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1 Einleitung

1.1 Insulinome

Insulinome gehdren zur Gruppe der endokrinen Tumoren des Pankreas. Diese
Tumoren fidhren durch eine ungehemmte Hormonsekretion zu spezifischen
Krankheitserscheinungen (Arnald, Frank, 1996.

Endokrine Pankreastumoren sind seltene Tumoren. Erikson et a. (1989 gehen von
einer PrAvalenz von 10/ 1.000.000Einwohnrer aus. Viele Tumorerkrankungen ver-
laufen offensichtlich symptomlos, da das Vorkommen im all gemeinen Autopsiema-
terial (bei 0,5—1,5% der Patienten) deutlich héher ist (Creutzfeld, 1985. Sie wer-
den in funktionelle und nicht-funktionelle Tumoren eingetellt. Dabei werden die
funktionellen Tumoren nadh ihrem Hauptsyntheseproduk benannt. Die nicht-
funktionellen Tumoren sezernieren ebenfalls Peptide (pankredisches Polypeptid
(PP, Chromogranin, Neurotensin), fuhren aber zu keiner richtungsweisenden Kiini-
schen Symptomatik (Jensen, Norton, 1999. Allen Tumoren dieser Gruppe ist ge-
meinsam, dass $e duktale Strukturen enthaten und Hormone prodwzieren, die nicht
immer im adulten Pankreas vorkommen. lhr Ursprung wird in Stammzellen des
diffusen neuroenddkrinen Systems gesehen (Kloppel et al., 1995. Diesem System
entspringen auch de Karzinoide, das medull &e Schil ddrtisenkarzinom, das Melanom
und ds Phaochromozytom. Ihrer biochemischen Eigenschaften wegen werden alle
genannten Tumoren auch urter den APUDomen (amine percursor uptake and decar-
boxylation) zusammengefasg (Jensen, Norton, 1999). In Granula enddkriner Tumo-
ren des Pankreas konrte immunhistochemisch in tber 50% der Félle mehr as ein
Hormon radhgewiesen werden. In Insulinomen kommen Glukagon in 0 - 44 %,
Somatostatin in 0— 18%, Gastrinin 3 —11%, PPin 18— 39 % und ACTH-&hnliche
Stoffein 11% vor (Heitz et a. 1989. Einige dieser Tumoren mit multiplen Granula
sezernieren nur ein Peptid, andere mehrere (Wynick et a., 1989. Wie oben erwahnt,
fuhren de einzelnen Tumoren urebhéngig von den zusétzlich sezernierten Peptiden

zu immer denselben spezfischen Symptomen. Eine Erklérung fir dieses Phdnomen
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ist nicht bekannt. Jensen und Norton (1999 vermuten, dassnur eéin Hormon in aus-
reichende Menge sezerniert werden kann, oder die Peptide, die keine Symptome

hervorrufen, kologisch inaktiv synthetisiert oder antagonisiert werden.

Insulinome sind mit einem Antell von D % die grofde Gruppe der endokrinen
Pankreastumoren (Roher et al., 1997). Sie sind gréfdenteils (> 90 %) benigne und
treten in der Regel solitér auf. In 7,6% der multiplen Félle liegt eine multiple
endokrine Neoplasie (MEN) Typ | zugrunde (Grant, 1999. Die Tumoren kommen
im oder am Pankreas vor. Nur in Ausnahmefdlen kdnren Primé&rtumoren im
Duodenum, im Ileum, in den Lungen oder in Karzinoiden gefunden werden (Jensen,
Norton, 1999.

1.1.1 Klinik

Die klinische Symptomatik ist durch de Whipple' Trias gekennzeichnet (Arnold,
Frank, 19%), (Stefanini et a., 1979 :

* Hypoglyk&mien
» Klinische Symptomatik
¢+ Neuroglukopenische Symptome
Somnadlenz (26 %), Schwade (17 %), Schwitzen (11 %), Krampfe (10 %),
Verwirrtheitszustande (9 %), Doppelbilder (7 %), Zittrigkeit (6 %),
HeiBhunger (5 %), geistige Retardierung (2 %), Schwindel (1 %)
¢+ Kardiovaskuldre Symptome (17 %)
Palpitationen, Tachykardien, Stenokardien, Hypertonie
* Prompte Besserung nach araler oder i.v.-Glukosegabe

Durch de neuroglukopenischen Symptome werden Insulinome haufig als
neuropsychiatrische Erkrankungen fehldiagnostiziert. Die Diagnostik kann durch de
grof3e Variahilit & der hypoglykdmischen Anfélle eschwert werden, de von weniger
als 6 biszu tber 50 pro Jahr variieren konren (Arnold, Frank, 199§.

Sicheres Diagnostikum ist der Fastentest, bel dem unter kli nischen Bedingungen urd
kontinuierlicher Kontrolle von Blutzucker, Insulin undC-Peptid versucht wird, eine
Hypoglyk&mie zu provozieren. Abbruchkriterium fir den Test sind og. Symptome,
verbuncden mit einem Blutzucker von < 40 mg / dl. Dieser Test féllt bei 70 — 80 %
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der Patienten mit Insulinomen innerhalb von 28 Stunden und & 98 % innerhalb von
48 Stunden pasitiv aus (Jensen, Norton, 1999.

Differentialdiagnostisch kommen Hypoglykamia faditia, Autoimmunhypoglykamie,

Hypoglykdmien bel |GF-sezernierenden Tumoren undNesidioblastose in Frage.

1.1.2 Probleme der Lokalisationsdiagno stik

Bei der Lokalisationsdiagnostik versagt die Standarddiagnaostik. Eine hohe Sensitivi-
tat weisen nur Verfahren auf, die sich durch hohe Invasivitét und Aufwand auszeich-
nen (siehe Tabelle 1.1). Die Somatostatin-Rezeptorszintigraphie eweist sich im
Vergleich zu den Ergebnissen bei anderen neuroendokrinen Pankreastumoren als
wenig hilfreich (Zimmer at a., 1995. Einige, vor alem chirurgische Studien propa-
gieren deshalb bal benignen, solitdren Tumoren die intraoperative Exploration (Rohr
etal., 1997%.

Fur multiple, atypische und maligne Insulinome ist die Diagnostik nu
unbefriedigend gel6st. Die Lokali sationsdiagnostik ist ein essentieller Schritt in der
Therapie, danur die chirurgische Extirpation den Blutzucker normalisieren kann. Die

konventionell e Langzeittherapie ist wenig Erfolg versprechend (Hiramoto, 2001).

Fur die endoskopische Operationstechnik ist eine exakte Lokalisierung des Tumors
unbedingt erforderlich, hier sind de laparoskopischen Ultraschallverfahren am
sensitivsten (Berendes, 2000).

Tabelle 1.1: Sensitivitat verschiedener Diagnostischer Methoden zur Lokalisation

von Insulinomen (aus: Jensen, Norton, 1999)

Sensitivitdt in %
Abdominell er Ultraschall 27(10-39)
Intraoperativer Ultraschall 84 (67 —90)
Endaoskopischer Ultraschall 88(77-93)
CT 30(0-40)
MRT 10(0—25)
selektive Angiographie 60 (35-90)
perkutane transhepatische Pfortaderkatheterisierung mit selektiver 80 (67 —90)
I nsulinbestimmung
Intraaterieller Calciumstimul ationstest 94 (88 —100)
Somatostatin (SM S) Rezeptorszintigraphie 25(12-50)
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1.2 Szintigraphie

Im vorhergehenden Kapitel wurde auf die Insulinome ds wichtige Grundage fur
diese Arbet eingegangen. In desem und cn folgenden Abschnitten sollen nun
Erlauterungen tber weitere grundegende Bereiche folgen, bevor im letzten Tell der
Einleitung eine mogli che Verknipfung dieser Themenfelder beschrieben wird.

1.2.1 Grundlagen

Eine grundegende Untersuchungsmethode der Nuklearmedizin ist die Szintigraphie.
Dabei werden der zu urtersuchenden Person radioaktive Pharmaka verabreicht, die
aul¥erhalb des Kopers registriert werden. Es werden Stoffe gewdhlt, die an
Stoffwedhsel des Korpers tellnehmen, ole diesen wesentlich zu beeinflussen.
Aulerdem misen dese Substanzen y-Strahlen emittieren, denn nur diese
durchdringen den Korper (Schicha, Schoker, 20).

Durch dese  Technik  entstehen  funkiionelle  Abbildungen von
Stoff wedchselvorgangen im Koérper. Vorausstzungen dafir sind de Durchblutung
undein lebensfahiger Organismus (Fritsch et al., 1999. Davon zu urterscheiden sind
die morphdogisch orientierten bildgebenden Verfahren wie Rontgendiagnostik,
MRT undUltraschall .

Bevor in getrennten Abschnitten auf die radioaktiven Substanzen und de damit
hergestellten Tracer eingegangen wird, soll hier noch kurz die Funktionsweise der

Detektion mit Hilfe der y-Kamera elautert werden.

Die aus dem Korper abgegebenen y-Strahlen treffen auf ein Natrium-lodid Kristall .
In diesem l6sen sie kleine Lichtblitze aus, die dektronisch registriert und verstarkt
werden. Die so gewonnenen Signale werden von einem Computer in Abbildungen
umgerechnet, die die Vertellung und Starke der aus dem Korper abgegebenen
Strahlung wiedergeben. Zur Minimierung von Streustrahlung ist vor der Kamera ein
Bleigitter (Kollimator) montiert, das nur senkredit auf den Kristal treffende
y-Quanten durchlasg (Parall ochkallim ator) (Bull et a., 1999.
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1.2.2 Radioaktive Elemente

Die drei wichtigsten Arten des radioaktiven Zerfals snd a, 3 und y—Zerfall. Alle
drei Vorgange haben ihren Ursprung im Atomkern (Grehn, 19&8), (Schicha,
Schober, 2000:

o a-Zerfal mit einer Emission von2 Protonen urd 2 Neutronen. Diese Art der
Strahlung hat eine sehr hohe Wedselwirkung mit dem Organismus und eine
sehr geringe Eindringtiefe.

* [-Zerfdl mit der Emisson eines Elektrons. Diese Teilchen dringen enige
Zélllagen tief in den Organismus ein, wirken aber weniger zerstorerisch.
(Beim B*-Zerfall wird statt des Elektrons ein Positron frei.)

* y-Quanten besitzen ein holes Durchdringungsvermégen. Dabel ist das
Ausmald der Wedhselwirkung abhangig von der Energie der Quanten.

Die Nukleamedizin madit es sch zu Nutze, dass praktisch zu jedem Element
radioaktive Varianten existieren. Diese sogenannten Isotope sind physikalisch
unterschiedliche Atomkerne e@nes chemischen Elements (gleiche Ordnungszahl, aber
unterschiedliche Massenzahl). So ist es moglich, aus einer Vielzahl von Stoffen den
pasenden herauszusuchen. Wie bereits erwdhnt, misen de diagnostischen
Pharmakain der Nuklearmedizin y-Strahlen aussenden, dadiese an besten auf¥erhalb
des Korpers detektiert werden kdmen. Neben den diagnostischen Methoden umfasg
die Nuklearmedizin auch therapeutische Techniken, de [- oder a-Strahler
verwenden. In dieser Arbeit soll vornehmlich auf die diagnostischen Aspekte

eingegangen werden.

Welches Isotop verwendet wird, héngt von der Untersuchung ab, bei der es ge-
braucht wird. Die y-Energie sollte, abhéngig von der Kristalldicke des Detektors,
unter 200 keV liegen (Bernier et a., 19949. Eine Halbwertszeit von einigen Stunden
bis zu wenigen Tagen ist aus Strahlenschutzgrinden gunstig. Je kirzer die Halb-
wertszeit, desto schneller wird der Stoff aus dem Korper eliminiert. Dabel wird de
untere Grenze durch praktische Gesichtspunke vorgegeben. Stoffe mit zu kurzer
Halbwertszeit sind kereits zerfallen, bevor mit ihrer Hilfe aussagekraftige Untersu-

chungen duchgefiihrt werden konren.
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Wie bereits oben erwéhnt, besitzen de verschiedenen Strahlungsarten ein urter-
schiedliches Schadigungspotential. Dies wird durch de GroRe der Aquivalentdosis
berlicksichtigt. Dieser Dosisbegriff beinhaltet einen sogenannten Qualit &tsfaktor, der
die biologische Wirkung angibt. Er betrégt 1 fur Photonen- und 3-Strahlung, 10 fur
Neutronen- und 20fir a-Strahlung (Kaufmann et al., 200]). Die Gruppe der Photo-
nen- und 3-Strahlung kann weiter unterteilt werden. So sind de Schaden durch de
Strahlenwirkung bel Elektronen-Strahlung am hdchsten, gefolgt von weicher Ront-

genstrahlung (Mammographie) und am geringsten bel harter Rontgenstrahlung
(Knochenaufnahmen).

Cs125/Cs126 Cs127 |Cs128 Cs132 oYK

55

Xe131 Xel31l e..betar

54

53

52

stabil

51

69 70 71 72 73 77 78

Abbildung 1.1: Auszug aus der Karlsruher Nuklidkarte, eingezeichnet sind die

123, 125 131
I d

Zerfallswege von , lun

| (e.e.beta+: Elektronen Einfang od er
Positronen Emmission, iU: isomerer Ubergang, Z: Protonenzahl,
N: Neutronenzahl)

(Forschung szentrum Karlsruhe, 1996)

In der vorliegenden Arbeit wurden **% und **3 verwendet. |od-Isotope eignen sich
gut fur die Herstellung von radioaktiv markierten Peptiden, da diese Radiopharmaka
mit Hilfe der lodogenmethodke relativ leicht hergestellt werden kdnren (siehe Kapi-
tel 1.2.3. '3 besitzt eine Halbwertszeit von 1319 Stunden, emittiert einen y-Quant
mit einer Energie von 159 keV und ist damit fir Szintigraphien gut geeignet. Die
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Halbwertszeit von 27 ist mit 60 Tagen relativ lang. Damit ist es gut lagerbar. Fiir
Szintigraphien ist es wegen der geringen y-Energie von 35 leV alerdings nicht
geeignet, dader Antell der im Korper absorbierten Strahlung zu grof3ist. Eswurdein
der vorliegenden Arbeit nur zu in vitro Versuchen verwendet. Der Voll sténdigkeit
halber soll **Yi erwshnt werden: Dieses Isotop hat eine relativ lange Hal bwertszeit
von 8Tagen undemittiert neben einem y-Quant von 364keV und einem y-Quant von
637keV ein Elektron mit einer Energie von @6 keV (B’-Strahlung). Damit fuhrt
dieses lod-Isotop zu einem erheblichen radioaktiv bedingten Zelluntergang, der in
der Radioiodtherapie kli nisch genutzt wird.

1.2.3 Tracer

Die Definition eines ideden Radiopharmakons findet sich Ubkeral in der
nukleamedizinischen Literatur. Schicha und Schober (2000 sagen Uber einen
ideden Tracer: ,... esist eine Substanz, die @nen hiochemischen Prozess begleitet,
diesen dabel nicht beanfluss und dabel selbst extern aufgrund der radioaktiven
Emisgon leicht nachweisbar ist.“ Diese Forderungen werden von Behr et al. (2001
noch um folgende Punkte eweitert: Der Tracer mussaufgrund seiner physikali schen
Eigenschaften (v.a. der Grol¥e) an den Ort kommen, den er darstellen soll. Auf¥erdem
soll er stabil genug sein, um nicht auf dem Weg dorthin im Korper metabalisiert zu

werden.

Des weiteren darf das Radiopharmakon nattirlich nicht toxisch sein undmuss sch
wirtschaftlich herstell en lassen (Schicha, Schober, 2000Q.

Ein Kasssches Beispiel fir einen solchen ,ideden* Tracer ist '* fur die
Schilddriisenszintigraphie, da es gch as Isotop im Stoffwedhsel wie normales lod
verhdlt. Einzig die Herstellung ist kompliziert und teuer, sodasses in der praktischen
Routine durch **™Tc ersetzt wird (BLill, Hor, 1990.
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Weitere Radiopharmaka sind (Bl et a., 1999:

« Molekile, zB. fir die Nierenszintigraphie (°**"Tc-MAGs3) und de
Knochenszintigraphie (Phasphatkomplexe)

» Kolloide, z.B. fir die Lungen- und de Lymphszintigraphie

e Erythrozyten und Granulozyten fur Blut-, Knochenmark- und Milzuntersu-
chungen

* Antikérper undHaptene fir Tumordarstell ungen

In der vorliegenden Arbeit sollen Eiweil3molekile ds Tréger der Radioaktivitét
verwendet werden, de im Korper as Botenstoffe vorkommen. (Vergleiche Kapi-
tel 1.3) Diese Peptide missen mit einem radioaktiven Isotop gekoppelt werden. Dazu
stehen zwel grundegende Methoden zur Verfligung: Die Radioiodierung und de
Radiometallmarkierung (Behr et al., 200)).

Mit Hilfe der Radioiodierung werden lod-Atome, je nach Verfahren, an Histidin,
Tyrosin und Lysin Seitenketten gebunden. (Behr et a., 2003 Dazu stehen
unterschiedliche Techniken zur Verfligung, die in der Literatur kontrovers diskutiert
werden. Die lodogen- und die Chloramine-T Methode werden von Wood et al.
(1981 as gleichwertig angesehen. Unterschiede werden nu bei wenigen Peptiden
gesehen. Rosenmund et al. (1986 zeigen einen Vortel der Bolton-Hunter Methode
auf und fihrten aus, dass die beiden vargenannten Prozeduren de Eiweil3e oxidativ
schadigen. Van der Laken et al. (2000 wiesen nach, daess auch de Bolton-Hunter
Methode zu Verdnderungen von markierten Produken fihren kann. Die
Radioiodierung kann auch dann fehlschlagen, wenn Aminaosduren, de Einfluss auf
die Rezeptor-bindungseigenschaft haben, verandert werden (Behr et al., 1999 a),
(Behr et d., 2003.

Im Vergleich zur Radioiodierung ist die Radiometallmarkierung technisch urgleich
aufwendiger, da @n Chelat an de Peptidsequenz synthetisiert werden muss Auch
hier stehen wieder verschiedene Techniken zur Verfiigung. Diese unterscheiden sich
in der bindenden Substanz. Gebrauchliche Chelatbildner sind DTPA, DOTA und
DFO. Durch sie kénren eine Vielzahl von Radiometallen wie *in, *°Y, ®¥Ga, ¥,
"Cu oder *°Co gebunden werden (Meares et al, 199Q. Dadurch erdffnet sich ein



1.2 Szintigraphie

breites Spektrum von diagnostischen urd therapeutischen Anwendungsmégli chkei-

ten.

Dem Nadteil des groferen Aufwandes der Radiometallmarkierung steht der Vortell
eines wesentlich besseren Ergebnisses bei Szintigraphien (mit diesen Stoffen) gegen-
Uber. Der Grund dafir liegt im intrazellularen Abbau der Stoffe. Radioiodierte Pepti-
de werden nach Aufnahme in de Zelle (und teilweise schon im Blut) enzymatisch
gespalten. Die Bruchstiicke werden teilweise intrazell uldr zu neuen Eiwell3en aufge-
baut, zu einem GrolYeil aber aus der Zelle dgegeben. Zusétzlich wird lod duch de
im Korper ubiquitér vorhandenen Deiodasen vom Tyrosin abgespalten. Durch alle
beschriebenen Prozess gelangt Radioaktivitéat zuriick in den Kreislauf. Auch radio-
metallmarkierte Peptide werden intrazellulédr gespaten. Dabel wird der Chelat-
komplex frei. Dieser kann mangels Transporter nicht aus der Zelle ausgeschleust
werden undist darin ,gefangen* (,trapping‘) (siehe Abbildung 1.2) (Behr et a.,
200)). Die Folge ist eine deutlich hohere Akkumulation vonRadioaktivitét im Ziel-
gebiet und damit eine bessere Bil dgebung.

Intercellular
space

Intralysosomal/intracellular space

*[ *I
— T
T e
NH NH,
\
Radioiodinated Mono-iodotyrosine
peptide
Y
CO ~—
CONH
HO,C —,

HO,

PN
C R N
L)
HOZC\/N\ N COH \
CONH

Radiometal-conjugated
peptide CONH

HO,C —
HO,C N

£

el
HO,C~\_ , ~\~COH

DTPA-conjugated
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Abbildung 1.2:  Schematische Darstellung der Unterschiede zwischen konventionel-

ler Radioiodierung und Radiometallmarkierung (Behr et al., 2001).
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1.2.4 Peptidszintigraphie

Im Bereich der Peptidszintigraphie ist eine betradtliche Anzahl von Arbeiten
veroffentlicht worden. Dabel werden urter anderem Versuche mit VIP (Virgolini et
a., 1999 und Gastrin (CCK-B Rezeptor) (Behr et a., 1999b) unternommen. In der
klinischen Praxis ist allein de Somatostatin-Rezeptorszintigraphie dabliert. Dabei
wird das 8 Aminosduren lange Analogon Octreotid verwendet (Krenning et al.,
1989.

An deser Szintigraphie kann de Entwicklung einer Peptidszintigraphie beispiel haft
erlautert werden: Erste Ergebnisse Uiber die Vertellung von Somatostatin-Rezeptoren
wurden vonReubi et al. ab 1981 ertffentlicht. Dabel handelte es sch um Studien an
ZNS und Pankreas (Reubi et a., 1983. Wéahrend der Rezeptorstudien wurde das
Analogon Octreotid entwickelt underfolgreich getestet (Reubi, 1985. Zu Beginn der
szintigraphischen Versuche wurde '#| markiertes Octreotid in Tierversuchen ver-
wendet (Bakker et al., 1990). Dazu musde in der Aminosduresequenz von Octreotid
(vergleiche Abhbildung 1.3) Phenylaanin in Position 3 duich Tyrosin ersetzt werden,
wodurch Tyr-3-Octreotid entstand. Die Bindungseigenschaften wurden durch diese
Veranderung nicht beanflusg. Ein Jahr spéter berichteten Bakker et a. (1991a) tber
erfolgreiche Versuche an Menschen. Im selben Jahr wurden Ergebnis<e Uber Tierver-
suche mit Indium-markiertem Octreotid verdffentlicht. Dabel wurde die urspringli-
che Aminosaurensequenz vom Octreotid verwendet (siehe Abbildung 1.3). Bakker et
al. (1991b) wiesen dabei auf eine beswre ,,tumor to backroundratio® hin, de vor
allem durch eine geringere hepatohili are Cleaance (geringere Hintergrundaktivitét
im Magen-Darm-Trakt) und eine langere Halbwertszeit des neuen Tracers bedingt
war. Dieswurde von Krenning et a. (199) in Studien am Menschen bestétigt.
"In-DTPA—D-Phe—Cys —Phe\

é D-Trp

S s
Thr (OH)—C)I/S —Thr /

Abbildung 1.3:  Amonisauresequenz von 'In-DTPA-[D-Phe']-Octreotid
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1.2 Szintigraphie

Im Laufe weiterer Studien wurde die Somatostatin-Rezeptorszintigraphie an einer
grofRen Anzahl von Patienten undeiner Vielzahl von Tumoren getestet. Dabei fanden
Krenning et a. (1993 eine hohe Sensitivitét bei neuroendokinen Tumoren (mit
Ausnahme von Insulinomen). Versuche an anderen Tumoren, wie Brustkrebs und
malignen Lymphaomen, erbrachten keine a@ndeutigen Ergebnisse, obwohl auch dort
Somatostatin-Rezeptoren nachgewiesen werden konrten (Joseph et a., 1993. Mit
der Entwicklung eines einfadhen Kits zur Indiummarkierung von Octreotid stellt die
Somatostatin-Rezeptorszintigraphie zur Zeit die einzige kommerziell verflgbare

Peptidszintigraphie dar.

Die klinische Uberlegenheit der Octreotid-Szintigraphie gegeniiber anderen hil dge-
benden Verfahren zur Lokalisation von reuroendokinen Tumoren, speziell von
Gastrinomen undKarzinaiden, ist in der Literatur gut dokumentiert (Modin, Tang,
1997, (Krausz et al., 1998). In Abhildung 1.4 ist die szintigraphische V erlaufskon-
trolle @nes 57-jdhrigen Patienten mit Karzinoid des Dinndarms dargestellt. Es fallen
Mehranreicherungen in Leber und Milz (multifokal), sowie e@ne Mehranreicherung
in Projektion auf den rechten Bedkenkamm dorsal auf. Die hohe Aktivitétsanreiche-
rung Uker der Leber ist zum Teil Folge der bili &en Cleaance von Octreotid. Die sich
daraus ergebende Uberlagerung mit eventuellen Tumoranteilen stellt einen Nadteil
der Methode dar. Zur bessren Lokalisation der Nuklidansammiungen wurden
SPFECT-Aufnahmen angefertigt und in coronare, sagittale und transversale Ebenen
geschnitten. (SPECT bedeutet ,, single phaon emisson computer tomography“ und
ist eine nukeamedizinische Aufnahmetechnik, die @ne dreidimensionale Rekon-
struktion der Bilddaten und variable Schnittebenen ermdgli cht.)

11
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€ &

transversal

3 7 ‘ ‘
sagittal
£ f
coronar

anterior posterior

111

Abbildung 1.4:  Szintigraphie mit ~"In-Octreotid bei einem 57 jahrigen Patienten mit

Karzinoid des Dunnd arms und L ebermetastasen. Dargestellt sind
Ganzkorper- und SPECT-Aufnahmen.

Wahrend de Somatostatin-Rezeptorszintigraphie im Klinischen Alltag etabliert ist,
befinden sich de anderen Peptidszintigraphien noch im Versuchsdadium. Die VIP-
Rezeptorszintigraphie wurde von Hessenius et a. (2000 in Frage gestellt. Diese
Arbeitsgruppe zeigte fir die Szintigraphie eéne sehr niedrige Sensitivitét, vor alem
bei der Suche von Primartumoren. Dieswird durch einen niedrigeren VIP-
Rezeptorbesatz der Tumoren im Vergleich zum normalen Gewebe, vor allem der
Leber, erklart.
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1.3GLP-1

1.3 GLP-1

Das GLP-1 entsteht aus dem 160 Aminosduren (AS) langen Proglukagon. Dieses
Peptid wird wiederum aus dem 179 AS langen Praproglukagon abgespalten (Bell et
a., 1983, dasin den L-Zellen des Darms und cen a-Zellen des Pankreas exprimiert
wird (Nowak et al., 198). Durch intrazell uléres Processng entsteht aus Proglukagon
zunadhst das major proglucagon fragment (MPGF) (Patzelt, Schug, 1981). Dieses
wird dann in GLP-1, ein , spacea-peptide” und GLP-2 gespalten (drskov , 1992 a).
Dieser Abbau findet in den L-Zellen und nu zu einem ganz geringen Anteil in den
a-Zédlen statt (Conlon, 1988). Dabel liegt GLP-1 zunadhst als GLP-1(1-37) vor. Um
in de &tive Form Uberflhrt zu werden, missen die asten sechs Aminosauren N-
terminal, sowie die letzte C-terminal abgespalten werden. Zusétzlich wird das C-
terminale Ende amidiert (Holst el al., 1987, (Qrskov et al.,1994.

Die Existenz von GLP-1 wurde 1906 von Moore ¢ a. postuliert. Sie vermuteten eine
Substanz, die aif das endokine Pankreas wirkt, wie das damas shon lkekannte
Sekretin, welches den exokrinen Anteil stimuliert. Erste Beobachtungen in dese
Richtung gehen his auf das Jahr 1877 zuriick, als Bernard beobadhtete, dass die
intravendse Glukosegabe bereits bel sehr viel geringeren Mengen eine Glukaosurie
auslost als die orale Gabe. 1964 wurde durch Versuche von Mcintyre et a. und
Elrick et al. bestdtigt, dass dieses Phdnomen duch eine unterschiedlich starke
Insulinantwort ausgel6st wird. Dies fuhrte zur bis heute gultigen Definition des
Inkretinmodells von Creutzfeld et al. (1979 und zur Einfihrung des Begriffs der
enteroinsulindren Achse, als Ausdruck fir eine hormonelle und rervale Verbindung

von Darm und Pankreas.

Das wissenschaftliche Interesse an GLP-1 ist betradtlich. So wurden innerhalb der
letzten vier Jahre jahrlich ca. 130 Publikationen tker GLP-1 verdffentlicht. Dies
entspricht Gber 40% der seit 1966in MEDLINE zum Thema veroffentlichten Artikel.

13



1 Einleitung

1.3.1 Physiologische Wirkung und therapeutische Moglich-
keiten

Das grofe Interesse an GLP-1 begrindet sich auf den blutzuckersenkenden
Eigenschaften des Peptids, die Uber verschiedene Systeme vermittelt werden
(Drucker, 2001.

Nadh dem Modell der enteroinsulinéren Achse ist die Hauptwirkung von GLP-1 an
den (3-Zellen zu suchen, was durch Kolligs et a. (1995 bestétigt wurde. Hier fuhrt
das Hormon Uler cCAMP-Erhéhung und eine verstérkte Expresson des Insulin-Gens
zu einer erhohten Insulinabgabe (Drucker et a., 1987. Im Gegensatz zu anderen
Insuli nstimulantien, wie zum Beispiel Sulfonylharnstoffe, ist dieser Prozess abhéngig
vom Blutzuckerspiegel (Holz et al., 1993. Diese Ergebnise aus Zellkulturen
konnten von dAlesso et a. (1996 an Pavianen und vonEdwards et a. (1999 an
Menschen bestétigt werden. Neben Effekten auf die (3-Zellen berichteten Schirra @
al. (1998 Uber eine Regulation der Glukagonsekretion duch GLP-1.

Xu et a. (1999 beschrieben neben Einflissen auf den Blutzucker auch eine
Induktiion der Inselzell-Proliferation und-Neogenese in Ratten. Diese Ergebnisse
dedken sich mit Versuchen vonButeau et a (1999) an Zellen und vonEdvell et a.
(1999 an Méusen. Die Zunahme an Zellmasse korreliert jedoch trotz verbesserter
Blutzuckerregulation richt mit einer verbesserten oder neu erlangten B-Zell-
Funktion. Tourrel et a. (2001) erkldren des durch eine gesteigerte periphere
Glukaosedutili sation. Sie widersprechen damit der Auffassung vonHolz et a. (1998),
die ane Rekrutierung passver 3-Zellen fir die Blutzuckerregelung durch GLP-1
postuli ert hatten.

Mit Hilfe von intrathekal appliziertem GLP-1 konrten Turton et al. (1996) einen
Einflussauf das Nahrungsverhalten vonRatten nachweisen. Dabei stimulierte GLP-1
das Fressverhalten, wohingegen GLP-1 Antagonisten es hemmten (Donahey et al.,
1998. Diese Eff ekte waren jedoch nu von kurzer Dauer. In Versuchen an gesunden
Ubergewichtigen Diabetikern wiesen Nauck et al. (1997 eine verlangerte Magenent-
leaung durch intravents appliziertes GLP-1 nach. Ob eine Verbindung der zerebra-
len undgastroenteralen Regelkreise vorhanden ist, oder ob es sich um zwei getrennte
Systeme handelt, wird nach urtersucht. @rskov et a. (1996 fanden mit Hilfe autora-
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1.3GLP-1

diographischer Untersuchurgen an Rattenhirnen GLP-1 Rezeptoren in der Area
Postrema und in subfornikalen Strukturen, die von zirkulierendem GLP-1 erregt
werden konren. Die Blut-Hirnschranke kann her tberwunden werden, da das Endo-
thel der Kapill aren in desen Gebieten eine Fensterung aufweist. Eine Anreicherung
in anderen Hirnareden wurde nicht gefunden. Die Einflisse von GLP-1 auf das
Nahrungsverhalten und das Koérpergewicht scheinen nicht von esentieller Bedeu-
tung zu sein (Drucker, 2001).

Aul¥erhab von Pankreas und ZNS kommen GLP-1 Rezeptoren in Magen (Foveolae),
Lungen, Herz und Nieren var (Bullock et al., 1996), (Vella & al., 20). Tourrel et
a. (200) vermuteten in desen Rezeptoren Schaltstellen fir die periphere
Glukoseutilisation (s.0.). Damit widersprechen sie der Ansicht von Vela & 4.
(2000, die in Versuchen an Typ-2 Diabetikern keinen solchen Effekt nadhweisen
konnten. Die Funktion der Rezeptoren in der Lunge beschrieben Richter et al (1993.
Sie wiesen eine Zunahme von Makromolekilen in den Luftwegen und eine
Relaxation verengter Pulmonalarterien nach. In einer Publikation vonRuiz-Grande &
a. (1992 wurde Uber lipdytische Eigenschaften am menschlichen Fettgewebe
berichtet. Dieser Ansicht wird heute @ndeutig widersprochen (Bertin et al., 200)).

Durch de dargestellte Studienlage begrinden sich de hohen Erwartungen in de
Diabetestherapie mit GLP-1 (Holst, 2000). Diese konne mit ersten
tierexperimentellen Arbeiten erhartet werden. In Studien an dabetischen Tieren
konnen duch GLP-1 und Analoga der Blutzuckerspiegel und das HbA ;. gesenkt,
die Insulinsekretion erhéht und eine Gewichts- und Korperfettabnahme induziert
werden (Greig et a., 1999, (Szayna d@ a., 2000. Dabei werden zur Zeit
unterschiedli che Behandlungsregime aprobt. Obwohl noch keine Langzeitergebnisse
vorliegen, scheinen de blutzuckersenkenden Eigenschaften von GLP-1 Uber langere
Zeit nachweisbar zu sein (Toddet a., 1997.
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1 Einleitung

1.3.2 Stoffwechsel und Analoga

Das grofde Problem der klinischen Anwendurg von GLP-1 ist die kurze
Halbwertszeit (Holst, 2000Q. Diese liegt bei 20 Minuten in vitro (Dea®net a., 1995
und kei 4-5 Minuten in vivo (Kreymann et a., 1987), (drskov et al., 1993.

Der Abbau von GLP-1 erfolgt Giber mehrere Enzymsysteme sowohl intra- als auch
extrazelluldr. Das wohl bedeutendste davon ist die Dipeptidyl-peptidase IV (DP V)
(Buckley, Lundqust, 1992. Dieses Enzym spaltet die esten beiden Aminaosiuren
N-terminal ab (Mentlein et a., 1993. Zusdtzlich dazu wurde en Abbau duch de
neutrae Endopeptidase 24.11 (Hupe-Sodmann et al., 1995, das Angiotensin
Conwverting Enzyme und die Aminopeptidase A beschrieben (Hupe-Sodmann et al.,
1997. In der Niere erfolgt eine Ausscheidung vonGLP-1 sowie ein Abbau am
Birstensaum der Tubui (Drskov et d., 1992 B, (Ruiz-Grande € al., 1993.

Um diesem Problem zu begegnen wurden GLP-1 Anaoga gesucht und synthetisiert,
die ene langere Plasmahalbwertszeit aufweisen. Einen anderen Weg gehen Holst et
a. (1998, indem sie die Halbwertszeit von GLP-1 duch Blockierung der
Dipeptidyl-peptidase IV mit Hilfe anes Inhibitors (DP IV-Inibitor) verlangern.

Zu der Gruppe der naturlichen Analoga gehdren zwel Peptide, die aus dem Gift der
Krustenedhsen isoliert wurden. Das Gift dieser Tiere enthélt ein Gemisch aus ver-
schiedenen endogen aktiven Peptiden (Parker et a., 1989. Als erstes GLP-1 Analo-
gonwurde 1990Exendin3 duch Eng et a. aus dem Sekret von Heloderma horridum
isoliert. Die Isolierung von Exendin4, einem GLP-1 Agonisten aus dem Gift von
Heloderma suspedum, erfolgte 1992 ebenfall s durch Eng et al. Die Aminosaurese-
quenzen von Exendin3 undExendin4 unterscheiden sich nur an Position zwei und
drei. Sie sind zusammen mit der Sequenz von GLP-1 in Tabelle 1.2 wiedergegeben.
1991 \erdffentlichten Raufman et al. Ergebnisse Uber die GLP-1 antagonistischen
Eigenschaften vonExendin(9-39). Diesist der wichtigste GLP-1 Antagonist.

Die Gruppe der synthetischen Analoga, sowohl von GLP-1 as auch vonExendin ist
grof3. Siegel et a. (1999) und Galwitz et a. (2000 haben Uber Versuche mit
N-terminal modifiziertem GLP-1 berichtet. Xiao et a. (2001) haben Versuche mit
Veranderungen der Aminosauresequenz durchgefiihrt. Das dteste und am besten
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untersuchte Peptid ist [Ser®|GLP-1(7-36)amid (Rizel et a., 1999. Alle Autoren
beschreiben eine hohere Stabilit & der Analogain vitro. Einen Vortell in vivo kom-
ten Xiao et a. (2001 sowohl fur N-terminale und mittkettige Modifikationen nach-
weisen. In Arbeiten zu [Y 39]-Exendin4 lestétigten Singh et a. (1994 die Bedeutung
der N-terminalen Region fur die Rezeptorbindurg. In den Versuchen fuhrte an
N-termina eingefliigtes Tyrosin zu stark verringerten Bindurgseigenschaften des

Peptids.

Im Vergleich von[Ser’] GLP-1(7-36)amid mit den Exendin Varianten konrten Thum
et a. (2002 eine hohere Stahilit & von Exendind in vitro nachweisen.

Tabelle 1.2: Aminosduresequenzen von GLP-1(7-36)amid, Exendin3 und Exendin4.

Die homologen Aminoséauren sind jeweils unterstrichen.

GLP-1(7-36) HAE G TFTSDVSSY L EGQAAKEFI A WLVKGR

Position 7 10 20 30

Exendin3 HSDGTFTSD L SKQMEEEAV R LFIEWLKNG G PSSGAPPPS

Position 1 10 20 30

Exendin4 HGEGTETSD L SKQMEEEAV R LEIEWLKNG G PSSGAPPPS

Position 1 10 20 30
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1.4 Die Ratte als Tumormodell

Bevor GLP-1-Analoga zur Tumorszintigraphie eingesetzt werden konren, missen
sie in verschiedenen Modellen in vivo undin vitro Gkerprift werden. Dabei werden
zuerst Experimente auf zellulérer Ebene durchgefuhrt. Der nachste Schritt sind
Experimente in einem Tiermodell. An en Tiermodell in der onkdogischen
Forschung werden eine Relhe von Forderungen gestellt: Das Tier soll enen
Stoffwedhsel und pathogenetische Reaktionen vergleichbar dem Menschen besitzen.
Uber das Modell sollen ein breites Spektrum von Informationen verfuigbar sein, die
das Verhdten, sowie physiologische, pharmakologische, toxikologische und
biochemische Daten beinhalten. Sportanes Tumorwadhstum sollte praktisch nicht
auftreten. Dazu kommen eine Reihe von ©konanischen Forderungen, de
Verfligbarkeit, Haltung und Zucht betreffen. Die Ratte ds Versuchstier erfiillt viele

dieser Erwartungen (Peckham, 1980.

In deser Arbeit wurden zwel Modelle zur Tumorinduktion verwendet: Die medika
mentdse Tumorindukion rach Kazumi et al. (1978 und de Tumorzelltransplanta-
tion mach Chick et al. (1977). Diese Methoden werden in Kapitel 2.1.2 weiter be-

sprochen.

Zum Verstandnis der in dieser Arbeit abgebildeten Szintigraphien wird hier die
Anatomie der Ratte wiedergegeben (siehe Abbildung 1.5).
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M. mandibulae
M. digastricus

M. masseter
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Abbildung 1.5: a) Situs einer weiblichen Ratte. Der Magen-Darm-Trakt ist entfernt.
b)Situs der Baucheingeweide einer méannlichen Ratte. Der den
Magen bedeckende linke Leberlappen ist hochgeklappt.
Omentum majus und cranialer Prostatalappen sind der Klarheit
willen nicht dargestellt.
(Storch, Welsch, 1999, mit freundlicher Genehmigung von
© Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg)
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1.5 Fragestellung und experimentelle Konzeption

Im vorangegangenen Text wurde die Problematik bel der Lokalisationsdiagnaostik
von Insulinomen, sowie die Mdgli chkeiten der Szintigraphie und de Wirkungen von
GLP-1 erlautert.

In der vorliegenden Arbeit sollen dese drei Felder zu einer neuen
Szintigraphiemethode zusammengefiihrt undfolgende Projekte bearbeitet werden:

» Herstellung eines geeigneten Radiopharmakons fir szintigraphische Zwecke.
» Etablierung eines validen Tumormodellsin Ratten.

* Untersuchung von Einflusandglichkeiten auf die Vertellung des Trace's in

Vivo.

» Bestimmung der Tracerverteilung im Versuchstier und Bestimmung von
Halbwertszeiten.

* Darstellung der im Tiermodell i nduzierten Tumoren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In diesem Kapitel werden de fur die Versuche nétigen Substanzen aufgeftihrt.
Sonstige Chemikalien wurden, fals nicht anders erwahnt, von Sigma, Deisenhd'en
undMerck, Darmstadt bezogen.

2.1.1 Tracer-Herstellung

2.1.1.1 Markierung von Peptiden
Es wurden folgende Peptide zur Markierung eingesetzt:

 Badem, Heidelberg:

GlukakonLike-Peptide-1 (GLP-1(7-36)amid) (3297,68g/ mol )
Exendin3 (4202,63g/ mal )

 MWG Biotech, Ebershera:

[Y39]-Exendind (4267,709/ mol )

Die Aminosduresequenzen der verwendeten Peptide sind in Tabelle 1.2 wiedergege-
ben.

Zur Markierung wurden folgende Isotope verwendet:

e  Amersham, Frelburg:

Na'® (643,8MBq/ ug)
Na'# (1,23GBq/ pg)

* DuPont, Bad Homburg:

Na'# (3,7GBq/ ug)
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Dabei handelte es sich um Natriumsalze von lod. Zur Etablierung der Methode wur-
de Na'?9, zur Szintigraphie Na'* verwendet.

2.1.1.2 Aufreinigung markierter Peptide

Die Aktivitatsbestimmung nad der Auftrennung gewonnener Proben erfolgte mit
einem Bohrlochdetektor mit Nal Kristall (Curiemeter E, PTW Freiburg).

2.1.1.2.1 HPLC (high pressure oder high performance liquid
chromatography)
Das HPLC System bestand aus:

o«  Water Asciates, Chromatographie Divison d Mili pore, Milford, Ma, USA:

HPLC-Pumpen, Modell 510

Water Automated Gradient Controll er

Water Nova-Pak C18 60A 4 pm 3.9x 150mmHPLC Séule
U6K Injektor

Amersham Pharmacia, Frelburg:

LKB Bromma2211Superrac Probensammler

Ein Speed-Vac System zur Eintrocknung dr Proben bestand aus folgenden

Komponenten:

 Vaabrand, Werthheim:

Membran-V akuumpumpe MD4C

e Christ, Osterode (Harz):

Kuhlfalle Alphab

e Squant, Holbrock, NY, USA:

Spead VacSPD 101B
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2.1.1.2.2 Sephadex PD-10 Saule

Die Saulen waren mit NaCl 0,%% gefullt und stammten von Amersham Pharmada
Biotedh in Uppsala, Schweden.

2.1.2 Insulinome im Rattenmodell

2.1.2.1 Medikamentdse Tumorinduktion
Fur die Tierversuche wurden folgende Ratten eingesetzt:

e  Charles-River WIGA GmbH, Sulzfeld:

200g Wistar Unilever Ratten

Folgende M edikamente waren ndig:

* Pharmada, Erlangen:

Streptozotocin (Zancsar®)

e Jenapharm, Jena:

Nicotinsaureanid 200mg Tabl etten

Zur Bestimmung des Blutzuckers wurde verwendet:

* Bayer, Leverkusen:

Glucometer Elite

2.1.2.2 Tumorzelltransplantation
Fr die Tierversuche wurden folgende Ratten eingesetzt:

« Mgdllegard, Lill e Skensved, Danemark:

3009 NEDH Ratten
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Be den Zdlen handelte es sch um:

e ATCC, Manassas, VA, USA:

RINmMSF-Zellen

Das Kulturmedium bestand aus:

e |nvitrogen, Karlsruhe:

RMPI 1640Medium mit L-Glutamin
Fetales Rinder Serum (TCYS)
HEPES-Puffer

Na-Pyruvat

PenStrep

An speziellem Labormaterial wurde bendtigt:

* Greiner bio-one, Frickenhausen:

250ml und 550ml Kulturflaschen

2.1.3 Szintigraphie
Zu den Tierversuchen wurden folgende Ratten verwendet:

e Chales-River WIGA GmbH, Sulzfeld:

300g Wistar Unilever Ratten

« Mgdllegard, Lill e Skensved, Danemark:

300g NEDH Ratten
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Zur Narkose wurden folgende Substanzen angewandt:

e Hexad, Holzkirchen:

Ketamin

» Bayer, Leverkusen:

Xylazin 2% (Rompun®)

Des Weteren kamen 25 G Schadelvenenkatheter von Braun, Melsungen zur
Schaffung eines langerfristigen iv. Zugangs zum Einsatz.

Die Szintigraphie efolgte mit einer hochauflésenden Gammakamera der Firma
Genera Eledrics (MaxiCamera 300 Autotune ZS) mit einem ,high-resolution,
medium-energy“ Parall ellochkdlimator. Die SPECT-Aufnahmen wurden mit einer
Siemens 3-Kopf-Kamera (Multisped 3) angefertigt.

Beide Kameras waren mit einem Siemens ICON Auswertungssystem auf Apple

Basis verburden.

Im Rahmen der szintigraphischen V ersuche kamen aul¥erdem folgende Substanzen in

verschiedenen Gruppen zum Einsatz:

» Bayer, Leverkusen:

Perchlorat (Irenat®)

 Badem, Heideberg:

Exendin4

e probiodrug, Halle:

Isoleucyl Thiazolidine (DP IV-Inhibitor)
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2.2 Methoden

2.2.1 Tracer Herstellung

2.2.1.1 Markierung von Peptiden

Die Herstellung der markierten Peptide efolgte nach der von Conlon (1988
beschriebenen lodogenmethode, die fir diese Peptide optimiert wurde.

In einem ersten Arbeitschritt wurden 500 pg des Peptides (GLP-1 oder eine
Exendinvarianten) zu 400 pl Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,4 und 100 pl
Dichlormethan gegeben. Nadh gleichméfiger Durchmischung der entstandenen
Losung erfolgte ene Verteillung auf Aliquas & 50 ul. Die Losungen lagerten bel
-80 °C, andere fur den kurzfristigen Verbrauch bal -20 °C.

Fur die Markierung wurden 4 mg lodogen (1,3,4,6Tetrachloro-3a,6a-Di-
Phenylglycouril) in einem lichtgeschiitzten Reaktionsgefa3 mit 1 ml Dichlormethan
versetzt undauf Eis gelagert.

20 ul davon wurden in vorbereitete Regktionsgefalie pipettiert, bel denen der Dedkel
abgeschnitten worden war.

Kontinuierliche Drehung des Gefal3es zwischen den Fingern flhrte zur Bildungeines
dinren Filmes. Die Warme der Finger verdampfte das Dichlormethan und hinterlief3

einen gleichmaliigen lodogen-Beschlag im unteren Ende des Re&ktionsgefalies.

In das © vorbereitete Resktionsgefal’ wurden nun 111MBq (3 mCi) Na %3 bzw.
18,5MBq (0,5mCi) Na*® und 50 pl der Peptidmischung gegeben. Mit Hilfe der
Zentrifugation wurde die Losung im unteren Teil des Reektionsgefalies gesammelt.
Zur Inkubetion wurde die Losung in einem Bleischutz auf einen Ruitteltisch gestellt.
Die Inkubationszeiten betrugen 20 Minuten fur GLP-1 und B Minuten fir die
Exendinvarianten.

Die Re&tion wurde durch Aufnahme der LAsung in eine Spritze beendet.
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2.2 Methoden

2.2.1.2 Aufreinigung markierter Peptide

2.2.1.2.1 HPLC (high pressure oder high performance liquid chroma-
tography)

Bei der von urs verwandten HPLC funktionierte die Trennung mittels Reversed-

Phase-Chromotographie. Dabel befindet sich in der Chromatographiesdule ene

apolare , stationdre Phase”, an der eine polare ,,mobile Phase” vorbeistrémt, die im

Laufe des Versuchs immer apoarer wird (Meyer, 1986. Als Flusanittel in der

mobilen Phase dienten Wassr (Lésung A) und eine 70 %ige Acetonitrill dsung

(Losung B), jeweil s mit einem Zusatz von 0,1% TFA.

Um enen gleichmaliigen Fluss wahrend der Chromatographie zu gewdhrleisten,
erfolgte die Entgasung der Flusamittel an jedem Versuchstag neu. Dazu wurden de
Flisggkeiten 15Minuten mit Stickstoff durchperlt undfir weitere 15 Minutenin ein
Ultraschallbad gestellt. Mit Hilfe von Laborfilm wurden de Geféal3e |uftdicht
verschlossen. Die HPLC Anlage wurde vor den Experimenten gesplit, indem sie est
mit 100 % Losung B durchflossen und @nach vollstdndig mit Losung A gefllt

wurde.

Zur Injektion in die HPLC wurde der nach Kapitel 2.2.1.1 hergestellte Tracer mit
einer Hamiltonspritze asfgenommen, in der sich 500pl Ldsung A und 100 pl Kali-
umiodid befanden. Nach Aufnahme des markierten Peptides erfolgte @ne Spllung
des Re&ktionsgefal3es mit 50 pl Losung A, die ebenfalls in de Hamiltonspritze auf-
genommen wurde. Vor Injektion in den Injektor erfolgte @ne Aktivitétsbestimmung
der Probe mittels Bohrlochcuriemeter.

Zur Auftrennung wurde @n Gradient aus mehreren lineaen Tell stiicken verwendet.
Dabei stieg die Acetonitrilkonzentraion im Flussmittel innerhalb der ersten 7 Minu-
ten auf 175 %. Danach folgte an flacherer Anstieg auf 52,5% Uber 60 Minuten. In
den darauffolgenden 8 Minuten stieg die Konzentration auf den Endwert von 70%
an, der fir 20 Minuten konstant blieb (siehe Abbildung 2.1). Die Flief3geschwindig-
keit betrug 0,9ml / Minute.

27



2 Material und Methoden

80

N

60

so4

40

% Acetonitril

30 1

10 ~

|
|
|
20 ~ ‘
|
|
|

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zeit in Minuten

Abbildung 2.1:  Acetonitrilkonzentration wahrend der HPLC, Markierter Punkt:
erwarteter GLP-1 Peak

Im Mittelbereich wurde der Anstieg flach gehalten, um eine genauere Trennurg zu
erreichen. Nach Gotthardt (1999 erscheint der GLP-1 Pea&k bei einer
Aceonitrilkonzentration von 44%. Um eine genaue Identifikation vonBruchstiicken
zu ermdglichen, wurde der flache Tell bereits bel einer Konzentration von 17,5%
begonnen. Der steile Anstieg am Anfang sollte das freie lod auswaschen, Endanstieg
undPlateau eventuell noch varhandene Reste von Peptid von der Saule spulen.

Zur Etablierung der Methode, zur Fehlerfindurg und zur Analyse der mittels Sepha-
dex-Saule (siehe Kapitel 2.2.1.2.2 gewonrenen Proben kam ein modifizierter Ace-
tonitril-Gradient zur Anwendung. Der langsame Anstieg wurde dabel von 60 auf 80

Minuten verlangert, um eine grof3ere Trennscharfe ai erreichen.

Alle Proben wurden mittels eines Probensammlers in Fraktionen & einer Minute
gesammelt. Die Bestimmung des Aktivitédsgehats mit Hilfe eénes
Bohrlochcuriemeters diente ds Qualitétskontrolle fur jede Markierung. Dieses
Verfahren ermoglichte es aul¥erdem, die Fraktionen mit der hochsten Aktivitét

auszuwahlen.
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2.2 Methoden

Auf Grund cer Toxizitét von Acetonitril (Pozzani et a., 1959 musden de Proben
vor Injektion mit Hilfe eines Speed-Vac Systems eingetrocknet und in NaCl, 0,9%

wieder aufgenommen werden.

2.2.1.2.2 Sephadex-Saule

Die Trennung auf dieser Saule funktioniert nadh dem Prinzip der
Gelchromatographie, bei der die zu trennenden Stoffe nadh Teil chengrof3e sortiert
werden (Meyer, 198). Die Saule enthélt pordse Kugeln, de kleinere Teil chen langer
zurlickhalten als groliere.

Die Saule wurde in einem Bleimantel an einem Laborstativ eingespannt.

Zur Auftrennung aus der Sephadex-Saule wurde der nach 2.2.1 hergestellte Trace
mit einer Spritze aifgenommen und de Aktivité mittels eines Bohrlochcuriemeters
gemesen. Diese Losung wurde auf eine mit reichlich NaCly 0,9 % vorgesplite
Séule gegeben. Es wurde mit jewells 200 pl NaCl 0,9% nadhgesplit. Die ehalte-
nen Fraktionen wurden in Re&tionsgefalien gesammelt und deren Aktivitét in einem
Bohrlochcuriemeter gemessen.

Die Analyse ausgewdhlter Proben zur Vaidierung der Methode erfolgte gemald
Kapitel 2.2.1.2.1auf der HPLC.

2.2.2 Insulinome im Rattenmodell

2.2.2.1 Medikamentdése Tumorinduktion

Die medikamenttse Tumorindulktiion erfolgte nach der von Kazumi et al. (1978 unl
1981) beschriebenen Methode. Dabel kamen, wie in den genannten Artikeln
beschrieben, Wistar Ratten zum Einsatz.

In 2 Versuchen wurden je 8 ménnlichen und 8 welblichen Wistar Ratten
500mg/ kg KG Nicotinamid intraperitoned und rach 15 Minuten 65 mg / kg KG
Streptozotocin intravends injiziert. Die Injektion erfolgte in eine Schwanzvene. Die
Nikotinamid Tabletten waren vorher in einem Morser zerkleinert undin NaCl 0,%%

gel 6st worden.
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2 Material und Methoden

Die Kontrolle der Versuchstiere erfolgte durch wochentliche Gewichts- und
14-tagige Blutzuckermessung.

2.2.2.2 Tumorzelltransplantation

Das verwendete Modell der Tumorzelltransplantation von Insulinomen wurde 1977
von Chick et a. im Rattenmodell entwickelt. Die verwendete RIN-m5F Zellreihe
isolierten Gazdar et a. (1980 aus radioaktiv indwzierten Pankreas-Tumoren.
RIN-m5F Zellen sind Insulin sezernierende Zellen, de ds Modell fir Insulinome
gelten. In desem Versuch kamen NEDH-Ratten zum Einsatz, die RIN-m5F Zellen
nicht abstol¥en.

Die Zellen wurden nach der von Praz et al. (1983 beschriebenen Methode bel 100%
Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Konzentration von 5% in Kulturflaschen gehalten.
Dabel wurden de Ublichen Sterilit é&skriterien beaditet. Die Passagierung erfolgte
14-téglich. Ein Mediumwedsel (siehe Tabelle 2.3) fand all e 3 Tage statt.

Fir die subkuane Injektion von RIN-m5F-Zellen zur Tumorindukion fanden de
Zellen einer dicht bewadhsenen 550 ml Kulturflasche pro Ratte Verwendung. Dazu
wurden de Zelen mit Hilfe von Trypsin von der Flasche abgelést und
abzentrifugiert. Es folgte @ne Reinigung erst mit Kulturmedium und danadch mit
HEPES-Puffer, bevor die Zellen in 1 ml NaCly 0,9 % resuspendiert und Uler eine
14 G Kanuleinjiziert wurden.

Die Injektion erfolgte bei 8 Ratten subkutan in den linken Hinterlauf.

Naddem mittels Zelli njektion ein Tumormodell etabliert worden war, erfolgte die
weitere Tumorubertragung mittels Gewebestiicken (Hansen, 19%). Diese wurden in
Narkose operativ transplantiert. Als Implantationsort diente wieder der subkuane

Bereich des linken Hinterlaufs.
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Tabelle 2.3: RINm-5F Kulturmedium

Konzentration Verwendete Menge
RMPI 1640 Medium mit L-Glutamin 500 ml

10% fetales Rinder Serum (FCS) 50 mi

10 mM HEPES-Puffer 5mz1M

1mM Na-Pyruvat 5ml2100mM

1% PenStrep 5ml

2.2.3 Szintigraphien

2.2.3.1 Narkose /Vorbereitung

Zur Durchfihrung der Szintigraphien und der Tumortransplantationen waren
Narkosen nawendig. Fur die Narkose wurden den Ratten 510 mg / kg KG Rompun
und 100mg / kg KG Ketamin intraperitoned injiziert. Wahrend des Einsetzens der
Narkose wurden de Ratten von Aul¥enreizen, va allem von Larm abgeschottet.
Nadinjektionen erfolgten intravends Uber eine Schwanzvene. Dabel kam die 0..
Mischung zum Einsatz. Kurz vor Ende der Narkose wurde nur noch Ketamin

nadinjiziert. Nachinjektionen waren nu wahrend der Szintigraphien ndig.

Fur die szintigraphischen Aufnahmen wurde zur Applikation des radioaktiven
Tracers ein Schadel venenkatheter in einer Schwanzvene platziert undfixiert. War es
in Ausnahmeféllen nicht moglich de Schwanzvenen zu punkieren, erfolgte die
Injektionin deV. dorsalis penis.

Zur besseren Darstellung der Baucheingeweide wurden de Ratten mit dem Bauch
nach olen auf einem Styroparblock fixiert.

2.2.3.2 Planare Aufnahmen

In den Versuchen fur diese Arbeit sollten mdgli che Peptide fir eine GLP-1 Rezeptor-
Szintigrahie getestet werden. Dafir wurde mit Hilfe planarer Aufnahmen die Peptid-
vertellung in Wistar Ratten urtersucht, die in mehrere Gruppen eingeteilt wurden
(siehe Tabelle 2.4). Die in den Vorversuchen (siehe Kapitel 3.1) ausschtsreichen
Peptide (GLP-1(7-36)amid und [Y39]-Exendind) kamen dabei zum Einsatz. Als

Vergleichsgruppe diente eine Gruppe von Ratten, de Na'? injiziert bekamen. In
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den einzelnen Gruppen wurden wiederum Untergruppen gebildet, in denen an ver-
schiedenen Tieren die Szintigraphie mit einer Gabe von Irenat, einem DPIV-
Inhibitor und dem entsprechenden unmarkierten Peptid in urterschiedlicher Zusam-

menstellung erfol gte.

Nadhdem die Peptide an gesunden Ratten urtersucht worden waren, wurden einzelne
tumortragende NEDH Ratten mit Exendinvarianten szintigraphiert. Dabel sollten
sowohl Daten Uker die Aktivitdtsanreicherung im Tumor, als auch Ausgangspunke

fur weiterfihrende Arbeiten gesammelt werden.

Tabelle 2.4: Verteilung der Ratten im Szintigraphie Versuch

Jod 4 Ratten
Jod, Irenat 4 Ratten
GLP-1 4 Ratten
GLP-1, Irenat 8 Ratten
GLP-1, Irenat, DP IV-Inhibitor 8 Ratten
GLP-1, Irenat, DP IV-Inhibitor, unmarkiertes GLP-1 4 Ratten
[Y39]-Exendin4 4 Ratten
[Y39]-Exendind, Irenat 8 Ratten
[Y39]-Exendin4, Irenat, DP IV-Inhibitor 4 Ratten
[Y39]-Exendind, Irenat, DP IV-Inhibitor, unmarkiertes Exendin4 4 Ratten
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2.2 Methoden

Nadh erfolgreicher Narkose wurden de Versuchsaubstanzen nadch folgendem

Schemainjiziert:

Die Applikation von Irenat erfolgte 30 Minuten vor Tracerinjektion in einer
Dosierung von 40 mg intravends. Diese Gabe wurde amn Abend des
Versuchstages intravents oder intraperitoned wiederholt.

Den DP IV-Inhibitor bekamen de Versuchtiere in einer Dosierung von 100pmol
15 Minuten vor, sowie direkt nach der Injektionintravents appliziert.

Das unmarkierte GLP-1 bzw. Exendin4 wurden mit dem Trace zusammen in de
Spritze alfgenommen und verabreicht. Dabel kamen 25 pg unmarkiertes Peptid
zum Einsatz

Der Tracer wurde langsam in de Schwanzvene gespritzt. Die Versuchstiere
erhielten dabel 11— 15MBq/ kg KG (0,3- 0,4mCi / kg KG) in einem Volumen
von 1ml injiziert. Der Beginn cer Injektion markierte den Beginn der Szintigra-
phie.

Bel den panaren Aufnahmen konrte auf Grund der Grole der Versuchstiere der

ganze Korper abgebil det werden. Der Mesaung lag ein Protokadl zugrunde, das auf

einer Mehrphasentechnik basierte:

Tabelle 2.5: Aufnahmeprotokoll der planaren Aufnahmen

Anzahl der Bilder | Dauer der Sequenzaufnahmen
1. Minute 120 500ms
2. bis60. Minute 59 1 Minuten
61. bis 65. Minute 1 5 Minuten
120, bis 125 Minute 1 5 Minuten
18 Std. nach Aufnahmebeginn 1 10 Minuten

Die Aufnahmen wurden mit einem 1,2-fachen Zoom der Kamera (Hardwarezoom) in
einer 128x 128Pixel Matrix erstellt. Die Versuchsanordnung ist in Abbildung 2.2 zu
sehen.
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2 Material und Methoden

Abbildung 2.2:  Versuchsanordnung bei planaren Aufnahmen

Wahrend der Szintigraphie efolgte @éne Uberwachung der Versuchstiere, um Apnoe-
phasen und ein Nadllassen der Narkose frihzeitig zu erkenren. In Falen von
Dyspnoereichte die Gabe von 11 O, pro Minute Uber einen tber das Gesicht gestilp-
ten Plastikbedher in der Regel aus, um die Ratten zu stabili sieren. Nur in seltenen
Ausnahmefdlen musden de Versuchstiere tber einen Schlauch beamet werden.
Liel? de Narkose nach, wurde nach der unter 2.2.3.1 beschriebenen Methode verfah-

ren.

Nacd erfolgreicher Versuchsdurchfilhrung wurden de Tiere zum Aufwachen in

einen ruhigen Raum gebradt.

2.2.3.3 SPECT-Aufnahmen

Zur besseren Darstellung der Eingeweide, besonders der Lungen und des Pankress,
wurden bel adit Wistar Ratten SPECT (single phaon emmision computer to-
mography) Aufnahmen angefertigt. Die Versuchanordnung ist in Abbildung 2.3 zu
sehen.
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Abbildung 2.3:  Versuchsanordnung in der 3-Kopf-Kamera

Die Ratten wurden in zwei Gruppen urtersucht:

Tabelle 2.6: Verteilung der Ratten im SPECT Versuch

GLP-1, Irenat, DP IV-Inhibitor

4 Ratten

GLP-1, Irenat, DP |V-Inhibitor, unmarkiertes GLP-1

4 Ratten

Die SFECT-Aufnahme erfolgte mit folgenden Parametern:

» Detektorabstand vam Rotationszentrum: 15cm

* Rotationsumfang: 360 °

» 48 Schritte (entspricht Winkelschritten von 7,5 §
* Dauer des Winkelschrittes: 1 Minute

* Insgesamt 144 Aufnahmen mit drei Képfen

Der weitere Versuchsablauf entsprach dem in 2.2.3.2 beschriebenen Verfahren.
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2.2.3.4 Auswertung

Die Auswertung der Szintigraphien erfolgte mit Hilfe des von Siemens
mitgeli eferten Auswertungsprogramms , Region Ratio“. Dabei wurden folgende
Aufnahmen verwertet:

» Einzelbilder 5 Minuten pi., 10 Minuten pi., 15 Minuten pi., 20 Minuten pi.,
Dauer jewell s 60 Sekunden
e Summationsbild 40Minuten pi., Dauer 3 Minuten (39.—41.Minute p.i.)

* Einzelbilder 60 Minuten pi. und 120Minuten pi., Dauer jewells 5 Minuten
* Einzelbild am nddhsten Morgen (8 Stunden pi.), Dauer 10 Minuten

Bei diesem Bild wurde zum Ausgleich des radioaktiven Zerfals jewells der

genaue zeitliche Abstand zur Injektionin de Berechnurg mit einbezogen.

Bel der Auswertung wurde auf die in der Nukleamedizin etablierte Technik der
Region d Interest (ROI) zurlickgegriffen. Dabei werden am Auswertungscomputer
in elner szintigraphischen Aufnahme a@ne Region von Bildpunken (pixel) umfahren.
Jeder Punkt enthdlt als Information de Anzahl (counts) der radioaktiven Quanten,
die von der Kamera an dieser Stell e detektiert wurden. Der Computer berechnet nun
die Grole der Regionin Bildpunken undsummiert dann de ourts aler Bildpunkte.
Zusétzlich kann der Wert des Bildpunkes mit den meisten counts oder der durch-
schnittli che Wert der counts einer Region (courts / pixel) angegeben werden. (siehe
Abbildurg 2.4). Die Regionen kdnren mit Hilfe der Auswertungssoftware tber die
Aufnahmen der gesamten Sequenz gelegt werden. Dadurch ist es moglich, Aussagen
Uber zeitli che Abléufe zu treffen. (Schicha, Schober, 2000

An der ersten Aufnahme des Versuchstiers wurden alle ROl manuell eingezeichnet
und auf die folgenden Bilder kopiert. Aufgrund technischer Gegebenheiten musde
die Einzeichnung der ROI jeweil s nach vier Bil dern wiederholt werden.
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MAME  :RATTE, 115 MAME  :RATTE, 115
1D 1@BA115 1D PBR115
ACQ.DAT: 3B-5EP-1999 ACQ.DAT: 30-5EP-1999
2
3

g;__
E
l.-ﬂé.
1 ANTERIOR 2 STATIC
S5TUDY 1 FRAME 18@ STUDY Z FRAME 1
# S5IZE MAX SUM # SIZE MAK S5UM
pixels cts cts pixels Cts cts
1 129 89 BE9E 1 29 1a7 2216
2 48 77 2284 2 281 B4 8597

Abbildung 2.4: Demonstration der ROI-Technik mit Hilfe der verwendeten Auswer-
tungssoftware: Im linken Bild sind ROl um Nieren (1) und Herz (2),

im rechten um Blase (1) und Leber (2) gelegt.

In deo.g. Bilder wurden folgende Regionen (ROI) eingezeichnet:

»  Ganzkorper

* Thorax

* Mediastinum /Herz

* Redter Oberbauch (Leberregion)

* Linker Oberbauch (in desem Bereich projizieren sich bal planaren Aufnahmen
Magen, Pankreas und Mil z untrennber tibereinander)

* Nieren

e Unterbauch

Fir die weitere Berechnung erfol gte nuneine Standardisierung der Anzahl der courts
im Bereich der ROI, gewichtet nach der Zeit, und eine Korrektur gemal3 des Zer-
fall sgesetzes. Zur Auswertung wurde die @solute Anzahl der courts einer ROI in
prozentuale Relation zur absoluten Anzahl der counts gesetzt, die nach 5Minuten im

Bereich der gesamten Ratte vorhanden waren (% der injizierten Gesamtaktivitét).
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Aus den so gewonnenen Daten konrten fur ale Versuchsgruppen Zeit-
Aktivitétsverlaufe fir jede Region erstellt werden.

Bel den Versuchen wurde auf Konstanz, bezogen auf das Gewicht der Tiere und de
injizierte Aktivitét geaditet.

Die SFECT-Datensdtize wurden mit Hilfe der gefilterten Ruickprojektion
rekonstruiert. Dazu wurde an Butterworth-Filter 7. Ordnung mit einem cut-off von
0,6 werwendet. Aus dem Volumendatensatz wurden coronare Schichten erstellt.
Diese Schnittbilder wurden mit dem Programm Region Ratio ausgewertet. Dabei
wurde jedes Organ eng eingegrenzt und de Schicht gewahlt, in der das Organ mittig
getroffen wurde, um eine Miterfassung von umgebendem Gewebe zu vermeiden.

Da bei den SFECT-Aufnahmen die Daten nicht auf die Anzahl der nach Injektion
Uber der Ratte vorhandenen cournts bezogen werden konrte, wurde hier mit dem

durchschnittli chen Wert der counts einer Region (courts/ pixel) geabeitet.

2.2.3.5 Kinetik

Aus den Zeit-Aktivitétskurven konrte ene 2-Phasen-Kinetik mit der Formel 2.1
berechnet werden. Dazu wurde @ne gangige Statistiksoftware verwendet. Off ensicht-
lich nicht passende Werte wurden bei der Berechnung der Kinetik nicht berticksich-
tigt, sie sind aber in den Grafiken mit abgebil det.

y=a@ X 4 crp i Formel 2.1

Die Halbwertszeit des shnellen Anteils der Kinetik berechnet sich nach folgender

Gleichung:
In2
Ty, = e Formel 2.2

Die Standardabweichung der Halbwertszeit berechnet sich nach dem Gesetz der
Gauf3 schen Fehlerfortpflanzung (Papula, 1997):

ATy, _Ab darausfolgt: ATy, = Ab[Tv,
Ty,

Formel 2.3
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3 Ergebnisse

3.1 Tracer Herstellung

Die Ergebnisse der Markierungen werden hier anhand der Aufreinigungsergebnisse
besprochen. Dabei wurde die Aufreinigung mittels Sephadex-Saule gegen die HPLC
referenziert, da die HPLC ein Standardverfahren darstellt (Meyer, 1986) und auf
Voruntersuchungen (Gotthardt, 1995 zuriickgegriffen werden konrte.

3.1.1 HPLC

3.1.1.1 **¥od

Als Referenz zu den folgenden Untersuchungen wurde eine HPLC mit Na'®|

durchgeftihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Zum Vergleich wurde
der Acetonitrilgradient a's Linie mit abgebil det und auf der zweiten Ordinate aifge-
tragen. Die HPLC zeigt einen scharfen Pea&k um die 10. Minute.

20 70

15 4o o--

H
o
% Acetonitril

Aktivitat in MBq

— 10

0 hllll' r r r r y 0
20

0 10 30 40 50 60 70

Zeit in Minuten

Abbildung 3.1:  HPLC von **lod
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3.1.1.2 GLP-1

Die verwendete lodogenmethode fuihrt zur Bindurg des lods an die Seitengruppe der
Aminosaure Tyrosin (Behr et al., 2003, die in GLP-1(7-36)amid an Position 13
vorhanden ist.

Das © markierte Peptid zeigte bei der Aufreinigung mittels HPLC einen scharfen
Pe&k nach 50 Minuten (entspredhend einer Acetonitril konzentration von 43%). Die
Werte von der 35. bis zur 59. Minute zusammengenommen ergeben eine verzerrte
M-formige Konfiguration. Der scharfe Peg&k nach 10 Minuten entspricht dem unge-
buncenen lod (vergleiche Abbildung 3.1). In Abbildung 3.2 ist eine solche Markie-
rung dargestellt.

Dabei falt die gute Markierungsausbeute auf, die sich bei der GLP-1 Markierung
regelmdig zeigte. Die Ausbeute der Markierung (Aktivitét des markiertem GLP-1 /
auf die Saule aifgebradchte Aktivitét) betrug 36 %.

Der auf diese Weise hergestellte Tracer hatte @ne spezifische Aktivitét von
2,56 MBq/ nmal.
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Abbildung 3.2:  Aufreinigung von markiertem GLP-1 mittels HPLC
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3.1 Tracer Herstellung

Zur Quditdtsscherung wurde die Aufreinigung aler Markierungen vdlsténdig
protokadlli ert, um fehlgeschlagene Markierungen bemerken zu kénren. Diese traten
vor allem zu Beginn der Experimente auf. Ein Beispiel dafr zeigt Abbildung 3.3.
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Zeit in Minuten

Abbildung 3.3:  Aufreinigung von markiertem GLP-1, fehlender Peptid-Peak

3.1.1.3 Exendin3

In der Struktur des GLP-1 Anaogons Exendin3 fehlt die Aminosaure Tyrosin.
Allerdingsist Histidin an Position 1 vahanden.

Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist, ist Exendin3 mit der lodogenmethode nur sehr
schledht markierbar. Das Bild der Markierung éhnelt in hokem Malie einer fehlge-
schlagenen GLP-1 Markierung (vergleiche Abbildung 3.3). Es entsteht nur ein sehr
geringer Peak nach 44Minuten (Acetonitrilkonzentration von 40%).

Diese Ausbeute war mit 2 % so gering, dass Versuchsrethen damit unterlassen
wurden. Der Tracer hatte ane spezifische Aktivitét von 0,26MBq/ nmol. Es wurden

einzelne Ratten mit diesem Tracer zur Tumordarstellung szintigraphiert.

41



3 Ergebnisse
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Abbildung 3.4:  Aufreinigung von markiertem Exendin3 mittels HPLC

3.1.1.4 [Y39]-Exendin4

Das Problem mit der Markierung von Exendin3 fuhrte zur Synthese von Exendin-
Anaoga, die Tyrosin enthalten (Singh et a., 1994. Be dem Analogon [Y39]-
Exendin4 wurde die letzte Aminosdure Serin duch Tyrosin ersetzt.

In dieser Arbeit wurde dieses Peptid verwendet, das sch relativ gut markieren liefs.
Die Ausbeute betrug 9 %, die spezifische Aktivité 0,74MBq/ nmol.

In Abbildung 3.5 falt der etwas verbreiterte, M-formige Pegk auf, der sein Maxi-
mum bel 55 Minuten (Acetonitril konzentration 46%) hat.

Vergleicht man Abbildung 3.5 mit Abbildung 3.2 so fallt auf, dassbei der Markie-
rung mit [Y39]-Exendind das Verhdlitnis von gebundenem zu frelem lod deutlich
geringer ist als bei der Markierung von GLP-1.
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Abbildung 3.5:  Aufreinigung von markiertem [Y39]-Exendin4 mittels HPLC

3.1.2 Sephadex-Saule

Die Aufreinigung mit der Sephadex PD-10 Saule hat den Vortel, dass
physiologische Kochsalzlsung als Flusamittel verwendet werden kann. Damit muss
der gewonnene Tracer vor der Injektion in die Versuchstiere nicht erst eingetrocknet
werden. Die Aufreinigung mit der Sephadex PD-10 Saule wurde fur GLP-1- und
Exendin3-Markierungen getestet.

3.1.2.1 GLP-1

Fur die Versuche wurde das Peptid nach der Ublichen Methode markiert. Bei der
Aufreinigung des markierten GLP-1 wurde jeweils 150 pl 0,%% NaCly mit einer
Pipette auf die Séule gegeben.

In Abbildung 3.6 fallt der zweigipfelig zusammenlaufende Ped& dieser Trennmetho-
de aif. Aufgrund der Charakteristik der Sule escheint der Pe&k des markierten

eptids vor dem des freien lods.
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3 Ergebnisse

Die beiden grauen Bereiche in Abbildung 3.6 entsprechen dem Bereich, der nachfol-
gend mit einer HPLC erneut aufgetrennt wurde.
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400 ~

300 A

200 +

Aktivitat in kBq

100
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Abbildung 3.6:  GLP-1 Markierung nach Aufreinigung auf einer Sephadex PD-10

Saule

In Abbildung 3.7 ist die Fraktion des markierten Peptids aufgetrennt. Hier erkennt
man einen Peak, der bei 59 Minuten erscheint (Acetonitrilkonzentration 48 %), einen

Peak bei 6 Minuten (am ehesten freies lod) und einen bei 36 Minuten.

In Abbildung 3.8 erkennt man einen Peak bei ca. 10 Minuten. Hierbei handelt es sich
um die Darstellung des freien lod (vergleiche Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.7:  Auftrennung d es ersten Peaks gemaR Abbildung 3.6 mittels HPLC
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Abbildung 3.8:  Auftrennung d es zweiten Peaks gemaf Abbildung 3.6 mittels HPLC
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3.1.2.2 Exendin3

Bel der Exendin3 Markierung wurde im Prinzip analog zum Versuch mit GLP-1
verfahren. Allerdings wurden hier Fraktionen von 500 ul gewahlt. AufRerdem wurde
auf die Bestétigung des Pedks des freien lods verzichtet und daftr die Fraktion des

markierten Peptids genauer untersucht.

Auch hier entsprechen de grauen Bereiche denjenigen Fraktionen, de zur préziseren

Analyse mittels HPLC aufgetrennt wurden.
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Abbildung 3.9: Exendin3 Markierung nach Aufreinigung auf einer Sephadex PD-10

Saule

In Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11 zeigen sich de ais der HPLC-Auftrennung
bekannten Pedks (vergleiche Abbildung 3.2). In beiden Fraktionen konnte damit
neben dem markiertem Peptid freies |od nadhgewiesen werden.
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Abbildung 3.10: Auftrennung d es ersten Peaks gemaR Abbildung 3.9 mittels HPLC
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Abbildung 3.11: Auftrennung d es zweiten Peaks gemaf Abbildung 3.9 mittels HPLC

47
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3.2 Insulinome im Rattenmodell

3.2.1 Medikamentdse Tumorinduktion

Bel keiner der 32 Ratten konrte @n Insulinom nachgewiesen werden. Statt dessen
traten bei alen Zeichen eines Diabetes Mellitus mit Polydipsie (deutlich erhohter
Trinkwassrverbrauch) und Polyurie (stark verschmutzte Streu im Kafig) auf. Der
Versuch wurde nach sechs Monaten bei einem mittleren Blutzuckerwert von 280+
114 mg / dl abgebrochen. Der Normwert bei Ratten liegt zwischen 98 uml
152mg/ dl (Ringler, Dabich, 1979.
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3.2 Insulinome im Rattenmodell

3.2.2 Tumorzelltransplantation

Bel sechs von adit Ratten waren innerhalb eines Monats deutliche Tumoren am
Hinterlauf sichtbar (siehe Abbildung 3.12), der Blutzucker war mit Werten urter
70mg / dl deutlich erniedrigt, tellweise nicht mehr mesdar. Dieses Ergebnis ent-
spricht denin der Literatur beschriebenen Werten (Hansen, 19%).

Im Laufe des 2. Monats nach Implantation kew. Transplantation verschlechterte sich
der Allgemeinzustand der Tiere deutlich undsie nahmen an Gewicht ab. Die aus den
Tumoren in neue Ratten transplantierten Filiageschwire wuchsen ebenfalls

innerhalb eines Monats.

Abbildung 3.12: Ultraschallbild eines 1,40 x 1,49 cm messenden Insulinoms im

Rattenhinterlauf; ein Monat nach Zelltransplantation
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3.3 Szintigraphien

3.3.1 Planare Aufnahmen

3.3.1.1 Verteilung des Tracers im Versuchstier

In desem Kapitel soll die Vertellung der Trace in den Ratten mit Hilfe von
Szintigraphien dargestellt werden. Dabel wird eine subjektive, rein visuelle
Auswertung beschrieben. Dieses Verfahren wurde gewdhlt, da es in der

Nukleamedizin oft angewandt wird.

Die hier beschriebenen Untersuchungen beziehen sich zunddhst auf Einzeltiere, die
eine darakteristische Vertellung der verwendeten Radiotracer zeigen. Alle
dargestellten Abbildungen erlauben nu eine deskriptive Auswertung. Da die
einzelnen Bilder in der Graustufenskala unterschiedlich kalibriert sind, kann de
Signali ntensitét zwischen verschiedenen Bildern nicht in Relation gesetzt werden.

Dieser Vergleich ist anhand vonZeit-Aktivitatskurven moglich underfolgt in Kapitel
3.3.1.2mit Hilfe der beschriebenen Region of Interest (ROI). Diese Kurven reprasen-
tieren auf¥erdem das Rattenkall ektiv einer Versuchsgruppe und lassen so oljektive

Vergleiche zu.
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3.3 Szintigraphien

3 :
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Abbildung 3.13: Szintigraphie einer Ratte mit 2|od, Aufnahmen nach 5, 10, 15, 20,
40, 60, 120 Minuten und am néchsten Tag

In Abbildung 3.13 sieht man die Szintigraphie éner Ratte mit ***lod. Zu Beginn zeigt
sich eine gleichmaliige Nuklidverteilung im Abdomen undim unteren Thorax der
Ratte. Sehr schnell (bereits nadh 10 Minuten) stellt sich im linken Oberbauch der
Magen duch eine Mehrbelegung dar. Aul¥erdem findet sich eine Aktivitatsanreiche-
rung in den Nieren, wobel die linke Niere vom Magen Ulerlagert wird. Eine Stunde
nadh Versuchsbeginn sind de Nieren kaum noch signalgebend. Bereits zu Beginn
der Untersuchung beginnt die Schil ddriise der Ratte Aktivitat anzureichern.

Eine Stunde nach Beginn des Versuchs hat sich de Aktivité weitestgehend auf den
Magen und,in zunehmendem Verlauf, auf die Schil ddriise konzentriert.

Die Blaseist diskret nachweishar.

Zusétzlich fallt eine schwade Nuklid-Mehrbelegung im Bereich der Schnauze aif.
Diese Anreicherung findet sich in alen Versuchsgruppen undwird deshalb bei den

folgenden Auswertungen nicht mehr erwahnt.
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Abbildung 3.14: Szintigraphie einer Ratte mit **®

Aufnahmen nach 5, 10, 15, 20, 40, 60, 120 Minuten und am nachsten
Tag

lod bei zusatzlicher Gabe von Irenat,

Im Vergleich zur reinen **lod Szintigraphie zeigt sich bei der Szintigraphie mit der
zusétzlichen Gabe von Irenat in Abhildung 3.14 eine deutlich langere diffuse Vertei-
lung des Nuklidsim Korper der Ratte. Die Organe sind weniger gut abgrenzbar.

Die Schilddrise stellt sich nicht dar, der Magen ist auf der Spétaufnahme deutlich
erkennbar. Bel dieser Szintigraphie ist die Blase im Vergleich zu den anderen
Organen besser abgrenzbar alsim vorhergehenden Beispiel.
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- o _

Abbildung 3.15: Szintigraphie einer Ratte mit ***l-GLP-1, Aufnahmen nach 5, 10, 15,
20, 40, 60, 120 Minuten und am nachsten Tag

In Abbildurg 3.15 sieht man de Szintigraphie éner Ratte mit **lodGLP-1. Bereits
nach 5Minuten stellen sich beide Nieren, de Leber (im rechten Oberbauch), sowie
das Herz dar. Die Aktivitétsanreicherung tber dem Herzen zeigt einen Abfall bis zur
20. Minute. Ab der 15. Minute kommt es zu eilner Mehranreicherung im Bereich des
Magens, der im Laufe des Versuchs deutlich erkennbar wird. In der Spétaufnahme
hat es den Anschein, dassvom Magen ausgehend auch der Darm teil weise dargestellt
wird. Die Schilddriuseist ab der 40. Minute immer deutli cher sichtbar.

Im Unterschied zur reinen '?*lod-GLP-1-Szintigraphie ist bei der Szintigraphie in
Abbildung 3.16, bei der die Ratte zusétzlich Irenat erhielt, die Schildadrtise nicht und
der Magen erst sehr spat sichtbar. Die Blase ist in den spéten Aufnahmen gut zu

erkennen.
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3 ¥, ¥, 2,

Abbildung 3.16: Szintigraphie einer Ratte mit ***I-GLP-1 bei zusatzlicher Gabe von

Irenat, Aufnahmen nach 5, 10, 15, 20, 40, 60, 120 Minuten und am
nachsten Tag

e ;% f‘" &

Abbildung 3.17: Szintigraphie einer Ratte mit **I-GLP-1 bei zusatzlicher Gabe von

Irenat und DP IV-Inhibitor, Aufnahmen nach 5, 10, 15, 20, 40, 60,
120 Minuten und am nachsten Tag

Die Abbildung 3.17 zeigt eine ***lod-GLP-1-Szintigraphie, bei der die Ratte zusétz-
lich Irenat und einen DP IV-Inibitor erhalten hat. Nach 5 Minuten stellt sich de

Region des Herzens shr prominent dar, so dasshier eventuell noch die angrenzen-
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den Lungenhilii signalgebend sind. In der 5-Minuten-Aufnahme zeigen sich aufZr-
dem eine Nuklid-Mehranreicherung tber den Nieren undim Oberbauch (Leber). Im
Versuchsverlauf 18sg die Aktivitdat im Oberbauch und ller dem Herzen nadh, wo-
hingegen das Nierensignal bei 10 Minuten ein Maximum hat. Im weiteren Versuchs-

verlauf stellt sich de Blase dar, der Magen ist auf der Spataufnahme zu erkennen.

Bei der in Abbildung 3.18 dargestellten Szintigraphie ehielt die Ratte **lod-GLP-1.
Zusétzlich zum Trace wurde unmarkiertes GLP-1, Irenat und ein DP IV-Inhibitor
appliziert. Im Vergleich zu den vorhergehenden Versuchen stellen sich de e@nzelnen
Organe kontrastarmer und schwéader dar. Dies fdlt in der Herzregion besonders
ausgepragt aus. Die Nieren zeigen ein Maximum bei 15Minuten. In der Spétauf-

nahmeist der Magen nur schwad, de Blase deutlich zu erkennen.

123_GLP-1 bei zusatzlicher Gabe von

Abbildung 3.18: Szintigraphie einer Ratte mit
Irenat und DP IV-Inhibitor und un markiertem Peptid, Aufnahmen

nach 5, 10, 15, 20, 40, 60, 120 Minuten und am nachsten Tag
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Abbildung 3.19: Szintigraphie einer Ratte mit **I-[Y39]-Exendin4, Aufnahmen nach 5,
10, 15, 20, 40, 60, 120 Minuten und am nachsten Tag

In Abbildung3.19 wird de *lod[Y 39]-Exendind Szintigraphie eéner Ratte gezeigt.
In der 5-Minuten-Aufnahme stellt sich eine relativ homogene Aktivitatsverteilung
Uber dem Herz, der Leber und cbn Nieren dar. Die Aktivitdt im Bereich der Leber
l&sg schneller nach ds in den anderen beiden Regionen. Eine Stunde nadh Injektion
beginnt in Projektion auf die linke Niere der Magen erkennbar zu werden. In der
Spétaufnahme fallen Magen und Schilddriise auf. Die Blase ist mit wedselnder
Intensitét dargestellt undin der Spétaufnahme deutli ch sichtbar.

Die in Abbildung 3.20 gezeigte **3od-[Y39]-Exendin4-Szintigraphie, bei der die
Ratte zusétzlich Irenat erhielt, ergibt einen dhnlichen Befund wie die vorhergehende
Untersuchung. Im Gegensatz zu Abbildung 3.19 stellen sich Magen und Schil ddrtise
in keiner Aufnahme dar, auch de Blase erscheint schwader. In der Spataufnahme

zeigt sich eine Nuklid-Mehranreicherung im Bereich der Leber.
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Abbildung 3.20:

Abbildung 3.21:

ﬂ
A

Szintigraphie einer Ratte mit '*°I-[Y39]-Exendin4 bei zuséatzlicher

Gabe von Irenat, Aufnahmen nach 5, 10, 15, 20, 40, 60, 120 Minuten

und am nachsten Tag

:;'_'.

A *

Szintigraphie einer Ratte mit '*°I-[Y39]-Exendin4 bei zuséatzlicher

Gabe von Irenat und DP IV-Inhibitor, Aufnahmen nach 5, 10, 15, 20,
40, 60, 120 Minuten und am nachsten Tag

Bei der in Abhildung3.21 gezeigten **4od-[Y 39]-Exendin4 Szintigraphie mit Irenat
und DP IV-Inhibitor sind zu Beginn der Aufnahme hauptsachlich de Nieren hbil dge-
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bend. Herz und Leber reichern nu schwach an. Die Blase ist ab 60 Minuten nach
Injektion erkennbar. In der Spataufnahme stellt sich der Magen dar.

In Abbildung 3.22 sieht man de Szintigraphie éne Ratte mit **4od-[Y 39]-Exendin4,
die zusétzlich Irenat und einem DP IV-Inhibitor erhalten hat. Zu Beginn reichern
hauptsadlich de Nieren und de Leber, sowie das Herz etwas shwécher an. 40
Minuten nach Injektion sind nu noch die Nieren deutli ch abgrenzbar, die Blase wird
erkennbar. Eine Stunde nadh Versuchsbeginnist die Blase das Organ mit der meisten
Aktivitéat. In der Spéataufnahme stellt sich der Magen, sowie der Darm al's fledkférmi-
ge Aktivitatsverteilung im Unterbauch dar.

3 o -
1‘. & 4 *

a4
&

Abbildung 3.22: Szintigraphie einer Ratte mit **

I-[Y39]-Exendin4 bei zusatzlicher
Gabe von Irenat und unmarkiertem Peptid, Aufnahmen nach 5, 10,

15, 20, 40, 60, 120 Minuten und am nachsten Tag
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3.3.1.2 Aktivitatsverteilung in den einzelnen Organen

In diesem Abschnitt sollen de Verlaufe der Zeit-Aktivitatskurven Gber
verschiedenen Regionen erldutert werden. Die Ergebnise beziehen sich auf die
Abbildungen, de im Anschluss an dese Abhandlung dargestellt sind. Es sei noch
einmal darauf hingewiesen, dass eine Zerfall skorrektur durchgeftihrt worden ist.
Damit geben de Kurven nicht die dfektive, sondern de biologische Halbwertszeit
der Stoffe Uiber den einzelnen Regionen wieder.

Wird de ROI lber die gesamte Ratte gelegt, verlaufen die Zeitaktivitatskurven in
alen Gruppen mehr oder minder uniform. Innerhalb der ersten Stunce ist kein
nennenswerter Abfall zu verzeichnen. Der 2 Stunden Wert liegt bei enigen
Versuchsgruppen (vor alem GLP-1 und [Y39]-Exendind Gruppen) um 20 %
unterhalb der injizierten Aktivitéat. Die Gruppe, die kein Irenat appliziert bekommen
hat, weist bei allen drel Tracern den héchsten Wert auf. Dies wird auf der Aufnahme
am nadsten Tag am deutlichsten. Hier liegt die Restaktivitét der Versuchsgruppen
ohre Irenat Uber 54 %, wohingegen de Gruppen mit Irenat unter 41 % liegen.

In der ROI Uber dem Thorax (ohre Herz und Mediastinum) zeigt sich bei den
Versuchsgruppen mit ***lod-GLP-1 ein ureinheitlicher Kurvenverlauf innerhalb der
ersten 40Minuten, danach kommtes zu einem langsamen, gleichformigen Abfall der
Aktivitét. Die Gruppen mit *®lod[Y39]-Exendin4 zeigen innerhalb der ersten
Stunde praktisch unwerénderte Aktivitdtswerte, die danach gleichférmig langsam
abfallen. Ahnlich verhalten sich die Gruppen mit *?lod, de innerhalb der ersten

Stunde nur geringe V erdnderungen zeigen.

In der ROI Uber dem Herz / Mediastinum zeigt sich in alen Gruppen eine aneh-
mende Kinetik vom 2-Phasen-Typ. Dies ist bei den *?*lod-[YY 39]-Exendind Gruppen
am ausgepragtesten, bei den ***lod und **30d-GLP-1 ohre DP IV-Inhibitor Gruppen
am diskretesten. Dabei zeigt die Gruppe, die *®lod-GLP-1 mit Irenat und einen
DP IV-Inhibitor erhalten het, die grofden Standardabweichungen Uber dieser Region.
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In der ROI Uber dem rediten Oberbauch zeigen sich Aktivitétsverlaufe, die dem
Abfall einer 2-Phasen-Kinetik entsprechen. Die @nzelnen Gruppen eines Trace's
unterscheiden sich praktisch nicht. In den Gruppen, de ***od-GLP-1 erhalten haben,
stellt sich der Abfall zu Beginn der Kinetik am steil sten dar. Die Gruppen, bei denen
123 0d der Tracer war, zeigen den langsamsten Abfall.

In der ROI Uber dem linken Oberbauches zeigen all e Versuchsgruppen innerhalb der
ersten 20 Minuten einen leichten Aktivitdtsabfall. Ausgenommen davon ist die
Gruppe, die nur **od erhalten hat: Hier klettert die Aktivitatskurve bis zur
Aufnahme 2 Stunden nach Injektion kortinuierlich an. Den gleichen Effekt zeigen
die anderen beiden Gruppen ohre Irenat ab dem 20 Minuten Wert. Bei dem Wert am
nadhsten Tag liegen de Gruppen ohre Irenat mit 12 % Restaktivitét Uber dieser
Region ceutlich hoher als die mit Irenat (Restaktivitét kleiner 5 %). In den Gruppen
mit Irenat verdndert sich de Aktivitdt von 20 Minuten bis 60 Minuten nach der
Injektion praktisch nicht und nmmt danad leicht ab.

In der ROI ber den Nieren zeigt sich in den Gruppen mit ***lod-GLP-1 als Tracer
eine Anflutungs-Kurve mit einem Maximum zwischen 10 und 15Minuten nach
Versuchsbeginn. Darauf folgt ein kortinuierlicher Abfall, der wiederum ener
2-Phasen-Kinetik folgt. Bel den Gruppen, die *lod[Y39-Exendin4 injiziert
bekommen haben, komte keine Anflutung festgestellt werden. Hier nimmt die
Aktivitdt von Anfang an ab und zeigt den typischen exporentiellen Verlauf. Die
Gruppe mit ***lod zeigt einen treppenartigen Verlauf mit einer Stufe zwischen 20
und 40Minuten nach Injektion undzum Spatwert hin. Auffélig in alen Gruppen ist
die hohe Standardabwei chung des 40-Minuten-Wertes.

In der ROI tiber dem Unterbauch zeigen sich bei ***lod-GLP-1 und t&i ***lod-[Y39]-
Exending praktisch identische Verlaufe mit einem Aktivitatsmaximum zwischen 40
und 60 Minuten, gefolgt von einem leichten Abfall. Die Kurven in den **lod
Gruppen verlaufen bis 60 Minuten nach Injektion praktisch linea auf unverandertem
Niveau undfallen danach leicht ab.
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Abbildung 3.23: Aktivitatsverteilung Ub er der gesamten Ratte
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Abbildung 3.24:
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Abbildung 3.26:
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3.3 Szintigraphien

Abbildung 3.27:
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Abbildung 3.29:
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3.3.1.3 Kinetik

Wie in Kapitel 2.2.3.5beschrieben, wurden de Halbwertszeiten des shnellen An-
tells der 2-Phasen-Kinetik berechnet. Die Werte sind in Tabelle 3.1 wiedergegeben
und liegen zwischen 199 und 6,17Minuten. Die Standardabweichungen bewegen
sich zwischen 0,11 und 3,2Minuten. Eine Ausnahme bil det die Halbwertszeit der
123) 0d-GL P-1-Szintigraphie mit Irenat und einem DP IV-Inhibitor. Deren Halbwerts-
zeit liegt bei 19,75Minuten mit einer Standardabweichung von 8,95Minuten.

Der Korrelationskoeffizient (R) liegt bei allen Regressonen tber 0,95 (Heinekke &
a., 1992.

Die dazugehdrenden Abbil dungen finden sich auf der folgenden Seite.

Tabelle 3.1: Halbwertszeiten des schnellen Anteils der 2-Phasen-Kinnetik tber der

Region Herz / Mediastinum

Halbwertszeit Standard- Korrelations-
abweichung koeffizient (R)
[Minuten] [Minuten]
lod 1,99 1,36 0,9922
lod + Irenat 2,41 0,73 0,9523
GLP-1 2,61 2,12 0,9858
GLP-1 + Irenat 3,56 2,32 0,9938
GLP-1 + Irenat, DP IV-Inhibitor 19,75 8,95 0,991
[Y39]-Exendin4 5,43 0,11 0,9999
[Y39]-Exending + Irenat 6,17 0,13 0,9999
[Y39]-Exendin4 + Irenat, DP IV-Inhibitor 2,34 3,27 0,9709
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Regressionsgerade einer 2-Phasen-Kinetik Uber der Region Herz /

Mediastinum mit den tatsachlichen Messpunkten
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3 Ergebnisse

3.3.2 SPECT-Aufnahmen

Zur Untersuchung der Eingeweide, besonders von Pankreas und Lungen, wurden
SFECT-Aufnahmen angefertigt. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in
Abbildung 3.31 und Abbildung 3.32 dargestellt.

Die SPECT-Aufnahmen weisen keine aisreichende Ortsauflésung auf, um das
Pankreas einer Ratte sicher unterscheiden zu konren. In der Lunge ist die

akkumulierte Aktivitat zu gering, um sichere Aussagen zu maden.

Einzig die Nieren sind aufgrund lhrer Aktivitatsanreicherung deutlich abgrenzbar.
Eine weitere Auswertung cer Daten erfolgte nicht.

LR OB E

Abbildung 3.31: SPECT-Aufnahmen einer Ratte in coronarer Schnittfihrung nach

123

Injektion von I-GLP-1 bei zusatzlicher Gabe von Irenat und

DP IV-Inhibitor
iy ) £ fﬁ
e ! £, :
a‘ <« ig |
‘ - ‘ - 1)
L s ‘. . ' : s i '

Abbildung 3.32: SPECT-Aufnahmen einer Ratte in coronarer Schnittfihrung nach
Injektion von '**-GLP-1 bei zusatzlicher Gabe von Irenat,

DP IV-Inhibitor und un markiertem Peptid
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3.3 Szintigraphien

3.3.3 Tumortragende Ratten

Die tumortragenden Ratten zeigen sowohl bei 'Zlod-GLP-1, bei **3od-[Y39-
Exendin4 as auch bei '*}od-Exendin3 eine deutliche Darstellung des Tumors im

Hinterlauf.

Das Verhdltnis Tumor zum Hintergrund (tumor to badkground ratio) betragt bei
2%10d-GLP-1 1,48 : 1 nach 20Minuten, 1,41: 1 nach 40 Minuten, 1,45 : 1 nach 60
Minuten und 1,50 1 nach 120Minuten.

Be '4o0d-[Y 39]-Exendin4 betrégt das Verhaltnis 2,52: 1 nach 20Minuten, 2,51: 1
nach 40 Minuten, 2,25: 1 nach 60 Minuten und 2,08: 1 nach 120 Minuten. In
Abbildung 3.33 fdllt die starke Aktivitdtsanreicherung am Schwanzansatz der Ratte
auf. Dabel handelt es sch um einen Artefakt. Bei dieser Ratte wurden ca. 3,5 MBq
123 0d-[ Y 39]-Exendin4 paravasal injiziert.

-
-
-
.8
-
=

7Y e
‘ a ' a .

Abbildung 3.33: Szintigraphie einer tumortragenden NEDH Ratte mit “**lod-[Y39]-
Exendin4 und zusatzlicher Gabe von Irenat, Aufnahmen nach 5, 10,
15, 20, 40, 60 und 120 Minuten. Der Tumor befindet sich im linken
Hinterlauf. Die Anreicherung im Schwanz der Ratte ist ein Artefakt

durch paravasal injizierten Tracer.
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3 Ergebnisse

Bel '*od-Exendin3 betragt das Verhaltnis 2,84: 1 nach 15Minuten, 2,74 : 1 nach
20 Minuten, 2,47: 1 nach 40 Minuten und 23 : 1 nach 60 Minuten (vergleiche
Abbildung 3.34).

2 * s ey s
*a L™
W *

Abbildung 3.34: Szintigraphie einer tumortragenden NEDH Ratte mit **}lod-Exendin3;
Auf eine Gabe von Irenat wurde verzichtet. Aufnahmen nach 5, 10,
15, 20, 40 und 60 Minuten. Der Tumor befindet sich im rechten Hin-

terlauf.

Die Szintigraphie éner Ratte mit ***lod-Exendin3 wurde ohre die Gabe von Irenat
angefertigt. In Abbildung 3.34 fehlt im Vergleich zu den varher beschrieben Versu-
chen de Darstellung van Schilddriise und Magen-Darm-Trakt. Dafur stellen sich de
Nieren und de Blase deutlich dar.

Im Bereich des linken Oberbauches zeigt sich eine leichte Aktivitatsanre cherung,
die nicht der Form des Magens gleicht und mogli cherweise dem Pankreas entspricht.
Diese Anreicherung ist, bedingt durch den Druck, auf der Abbildung nur schwer zu

erkennen.
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4 Diskussion

Zidl dieser Dissertation war die Entwicklung einer neuen Szintigraphiemethode zur
Lokali sationsdiagnostik von Insulinomen. Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, entziehen
sich de Insulinome éner einfachen und sensitiven praoperativen Lokalisationsdia-
gnostik. Neben Insulinomen findet sich deses Problem auch bei einer Relthe von
endokrinen Tumoren. Die nukleamedizinische Standarddiagnaostik fir diese Tumo-
ren, speziell Karzinoide, ist die Somatostatin-Rezeptorszintigraphie. Zur suffizienten
Darstellung wird der Somatostatin-2-Rezeptor, der nur von ca 80 % der Tumoren
exprimiert wird, oder der Somatostatin-5-Rezeptor bendtigt (Modin, Tang, 1997.
Dabei variiert die Expressonsrate bei den verschiedenen Tumoren zum Teil erheb-
lich.

Esist davon auszugehen, dassder GLP-1-Rezeptor nicht nur auf der Oberflade von
Insulinom-Zellen, sondern auch auf einer Reithe von anderen endokinen
Tumorzellen vorhanden ist. Neben der Insulinomdarstellung konnte eéne GLP-1-
Rezeptorszintigraphie auch eine Hilfestellung bei somatostatin-negativen Tumoren
darstellen.

4.1 Entwicklung einer neuen Lokalisationsmethode

Grundage dieser Dissertation waren Experimente mit GLP-1 in Zelkulturen
(Gotthardt, 1995. Dabei wurden Daten Uber  Stoffwechsel  und
Bindungseigenschaften des Peptids gewonren, de ene Verwendung als Tracer fir
eine Szintigraphie nahe legen.

Zur Radioiodierung wurde die lodogenmethode verwendet, da sie fur GLP-1
erfolgreich beschrieben wurde. Sie @madglicht aulerdem, verschiedene Tracer ohne
die afwendige Synthese @ner Radiometal-Bindungsdelle zu testen. Eine
schledhtere Bil dgebung wurde bewusd in Kauf genommen.
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4 Diskussion

123_GLP-1 urd *23-[Y39]-Exendin4d wurde ds Tracer fiir die Biodistributionsversu-
che a1 gesunden Ratten verwendet. Bei den Szintigraphien der tumortragenden Tiere

kam zusitzli ch *21-Exendin3 zum Einsatz.

Wie zu erwarten war (Conlon, 1988, lieferte die Markierung von GLP-1 eine hohe
Markierungsausbeute. Fir die lodogenmethode wird de Amincsdure Tyrosin
bendtigt, die in Exendin3 fehlt. Eine Markierung wurde dl erdings auch am Histidin
beschrieben, das in Exendin3 undExendin4 an Position eins enthalten ist. In den
vorliegenden Versuchen zeigte Exendin3 schledhte lodierungseigenschaften, de sich
in der Literatur auch fur Exendind finden (Singh et al., 1994. Eine mogliche
Erklarung liegt in der Tertidrstruktur der Eiweil}e, die Aminosauren raumlich
abschirmen kann. Zur Radioiodierung vonExendin wurde auf ein Modell von Singh
et a. (1999 zurickgegriffen. In deser Arbeit wurde anstelle von Serin (Position 39
Tyrosin in das Exending eingefigt. Diese Synthese ist wegen der Kettenldnge und
der Aminosduresequenz relativ aufwendig. Dabel ist vor alem das Prolin-Tripe an
Position 36 ks 38 kritisch und fuhrt oft zu Kettenabbriichen. Das © gewonrene

Peptid |8s4 sich mit einer etwas verlangerten Inkubationszeit gut markieren.

Die Aufreinigung der Markierungen mittels Sephadex-Saule erwies sch als nicht
praktikabel. Die nachgeschalteten Analysen mittels HPLC zeigten, dasses zu keiner
verlasdichen Trennung von freiem lod undPeptid kam.

Bei Verwendung der HPLC zur Aufreinigung fallt sowohl bei *?*|-GLP-1 als auch
bei 1%3|-[Y39]-Exendin4 ein angedeutet M-férmiger Gradient auf, der bei *#3-[Y39]-
Exendin4 ausgepréagter ist. In desem Doppelpeak spiegelt sich eine Eigenschaft von
Tyrosin wieder, das mit Hilfe der lodogenmethode anfach und dopelt iodiert
werden kann. Bel der verwendeten HPLC-Methode kdnrten sich im Bereich der di-
iodierten Peptide theoretisch auch langkettige Peptidbruchstlicke finden. Daher
wurden in deser Arbeit nur monc-iodierte Peptide inji ziert.

Neben einem Tracer wurde fur die Entwicklung der neuen Szintigraphiemethode an
valides Tiermodell bendétigt. Dazu sollten in der vorliegenden Arbeit zwe verschie-
dene Ansétze etabli ert werden. Das Modell der Zelltransplantation sollte Tumoren an

eindeutig reprodwierbarer Stelle liefern, un exakte Daten zur Tumordarstellung zu
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4.2 GLP-1-Rezeptorszintigraphie

erhalten. Diese sollten dann im zweiten Schritt anhand der medikamentdsen Tumor-
indukion, de en wirklichkeitsnahes Modell darstellt, Uberprift werden.

Mit Hilfe der Tumorzelltransplantation konrie @n zuverldssges Modell etabliert
werden. Durch die subkutane Lage war es moglich, de Tumoren durch Ultraschall

zu kortrolli eren undleicht weiter zu transplantieren.

Das Modell der medikamentdsen Tumorindukion konrie nicht eingesetzt werden.
Die im Experiment eingeschlosenen Tiere entwickelten statt der erwarteten
Tumoren einen Diabetes. Da mit dem Modell der Zdltransplantation ein valides
Tumormodell vorhanden war, wurde dieser Weg nicht weiter verfolgt, um weitere
Versuchstiere zu sparen.

4.2 GLP-1-Rezeptorszintigraphie

4.2.1 Versuche an gesunden Tieren

Zur Beurtellung der Aktivitésvertelung an gesunden Ratten wurden nu
Kameradaten verwendet. Diese amdoglichten es, die verwendeten Peptide
hinsichtlich der Eignung zur Szintigraphie zu beurteilen. Dabei konrte der
experimentelle Aufwand und ar Tierverbrauch eingegrenzt werden. Eine
pharmakol ogische Beurteilung ist mit Hilfe dieser Daten nu eingeschrankt mogli ch,
da die Uberlagerungen nicht unterschieden werden konren.

Bel Betrachtung der Aktivitéts-Verlaufe im gesamten Korper der Ratte haben de
Zeit-Aktivitatskurven mehr oder minder die Form einer Treppe. Die Ratten konrten
wahrend der szintigraphischen Aufnahmen keine Aktivitét nadh auf:en abgeben. Ein
Aktivitatsprung erfolgte dann, wenn de Versuchstiere zurtick in den K&fig gelegt

wurden und Uler den Urin Aktivitdt ausgeschieden wurde.

Uber den Lungen zeigen sich sehr uneinheitliche Aktivitatsverlaufe, die auf eine
hohe Variabilit & zwischen den Versuchstieren hinweisen. Dies 18sg vermuten, dass
es sch bei den Ergebnisen nicht um eine speafische Rezeptorbindung fandelt -
vielmehr kommen hier Infektionen im Bereich der Lunge in Frage. Diese Infekte
sind kel den Versuchstieren haufig. Auch mit Hilfe der SFECT-Aufnahmen lief3en
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sich keine genaueren Aussagen treffen. Dabel war unter anderem die Auflésung der
verwendeten 3-Kopf-Kamera limiti erend. Bessere Ergebnsise kdnrte hier ein Klein-

tierkollim ator bringen.

Fir die in Kapitel 3.31.1 beschriebene Aktivitésanreicherung im Bereich der
Schnauze kommen ebenfall s krankhafte Veranderungen (im Sinne e@ner Rhinitis) in
Frage. Eine physiologische Anreicherung kann aber auch durch eine lodanreicherung

in den Speicheldriisen hervorgerufen werden.

Im Bereich des linken Oberbauchs zeigt sich bei den beiden Tracern **|-GLP-1 und
1231y 39]-Exendin4, sowie bei der Kontrollgruppe mit Na **3 eine Kletterkurve,
wenn de Versuchstiere kein Irenat erhalten hatten. Dieser Effekt wird durch de
lodanreicherung in der Magenschleimhaut und Sekretion in das Lumen
hervorgerufen. Die Kletterkurve entsteht durch de Akkumulation von Aktivitéat im
Magen. Die fehlende Aktivitétsanreicherung in Magen und Darm (Unterbauch-
Region) bei Irenatgabe zeigt, dassGLP-1 und[Y 39| Exendin4 richt Gber den Magen-

Darm-Trakt ausgeschieden werden.

Sowohl die Tracer auf Exendin- as auch GLP-1 Basis werden renal eliminiert. Dies
ist anhand der Anreicherung Uber den Nieren und dr Blase in den Aktivitéts-
Verlaufen deutli ch sichtbar.

Die Auswertung der Daten zeigte, dass die Kinetiken und de Zeit-Aktivitatskurven
der verwendeten Tracer eng keieinander lagen. Darauf hat auch eine Stabili sierung
mit einem DP IV-Inhibitor und de Blockade der Rezeptoren mit unmarkiertem
Peptid keinen wesentlichen Einfluss Esist jedoch bekannt, dass $abil ere Peptide im
Vergleich zu instabilen, retiven eine hohere Anreicherung im Tumor aufweisen
(Somatostatin — Octreotid). Aus der Literatur ist eine hohere metabali sche Stabilit &t

fUr Exendin bekannt, daher ist hier ein hdkerer Tumoruptake zu erwarten.

Uber dem Herzen folgen die Zeit-Aktivitatskurven dem Verlauf einer Mehr-Phasen
Kinetik. Dieser Verlauf ist bei '?-[Y39-Exendin4 ceutlicher zu erkennen,
moglicherweise durch de hdhere metabali sche Stabilit & bedingt.

Dain deser Arbeit nur die Bluthal bwertszeiten untersucht werden sollten, wurde an
vereinfachtes pharmakologisches Kompartimentenmodell verwendet (vergleiche

Abbildurg 4.1). Hier sind de peripheren Kompartimente zu einem einzigen zusam-
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4.2 GLP-1-Rezeptorszintigraphie

mengefasd. Damit wurde eén 2-Kompartimenten Modell geschaffen, das mit Hilfe
einer 2-Phasen-Kinetik beschrieben werden kann.

Injektion

l

zentrales

X _ > )
Kompartiment peripheres

Kompartiment

A

(Blutbahn)

Elimination

Abbildung 4.1:  Darstellung eines vereinfachten pharmakologischen Kompartimen-

tenmodells

Die erechneten Halbwertszeiten sind kuz. Die Korrelationskoeffizienten zeigen
eine gute Ubereinstimmung der errechneten Funktionen mit den experimentell
gefundenen Daten. Dabei unterscheiden sich de Halbwertszeiten von lod und den
Peptiden kaum. Die Werte atsprechen den in der Literatur beschriebenen
Halbwertszeiten (Kreymann et al., 1987, (drskov et al., 1993. AulRerdem liegen sie
im Bereich der fur Somatostatin, Octreotid und Gastrin beschriebenen Daten.
Obwohl die Halbwertszeiten vonOctreotid und Somatostatin eng beieinander liegen,
kommt es beim Octreotid durch eine hohere metabali sche Stabilit & zu einer deutlich
kontrastreicheren Bildgebung (s.0.).

Im Laufe der Experimente zur vorliegenden Arbeit wurden 1999 vonHassan et a.
Untersuchungen zur Biokinetik von GLP-1 in Ratten verdffentlicht. Die Ergebnisse
dieser Gruppe sind mit systematischen Fehlern behaftet und sollen hier kurz

diskutiert werden:

Die Auswertungsmethode der szintigraphischen Aufnahmen gleicht bei Hassan et al.
den Methoden der vorliegenden Arbeit. Allerdings diskutierten sie die Instabilit & des
Tracers (**1-GLP-1) nicht. Es wurde deshalb nicht beriicksichtigt, dass es sich bei
der RadionuKidverteilung um ein lod/ GLP-1 Mischbild handelte. Aus einer gering
gesteigerten Anreicherung im ZNS (2% wurden erwartet, 6% wurden gemessen)

schlossen Hassan et al. auf einen Ubertritt von GLP-1 (ber die Blut-Hirn-Schranke.
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Diein der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten widersprechen dieser These een-
so wie die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen. (drskov et a. 1996 Bei der Tra-
cerherstellung kenutzten Hassn et al. Na **!1. Der Einsatz dieses Isotops bei Versu-
chen ist auf Grund der Kontaminationsgefahr, der hohen Strahlenbelastung bel
Internalisierung (vor alem durch den B-Antell) und der langen Halbwertszeit von
Seiten des Strahlenschutzes fragwiirdig. Das Isotop wurde deshalb in der vorliegen-
den Arbeit nicht verwendet.

4.2.2 Versuche an tumortragenden Tieren

Fur die Insulinomdiagnostik ergibt sich aus den hislang bekannten und in deser
Arbeit gewonrenen Daten erstmals die Moglichkeit einer wenig invasiven und

potentiell hoch sensitiven, préoperativen Lokali sationsdiagnaostik.

Der Vergleich zwischen *2|-GLP-1, '?3-Exendin3 und*?|-[Y39]-Exendin4 zeigt
fur *%-Exendin3 de besten Ergebniss bei der tumor-to-badkgroundratio. Es ist
dem '#|-[Y39]-Exendin4 geringgradig und dem '#-GLP-1 deutlich (kerlegen.
Aul¥erdem erwies sch de Markierung von Exendin3 al's auf3erordentli ch stabil .

123 _Exendin3 ist stabil gegeniiber den Deiodasen, da die Markierung nicht an der
Aminosdure Tyrosin, sondern an Histidin erfolgt. Das Peptid wird vadlstandig tGber
die Nieren ausgeschieden, so dass eine Uberlagerung mit diagnostisch interessanten
Organen, wie zum Beispiel der Leber, nicht stattfindet.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten bestétigen Ergebnisse von Thum
et a. (20R2), die ane hohere Stabilita von Exendin gegeniber GLP-1 gefunden
haben. Bezlglich der Frage der Synthese und Markierung ist, wie oben ausgefihrt,
das GLP-1 dem Exendin Ubkerlegen. [Y39]-Exendind 16st zwar die Probleme der
Markierung, ist aber sehr kompliziert zu synthetisieren.
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4.3 Ausbhlick

Wie oben beschrieben, konren Kameradaten keine exakte Pharmakodynamik
wiedergeben. Zur Kléarung der Frage, ob dr gefundene Unterschied zwischen
Exendin3 und[Y 39]-Exendin4 signifikant ist, missen mittels Organentnahme exakte
biokinetische Daten ermittelt und Studien zur Bestimmung der Organdosis

durchgefthrt werden.

Auch wenn der Einsatz verschiedener Tracer méglich wére ([Ser®| GLP-1(7-36)amid,
eventuel in Kombination mit enem DPIV-Inhibitor), erscheinen
Exendinbruchstiicke an ausschtsreichsten. Fur die Auswahl von GLP-1-Analoga fur
die Peptidszintigraphie sind Informationen Ubker die raumliche Konfiguration der
Bindungsgelen vonGLP-1 ndig, deren Erforschung noch am Anfang steht (Xiao et
al., 200Q. Eine Arbeit von Parker et al. (1998 beschreibt Aminosauren, die énen
wesentlichen Einfluss auf die Rezeptorbindung haben. Dabei handelt es sch um die
Aminosauren an Position 7 (His), 12 (Phe), 13 (Thr), 19 (Tyr), 28 (Phe) und 2
(Leu). Die raumliche Konfiguration deser Aminaosduren innerhalb der Tertiarstruktur
von GLP-1 ist fur die Bindung und damit Internalisierung des Peptids essentiell,
daher mussin Frage gestellt werden, ob de Entwicklung eines kurzkettigen GLP-1-
Analogons Uberhaupt moglich ist.

Auf Grund cer Daten der vorliegen Arbeit sollten radiometalmarkierte GLP-1-
Analoga auf Exendinbasis entwickelt werden. Mit radiometalmarkierten Tracern
lasd sich eine bessre Bildgebung erzielen (Bakker et al., 1991 1).

Theoretisch wére auch ein Einsatz in der Radiotherapie von Insulinomen mogli ch.
Dazu miisge d@ne *Y-DOTA-Variante synthetisiert werden. Besonders kritisch
erscheint dabei die Situation cer 3-Zellen im Pankreas zu sein, deren Zerstbrung zu
einer diabetischen Stoffwechsellage fuhren kann. Diese Nebenwirkung tritt
alerdings auch bel der Chemotherapie maligner Insulinome mittels Streptozotocin
auf. Das Beispiel der Radio-Octreotid-Therapie mit Y-DOTATOC zeigt, dasseine

Radio-Therapie von Insulinomen duchaus mogli ch werden kann.
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4 Diskussion

4.4 Fazit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation komte ene neue Szintigraphiemethode
entwickelt werden, de eine wenig invasive, praoperative Lokalisation von

Insulinomen ermdgli chen konrie.

Bel den verwendeten Tracern scheint das Exendin3 de besten Ergebnis zu liefern,
da die Bindung von %% am Histidin deutlich stabiler ist als die an Tyrosin. Mit Hil fe
von ?|-Exendin3 ist eine Tumordarstellung mit einer hohen tumor-to-background

ratio moglich.

Diese konrte durch Verwendung einer Radiometalmarkierung weiter verbessert
werden. Zunkiirftige Arbeiten werden mit diesem Tracer, dhnlich der vorliegenden
Dissertation, Versuche zur Tumordarstellung durchfiihren missen. Zusétzlich wer-
den mittels Organentnahme exakte pharmakologische Daten erhoben werden mis-

sen.
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5 Zusammenfassung

Die nortinvasive Lokalisationsdiagnostik von Insulinomen ist ein Problem, das bis
heute nicht zufriedenstellend gelost ist. In der vorliegenden Arbeit wurden Radio-
pharmaka zur szintigraphischen Darstellung von Insulinomen auf der Basis von
GLP-1-Anaoga entwickelt. Mit Hilfe dieser Radiopharmaka wurden im Tiermodell
induzierte Tumoren dargestellt. Dazu wurden folgende Experimente durchgefihrt:

1. Markierung von GLP-1 undseines Analogons Exendin3, sowie der Variante
[Y39]-Exendin4 mittels Radioiodierung und Aufreinigung der gewonrenen
Tracer mittels HPLC und Sephadex-Saule.

2. Etablierung eines validen Insulinom-Modell s in Ratten.

3. Untersuchungen zur Verteilung verschiedener Radiopharmaka in gesunden
Versuchstieren. Dabel wurde die Bluthalbwertszeit und der Einfluss
verschiedener stabilisierender Substanzen, sowie der Einfluss von
unmarkiertem Peptid szintigraphisch bestimmt. Eine Kontrollgruppe wurde

mit Na %I untersucht.

4. Darstellung der im Tumormodell i ndwzierten Tumoren mit den aus 1. und 3.

hervorgegangenen Tracern.

Die Markierung von GLP-1 fihrte zu einem Radiopharmakon mit einer hohen
spezifischen Aktivitét. Exendin3 lield sich relativ schlecht markieren, da hier die
Aminosdure Tyrosin nicht vorhanden ist. Die synthetisierte Exendind Variante
[Y39]-Exendin4 mit der Aminosdure Tyrosin an Position 3 flhrte zu einem Tracer

mit einer befriedigenden spezifischen Aktivitét.

Das Insulinom-Model in Ratten konrte mit Hilfe der Tumorzelltransplantation
erfolgreich etabliert werden. Dazu wurden RINm5F-Zellen in Kultur angeziichtet
und NEDH-Ratten subkuan injiziert. Eine weitere Ubertragung erfolgte durch

Transplantation vonTumorsticken.

Die Untersuchung der Verteilung der Radiopharmaka in den Versuchstieren zeigte
eine schnell e Elimination des Tracers Uber die Nieren. GLP-1 zeigte @ne Akkumula-
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5 Zusammenfassung

tionin den Nieren. Uber den Bereichen des Herzens und cbr Leber konnten typische
Aktivitatsverlaufe fur eine 2-Phasen-Kinetik beobadtet werden. Die daraus errech-
neten Bluthalbwertszeiten lagen fir GLP-1 und [Y 39]-Exendin4 innerhalb weniger
Minuten, [Y 39]-Exendind zirkulierte dwas langer im Blut. Aus beiden Peptiden
wurde freies lod in de Blutbahn abgespalten. Dadurch kam es zu einer charakteristi-
schen Aktivitétsanreicherung in Schilddrise und Magen. Eine Stabili sierung der
Peptide mit einem DP IV-Inhibitor flhrte zu keiner signifikanten Verlangerung der
Bluthalbwertszeit.

Im Gegensatz zu *?I-GLP-1 und*?3-[Y39]-Exendin4 zeigte **4-Exendin3 ein sehr
stabiles Verhalten, es kam zu keiner Abspaltung von freiem lod, was durch eine
fehlende Darstell ung der Schil ddriise dokumentiert werden konrte.

Die Insulinomdarstellung war sowohl mit *%3|-GLP-1, *23-[Y39]-Exendin4, als auch
mit *®I-Exendin3 moglich. In alen Falen wurde das Radiopharmakon schnell im
Tumor angereichert. Mit Hilfe von Exendin3 konrte die beste tumor-to-background

ratio erreicht werden.

In dieser Arbeit konrte eine GLP-1-Rezeptorszintigraphie entwickelt werden. Die
GLP-1 Analoga Exendin3 und[Y 39]-Exendin4 zegten sehr gute Darstellungsei gen-
schaften mit einer hohen tumor-to-badkground ratio. Mit diesen Peptiden kdnrte eéne
sensitive und wenig invasive préoperative Diagnostik zur Lokalisation von

Insulinomen mogli ch werden.

Mit Einfuhrung einer Radiometallmarkierung und duch Erprobung kunstlicher
Peptide (GLP-1-Analoga) kénrte @n Klinisch einsetzbares Radiopharmakon entste-
hen.
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