor allem bei
grol3en Tumoren hoch. Chemotherapeutika eignen sich daher besonders gut flr die
adjuvante Nachbehandlung. Sie zielen auf makroskopisch noch nicht nachweisbare
Tumorherde ab. Malignome mit einem groRen Anteil an Zellen im Ruhepool
sprechen dagegen meist schlechter auf eine Zytostatika-Therapie an. Diese
ruhenden Zellen kdénnen erneut in den Zellzyklus eintreten und sind dann wieder
vulnerabel. Weiterhin kdnnen bereits resistente Zellen zu Beginn der Therapie im
Tumor vorhanden sein. Haufig bestehen Rezidive aus einem Zellklon der nicht mehr
auf die urspringlichen Zytostatika anspricht. Resistente Zellen konnen sich auch erst

unter Zytostatika-Therapie entwickeln.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Zellzyklus. Die Zeitdauer der einzelnen Phasen ist als
Mittelwert mit dem jeweiligen 95 % Konfidenz-Intervall fir humane benigne und maligne Zellen
angegeben (nach Tubiana 1980).
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Obwohl heute eine groBe Anzahl an Bestrahlungsmodalitaiten und
Chemotherapeutika zur Verfigung steht, stoit man in der klassischen — oft
nebenwirkungsreichen — Tumortherapie bei diversen Tumorentitditen an Grenzen.

Eine weitere Verbesserung ist hier nur durch neue Therapieoptionen realisierbar.

1.3 Immuntherapie mit monoklonalen AntikGrpern

Im Jahr 1984 wurden Milstein und Kohler fir ihre Forschung zur gezielten Produktion
monoklonaler Antikdrper mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Die Arbeiten, die hierbei
gewdrdigt wurden, bezogen sich auf die Fusion von Immunzellen mit Tumorzellen.
Die durch die Fusion entstandenen Hybridomzellen besitzen die Fahigkeit, einzelne
Antikdrper zu synthetisieren und zeigen dabei das Wachstumsverhalten von
Tumorzellen (Koéhler 1993, Milstein 1993). In der Tumortherapie werden heute
zunehmend monoklonale Antikdrper eingesetzt (Waldmann 2003). Diese sind gegen
tumorspezifische oder in Karzinomen Uberexprimierte Antigene gerichtet. Durch die
Antikdrper-Antigen-Reaktion kommt es — abhangig von dem jeweiligen Antikorper —
zu einer Wachstumshemmung, der Apoptose-Induktion oder auch der Opsonierung
fur das Immunsystem.

Die Mdglichkeiten der ersten murinen Antikrper waren begrenzt, da sie als
Fremdeiweil3e vom Immunsystem als solche erkannt wurden und haben so
ungewollte Immunreaktionen hervorrufen. Dies fuhrte zur Entwicklung von chiméren,
humanisierten und humanen Antikérpern. Immunreaktionen gegen Fremdeiweil3e

werden dadurch stark reduziert (Waldmann 2003, Nissim und Chernajovsky, 2008).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Unterschiede von murinen, chimaren und humanisierten
Antikérpern (nach Meller et al., 2007).

Die Erfolge der Antikorpertherapie konnten mit der Entwicklung von Antikdrpern
gegen essentielle Zelloberflachenantigene weiter gesteigert werden. Fir die Zelle
vital wichtige Oberflachenantigene sind die Wachstumsfaktor-Rezeptoren
(Waldmann 2003). Das Wissen Uber das Genom in der Kombination mit der
Benutzung von Bakteriophagen ermdglicht die schnelle Entwicklung von Antikérpern
gegen neue Antigene (Siberil et al., 2005). Die Effektivitat der Immuntherapie konnte
durch die Kopplung der Antikérper an toxische und radioaktive Substanzen weiter
gesteigert werden (Waldmann 2003). Die Wirkung radioaktiv markierter Antikorper
wird im Folgenden naher beschrieben.

Bei der Radioimmuntherapie werden Antikdrper an radioaktive Isotope gekoppelt.
Hierzu eignen sich a- oder (’-Strahler sowie Radionuklide, die Auger-Elektronen
emittieren. Die zytotoxische Wirkung des kalten Antikérpers wird auch bei der
Radioimmuntherapie genutzt, diese ist analog zur Immuntherapie. Damit der
Antikdrper Uberhaupt an eine Zelle binden kann, missen die Zellen der Zirkulation
zugéanglich sein und das passende Antigen exprimieren. Tumorzellen haben eine

hohe Mutationsrate. Dies hat zur Folge, dass nicht jede Zelle eines Karzinoms auch
16



das Antigen flr einen bestimmten Antikérper exprimiert. Durch eine hohe
Proliferationsrate kommt es zu einem irregularen Wachstum. Dadurch kommt es
teilweise zu unzulanglich vaskularisierten Bereichen im Tumor. Zudem herrscht in
Tumoren ein hoher osmotischer Druck, der verhindert, dass Substanzen mit grof3er
Molekilmasse schnell und weit in den Tumor eindringen konnen. 1gG-Antikérper
haben mit ca. 150 kD eine entsprechend grol3e Molekulmasse. All diese Faktoren
haben zur Folge, dass sich unter der Immuntherapie therapierefraktare Zellklone
entwickeln kénnen. Durch die Kopplung eines radioaktiven Isotops — speziell -
Strahler — an die Antikorper werden auch Zellen mitbestrahlt, die das Antigen nicht
exprimieren oder von den Antikdrpern nicht erreicht werden konnen. Durch die
Verwendung unterschiedlicher radioaktiver Isotope kann Reichweite, Dauer und
Strahlenqualitat variiert werden (Meller und Meller, 2007).

Fur die Weiterentwicklung der Immuntherapie bzw. der Radioimmuntherapie ist es
wichtig, geeignete Rezeptoren zu erforschen. Ein idealer Rezeptor sollte mdglichst
tumorspezifisch sein und bei vielen Tumorentitaten gehéauft auftreten. Weiterhin sollte
dieser Rezeptor fur wichtige Funktionen der Krebszelle verantwortlich sein, um tber
ihn vitale Funktionen der Zelle blockieren zu kénnen. Ein solcher Rezeptor ist der
Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR).

1.3.1 Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR)

Der Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR) ist ein Glykoprotein von 170 kD, das
aus einer extrazellularen Rezeptor Domane, einem transmembranéren Anteil und
einer intrazellularen Domane besteht. Der intrazellulare Anteil hat tyrosinkinase
Aktivitat. Der EGFR wird auch HER1 oder c-erbB-1 genannt (Herbst, 2004). Das
Gen, das fur den EGFR kodiert, ist auf Chromosom 7, Abschnitt q13-g21 lokalisiert
(Kondo und Shimizu, 1983). Aulzer ihm gehoren noch HER2, HER3 und HER4 zu
der c-erbB-Gruppe (Herbst, 2004). Von dem EGFR sind 6 verschiedene Liganden
bekannt. Diese Liganden sind der Epidermal-Growth-Factor (EGF), der
Transforming-Growth-Factor-a, der Heparin-Binding EGF, das Amphiregulin, das
Epiregulin und das Betacellulin (Yarden, 2001). Nachdem ein Ligand an den EGFR
gebunden hat, erfolgt intrazellular eine Autophosphorilierung der Tyrosinkinase. Die
aktivierte Tyrosinkinase setzt intrazellulare Signalkaskaden in Gang. Die Aktivierung
des EGFR kann zu Zellproliferation, Angiogenese der Genexpression und Inhibition
der Apoptose fuhren (Herbst, 2004). Der EGFR ist physiologisch vor allem in der

Entwicklungs- und Wachstums-Phase von Bedeutung. Bei der Drosophila-Fliege
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konnte gezeigt werden, dass der EGFR fiinf verschiedene Signale tUbermittelt, die
alle mit der Entwicklung des Auges zusammenhangen. Der EGFR spielt dabei eine
Rolle bei der Proliferation, dem Uberleben und der Differenzierung der Zellen
(Dominguez et al.; 1998). Neben der physiologischen Expression kann der EGFR
auch in malignen Zellen gehéauft auftreten. Die EGFR-Stimulation fihrt bei
Tumorzellen zu einer erhdhten Beweglichkeit, einem besseren Anhaften und zu
einem leichteren Metastasieren (Herbst, 2004). In normalem Gewebe werden
zwischen 40000 und 100000 EGF-Rezeptoren pro Zelle exprimiert. Im Gegensatz
dazu ist der EGFR in einer Vielzahl von soliden Tumoren Uberexprimiert (Herbst,
2004). Zu diesen Tumorentitaten gehdren Kopf und Halstumore (Ford und Grandis,
2003; Herbst, 2004; Gebbia et al., 2007), kolorektale Karzinome (Herbst, 2004;
Jonker et al., 2007), Pankreas-Karzinome (Herbst, 2004; Xiong et al., 2004), Mama-
Karzinome, nicht kleinzellige Bronchialkarzinome, Nieren-Karzinome, Ovarial-
Karzinome und Urothel-Karzinome. Beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom
(NSCLC) korreliert die EGFR Uberexpression mit einer schlechten Differenzierung,
einem schnellen Wachstum und einer hohen Metastasierungsrate (Herbst, 2004).

Es gibt verschiede Méglichkeiten, die Funktion des EGFR zu hemmen. Zu diesen
gehoren monoklonale Antikorper, Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren und toxische
Substanzen, die an die Antikdrper gebunden sind. Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI)
sind kleine Molekile die die intrazellulare EGFR-Phosphorilierung und damit die
intrazellulare Signaltranstuktion verhindern. Die Signalibermittlung des EGFR kann
durch Kombination eines EGFR-Antikorpers und eines TKI sehr gut unterbunden
werden, so dass die extrazellularen und intrazellularen Bindungsstellen blockiert sind
(Huang et al., 2004). Zu den EGFR-Antikérpern gehort Cetuximab, Panitumumab
(ABX-EGF), EMD 72000, hR3 und ICR62. Diesen Antikdrpern ist gemeinsam, dass
sie an die extrazellulare Doméane des EGFR binden. Sie verhindern dadurch, dass
weitere Liganden an den Rezeptor andocken kodnnen. Der in dieser Arbeit
eingesetzte Antikdrper Cetuximab bekam 2004 die Zulassung zur Zweitlinientherapie
in der Europdischen Union. 2005 hat Cetuximab die Zulassung von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) fur das kolorektale Karzinom
bekommen (Camp et al., 2005).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des EGF-Rezeptors in der Zellmembran.

1.3.2 Cetuximab

Cetuximab (IMC-C225, Erbitux®) ist ein monoklonaler chimerer 1gG-Antikorper, der
gegen den Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor gerichtet ist (Kies und Harari, 2002;
Ciardiello und Ma, 2005). Cetuximab wurde von ImClone, Merck KGaA und Bristol-
Myers Squibb (BMS) entwickelt (Kies und Harari, 2002). Dieser Antikorper hat eine
hohere Affinitat zum EGFR als andere Liganden wie z.B. EGF (Ma und Hidalgo,
2007). Er verhindert die Ligandenbindung und bewirkt dadurch die Hemmung der
intrazellularen Signaltransduktion. Bei In-vitro-Experimenten brachte Cetuximab
Zellen in den Zyklusarrest in der Gj-Phase (Ciardiello und Ma, 2005). Als
Monotherapie wirkt Cetuximab zytostatisch (Ma und Hidalgo, 2007). Die Kombination
von Cetuximab mit Irinotectan erzielt bei vorbehandelten Patienten mit kolorektalen
Karzinomen gute Ergebnisse. In Kombination mit Oxaliplatin wird der Antikdrper auch
in der Erstlinientherapie und bei adjuvanten Ansatzen eingesetzt. Cetuximab wird mit
einer Initialdosis von 400 mg/m? i.v. verabreicht. Im Anschluss wird eine wochentliche
Dosis 250 mg/mz2 i.v. appliziert (Ciardiello und Ma, 2005). Der Antikoérper Cetuximab
ist eine wichtige Behandlungsoption bei der Behandlung von Kopf-Halstumoren und
bei dem metastasierten kolorektalen Karzinom (Blick und Scott, 2007). Bei Patienten
mit kolorektalem Karzinom, bei denen andere Behandlungsmethoden ausgeschopft
sind, fihrt Cetuximab zu einer Verlangerung der Gesamtiberlebenszeit von im

Median 4,6 Monaten auf im Median 6,1 Monaten. Die Lebensqualitat ist ebenfalls
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erhoht (Jonker et al., 2007). Patienten mit immunhistochemisch EGFR-negativem
kolorektalem Karzinom zeigten ebenfalls ein Ansprechen auf eine Therapie mit
Cetuximab (Chung et al.,, 2005). Auch bei der Therapie des fortgeschrittenen
Pankreas-Karzinoms konnte eine Aktivitdt von Cetuximab in Kombination mit

Gemcitabine nachgewiesen werden (Xiong et al., 2004).

1.4 Radioaktiv markierte EGFR-affine Substanzen

In der Tumordiagnostik spielt neben den klassischen radiologischen Verfahren die
molekulare Bildgebung eine grofRe Rolle. Hier werden verschiedene radioaktive
Isotope an Moleklle gekoppelt, die sich in bestimmten Strukturen anreichern.
Dadurch koénnen diese Strukturen sichtbar gemacht werden. Im Rahmen der
Forschung zur EGFR-vermittelten Therapie werden z.T. radioaktiv markierte
rezeptoraffine Substanzen eingesetzt. Auf der Suche nach geeigneten PET-Tracern
fur die EGFR-Tyrosinkinase markierten Bonasera et al. 5 verschieden 4-
(Anilino)quinazoline Derivate radioaktiv mit *®F. Bei In-vivo-Experimenten stellte sich
allerdings heraus, dass sie aufgrund kinetischer Faktoren und einer schnellen
Clearance als Tracer zur Darstellung EGFR-positiver Tumoren ungeeignet waren
(Bonasera et al., 2001). Pal et al. konnten Uber den *?*I-markierten Tracer
morpholino-***I-IPQA  ((E)-But-2-enedioic-acid-[4-(3-***liodoanilino)-quinazolin-6-yl]-
amide-(3-morpholin-4-yl-propyl)-amide) mittels PET EGFR-positive Tumore
identifizieren. Dies gelang ihnen vor allem bei Malignomen mit hoher EGFR-Kinase-
Aktivitat (Pal et al., 2006). Als ungeeigneter Tracer fir eine nicht invasive Diagnostik
des EGFR-Status in Malignomen mittels PET stellte sich *®F-Gefitinib heraus. Grund
hierfiir war eine hohe unspezifische Bindung des Tracers (Su et al. 2008). Mit **™Tc-
markiertem EGF konnten EGFR-positive Hirntumore bei Ratten mittels Gamma-
Szintigraphie nachgewiesen werden. Da die Blut-Hirn-Schranke erst tGberwunden
werden musste war der Uptake nicht sehr hoch (Yang et al., 2001). Cen et al.
berichteten von einem wachstumshemmenden Effekt von **In-DTPA-hEGF (**In-
labeled diethylenetriaminepentaacetic acid human epidermal growth factor) bei
EGFR-Uberexprimierenden Brustkrebszellen, die in Mause implantiert waren. Die
besten Effekte wurden in kleinen Tumoren erreicht, die sich noch nicht etabliert
hatten (Chen et al.,, 2003). Die Lokalisation von Bronchialkarzimomen gelang mit
Hilfe von **'I-markiertem EGF. Allerdings behielten nach der Synthese weniger als
die Halfte der *!I-EGF Molekiile ihre Fahigkeit, an den EGFR zu binden (Cuartero-
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Plaza et al., 1996).
Neben dem EGF wurde auch versucht, Antikorper, die gegen den EGFR gerichtet
sind, radioaktiv zu markieren. In In-vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass mit
Mn-markierten monoklonalen Antikérpern Tumore lokalisiert werden konnten
(Goldenberg et al., 1989; Divgi et al., 1991). In vivo konnten mit **!In-DTPA-PEG-
Cc225 (*In-diethylenetriaminepentaacetic acid-poly(etholene glycol)-C225) selektiv
Tumore mit einer hohen EGFR-Expression lokalisiert werden (Wen et al., 2001).
Aus diesem Kontext ergeben sich die optimalen Eigenschaften einer EGFR-affinen
Substanz fur die EGFR-vermittelte Diagnostik und Therapie. Diese sind:

* hohe Rezeptoraffinitat

» einfache Synthese

* hohe Stabilitat

* gunstige Habwertszeit
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Primares Ziel dieser Arbeit war es einen radioaktiven Tracer zu entwickeln, der
sowohl zur Diagnostik als auch zur Therapie von EGFR-positiven Tumoren
eingesetzt werden kann.

Die Grundvorrausetzung fir den Einsatz einer radioaktiven Verbindung — sei es zur
Diagnostik oder Therapie — ist ihre Stabilitat. Fir uns war hierbei wichtig zu wissen,
ob *®I-Cetuximab (iber einen Zeitraum von 48-72 h stabil ist.

Fir den von uns vorgesehenen Einsatz von **!|-Cetuximab ist es wesentlich, dass
der Antikdrper spezifisch an den EGFR bindet. Dariber hinaus sollte untersucht
werden, ob die Bindung reversibel ist und welchen Einfluss die spezifische Aktivitat
auf den **!|-Cetuximab-Uptake hat.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die therapeutischen Mdglichkeiten von
Cetuximab zu erforschen. Hier sollte der Einfluss von Cetuximab auf das Wachstum
der Zellen untersucht werden. Gegenstand der Untersuchung war zusatzlich, ob
kaltes Cetuximab und '*I-Cetuximab das Zellwachstum unterschiedlich
beeinflussen.

Neben dem Einsatz als Monotherapeutikum spielt Cetuximab in multimodalen
Therapieregiemen eine grof3e Rolle. Es wurde untersucht ob die Kombination aus
Bestrahlung und Cetuximab, im Vergleich zur jeweiligen Monotherapie, einen
additiven Einfluss auf die Zellproliferation hat und ob eventuelle Effekte
dosisabhangig sind. Neben dem Einfluss der multimodalen Therapie auf das
Zellwachstum wurde den Einfluss der Bestrahlung auf den **!I-Cetuximab-Uptake
untersucht. Auch hier interessierte uns der Einfluss unterschiedlicher Strahlendosen
auf die EGFR-Expression und die damit verbunde Anderung des *!I-Cetuximab-

Uptake der Zellkulturen.
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2 Material und Methoden

Samtliche Zellkulturexperimente wurden in einer Sicherheitswerkbank Klasse Il unter
Verwendung steriler Einwegartikel durchgefuhrt. Verwendete Chemikalien wurden in

hochreiner Form zum Ansetzen der Losungen eingesetzt.

2.1 Material und Methoden

2.1.1 Zellkulturen

Als Zelllinien wurden A-431 (DSMZ, Braunschweig, Deutschland), JIMT (DSMZ,
Braunschweig, Deutschland) und MB49 (Urologie, Universitats-Klinikum Schleswig-
Holstein, Campus Libeck, Deutschland) eingesetzt.

Von den A-431-Zellen ist bekannt, dass sie den Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor
(EGFR) Uberexprimieren (Wrann und Fox, 1979). Die Zellen wurden von einem
soliden Tumor einer 85-jahrigen Frau gewonnen (Giard et al., 1973). Es handelte
sich um Epithel-ahnliche Zellen, die in Monolayer-Kulturen wachsen. Das
Kulturmedium enthielt 89 % RPMI 1640 ohne L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH,
Colbe, Deutschland), 1 % Penicillin/Streptomycin (10 000 Units/10 mg/ml, PAA
Laboratories GmbH, Coélbe, Deutschland) und 10 % fotales bovines Serum (FBS)
(PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland).

Die JIMT-Zellen wurden aus einer Pleurametastase eines ductalen Mama-Karzinoms
von einer 62-jahrigen Frau gewonnen (Tanner et al., 2004). Sie dienten als Kontrolle,
ohne bekannte EGFR-Uberexpression jedoch mit HER2-Expression. Sie wurden
ebenfalls als Monolayer-Kulturen gezogen. Das Kulturmedium enthielt 89 %
Dulbecco's MEM (4,5 g/l Glucose, PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland) mit
2 mM L-Glutamin Natriumpyrovat, 10 % FBS (PAA Laboratories GmbH, Cdlbe,
Deutschland) und 1% Penicillin/Streptomycin (10 000 Units/10 mg/ml, PAA
Laboratories GmbH, Co6lbe, Deutschland).

Die MB49-Zellen stammten von Karzinom-Urothelzellen aus Mausen (Bonfil et al.,
1997). Sie wurden als Kontrolle verwendet, die keinen Rezeptor aus der c-erbB-
Gruppe-Uberexprimiert. Sie wurden als Monolayer-Kulturen gezogen. Das
Kulturmedium enthielt 89 % Dulbecco's MEM (4,5 g/l Glucose, PAA Laboratories
GmbH, Cdlbe, Deutschland) mit 2 mM L-Glutamin Natriumpyrovat, 10 % FBS (PAA
Laboratories GmbH, Coélbe, Deutschland) und 1% Penicillin/Streptomycin (10
000 Units/10 mg/ml, PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland).

23



2.1.2 Antikorper

Als Antikdrper wurde Cetuximab (2 mg/ml, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Bei einem Teil der Experimente wurde Cetuximab vor der Zugabe mit
Na[**!1]lodid (MDS Nordion S.A., Fleurus, Belgien) radioaktiv markiert. Der radioaktiv
markierte Antikorper wird im Folgenden als ,heiRer* Antikdrper, der nicht markierte

Antikorper als ,kalter* Antikérper bezeichnet.

2.1.2.1 Antikdrpermarkierung

Prinzip der Antikdrpermarkierung

Die Wand des ReaktionsgefaRes ist mit dem Oxidationsmittel IODO-GEN® (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, USA) beschichtet. Durch IODO-GEN® wird lodid (1)
zum hoch reaktivem lodonium-lon (I*) oxidiert. Das sehr elektrophile 1" geht tiber den
Mechanismus einer elektrophilen Substitution eine Bindung mit den Tyrosinresten im
Antikdrpermolekul ein (Abb. 4).

Reaktionsgleichung:

R 0 1? o)
w1 TR Y
HO—(I,—CH—N—CIZH—C—N—Ak HO—(I,—CH—N—CIZH—C—N—Ak

o) CH, + o) CH,
ﬁ
Oxidation fH
I*
OH OH

131 131
d

Abb. 4: In der Abbildung ist die Reaktion von Cetuximab un I zu ~’I-Cetuximab gezeigt. Das lodid
(I-) wird zu einem lodionium-lon (I+) oxidiert. I+ substituiert ein Proton (H+) am aromatischen Ring des
Tyrosinrestes. *| steht in dieser Formel fur alle lod-Isotope, wie z.B. der reine y-Strahler 123 der v-B-
Strahler **| oder der Positronenstrahler ***I.

Radioaktive Markierung

Initial hatte das Na[**!l]lodid (MDS Nordion S.A., Fleurus, Belgien) eine
Konzentration von 7,4 GBg/ml (spezifische Aktivitat >1 TBq). Die Verdinnung des
Na[**!1]lodids erfolgte mit einer 0,9 %-igen NaCl-Lésung. Zur Markierung wurde in
angegebener Reihenfolge 0,5 ml PBS-Puffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) mit
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pH 7,2, 0,6 mg Cetuximab (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 75 MBq
Na[**!1]lodid in ein Reaktionsréhrchen (s. Prinzip der Antikérpermarkierung) pipettiert
und 30 min auf einem Magnetrihrgerat gerihrt. Die Reaktion wurde durch die
Entnahme der Reaktionslésung aus dem I0DO-GEN®-beschichteten Reaktionsgefal
gestoppt. Es folgte die Verdinnung des Gemischs mit 0,9 %-iger NaCl-Losung auf
5MBg/ml.  Im Anschluss wurde die Qualitdtskontrolle zum einen per
Dunnschichtchromatographie (DC) und zum anderen per

Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) durchgefihrt.

2.1.2.2 Qualitatskontrolle
Dinnschichtchromatographie (DC)

Die stationare Phase der DC bestand aus einem 10 cm langen Instant-Thin-Layer-
Chromatographie-(ITLC)-Streifen (Pall GmbH, Dreieich, Deutschland). Dieser wurde
mit Markierungen fir den Startpunkt (1 cm oberhalb des einen Endes) und fir den
Endpunkt (1 cm unterhalb des anderen Endes) sowie einer Markierung 5cm von
beiden Enden versehen. Die mobile Phase bestand aus 0,9 %-iger NaCl-Losung.

Es wurden 50pl des **Y-markierten Antikérpers auf die Startlinie eines
Dunnschichtchromatographie-Streifens  (Pall GmbH, Dreieich, Deutschland)
pipettiert. Der Streifen wurde vertikal in eine Glaskammer gestellt, deren Boden mit
0,9 %-iger NaCl-Loésung bedeckt war. Die Plattenseite mit dem AntikGrper zeigte
dabei nach unten. Die Atmosphare in der Kammer war mit Wasserdampf gesattigt.
Die Platte wurde so lange entwickelt, bis die Flissigkeit die obere Endlinie der Platte
erreicht hatte. Nach vollstandiger Entwicklung wurde die Platte aus der Kammer
genommen und in der Mitte geteilt. Es erfolgte die Messung (Aktivimeter, CRC-15R,
Capintec, inc., Ramsey, USA) der Aktivitat der unteren Hélfte (x;) des Streifens sowie
die Messung der Aktivitat der beide Halften (x;+x2) zusammen.

Formel:

RC = X1/(X1+X2 )*100

Mittels dieser Formel wurde die radiochemische Reinheit (RC) in % berechnet.

Hochdruck Flussigkeits-Chromatographie (HPLC)
Die HPLC erfolgte Uber eine Size-Exclusion-Saule (Bio-Sil(R) SEC 250-5, 300 mm x

7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Als mobile Phase wurde hier 0,5 M
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PBS Puffer, pH 6,8, bei einem Fluss von 1 ml/min verwendet.

Vor Beginn der Messung wurde die Saule mit PBS-Puffer pH 6,8, Flow 0,5 ml/min
Uber 15 min konditioniert. Fir die Chromatographie wurden 20 pl des radioaktiv
markierten Antikdrpers injiziert. In Abhéngigkeit von ihrer Molekilgro3e passierten
die Teilchen die Séaule unterschiedlich schnell (radioaktiv markierte Antikorper: ca.
150 kD, freies **!I: 131 g/mol), wobei kleinere Molekiihle eine langere Retentionszeit
aufweisen. Fur die Detektion wurden ein Radioaktivitatsdetektor sowie ein UV-VIS-
Detektor (254 nm) eingesetzt. Die Messwerte wurden von einem Computer als
Kurven der Aktivitat Uber die Zeit aufgezeichnet. Die Messung wurde nach 20 min

beendet.

Radiochemische Reinheit

Fur die Versuche wurde Antikdrper mit einer radiochemischen Reinheit >90 %
eingesetzt. Wenn diese Reinheit nicht erreicht wurde, erfolgte eine erneute Synthese
von '¥-Cetuximab. Das Ziel dieser Anforderung war es, moglichst reines ***I-
Cetuximab in den Versuchen einzusetzen. Hiermit sollten ungewollte Einflisse von

freiem **'I" und ungebundenem Cetuximab verringert werden.

Stabilitat des **!I-Cetuximab

Um sicher zu stellen, dass das, wie unter Punkt 2.1.2.1 beschrieben, synthetisierte
13l|_Cetuximab ber den Untersuchungszeitraum stabil war, erfolgte je eine
Qualitatskontrolle mittels DC und HPLC nach 24, 48 und 72 h. *3!|-Cetuximab wurde
Uber den Untersuchungszeitraum sowohl mit Medium als auch mit PBS Puffer pH 7,2

inkubiert. Die Inkubation fand jeweils bei 4°und 3 7°C statt.

2.2 Experimente

Alle Zelllinien wurden bei einer Temperatur von 37° C und 5% CO,-Begasung
inkubiert. Dabei hatten die ZellkulturgefaRe (Greiner BIO-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) 25 cm? Wachstumsflache. Wahrend der Proliferation
der Zellkulturen erfolgte der Mediumwechsel alle 2 bis 3 Tage. Unmittelbar vor
Aktivitatszugabe wurde das Medium erneut gewechselt. Die Zellen wurden zweimal
pro Woche und am Vortag der Aktivitatszugabe umgesetzt (1:3). Wahrend der
Experimente wurde weder das Medium gewechselt, noch die Zellen umgesetzt.

In Tab. 1 sind die verschiedenen Experimente mit ihren Variationen, der Zielsetzung
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und ihren Messzeitpunkten zusammengefasst.

Versuch Durchfiihrung/Variation Zielsetzung Messzeitpunkte
1. Bestimmung des 1311_ | Inkubation mit 5 Mg Bindungs- 24,48,72h
Cetuximab-Uptake heillem mAk (0,5 MBq), eigenschaften des
und -Kinetik bei den | Bestimmung des Uptake | Antikorpers in
A-431-Zellen EGFR-
Uberexprimierenden
Kulturen
2.1 | Verdrangungs- Inkubation der Zellen mit | Spezifitat der mAk- 0,4,24h
versuch an A-431- 5 ug ***I-mAk (24 h vor Bindung an A-431-
Zellen Messbeginn Zellen.
(Messzeitpunkt 0 h))
Reversibilitat der
Coinkubation von 250 pg | Antikérper-Bindung
mAk und beginn der
Messung (Messzeitpunkt | Zellwachstum bei
0 h) hoher mAk konz.
2.2 | Bestimmung des 1311 | Inkubation der Zellen mit Spezifitat der 181 72 h
Cetuximab-Uptake 5 pg B mAk Cetuximab
bei den JIMT-Zellen Aufnahme
Zellwachstum
2.3 | Bestimmung des 1311 | Inkubation der Zellen mit Spezifitat und Kinetik | 24, 48 h
Cetuximab-Uptake 5 ug ***I-mAk (24 h vor der "*'I-Cetuximab
und -Kinetik bei den Messbeginn Aufnahme
MB49-Zellen (Messzeitpunkt 0 h))
Zellwachstum bei
Verdrangungs- Coinkubation von 250 pg | hoher mAk konz.
versuch an MB49- mAKk und beginn der
Zellen Messung (Messzeitpunkt
0 h)
3 Variation des Inkubation aller Zellen mit | Einfluss der (0),24,48,72h
Verhéltnisses von 2,5 ug B31_Cetuximab. spezifischen Aktivitat
kaltem zu heiRem auf die Kinetik des
mAk (konst. Menge Coinkubation der Zellen Bh_Cetuximab-
heiRer mAKk) bei den | mit 0, 2,25, 9 oder Uptake
A-431-Zellen 22,5 pg Cetuximab
Zellwachstum bei
verschiedenen mAk
konz.
4.1 | Bestrahlung der A- Bestrahlung der Zellen 0, | Untersuchen einer (0), 24,48,72h

431-Zellen

2, 4, 10 Gy,

Dosisabhanigen
Proliferation
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4.2 | Bestrahlung der A- Bestrahlung der Zellen 0, | Untersuchen einer (0), 24,48,72h
431-Zellen 2,4,10 Gy. Dosisabhanigen
Proliferation unter
Inkubation mit kaltem | Inkubation der Zellen mit | Cetuximab-Einfluss

Cetuximab 5 pg kaltem Cetuximab
4.3 | Bestrahlung der A- Bestrahlung der Zellen 0, | Untersuchen des (0), 24, 48,72 h
431-Zellen 2,4,10 Gy. Einflusses
hochenergetischer
Inkubation mit Inkubation der Zellen mit | Photonen auf die
heiBem Cetuximab | 5 ug **'I-Cetuximab Kinetik des **'I-
Cetuximab-Uptake
Uptake-Bestimmung und

analog zu 1.
Dosisabhanigen
Proliferation unter
131)_Cetuximab-
Einfluss

Tab. 1: Zusammenfassung aller Experimente. Dargestellt sind der Versuch, die Variation, die
Zielsetzung und die Messzeitpunkte der einzelnen Experimente (mAk = Antikérper).

2.2.1 Bestimmung des **!I-Cetuximab-Uptake

2.2.1.1 Inkubation mit radioaktivem Antikorper

Der Beginn des Messzeitraums startete mit der Inkubation der Zellen mit heiRem
Antikorper. Dazu wurden 100 pl (5 pg) ***-Cetuximab (s.0.) zu den Zellen pipettiert.
Das frisch synthetisierte **!I-Cetuximab wurde zuvor mit 0,9 %-iger NaCl-Lésung
verdinnt. 100 ul (5 pg) der verdunnten Losung hatten danach eine Aktivitat von
0,5 MBg. Der genaue Zeitpunkt der Aktivitditsmessung wurde festgehalten, um
spatere Messergebnisse mit Hilfe des Zerfallsgesetzes korrigieren zu kénnen. Der

Zeitraum der Inkubation lag je nach Experiment zwischen 4 und 72 h.

2.2.1.2 Messung der applizierten Aktivitatsmenge

Das Messen der applizierten Aktivitat erfolgte in einer Gasionisationskammer
(Aktivimeter, CRC-15R, Capintec, inc., Ramsey, USA). Hierbei beruht das
Messprinzip darauf, dass die Radioaktivitat in einer gasgefillten Kammer
lonisationen erzeugt, die als Strom gemessen werden kdnnen. Dieser Strom ist
proportional zur Aktivitdt eines bestimmten Radionuklids. Das Gerat verfugt tber
eingespeicherte Programme fur unterschiedliche Isotope.
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2.2.1.3 Uptake-Messung

Vor der Uptake-Messung wurde das Medium abgegossen und der Zellrasen zweimal
mit PBS-Pufferl (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gewaschen. Der hierfir verwendete
PBS-Puffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hatte einen pH-Wert von 7,2. Das Lésen
des Zellrasens aus dem Kulturgefal3 erfolgte mit Accutase (PAA, Pasching
Osterreich) in einfacher Konzentration. Nach 10 min Inkubation mit Accutase (PAA,
Pasching Osterreich) bei 37°C folgte die Zugabe von RPMI 1640 Medium (PAA,
Pasching Osterreich) und das AbgieBen der Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen. Die anschlieRende Zentrifugation bei 1100 rpm und 4°C
(Varifuge 32RS, Heraeus Sepatch, Osterode/Harz) dauerte 10 min. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 1,5 ml Medium RPMI 1640, (PAA, E15-039)
resuspendiert.

Die Proben wurden in einem Bohrloch-Detektor (Multi-Logger LB 5310, Berthold
Technonlogies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Deutschland) gemessen. Die
Messeinheit des Geréts registriert Szintilationsblitze, die durch die Energie der
absorbierten Strahlung im Nal-Szintilationskristall entstehen. Der Ausgabewert der
Zerfalle pro Minute ist proportional zur Anzahl der Lichtblitze. Diese ist wiederum
abhangig von der Stoffmenge, der Aktivitat und dem Isotop.

Die Messung der Zellsuspension erfolgte in 1,4 ml Medium (PAA, E15-039). Die
Zerfalle pro Minute wurden anschlie3end auf ein Volumen von 1,5 ml umgerechnet,
da vor der Messung die Entnahme von 100 pl Zellsuspension zur Auszahlung
erfolgte (s.2.2.2). Die Messzeit pro Probe betrug 1 Minute. Jede Probe wurde
zweimal gemessen. Der Zeitpunkt der Messung wurde festgehalten und zur

Zerfallskorrektur verwendet.

2.2.1.4 Leerwert Bestimmung

Fur jeden Messzeitpunkt gab es eine Negativkontrolle. Dafiir diente eine
Zellkulturflasche ohne Zellen aber mit Nahrmedium und 100 pl heil3em Antikdrper.
Die Negativkontrollen und die Flaschen mit Zellen erhielten eine simultane
Behandlung (s. 2.2.1.1-2.2.1.3). Der so ermittelte Leerwert wurde von den Uptake-

Werten des jeweiligen Zeitpunkts abgezogen.
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2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach dem Trypanblau-Ausschluss-Verfahren
(0,4 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) mittels eines Auflichtmikroskops (Bx 40,
Olympus-Europe, Hamburg, Deutschland). Dabei wurden 100 pl Zellsuspension mit
50 pl Trypanblau (0.4 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verdinnt. Das Auszahlen
der Zellen erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer.

2.2.3 Spezifitdt und Reversibilitat der Cetuximab-B  indung

Nach einer Inkubationszeit der A-431-Zellkulturen von 24 h mit 5 pg heildem
Antikorper (0,5 MBq) (s.2.2.1.1) wurden die Zellen mit 250 pg kaltem Cetuximab
coinkubiert. Der Uptake (s. 2.2.1.3-2.2.1.4) wurden zum Zeitpunkt der Zugabe des
kalten Antikdrpers (0 h), nach 4 h und nach 24 h bestimmt. Die Zellen wurden wie
unter Punkt 2.2.2 beschrieben ausgezabhilt.

Die JIMT-Zellkulturen wurden mit 5 pg (0,5 MBq) radioaktiv markiertem Cetuximab
inkubiert (s. 2.2.1.1). Bei der Halfte der Flaschen erfolgte eine Coinkubation mit 250
Hg kaltem Antikdrper. Die Bestimmung des Uptake (s. 2.2.1.3-2.2.1.4) erfolgte nach
einer Inkubationszeit von 72 h. Die Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben
ausgezahlt.

Die MB49-Zellkulturen wurden mit 5 pg (0,5 MBQ) radioaktiv markiertem Cetuximab
inkubiert (s. 2.2.1.1). Nach 24 h erfolgte bei einem Teil der Flaschen die Uptake-
Bestimmung. Die Halfte der verbleibenden Kulturflaschen wurde mit 250 pg kaltem
Antikdrper coinkubiert. Nach 48 h wurde der Uptake (s. 2.2.1.3-2.2.1.4) der Flaschen
mit und ohne kalten Antikorper bestimmt. Die Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.2

beschrieben ausgezahilt.

2.2.4 Spezifische Aktivitat von  **I-Cetuximab

Im Gegensatz zu der unter Punkt 2.2.1 beschriebenen Bestimmung des Uptake,
wurden 2,5 pg radioaktiv markiertes Cetuximab zum Inkubieren verwendet. Diese
2,5 ug **-Cetuximab hatten eine Aktivitat von 0,5 MBq. Im Anschluss erfolgte das
Pipettieren von kaltem Antikérper bzw. 0,9 %-iger NaCl-Losung zu den Zellkulturen.
Je nach Versuchsreihe wurden 22,5; 9; 2,25 bzw. 0 ug kaltes Cetuximab zu den
Zellen pipettiert, um eine spezifische Aktivitdt von ca. 20; ca. 40; ca. 100 bzw. ca.
200 MBg/mg zu erzielen. Der Antikdrper war mit 0,9 %-iger NaCl-Losung verdunnt.
Die Bestimmung des Uptake lief analog zu dem unter Punkt 2.2.1.3-2.2.1.4
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beschriebenen Verfahren ab. Die Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben

ausgezahlt.

2.2.5 Externe Bestrahlung

Die externe Radiatio mit 2, 4 und 10 Gy erfolgte mit einem Linearbeschleuniger
(Merwaton 74, Siemens, Minchen, Deutschland). Das Gerat verflgte Uber eine
Dosisleistung von etwa 3 Gy/min bei einer Bremsstrahlung von 10 MeV. Die
Bestrahlung der Zellen wurde in Zellkulturflaschen durchgefiihrt. Die Flache der
Kulturflaschen betrug 25 cm2. Der Zellrasen auf dem Boden der Flaschen war mit
7 ml Kulturmedium bedeckt. Die gleichen, nicht bestrahlten Zellkulturen (0 Gy)
dienten als Kontrolle. Bei Zellen, die mit Antikdrper inkubiert wurden, fand die
Bestrahlung unmittelbar vor Antikdrperzugabe statt. Der Uptake wurde wie unter
Punkt 2.2.1 beschrieben bestimmt. Die Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.2

beschrieben ausgezahilt.
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2.3 Berechnungen und Statistik

2.3.1 Standardkurve

Vor Beginn der Experimente wurde eine Standardkurve erstellt. Dazu wurden 10, 25,
50, 100 und 1500 pl einer *!I-Lésung (86,5 kBg/ml) jeweils auf 1,5 ml aufgefullt und
im Bohrloch-Detektor (s.0.) die Aktivitdt gemessen. Mit Hilfe von Excel (Microsoft,
Redmond, USA) wurde aus der Standardkurve durch lineare Regression eine
Geradengleichung ermittelt. Mittels dieser Gleichung konnten die Zerfalle pro Minute

der Probe in MBg umgerechnet werden.

2.3.2 Rechnung

Fur eine Interpretation des Messergebnisses mussten die Messwerte
zerfallskorrigiert werden. Da der radioaktive Zerfall einer Kinetik nullter Ordnung
unterliegt, ist die Aktivitat zum Zeitpunkt (t) nur vom Messzeitpunkt und der
Halbwertszeit des Isotops abhéngig. Die Stoffmenge spielt fur den Zerfall keine
Rolle.

A(t) = A(0)*exp(-In2*t/t1/,)

Nach linearer Umformung ergibt sich:

A(0) = A()/(exp(-In2*t/ty2))

(mit A(0) = Aktivitat zum Zeitpunkt der Zugabe des **!I markierten Antikorpers |,

A(t) = Aktivitat beim Messzeitpunk, t = Messzeitpunkt und ty, = Halbwertszeit)

Der Messwert des Uptake wurde durch Einsetzen in die obige Gleichung korrigiert.
AnschlieBend erfolgte mit Hilfe der aus der Standardkurve erhaltenen
Geradengleichung die Berechnung des Wertes in MBq. Das Ergebnis wurde auf die
applizierte Aktivitat pro ml bezogen. Da ein vom Zellwachstum unabhangiger
Vergleichswert erzielt werden sollte, wurde der prozentuale Uptake anschlieRend auf

10° Zellen bezogen.
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2.3.3 Abschatzung der Bestrahlungsdosis durch  ***I-markiertes
Cetuximab

Die maximale Bestrahlungsdosis durch **!|-Cetuximab, die auf die Zellen gewirkt

hatte, wurde nach einer Variante der Marinelli-Formel berechnet:
Energie [eV] = Eayq X avg. Aktivitat *'l x Bestrahlungszeit

(fir B2 Eavg = 1/3 Emax und avg. Aktivitat >l wurde berechnet aus der kumulativen
Aktivitat Gber die Zeit (Uber 24 h = 95 % der initialen Aktivitat))

1eV=1,602x10"J
Dosis [Gy] = Energie [J] / Masse [kg]

Die absolute B Dosis wurde uber die Zeit integriert und betrug 0,25 Gy nach 24 h,
0,48 Gy nach 48 h sowie 0,69 Gy nach 72 h.

2.3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS 15.0 (SPSS inc., Chicago, USA).
Bestimmt wurden Mittelwerte, Mediane und die Standardabweichungen. Es wurden
nicht parametrische Tests, der Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben, bzw. der
Mann-Whitney-Test fir unverbundene Stichproben durchgefihrt. Hiermit wurden
signifikante Anderungen zwischen den einzelnen Messzeitpunkten und den
verschiedenen Uptake-Kurven ermittelt. Als signifikant wurden Unterschiede mit

einer Irrtumswabhrscheinlichkeit von p <0,05 gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Radiochemische Reinheit und Stabilitdt des radi oaktiv
markierten Antikorpers

Da die Bindungseigenschaften von *-Cetuximab wesentlich von der
radiochemischen Reinheit des mit ***I-markierten Produkts abh&ngig sind, erfolgte
eine Qualitatskontrolle nach jeder *'1-mAk-Synthese. So wurde sichergestellt, dass
die Ergebnisse nicht durch ungebundenes radioaktives lodid beeinflusst wurden. Die
Reinheit des markierten Antikdrpers sollte mindestens 90 % betragen. Im Falle einer
Reinheit von <90 % erfolgte die erneute Synthese des **!I-mAk.

Die radiochemische Reinheit nahm unter Versuchsbedingungen (Verwendung von
Zellkulturmedium) von m =96,8 % — kurz nach der Markierung — auf m =93,6 %
nach 72 h ab. Diese Ergebnisse waren unabh&ngig von der Inkubationstemperatur
(45 37°C). Lediglich bei der Verwendung von PBS-Puffer als Lésungsmittel und
einer Inkubationstemperatur von 37° C ergab sich nach 72 h eine Reinheit von
lediglich 85 %. Diese Ergebnisse sind in Abb.5 dargestellt. Die Ergebnisse der
verschiedenen Methoden (DC, HPLC) stimmten uberein.

3.1.1 Qualitatskontrolle mittels Dinnschicht-Chroma tographie (DC)

Im Anschluss an die Synthese des '*'I-Cetuximab wurde eine Qualitatskontrolle
mittels Dunnschicht-Chromatographie durchgefuhrt. Hier wurde eine radiochemische
Reinheit von 96,8 % erreicht. Somit waren 96,8 % des **!I nach der Inkubation an
den Antikérper gebunden.

In den ersten 48 h nach Markierung konnte keine signifikante Anderung der
radiochemischen Reinheit festgestellt werden. So variierte nach 24 h die
radiochemische Reinheit des **!|-Cetuximab zwischen 98,4 % der im Kiihlschrank
(4° C) gelagerten Probe und 95,4 % der bei 37°C ge lagerten Probe. Beide '*I-
Cetuximab-Proben waren mit Medium inkubiert worden. 48 h nach Markierung gab
es eine Spannbreite von 96,8 % bei 4°C bis 91,3 % bei 37°C. Hier waren beide *!|-
Cetuximab-Proben mit PBS-Puffer inkubiert worden. Bei der Probe, die analog zu
den Versuchsbedingungen (s. 2.2) gelagert wurde, lag eine Reinheit von 95,4 % vor.
72 h nach der Synthese sank die radiochemische Reinheit des **!I-mAk auf Werte
zwischen 95,2 % und 85,0 %. Die groldte Stabilitdt wurde bei 4°C, die geringste bei
37°C ermittelt. Beide Proben waren mit PBS-Puffer inkubiert. Bei Proben, die analog
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zu den Versuchsbedingungen (s. 2.2) gelagert wurden, ergab sich eine Reinheit von
93,8 %.

[%]
120 -

80 -

60 -
40 - —e— PBS kalt
—l— Med, kalt
PBS,warm
20 - —¢— Med,warm
O I I I
0 24 48 72 [ h]

Abb. 5: Chemische Reinheit des **!I-Cetuximab bei Inkubation mit Medium bzw. PBS-Puffer und unter
verschiedenen Lagerungsbedingungen (4°oder 37°C). Alle Werte sind als chemische Reinheit in %
zu den jeweiligen Messzeitpunkten dargestellt.

3.1.2 Qualitatskontrolle mittels Hochdruck-Flissigk eits-
Chromatographie (HPLC)

Die Ergebnisse der HPLC bestétigen die Ergebnisse der DC-Qualitatskontrolle. Auch
hier zeigte sich eine weitgehende Stabilitdit der markierten Probe. Abb. 6 gibt
beispielhaft die Ergebnisse der HPLC-Analyse wieder. Die Flache unter der Kurve
von Peak a entspricht dabei dem markierten Antikdrper, die Flache unter der Kurve
von Peak b gibt die Menge an lodid in der Reaktionslosung wieder.
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Abb. 6: Graph der Qualitatskontrolle mittels HPLC der 48 h im Brutschrank (37°C) gelagerten, mit
Medium verdiinnten, Probe. Dargestellt sind die Zerfalle / sec. Die Messung wurde nach 20 min
gestoppt.

3.2 Zellwachstum

A-431
Die unbehandelten Zellen proliferierten im Versuchszeitraum wie erwartet. Die Zellen

in behandelten Kulturen zeigten ein wesentlich geringeres Wachstum. Die jeweiligen

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

JIMT und MB49

Bei der Zelllinie MB49 konnten innerhalb von 24 h eine Vervierfachung der Zellzahl
nachgewiesen werden. Analoge Ergebnisse wurden nach Inkubation mit
unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen erzielt.

Bei der Zelllinie JIMT zeigte sich nach 72 h eine Verdopplung der Zellzahl. Die
unterschiedlichen Konzentrationen von Cetuximab hatten keinen Einfluss auf das
Zellwachstum.

Ein Einfluss der Antikorper-Inkubation konnte demnach fur keine der beiden
Kontrollzelllinien nachgewiesen werden. Deshalb wurden die jeweiligen Ergebnisse

graphisch nicht dargestellt.
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3.2.1 Auswirkung hoher Antikdrperkonzentrationen au f die
Proliferation

Im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollkulturen konnten bei den A-431-Zellen, die
mit hoher Antikdrperkonzentration inkubiert wurden, zwischen den Messzeitpunkten
keine signifikanten Unterschiede im Zellwachstum nachgewiesen werden (Abb. 7).
Die Proliferation wurde inhibiert.

Bei der JIMT-Zelllinie ist bekannt, dass sie den HER2-Rezeptor, einen nahen
verwandten des EGFR, Uberexprimieren. Die Inkubation mit Cetuximab hatte jedoch
keinen Einfluss auf das Wachstum der JIMT-Zelllinie.

Bei der EGFR-negativen MB49-Zelllinie bewirkte die Inkubation mit Cetuximab auch
keine Veranderung im Zellwachstum.

Die Inkubation mit dem radioaktiv markierten Antikérper hatte bei diesen Zelllienen —
ohne eine EGFR-Uberexpression — ebenfalls keinen nachweisbaren Einfluss auf

deren Proliferation.

Zellzahl
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Abb. 7: Zellzahl der A-431-Zellen in Kultur nach 24 h-Inkubation mit **!I-Cetuximab vor Beginn (0 h)
der Messung sowie der Coinkubation mit 50facher Menge an kaltem Cetuximab zum Messzeitpunkt
0 h. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung aus zwei getrennten Experimenten,
jeweils bestehend aus drei Messewerten pro Messzeitpunkt, dargestellt (n = 6).
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3.2.2 Das Zellwachstum bei Variation der AntikGrper  -Menge

Da davon auszugehen war, dass die Expression des EGFR Zellzahl-abhéngig ist,
war in allen Experimenten die Bestimmung der Zellzahl essentiell. Das
Wirkungsprinzip von EGFR-Antikorpern besteht u.a. in einer Proliferationshemmung
der EGFR-exprimierenden Zellen (Ford und Grandis, 2003; Ma und Hidalgo, 2007).
Dies konnte auch in vitro nachvollzogen werden. Die Proliferation der A-431-Zellen
veranderte sich mit der Antikdrperkonzentration.

Wie in Tab.2 wiedergegeben, wuchsen unter Versuchsbedingungen die Zellkulturen
der A-431-Zellen wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums. Dem gegenuber
konnte eine signifikante Abnahme der Zellzahl tberall dort nachgewiesen werden,

wo die Zellen mit den Antikorper Cetuximab inkubiert wurden.

24 h 48 h 72 h
ohne mAk 100 % 147 %* 149 %
2,5 ug *1-mAk 100 % 84 % 64 %*
2,5 ug BH-mAk + 2,25 pg mAk 100 % 63 %* 51 %
2,5 ug BH-mAKk + 9 pg mAKk 100 % 52 %* 39 %
2,5 ug **'1-mAk + 22,5 ug mAk 100 % 75 %* 36 %*

Tab 2: Zellwachstum nach Inkubation mit unterschiedlichen Mengen Cetuximab. Alle Werte sind in
[%] angegeben. Die Zellzahl nach 24 h wurde jeweils als 100 % festgelegt. Die Ergebnisse sind die
Mittelwerte aus drei getrennten Experimenten, mit jeweils drei Messwerten pro Messzeitpunkt (n = 9)
Die Signifikanzen sind im Vergleich zu den jeweilig zeitlich vorhergehenden Werten in derselben
Versuchsvariante aufgefihrt (*p < 0,05).

Die Unterschiede in der Zellzahl zwischen unbehandelten und mit Cetuximab-
inkubierten A-431-Zellkulturen vergréRerten sich im Untersuchungszeitraum.
Signifikante Unterschiede wurden vor allem bei langerer Inkubationszeit und grof3en
Dosis-Unterschieden in der mAk-Konzentration festgestellt. Diese Ergebnisse sind in
Abb. 8 gezeigt.

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen war, spatestens nach 72 h, die Proliferation in

samtlichen anderen Kulturen gehemmt.
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Abb. 8: Zellzahl der A-431-Zellkulturen nach Variation der Antikdrperkonzentration. Die Zellzahl nach
24 h wurde jeweils als 100 % festgelegt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung
aus drei getrennten Experimenten, mit jeweils drei Zellkulturflaschen pro Messzeitpunkt, abgebildet
(n=9, *p <0,05).

3.2.3 Die Zellzahl bei externer Bestrahlung

Ohne die Zugabe des Antikorpers proliferierten die scheinbestrahlten Zellen (0 Gy)
wie bereits unter 3.2 beschrieben. Wie zu erwarten, zeigten die externe Bestrahlung
und die Inkubation der A-431-Zellen mit Antikorper additive Effekte. Bereits nach
48 h verringerte sich die Anzahl der Zellen bei allen behandelten Zellkulturen
signifikant (p <0,05). 72 h nach Bestrahlung hemmte die Inkubation mit -
Cetuximab zusétzlich in jeder der vier Dosisgruppen (0, 2, 4, 10 Gy) das Wachstum
der Zellen. **'I-Cetuximab hemmte dabei das Zellwachstum signifikant starker als
Gabe gleicher Mengen kaltem Antikorper. Die mittlere durch 3!I-Cetuximab
verursachte Strahlendosis wurde auf 0.25 Gy nach 24 h und auf bis zu 0,7 Gy nach
72 h berechnet.

Eine Inkubation der Kulturen mit Cetuximab hemmte die Proliferation. Diese Effekte
waren unabhangig davon ob mit heiRem oder kaltem Antikdrper inkubiert wurde. Bei
den extern bestrahlten Zellen zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der

Applizierten Strahlendosis und der Abnahme der Zellzahl (Abb. 9).
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Abb. 9: Zellzahl der A-431-Zellkulturen nach Bestrahlung und Inkubation mit Antikdrper. Die Zellzahl
ist auf den 24 h Wert der unbehandelten Zellen (ohne mAK) normiert. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert aus vier getrennten Experimenten, mit jeweils drei Messewerten pro Messzeitpunkt und
einem Experiment, mit jeweils zwei Messewerten pro Messzeitpunkt, abgebildet (n = 14).

Die hochste Zellzahl fand sich zu jedem Messzeitpunkt in den unbehandelten
Zellkulturen. Bei den mit *!I-mAk inkubierten und zusétzlich mit 10 Gy extern
bestrahlten Zellen wurde zu allen Messzeitpunkten die geringste Zellzahl ermittelt.
Die Zellzahl der tbrigen Versuchsreihen lag zwischen diesen beiden. Die Wirkung

der Behandlungen war additiv zeit- und dosisabhangig (Abb. 9).

3.3 Standardkurve als Basis der Uptake-Experimente

Die Standardkurve zeigt, dass ein linearer Zusammenhang zwischen den
gemessenen Zerfallen pro Minute und der applizierten Aktivitat — gemessen in
Becquerel — besteht. Die Kurve wurde fir **!| erstellt. Mittels linearer Regression
wurde dann die an dem Graphen angegebene Geradengleichung ermittelt. R2

bezeichnet in diesem Zusammenhang das Bestimmtheitsmal3.
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Abb. 10: Standardkurve fir *'I mit eingezeichneter Trendlinie. Hierbei wurden die gemessenen
Zerfalle pro Minute (cpm) gegen die eingesetzten Becquerel (Bq) aufgetragen.

Wie aus der Abbildung hervorgeht, ergab sich fur **'I der Zusammenhang:
y = 0,0807x mit Rz = 0,9986

Durch Einsetzen der zerfallskorrigierten gemessenen Zerfalle pro Minute in die
Gleichung, erhdlt man die entsprechende Aktivitdt in Becquerel, in der
Zellsuspension die auf die im Experiment eingesetzte Aktivitatsmenge bezogen

werden konnte.

3.4 ¥|-Cetuximab-Uptake

Die EGFR-iiberexprimierenden A-431-Zellen zeigten einen hohen **!|-Cetuximab-
Uptake. Das Maximum wurde nach 24 h erreicht. Danach war der Uptake ricklaufig
(Abb. 11).
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Abb. 11: 131I-Cetuximab-Uptake der A-431-Zelllinie in Kultur. Die Werte sind als prozentualer Uptake
/10° Zellen angegeben. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung aus vier getrennten
Experimenten mit jeweils drei Zellkulturflaschen pro Messzeitpunkt und einem Experiment mit jeweils
zwei Zellkulturflaschen pro Messzeitpunkt angegeben (n = 14, *p < 0,05).

Im Gegensatz hierzu, zeigten die JIMT-Zellen und die MB49-Zellen nur einen sehr
geringen Uptake. Dabei betrug der Uptake beider Zelllinien weniger als 1 % des **!I-

mAk-Uptake der A-431-Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten.

3.3.1 ®!|-Cetuximab-Uptake bei Verdrangung des heiRen durch
kalten AntikOrper

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob Cetuximab reversibel an den EGFR
bindet. Hierzu wurden A-431-Zellen 24 h mit **!I-Cetuximab inkubiert. Nach diesen
24 h wurden die Zellen mit kaltem mAk in 50fache héherer Dosis coinkubiert und der
Ausgangs-Uptake (Messzeitpunkt O h) bestimmt. Bereits nach 4 h nahm der Uptake
um mehr als 50 % ab. Der Verlauf der Uptakekurve ist in Abb. 12 gezeigt.

Wie oben bei den A-431-Zellen beschrieben, wurden auch Kulturen der JIMT- und
MB49-Zellen behandelt. Sie dienten als Kontrolle. Bei ihnen konnte nur ein Uber
hundertfach geringerer Uptake als bei den A-431-Zellen bestimmt werden. Der
Uptake der MB49-Zellen zeigte nach Coinkubation mit kaltem Cetuximab tber einen
Zeitraum von 24 h keine Veranderungen.

Hierdurch konnte gezeigt werden, dass radioaktiv markierte Antikdrper spezifisch
und reversibel an den EGF-Rezeptor binden.
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Abb. 12: '|-Cetuximab-Uptake der A-431-Zellen in Kultur nach Coinkubation mit 50facher Menge an
kaltem Cetuximab. Alle Werte sind als Uptake in % /10° Zellen, fur den jeweiligen Messzeitpunkt,
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung aus zwei getrennten
Experimenten, jeweils bestehend aus drei Messewerten pro Messzeitpunkt dargestellt (n =6,
*p < 0,05).
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3.3.2 ¥!|-Cetuximab-Uptake bei Variation der Konzentration  an
kaltem Antikorper

Zur Evaluation des Einflusses der Antikérperkonzentration — und somit der
spezifischen Aktivitdt — wurde bei konstanter Menge an hei3en Cetuximab die Menge
an kaltem Antikdrper variiert. Wie in Abb. 13 dargestellt, konnte fir alle Messreihen
gezeigt werden, dass der Uptake im zeitlichen Verlauf abnahm.

Die Variation der spezifischen Aktivitat bewirkte eine Differenz im Uptake. Der **!-
Cetuximab-Uptake der Zellen ohne Gabe an kaltem Antikdrper war héher. Die Zellen
mit hohen Konzentrationen an kaltem mAk hatten einen signifikant niedrigeren
Uptake. Der Uptake war jeweils nach 24 h am grof3ten. Mit zunehmender
Inkubationszeit verringerte sich der Uptake bei allen Versuchsreihen. Die
Unterschiede im Uptake zwischen den verschiedenen Antikdrperkonzentrationen
fielen mit zunehmender Inkubationszeit geringer aus. Es konnte gezeigt werden,
dass die spezifische Aktivitat, also das Verhaltnis von heildem zu kaltem Antikorper,
einen signifikanten und dosisabhangigen Einfluss auf den ***I-Cetuximab-Uptake hat.

Dieser Einfluss ist bei kurzer Inkubationszeit grof3er als bei langer Inkubationszeit.
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Abb. 13; '*|-Cetuximab-Uptake der Zelllinie A-431 nach Coinkubation mit kaltem Cetuximab. Alle
Werte sind als Uptake zum dargestellten Zeitpunkt / 24 h-Uptake der 2,5 ug ¥_mAk Zellen x 100,
angegeben. Die Ergebnisse sind, als Mittelwerte + Standardabweichung aus drei getrennten
Experimenten, jeweils bestehend aus drei Messewerten pro Messzeitpunkt dargestellt (n =29,
*p < 0,05).

3.3.3 Der '¥Y|-Cetuximab-Uptake bei externer Bestrahlung

Hochenergetische Photonenstrahlung hat einen Einfluss auf den Uptake von **}-

Cetuximab bei der A-431-Zelllinie. Der Anstieg des Uptake ist dabei von der Dosis
der Bestrahlung abhéngig. Hohe Dosen fiihren dabei zu einem Anstieg des Uptake.

Tab.3 beschreibt den Verlauf des !!-Cetuximab-Uptake wahrend des
Messzeitraums von 72 h. Die Grafik zeigt, dass der Uptake wahrend der ersten 24 h
auf Uber 200 % stieg und ein Plateau erreichte. Im zeitlichen Verlauf war danach bei
den nicht bestrahlten Zellen (0 Gy) eine Abnahme des Uptake zu erkennen. Bei
Bestrahlung mit 2 Gy nahm der Uptake nach 72 h signifikant ab. Bei mittlerer (4 Gy)
Bestrahlung zeigte der Uptake im Untersuchungszeitraum Kkeine signifikanten
Unterschiede. Eine Bestrahlung mit 10 Gy fuhrte zu einem Anstieg des Uptake des

Antikdrpers tber den gesamten Messzeitraum.
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24 h 48 h 72 h
Bl mAk 214 % 201 % 151 %*
131 0 0 173 %*@4 M
l-mAk + 2 Gy 222 % 197 %
3 mAk + 4 Gy 210 % 202 % 243 %
131 334 %*(24 h)
I-mAKk + 10 Gy 282 % 317 %

Tab 3: 131I-Cetuximab-Uptake der A-431-Zelllinie in Kultur nach externer Bestrahlung. Alle Daten sind
als prozentualer Uptake /10° Zellen fur den jeweiligen Messzeitpunkt angegeben. Die Ergebnisse sind
die Mittelwert aus vier getrennten Experimenten mit jeweils drei Zellkulturflaschen pro Messzeitpunkt
und aus einem Experiment mit jeweils zwei Zellkulturflaschen pro Messzeitpunkt (n = 14, *p < 0,05).

Wahrend dieses Zeitraums hatten die mit 10 Gy bestrahlten Zellen zu jedem
Messzeitpunkt den signifikant hochsten Uptake. Nach 72 h fuhrte eine Bestrahlung
mit einer Dosis von 10 Gy zu einer Verdoppelung des Uptake von **!|-Cetuximab
verglichen mit den scheinbestrahlten (0 Gy) Zellen. Der Uptake der mit 4 Gy
bestrahlten Messreihe war nach 72 h signifikant héher als der Uptake der Zellen mit

einer niedrigeren Strahlendosis.
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4. Diskussion

Diese Arbeit wurde durchgeftihrt um einen Beitrag zu Verbesserung multimodaler
Therapiekonzepte zu leisten. Basis dieser Untersuchung war es den Einfluss einer
Bestrahlung auf die Immuntherapie mit dem gegen den EGFR-gerichteten Antikérper

Cetuximab zu erforschen.

4.1 Zellkulturen

Fur unsere Untersuchungen zur EGFR-Expression von Zellen nach einer
Bestrahlung, benétigten wir Zellen, die den EGFR Uberexprimieren. Unsere Wabhl fiel
dabei auf die Zelllinie A-431 (DSMZ, Braunschweig, Deutschland). Von den A-431-
Zellen ist bekannt, dass sie den EGF-Rezeptor in einer grol3en Anzahl exprimieren
(Wrann und Fox, 1979). Diese Zelllinie wurde oft erfolgreich zur Erforschung des
EGF-Rezeptors in In-vitro-Experimenten eingesetzt (Goldenberg et al., 1989;
Schmitd-Ulrich et al., 1997; Saleh et al., 1999; Meenakshi et al., 2003; Jimeno et al.,
2005; Ping et al., 2008; Webb et al., 2008; Ahsan et al., 2009). Die hohe Anzahl an
EGF-Rezeptoren und die Tatsache, dass sich die A-431-Zelllinie in der EGFR-
Forschung etabliert hat, waren wichtige Gruinde flr unsere Entscheidung.

Um zu Uberpriifen, ob das von uns synthetisierte **!|-Cetuximab spezifisch an den
EGFR bindet, bendtigten wir zusatzlich Zellkulturen, die den EGFR nicht
Uberexprimieren. Bei den JIMT-Zellen und den MB49-Zellen ist in der Literatur keine
EGFR-Uberexpression beschrieben. Wir konnten bei beiden Zellkulturen einen
deutlich geringeren **!|-Cetuximab-Uptake als bei den A-431-Zellen feststellen. Von
den JIMT-Zellen ist bekannt, dass sie den HER2-Rezeptor — einen nahen
Verwanden des EGFR aus der c-erbB-Familie — Uberexprimieren (Tanner et al.,
2004). Trotzdem war bei den JIMT-Zellen der **!I-Cetuximab-Uptake gering. Eine
Kreuzreaktion konnte somit ausgeschlossen werden. Eine hohe Spezifitat von **!-
Cetuximab ist daher naheliegend. A-431-Zellen wiesen einen mehr als 50fach
hoheren *!I-Cetuximab-Uptake als die Kontrollzellen auf. Im Gegensatz zu den
Kontrollen lies sich bei den A-431-Zellen, durch Coinkubation mit der 50fachen
Menge an kaltem Cetuximab, der **'I-Cetuximab-Uptake nach 24 h auf ca. ein Drittel
des Ausgangswertes senken. Durch diese Untersuchungen konnten wir nachweisen,
dass der EGFR Antikdrper Cetuximab — wie vom Hersteller beschrieben — spezifisch
an den EGFR bindet. Weiterhin konnten wir die Ergebnisse von Nordberg et al.

bestatigen, dass die Bindung des Antikdrpers an den Rezeptor reversibel ist
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(Nordberg et al., 2007).

4.2 Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR)-vermitt  elte Therapie

EGFR-vermittelte  Mechanismen und Therapieansatze sind Basis vieler
Untersuchungen. Der EGFR gehort zur c-erbB-Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen.
Das Wachstum und das Uberleben von Tumorzellen scheint unter anderem von
einem Netzwerk aus Rezeptoren und Liganden der c-erbB-Familie abhéngig zu sein.
In menschlichen Krebszellen wird der EGFR oft Uberexprimiert (Normanno et al.,
2006). Zu den Tumorentitaten, in denen er haufig vorkommt, gehéren die Kopf-
Halstumore (Ford und Grandis, 2003; Herbst, 2004; Gebbia et al., 2007), kolorektale
Karzinome (Herbst, 2004; Jonker et al., 2007), Pankreas-Karzinome (Herbst, 2004;
Xiong et al., 2004), Mama-Karzinome, nicht kleinzellige Bronchialkarzinome,
Nierenzell-Karzinome, Ovarial-Karzinome und Urothel-Karzinome (Herbst, 2004).

Die Tatsache, dass der EGFR bei vielen Tumorentitdten Gberexprimiert wird, macht
ihn zu einem interessanten Ziel bei der Erforschung neuer Krebstherapien. In
unseren Ergebnissen hat sich gezeigt, dass der EGFR-Antikdrper Cetuximab ein
sehr effektives Mittel ist, um dass Wachstum EGFR-positiver Zellen zu hemmen. Wie
in Tab. 2 dargestellt proliferierten die unbehandelten Zellen ungehindert, wahrend bei
den mit Cetuximab inkubierten Zellkulturen die Zellzahl abnahm. Diese
Wachstumshemmung war von der jeweiligen Cetuximab-Dosis abh&ngig.

Merkmale maligner Zellen sind Zellproliferation, Angiogenese, Genexpression und
die Inhibition von Apoptose. Die Aktivierung des EGFRs durch einen seiner Liganden
(s. 1.3.1) kann alle diese Eigenschaften der malignen Zellen zur Folge haben
(Herbst, 2004). Chung et al. haben herausgefunden, dass bei den Plattenepithel-
Karzinomen im Kopf-Hals-Bereichs haufig eine hohe Anzahl von Genkopien des
EGFR vorliegen. Dies ist mit einer schlechten Prognose fir die betroffenen Patienten
verbunden (Chung et al., 2006). An den extra- und den intrazellularen Anteilen des
EGFR konnten Mutationen identifiziert werden, die zur Aktivierung von Tumoren
fuhren (Ferguson KM, 2008). Eine schlechte Prognose bei Tumoren héangt haufig mit
dem Vorhandensein von Metastasen zusammen. Dem Epidermal-Growth-Factor
(EGF) und dem EGFR werden grof3e Bedeutung sowohl bei der lymphogenen als
auch bei der hamatogenen Metastasierung neoplastischer Erkrankungen
zugeschrieben (Pryczynicz et al., 2008). Diese Schlisselposition ist fur den Grad der

Malignitat von Tumoren mit entscheidend. Dies ist Ansatz fur eine gezielte Therapie,
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die an den EGFR anzugreifen vermag. Wie wir in unseren Untersuchungen
bestatigen konnten, ist eine gezielte EGFR-vermittelte Therapie mit Cetuximab
moglich und sinnvoll. Es ist naheliegend, dass hierdurch die Prognose von Patienten
mit Malignomen, die den EGFR Uberexprimieren, verbessert werden kann.

Daher steht nicht nur die Erforschung des EGFR alleine im Mittelpunkt, sondern auch
der detalierteren Untersuchung der EGFR-gerichteten Therapie kommt immer
grolRere Bedeutung zu. Eine gut erforschte Mdglichkeit, die Signaltransduktion des
EGFRs gezielt zu blockieren, sind die Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI).

Einer dieser Tyrosinkinase-Inhibitoren ist Gefitinib. Helfrich et al. zeigten einen
Zusammenhang zwischen der Anzahl an EGFR-Genmutationen sowie EGFR-
Genkopien und der Sensibilitat gegentber Gefitinib (Helfrich et al., 2006). Ein sehr
gutes Outcome fiir eine First-Line-Therapie mit Gefitinib berichteten Sequist et al. fur
Patienten mit vorgeschrittenem nicht kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC), das
EGFR-Mutationen aufweist (Sequist et al., 2008). Wegen seiner guten Vertraglichkeit
ist Gefitinib besonders bei &lteren Patienten mit vorgeschrittenem NSCLC auch als
Monotherapie geeignet (Ebi et al, 2008). Ein weiterer TKI zur EGFR-gerichteten
Therapie ist Erlotinib. Bei der Therapie von vorbehandelten Patienten mit
vorgeschrittenem NSCLC ist Erlotinib effektiv und wird gut vertragen (Ardavanis et
al., 2008). Bei einer Resistenz gegenuber Gefitinib bleibt ein Wechsel der Therapie
auf Erlotinib meist erfolglos (Costa et al., 2008). Neben den TKI hat sich auch der
Antikdrper Cetuximab erfolgreich in der EGFR-gerichteten Therapie etabliert. Kim et
al. zeigten, dass bei einer Resistenz gegenuber Gefitinib durch die Therapie mit
Cetuximab und Lapatinib diese Resistenz Uberwunden werden konnte (Kim et al.,
2008). Die Erfolge, die in der Monotherapie des EGFRs erzielt werden, lassen sich
durch Kombination von Cetuximab mit den TKI noch steigern. Matar et al. fanden in
In-vivo-Experimenten, dass sowohl Cetuximab als auch Gefitinib in sehr hohen
Dosen zu einer vorubergehenden Tumorremission der Zellen fuhren. Durch die
kombinierte Gabe beider Praparate ereichten bereits geringere Dosen beider
Wirkstoffe eine komplette und dauerhafte Tumorremission (Matar et al., 2004).
Huang et al. stellten fest, dass die Kombination von Cetuximab entweder mit Gefitinib
oder Erlotinib zu einer starkeren Hemmung des Tumorwachstums fuhrten als die
einzelnen Praparate (Huang et al., 2004). Diese Studien werfen die Frage auf, ob
sich die in unseren Ergebnissen gezeigte Wachstumshemmung durch die
Kombination von Cetuximab und Radiatio auch durch die Kombination
Tyrosinkinase-Inhibitoren und Bestrahlung erreichen lasst. Eine weitere Frage ware,
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ob durch die Dreierkombination das Zellwachstum noch starkerer als die von uns
beschriebe Zweierkombination beeinflusst. Die Beantwortung dieser Fragen bleibt
Folgestudien tberlassen.

Neben den TKI, die die intrazellular Signaltransduktion des EGFRs hemmen, gibt es
auch die Moglichkeit die extrazellulare Doméane des EGFRs durch den Antikdrper
Cetuximab zu blockieren. Perez-Torres et al. konnten zeigen, dass mit dem
Antikdrper Cetuximab Tumore, die mutiertes EGFR Uberexprimieren, effektiv
therapiert werden kénnen. Diese Untersuchungen erfolgten in Zellkulturen, die
L858R/T790M-EGFR exprimieren und gegenuber TKIs resistent sind (Perez-Torres
et al., 2006). Cetuximab eignet sich demnach hervorragend sowohl fir die
Erforschung des EGF-Rezeptors als auch fur die EGFR-gerichtete Therapie.
Cetuximab besitzt eine héhere Affinitat zum EGFR als andere Liganden, wie z.B. der
EGF und der Transformaing-Growth-Factor (Ma und Hidalgo, 2007). Nordberg et al.
konnten zeigen, dass die Bindung von Cetuximab an den EGFR reversibel ist. Das
Maximum des Uptake des von ihnen verwendeten *?°I-Cetuximab wurde 4 bis 8 h
nach der Inkubation erreicht (Nordberg et al., 2007). Diese 4 bis 8 h sind fur
Therapiezwecke klinisch von relativ geringer Bedeutung. Aus diesem Grund haben
wir den Uptake vor allem in der voraussichtlichen Wirkphase des Antikdrpers, dem
Zeitraum zwischen 24 und 72 h, bestimmt. Hier konnten wir nachweisen, dass der
131|_Cetuximab-Uptake in diese Zeit nur gering abnahm und der Antikérper dadurch
in der Wirkphase in hoher Konzentration vorliegt.

In unseren Ergebnissen zeigten wir, dass sich bereits gebundenes **!|-Cetuximab
durch kaltes Cetuximab aus der Bindung an den EGFR verdréngen lasst. Durch die
Coinkubation mit der 50fachen Menge an kaltem Cetuximab liel3 sich der Uptake von
131|_Cetuximab nach 24 h auf ein Drittel reduzieren. Dies zeigt, dass der Antikdrper
reversibel an den Rezeptor gebunden ist. Nordberg et al. fanden heraus, dass ein
Teil der Antikbrper nach dem Binden an den Rezeptor intrazellular aufgenommen
wird (Nordberg et al., 2007). Die intrazellulare Aufnahme erklart, warum der ***|-
Cetuximab-Uptake nach der Coinkubation mit dem kalten Antikérper in den ersten
4 h um fast 60 % abnahm. In den Folgenden 20 h wurde der Uptake aber nur noch
um weitere 8 % auf ca. ein Drittel des Ausgangswertes reduziert (s. Abb. 12). Da ein
Teil des radioaktiv markierten Antikérpers — wie von Nordberg et al. beschrieben —
intrazellular aufgenommen wurde (Nordberg et al., 2007), konnte dieser nicht mehr
durch den kalten Antikdrper aus der extrazellularen Bindung an den EGFR verdrangt

werden. Klinisch stellt diese intrazellulare *3!I-Cetuximab-Aufnahme ein Problem dar.
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Intrazellular befinden sich Deiodasen, die **'1 vom Antikérper trennen kénnen. Das
freie 'l kann ungehindert aus der Zelle diffundieren. Somit wiirde die Wirkung des
131_Antikorpers im Tumor abnehmen und unerwiinschte Wirkungen im Kérper durch

131" zunehmen. Die hohen Uptake-Werte, die wir bei spaten Messungen hatten,

sprechen allerdings gegen eine hohe Internalisierung und Deiodierung von *3I-
Cetuximab.

Durch das Andocken an den EGFR verhindert Cetuximab die Ligandenbindung und
bewirkt die Hemmung der intrazellularen Signaltransduktion (Ciardiello und Ma,
2005). Cetuximab induziert eine down-Regulation des EGFR (Jimeno et al., 2005). In
unserer Studie zeigte sich dieser Sachverhalt bei den scheinbestrahlten Zellen
(0 Gy) durch eine Abnahme des Uptake nach 72 h, was auch durch die Deiodierung
bedingt sein konnte. Dagegen flihrte eine Bestrahlung von 10 Gy zu einem
signifikanten Anstieg des Uptake wahrend des gesamten Messzeitraums. Dies lasst
die Schlussfolgerung zu, dass sich eine Strahlentherapie positiv auf eine parallel
durchgefuihrte Immuntherapie mit Cetuximab auswirken sollte. Unsere Ergebnisse
geben Hinweise, dass die Strahlentherapie Einfluss auf die EGFR-Expression nimmit.
Dies kann durch die vermehrte Neusynthese von EGFR auf mRNA-Ebene
geschehen oder durch Translokalisation préaformierter EGF-Rezeptoren aus dem
Zytosol, wie 2006 bereits fur zellulare Transporter diskutiert wurde (Meller et al.,
2006). Die synergistischen Effekte von einer Bestrahlung mit einer Cetuximab-
Therapie wurden von Bonner et al. in einer Studie mit 424 Patienten mit
fortgeschrittenen Kopf-Halstumoren klinisch nachgewiesen. Verglichen wurden eine
Hochdosis-Strahlentherapie mit einer Hochdosis-Strahlentherapie in Kombination mit
einer zusatzlichen wochentlichen Cetuximab Gabe. Bei den Patienten mit der
Kombinationsbehandlung dauerte es im Median 24,4 Monate, bis die Erkrankung
sich regional wieder ausbreitete. Diese Patienten hatten eine mediane
Uberlebenszeit von 49 Monaten. Patienten die eine Monotherapie erhielten, hatten
im Median nach nur 14,9 Monate einen Tumorprogress und die Uberlebenszeit
verringerte sich auf 19,3 Monate (Bonner et al., 2006). Unsere Daten geben
Hinweise auf den zugrunde liegenden Mechanismus.

Die Therapie mit Cetuximab wird oft von spezifischen Nebenwirkungen der Haut
begleitet. Diese sind selten lebensgefahrlich, kénnen aber fir den Betroffenen sehr
belastend sein. Oft brechen die behandelnden Arzte die Therapie ab, obwohl mit
einer symptomatischen Therapie die Nebenwirkungen gut in den Griff zu bekommen
sind. Patienten werden so um eine Therapie gebracht von der sie profitieren konnten
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(Eaby et al., 2008). Um in solchen Fallen einen Therapieabbruch zu vermeiden, ist
es wichtig, Uber die Erfolgsaussichten einer Cetuximab-Therapie zu informieren. Wir
konnten zeigen, dass sich durch Cetuximab das Zellwachstum in EGFR-
Uberexprimierenden Zellen hemmen lasst. In diesem Zusammenhang ist unsere
Untersuchung als ein Beitrag zur Verbreitung des Wissens Uber die Wirksamkeit
einer EGFR-gerichteten Therapie mit dem Antikorper Cetuximab zu sehen. Anstelle
des von uns verwendeten **!| kann Cetuximab auch mit I markiert werden.**!| und
123| verhalten sich chemisch identisch. Im Gegensatz zu I ist '3 als reiner y-
Strahler zur Diagnostik geeignet. Durch die Diagnostik mit **I-Cetuximab kénnten
Respoder und Nichtrespoder einer Cetuximab-Therapie identifiziert werden und so
im Vorfeld einer Cetuximab-Therapie Aussagen Uber die Erfolgsaussichten gemacht
werden.

Es wurden aber auch schon schwere Nebenwirkungen aufgrund einer Cetuximab-
Therapie beschrieben. Krishnan et al. beschrieben ein Cetuximab assoziiertes
Tumor-Lyse-Syndrom (Krishnan et al.,, 2008) und Lin et al. berichteten von einer
todlichen toxischen Hautnekrose infolge einer Cetuximab-Therapie (Lin et al., 2008).
Multimodale Therapieregime kénnen helfen, die Toxizitdt der einzelnen
Komponenten zu reduzieren, ohne das dabei die Wirkung im Tumor verringert wird.
Eine solche mdgliche Kombination ist die auch von uns erforschte Kombination aus
dem Antikdrper Cetuximab und einer Bestrahlung. In Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung von Tumoren durch die Kombination von
Strahlentherapie mit Cetuximab gegeniber der jeweiligen Monotherapie verbessert
werden konnte (Raben et al., 2005; Bonner et al., 2006; Diaz Miqueli et al., 2009)
und zwar ohne Zunahme der Nebenwirkungen (Bonner et al., 2006). Dies sind
Hinweise auf die Uberlegenheit der multimodalen Therapie gegeniiber den
Monotherapien. Wir konnten durch unsere Ergebnisse bestatigen, dass die
Kombination aus Bestrahlung und Cetuximab das Zellwachstum starker hemmt als

die jeweilige Monotherapie.

4.3 EGFR-vermittelte Bestrahlungsresistenzen

Bei einigen Tumoren hat man das Problem, dass eine Strahlentherapie nicht den
gewunschten Erfolg erbringt. Die Grinde fur das schlechte Ansprechen einer
Strahlentherapie kénnen in Resistenzmechanismen der Tumorzellen liegen. Auch

dem EGFR wird dabei eine Rolle zugeschrieben. Das Wachstum klonogener
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Tumorzellen im Verlauf einer Radiatio ist ein Mechanismus der Resistenzentwicklung
(Withers et al., 1988). Schmidt-Ulrich et al. haben gezeigt, dass bei Zellen, die eine
Radiatio Uberlebten, eine Vermehrung des EGF-Rezeptors bis auf das neunfache
stattgefunden hatte (Schmidt-Ulrich et al., 1994). Diese Ergebnisse fanden wir tUber
einen vermehrte Bindung des Antikdrpers nach Radiatio bestatigt. Viele
Untersuchungen liefern Hinweise, dass der EGFR radioprotektive Wirkung besitzt
(Akimoto et al., 1999; Raben et al., 2005; Bonner et al., 2006). Der EGFR kann gut
zur Ermittlung der Prognose einer Strahlentherapie fur Tumore im Kopf- Halsbereich
herangezogen werden. Dabei ist eine hohe EGFR-Expression mit einer schlechteren
Prognose verbunden als eine niedrige EGFR-Expression (Ang et al., 2002; Psyrri et
al., 2005). Fur die EGFR-vermittelte Strahlenresistenz wurden verschiedene
Ursachen festgestellt. lonisierende Strahlung fuhrt zu einer Phosphorylierung und
damit zu einer Aktivierung des EGFRs. Diese Phosphorylierung erfolgt
liegandenunabhangig (Schmidt-Ulrich et al.,, 1997). Bandyopadhyay et al. fanden
heraus, dass der EGFR Uber DNS-Proteinkinasen einen direkten Einfluss auf die
Reparatur der DNS nimmt (Bandyopadhyay et al.,, 1998). Der aktivierte EGFR
blockiert apoptotisch wirkende Signalkaskaden und schitzt die Zelle dadurch vor
Apoptose (Zhan und Han, 2004; Toulany et al., 2005). Diese EGFR-vermittelten
Strahlentherapieresistenzen machen ihn zu einem wichtigen Angriffsziel in
multimodalen Therapiekonzepten. Wir konnten in unseren Untersuchungen zeigen,
dass die Kombination aus Cetuximab und Radiatio das Zellwachstum starker hemmt
als die Bestrahlung alleine. Diese Effekte sind noch starker ausgepréagt, wenn man
statt dem kalten Antikdrper den heiBen Antikorper **!I-Cetuximab verwendet. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass sich mit '*'I-Cetuximab die EGFR-vermittelten
Resistenzmechanismen der Strahlentherapie noch effektiver iberwinden lassen als
mit dem kalten Antikorper und dies bereits mit geringer Strahlendosis von <1 Gy in

vitro.

4.4 Multimodale Therapie

Eine gute Moglichkeit, den EGFR selektiv zu blockieren und damit auch die Induktion
von Resistenzmechanismen zu verhindern, ist der von uns erforschte monoklonale
Antikdrper Cetuximab. So kénnten Patienten, die bisher eine schlechte Prognose
hatten, von der Kombination aus Radiatio und einer EGFR-gerichteten Therapie mit

Cetuximab profitieren. Dass die Therapie mit Cetuximab zu einer Radiosensitivierung
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der Zellen fuhren kann, wurde bereits in einigen anderen In-vitro-Experimenten
nachgewiesen (Bonner et al., 1994; Huang et al., 1999; Saleh et al., 1999; Bonner et
al., 2000). Einen Zusammenhang zwischen der Strahlendosis und dem
Zellwachstum, wie er bei unseren Untersuchungen gefunden wurde, ist in diesen
Studien nicht erforscht. Wir konnten zeigen, dass bei gleicher Antikbrpermenge eine
Strahlenintensitat von 10 Gy — wie zu erwarten — das Zellwachstum signifikant
starker hemmt als 4 Gy. Das gleiche traf auch auf die nur bestrahlten Zellen zu. Auch
klinisch konnten Bonner et al. durch die Kombination von Bestrahlung und einer
Cetuximab-Therapie eine Reduktion der Sterblichkeit bei Patienten mit
vorgeschrittenem Karzinom im Kopf-Hals-Bereich erzielen. Dabei konnte keine
Zunahme der bestrahlungs-assoziierten Nebenwirkungen nachgewiesen werden
(Bonner et al., 2006). Beim nicht kleinzelligem Bronchialkarzinom wurden In-vitro-
Untersuchungen durchgeflihrt, in denen die Therapie mit Cetuximab alleine oder in
Kombination mit Bestrahlung und Chemotherapie (Cisplatin und Paclitaxel)
untersucht wurde. Entsprechend unserer Ergebnisse konnte nachgewiesen werden,
dass die Kombination von Cetuximab mit Radiatio das Zellwachstum besser hemmt
als die jeweilige Monotherapie. Die Kombination aller drei Therapieoptionen ergab
gegenuber der Zweierkombination keinen Vorteil (Raben et al., 2005). Bei
Gliobalstomen im Mausmodell bewirkte Cetuximab eine Radiosensitivierung der
Tumorzellen. Die Kombination der beiden Therapiemodalitaten war den jeweiligen
Monotherapien Uberlegen (Diaz Miqueli et al., 2009). Des Weiteren flhren eine
Therapie mit Cetuximab und eine Radiatio dazu, dass sich vermehrt Tumorzellen in
einer strahlensensiblen Phase des Zellzyklus befinden. Zuséatzlich bewirkt Cetuximab
eine Hemmung der zellularen Reparaturvorgange, die nach einer Bestrahlung
stattfinden (Huang und Harari, 2000).

Die oben beschriebenen Ergebnisse, die eine starkere Wachstumshemmung der
Kombination aus Bestrahlung und Cetuximab beschreiben, konnten wir also auch in
unseren Untersuchungen bestatigen. So betrug die Zellzahl der mit 10 Gy
bestrahlten Zellen nach 72 h noch mehr als 60 % des 24 h Referenzwertes. Bei den
mit 10 Gy bestrahlten und mit **!I-Cetuximab inkubierten Zellen reduzierte sich die
Zellzahl nach 72 h auf weniger als 30 % des 24 h-Referenzwertes (s. Abb. 9).
Zusatzlich sahen wir, dass durch die Erhéhung der Bestrahlungsintensitat auch der
131|_Cetuximab-Uptake zunahm. Dariiber hinaus ist in unseren Ergebnissen eine
Abhangigkeit zwischen der Strahlendosis und dem **!I-Cetuximab-Uptake zu
erkennen. Dabei war der Uptake pro Zelle der mit 10 Gy bestrahlten Zellen nach 72 h
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mehr als doppelt so hoch wie der Uptake der nicht bestrahlten Zellen. Somit hat sich
vermutlich auch die Anzahl der EGF-Rezeptoren pro Zelle mehr als verdoppelt. Eine
Erklarung hierfur ware, dass nur Zellen die den EGFR viel exprimieren die
Bestrahlung tberlebt haben. Die Zunahme des **!I-Cetuximab-Uptake konnte aber
auch mit der De-novo-Synthese von EGFR auf mRNA-Ebene erklart werden. Die
Translokalisation praformierter Rezeptoren hatte vor allem in der Frihphase nach
der Bestrahlung stattgefunden. Aus unseren Ergebnissen kann man ableiten, dass
es vor allem bei hohen Strahlendosen wichtig ist, die EGFR-vermittelten
Resistenzmechanismen zu blockieren.

Ahsan et al. fanden heraus, dass es eine Aufgabe des EGFR ist, ruhende Zellen in
die Synthese-Phase des Zellzyklus (s. Abb. 1) zu bringen. Diese Signalkaskade kann
auch durch EGFR-Inhibitoren blockiert werden, so dass ein Teil der Zellen in der
strahlenresistenteren Ruhephase bleibt (Ahsan et al., 2009). Wie wir in unseren
Ergebnissen zeigen konnten sind die zytotoxischen Wirkungen der multimodalen
Therapie starker als die alleinige Radiatio. Aus diesem Grund sollte auf die
Cetuximab Gabe zusatzlich zur Strahlentherapie nicht verzichtet werden, sofern eine
EGFR-Uberexpression vorliegt. Auch Ahsan et al. sehen die Vorteile der
multimodalen Therapie und schlagen vor, EGFR-Inhibitoren wie z.B Cetuximab nicht
vor Beginn der Bestrahlung zu geben (Ahsan et al., 2009). Unsere Ergebnisse
sprechen dafir die Cetuximab-Therapie parallel oder kurz nach Beginn der
Strahlentherapie durchzuftihren. Dies deckt sich auch mit den Untersuchungen von

Ahsan et al..

4.5 Radioaktiv markierter AntikGrper

Im Vorfeld dieser Arbeit stellte sich die Frage nach dem passenden Isotop fir die
radioaktive  Antikérpermarkierung. Neben den  pharmakologischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften von Cetuximab spielte auch die technische
Realisierbarkeit der Antikbrpermarkierung eine Rolle. Hierbei sollte auch die
Maglichkeit bertcksichtigt werden, den Antikdper spater am Patienten einsetzen zu
kénnen. Betrachtet man die pharmakologischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften von Cetuximab, so muss der radioaktiv markierte Antikdrper
wenigstens fir 48-72 h stabil sein, um sich im Tumor anzureichern und an die EGF-
Rezeptoren binden zu kdnnen. Das relativ hohe molekulare Gewicht von Cetuximab

erlaubt keine schnelle Penetration in das Tumorgewebe. Die radioaktive Markierung
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von EGFR-Antikérpern wurde bereits mit ®*Cu, ®®Ga, '*I, ™iIn und *™Tc
durchgefuihrt (Meenakshi et al., 2003; Relilly et al., 2004; Velikyan et al., 2005;
Nordberg et al., 2007; Ping et al., 2008). Diese Isotope sind, im Gegensatz zu dem

von uns verwendeten %,

nur zur Diagnostik geeignet. Weiterhin ware die
Halbwertszeit von ®Ga (68min) und *°™Tc (6h) zu kurz, um
Untersuchungszeitrdume von 72 h zu erreichen. Eine mégliche Option wéaren ®*Cu
mit einer Halbwertszeit von 12,7 h oder ***In mit einer Halbwertszeit von 72 h. Auch
®4Cu-DOTA-Cetuximab als Positronen-Emissions-Tomography (PET)-Tracer konnte
geeignet sein EGFR-positive Tumore zu erkennen (Ping et al., 2008). ®*Ga ist
ebenfalls fir PET-Untersuchungen geeignet. Hier stellt sich jedoch die Frage, ob die
Antikérper-Kinetik schnell genug ist. Die Halbwertszeit des reinen y-Emitters 2|
(13,2 h) scheint ebenfalls lange genug zu sein, um die vorgegebene Stabilitat zu
ereichen. Bei '*°| ware die Halbwertszeit von 59,4 Tagen lange genug um die
vorgegebene Stabilitdt zu erreichen, aber fir den Einsatz am Patienten ist eine
Halbwertszeit von 59,4 Tagen wiederum zu lange. Weiterhin hat die y-Strahlung von
125 eine zu geringe Energie fir die molekulare Bildgebung. Gegenuiber ®*Cu und **In
haben 23 und *?I den Vorteil, dass die radioaktive Markierung einfach ist und es bei
Cetuximab keine relevanten chemischen Modifikationen erfordert. Chemische
Modifikationen bergen immer das Risiko, die pharmakokinetischen Eigenschaften
des Antikorpers zu verandern. Die chemische Analogie der lod-Isotope erlaubt die
Verwendung des weniger teuren ! (B-und y-Emitter), um das zusétzlich
zytotoxische Potential des radioaktiv markierten Antikdrpers zu untersuchen.

Diese Untersuchung ergab, dass es mdglich ist, Uber den Zeitraum von 72 h und
langer stabiles '3!I-Cetuximab herzustellen. Diese Zeit ware ausreichend, dass sich
der Antikérper mit dem an ihn gebunden **!I in den tieferen Regionen des Tumors
anreichert. So kénnte '!| dort die zytotoxischen Eigenschaften des Antikérpers
verstarken.

131|_Cetuximab kénnte fur die Therapie und *?3-Cetuximab fiir die Diagnostik von
Bedeutung sein. Des Weiteren konnte molekulare Bildgebung helfen, Patienten
herauszufiltern, die von einer Cetuximab-Therapie profitieren wirden. So gibt es
Patienten mit immunhistochemisch EGFR-negativem kolorektalem Karzinom, die
trotzdem ein Ansprechen auf eine Therapie mit Cetuximab zeigen (Chung et al.,
2005). Diese Patienten werden mit den herkdmmlichen Methoden zur EGFR-Status-
Bestimmung nicht erfasst. Hier kdnnte die molekulare Bildgebung von Vorteil sein.

Durch sie kdonnte man eine Ganzkorperdarstellung samtlicher Tumorlokalisationen
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und dem jeweiligen Rezeptorstatus bestimmen. Demgegenuber hat eine Biopsie den
Nachteil, dass hier im Regelfall nur eine Tumorlokalisation und auch nur ein kleiner
Teil dieser untersucht wird. Bei inhomogener Rezeptorverteilung konnen hierdurch
Nachteile fir die Patienten entstehen. Weiterhin stellt die Biopsie eines Tumors eine
invasive Mallnahme dar, die mit der Gefahr der Verschleppung von Tumorzellen
verbunden ist. Durch molekulare Bildgebung koénnte dies vermieden werden. Vor
allem fur Patienten mit einem palliativen Therapieansatz konnte dies einen Gewinn
an Lebensqualitit bedeuten. Hier kénnte die molekulare Bildgebung mit *I-
Cetuximab als reinen y-Emitter einen wertvollen Beitrag leisten, um diesen Patienten
den Zugang zu einer wirksamen Therapie zu ermdglichen. Eine wirkungsvolle
Therapie setzt normalerweise eine Anreicherung des Therapeutikums an die
Zielstrukturen voraussetzt. Auf der anderen Seite konnte man auch Patienten
identifizieren, die nicht auf eine Therapie mit Cetuximab ansprechen. Hier kdnnte die
molekulare Bildgebung dazu beitragen, den Kranken die Nebenwirkungen einer
Cetuximab-Therapie zu ersparen, sie anderen Therapieformen zuzufihren und auf
der anderen Seite unnétige Kosten zu senken.

Ein zweites wichtiges Ergebnis dieser Untersuchung ist die Entdeckung, dass **'I-
Cetuximab die Resultate einer Bestrahlung mehr verstarkt als nicht markiertes
Cetuximab. Das kann zum Teil damit erklart werden, dass externe Bestrahlung den
Uptake von **I-Cetuximab zu erhéhen scheint (s. Abb. 9), ist aber sicherlich auch
ein Resultat der Bestrahlung der Zellen im Rahmen der ,Radioimmuntherapie”. Diese
Erkenntnisse legen nahe, radioiodiertes Cetuximab sowohl fir diagnostische als
auch therapeutische Zwecke einzusetzen, was zuvor noch nicht gezeigt werden

konnte.

4.6 EGFR-gerichtete  Therapie beim nicht kleinzellig en
Bronchialkarzinom (NSCLC)

Bei kurativen Therapieanséatzen steht beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom
(NSCLC) die chirurgische Therapie im Vordergrund. Allerdings sind fast 75 % der
Patienten bei Diagnosestellung inoperabel (Gerber et al., 2008). Fir diese Patienten
werden alternative Therapieoptionen erforscht. Der EGFR wird in 80 % der NSCLC
Uberexprimiert (Raben et al., 2005). Aus diesem Grund lohnt es sich die EGFR-
gerichtete Therapie beim NSCLC zu erforschen. Cappuzzo et al. berichteten, dass
sich fur Patienten mit EGFR-positive fortgeschrittenem NSCLC die mit dem

57



Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Gefitinib behandelt wurden die Prognose verbesserte.
Sie konnten zeigen das durch Gefitinib die Kontrolle der Erkrankung, die Zeit bis zur
Tumorprogression und die Uberlebenszeit verbessert wurden (Cappuzzo et al.,
2005). Pirker et al. verglichen bei Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC
Chemotherapie (Cisplatin) als Monotherapie mit der Kombination aus Chemotherapie
und Cetuximab. Sie konnten eine Verlangerung der Uberlebenszeit bei der Gruppe
mit Kombinationsbehandlung feststellen (Pirker et al., 2009). Es besteht auch die
Maglichkeit beim NSCLC Cetuximab mit Bestrahlung zu kombinieren. Hier zeigte
sich, dass die Kombination der jeweiligen Monotherapie Uberlegen ist (Raben et al.,
2005). Auch wir konnten in unserer Untersuchung den Vorteil der multimodalen
Therapie mit Radiatio und Cetuximab gegentber der Monotherapie zeigen. Aufgrund
unserer Ergebnisse ist eine Folgestudie bei Patienten EGFR-positivem NSCLC und
Hirnmetastasen geplant. Erste Ergebnisse — die nicht Teil dieser Arbeit waren — sind
der Vollstandigkeit halber kurz im Annex zu dieser Arbeit dargestellt. Parallel zur
sonst alleinigen Bestrahlung des ganzen Kopfes soll eine Cetuximab-Therapie
durchgefiihrt werden. Wir hoffen das unsere Studie eine direkten Beitrag leisten kann

die Prognose dieser Patienten zu verbessern.
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5. Zusammenfassung

Die Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor-(EGFR)-Uberexpression maligner Tumore ist
meist mit einem schlechten Ansprechen auf eine Strahlentherapie und mit einer
schlechteren Prognose fur die Patienten assoziiert. Seit wenigen Jahren besteht nun
die Mdoglichkeit einer EGFR-gerichteten Therapie mit dem monoklonalen Antikdrper
Cetuximab. Ziel dieser Arbeit war es zunachst, einen moéglichen radioaktiven Tracer
zur Diagnostik EGFR-positiver Tumore zu entwickeln. Weiterhin wollten wir den
Einfluss einer externen Radiatio auf die Bindung von Cetuximab im Rahmen einer
multimodalen Therapie in vitro untersuchen.

Hierfir wurden drei Zelllinien eingesetzt. Bei einer dieser Linien ist eine EGFR-
Uberexpression, bei einer weiteren eine HER2-Uberexpression bekannt. Die dritte
Zelline exprimiert keinen Rezeptor der c-erbB-Familie. Fir die In-vitro-
Untersuchungen wurden Cetuximab mit **!| radioaktiv markiert und die Stabilitat
wurde uber 72 h bestimmt. Die Inkubation der Zellkulturen — ohne und nach externer
Radiatio — erfolgte bis zu 72 h mit !-Cetuximab und/oder ,kaltem* Antikdrper.
Uptake und Zellwachstum wurden alle 24 h bestimmt.

Die radiochemische Markierung gelang mit hoher Ausbeute und Stabilitat. Der **!-
Cetuximab-Uptake war bei den EGFR-lberexprimierenden Zellen tber 50fach héher
als bei beiden Kontrollzelllinien und hemmte das Zellwachstum signifikant.
Bestrahlung und Coinkibation mit dem Antikérper fihrte zu einer starkeren
Wachstumshemmung dieser Zellen als die Bestrahlung alleine. Diese Effekte waren
bei der Verwendung von **'I-Cetuximab starker ausgepragt als bei Gabe des ,kalten®
Antikdrpers. Im Vergleich zu den scheinbestrahlten (0 Gy) Zellen erhdhte sich der
131|_Cetuximab-Uptake signifikant und dosisabhangig.

131|_Cetuximab lieR sich in hoher Ausbeute, Reinheit und Stabilitat herstellen. In vitro
ist die Bindung und Wirkung des Antikorpers abhangig von der EGFR-Expression.
Die externe Radiatio fihrte in EGFR-Uberexprimierenden Zellen zu einem
vermehrten  Antikérper-Uptake und  Wachstumshemmung. Durch  diesen
synergistischen Effekt eignet sich die zeithahe Kombination sehr gut zur Behandlung
EGFR-positiver Tumore. Zusétzlich ist **!I-Cetuximab ein potentielles Radioimmun-
therapeutikum. Diese Daten konnten bereits publiziert werden (Rades et al.).

Mit *23I (y-Strahler) markiert eignet sich Cetuximab fiir die nicht invasive Diagnostik
des EGFR-Status vor Therapie. Entsprechende In-vivo-Untersuchungen wurden
mittlerweile begonnen (s. 10. Annex).
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10. Annex

Radioiodiertes  Cetuximab  plus  Ganzhirnbestrahlung b ei
Hirnmetastasen eines nicht kleinzelligen Bronchialk arzinom

Ein 49-jahriger Patient stellte sich zur Ganzhirnbestrahlung (WBI) von
Hirnmetastasen bei einem nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) vor. Der
Primartumor des Patienten befand sich im rechten Oberlappen und infiltrierte bereits
den Mittellappen, das Mediastinum und die laterale Pleura. Weiterhin zeigten sich
Lymphknotenmetastasen im Mediastinum und in der rechten Subklavikularregion
sowie Dbilaterale Lungenmetastasen. Er wurde zur palliativen WBI in der
Strahlentherapie vorgestellt. Ihm wurde die Kombination aus Bestrahlung und
Immuntherapie mit dem Antikérper Cetuximab zur Verbesserung seiner Prognose
angeboten.

Um zu Uberpriifen, ob Cetuximab die Blut-Hirn-Schranke tiberwindet, wurde mit 23|
(y-Strahler) markiertes Cetuximab eingesetzt. Die Anreicherung der Hirnmetastasen
wurde mittels SPET 24 und 48 h nach Injektion des Radiopharmakons (1 mg) sowie
der Initial-Dosis des ,kalten® Cetuximab (400 mg/m2) untersucht. Die Cetuximab-
Therapie wurde tber 12 Wochen weitergefuhrt, wobei die wochentliche Cetuximab-
Dosis ab der zweiten Wochen 250 mg/m? betrug. Die WBI begann eine Woche nach
Beginn der Cetuximab-Therapie. Die Gesamtdosis betrug 30 Gy (5 x 3 Gy pro
Woche).

123|_Cetuximab reicherte sich in der Referenz-Lasion im Gehirn an. Dies bewies, dass
Cetuximab die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden konnte. Die Referenz-Lasion zeigte
ein gutes Ansprechen auf die Kombinationsbehandlung aus WBI und Cetuximab. Die
Metastase verkleinerte sich um mehr als 50 % im Vergleich zu ihrer Gréf3e vor der
Behandlung (MRT).

Mit radioiodiertem Cetuximab konnte der Nachweil3 der Antikdrper-Passage Uber die
Blut-Hirn-Schranke erbracht werden. Die Referenz-Lasion sprach gut auf die
Kombination aus WBI und Immuntherapie mit Cetuximab an. Die
Kombinationsbehandlung wurde gut vertragen und der Patient hatte keine
ernsthaften Nebenwirkungen. Molekulare Bildgebung zur Untersuchung der
Anreicherung von radioaktiv markiertem Cetuximab kann helfen zwischen
Respondern und Non-Respondern  einer  Cetuximab-Immuntherapie  zu

unterscheiden.
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Abb. 16: SPET-Darstellung der Referenz-Lasion zu beginn der Therapie mit 123_Cetuximab
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Abb. 17: Schadel-MRT mit der Referenz-Lasion nach WBI und Cetuximab-Therapie
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