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1. Einleitung

1.1 Peptide und Peptidrezeptoren

1.1.1 Peptide

Peptide sind Botenstoffe, die ein niedriges Molekulargewicht besitzen und aus weniger als
30 - 40 Aminosduren aufgebaut sind. Sie werden in endokrinen Organen, vorwiegend im
Gastrointestinaltrakt und im ZNS, synthetisiert und entfalten ihre Wirkung an der Zielzelle
iiber die Bindung an Peptidrezeptoren (Reubi 1997).

Aufgrund ihrer geringen Grdofle penetrieren sie leicht in nahezu alle Gewebe, was sie von
Proteinen und Antikdrpern unterscheidet, die ein deutlich hoheres Molekulargewicht besitzen
und sich langsamer in Tumorgewebe anreichern (Behr et al. 1998). Eine Ausnahme bildet das
Gehirn, dessen Blut-Hirn-Schranke fiir die meisten hydrophilen Peptide nicht permeabel ist.
Das ZNS und die Peripherie bilden zwei unabhingige regulatorische Systeme, in denen
Peptide unterschiedliche Aufgaben iibernehmen konnen, ohne sich gegenseitig zu
beeinflussen (Behr et al. 1999). Die meisten Peptide besitzen Halbwertszeiten im Bereich von
Sekunden bis zu einigen Minuten, da sie schnell von ubiquitir vorkommenden Peptidasen
inaktiviert werden, um lang andauernde systemische Wirkungen zu verhindern.

Fiir die medizinische Nutzung der Peptide ist es notwendig, metabolisch stabile Peptidanaloga
mit einer ldngeren Halbwertszeit zu entwickeln, um eine sichere Wirkung am Rezeptor

erzielen zu konnen.

1.1.2 Rezeptoren

Da die hydrophilen Peptide die lipophile Zellmembran nicht durchdringen kénnen, wird ihr
Signal iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmembrandominen, an deren
extrazelludre Bindungsstelle sie sich anlagern, in die Zelle weitergeleitet. Intrazellular erfolgt

die Signaltransduktion {iber Regulation von lonenkanélen und Enzymen.



Neben der Produktion von intrazelluliren Botenstoffen (second messenger) kommt es zudem
zu einer Desensibilisierung des Rezeptors, dem die Internalisierung des Rezeptor-Ligand-
Komplexes als ein weiterer Inaktivierungsweg folgt. Die internalisierten Rezeptoren werden
entweder resensibilisiert und als funktionsfihige Rezeptoren wieder in die Zellmembran
eingebaut oder intrazelluldr abgebaut, was zu einer Downregulation des Rezeptors fiihrt
(Toews 2000).

Fiir die diagnostische und therapeutische Nutzung der Radiopeptide ist die Internalisierung
wichtig, da sie zu einer intrazelluldren Akkumulation des Radionuklids fiihrt. Somit kommt es
zu einer deutlichen Anhebung des szintigraphischen Signals bzw. zu einer Verstirkung des
therapeutischen Effekts (Behr et al. 2001 b). Die Internalisierung ist dabei beschrinkt auf
agonistisch wirkende Rezeptorliganden (Hipkin et al. 1997).

1.2 Somatostatin und Gastrin — Peptid und Rezeptor

1.2.1 Somatostatin und Somatostatin-Rezeptoren

Somatostatin (SST) ist ein Tetradecapeptid, das physiologisch in einer Vielzahl an Organen,
wie dem zentralen und peripheren Nervensystem, Pankreas, Magen, Schilddriise, Nieren,
Nebennieren sowie im Immunsystem produziert wird (Reichlin 1983, Patel 1999). Es wirkt
iiberwiegend inhibitorisch auf die Hormonsekretion (u.a. von Insulin, Gastrin, Glucagon) und
die Zellproliferation. Im zentralen Nervensystem hemmt Somatostatin als Neurotransmitter
die Freisetzung des Wachstumshormons (GH) aus der Hypophyse (Brazeau et al. 1973) und
von TRH aus dem Hypothalamus und zeigt zudem wichtige Effekte im kognitiven,
motorischen, sensiblen und autonomen System (Epelbaum et al. 1994). Im
Gastrointestinaltrakt inhibiert SST die Motilitit des Magens und der Gallenblase sowie die
Sekretion von Magensidure, Pepsin, Galle und Darmsekret. Ebenso hemmt es die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren (IGF1, EGF, PDGF) und von Zytokinen (IL-6,IFN-y) (Patel 1999,
Elliott et al. 1999).

Diese unterschiedlichen Funktionen werden durch zwei natiirlich vorkommende Formen des
SST, dem SST-14 und dem SST-28, bestimmt (Krenning et al. 1995, Reubi 1997). Fiir die
biologische Aktivitit von SST-14 ist die Aminosiurenreihenfolge Phe’, Trp®, Lys’ und Thr'
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von entscheidender Bedeutung, so dass diese Sequenz bei der Erforschung und Herstellung
neuer Somatostatinanaloga, die sich von den physiologischen Formen SST-14 und SST-28
vornehmlich durch eine hohere metabolische Stabilitdt und eine hohere Rezeptorselektivitit
unterscheiden sollen, beibehalten wird (Patel 1999).

Im Jahre 1983 wurde das erste Somatostatinanalogon, das Octapeptid SMS 201-995 (SMS,
Octreotid) klinisch erfolgreich zur Behandlung der Akromegalie bei Patienten mit
Wachstumshormon-produzierenden Hypophysentumoren eingesetzt (Bauer et al. 1983,
Lamberts et al. 1985). Eine weitere wichtige Rolle spielt das Octreotid in der Therapie des
Karzinoids. Es fiihrt zu einer Kontrolle der tumorspezifischen Symptome wie Diarrhoe und
Flush-Attacken und somit zu einer Verbesserung der Lebensqualitit dieser Patienten
(Lamberts et al. 1996).

Eine Ubersicht iiber die Aminosiuresequenzen der natiirlichen Somatostatine und des

synthetischen Analogons Octreotid gibt die Tabelle 1.1.

Peptid Aminosdiuresequenz

Somatostatin-14 (SST-14) | Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

Somatostatin-28 (SST-28) | Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-
Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

Octreotid DPhe-Cys-Phe-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)

Tab. 1.1: Aminosduresequenz der natiirlichen Somatostatine und des Somatostatinanalogons

Octreotid (modifiziert nach Patel 1999).

Das an den Chelator DTPA gekoppelte und mit dem Radioliganden Indium-111 markierte
Octreotid ['"'In-DTPA-D-Phe'-Octreotid (= OctreoScan[])] war 1994 das erste zugelassene
Radiopeptid, das zur Diagnostik und Lokalisation von neuroendokrinen Tumoren des

Gastrointestinaltrakts eingesetzt wurde (Kwekkeboom et al. 1993, Krenning et al. 1993).

Ihre Wirkung auf die Zielzelle entfalten Somatostatin und die Analoga iiber spezifische
Somatostatin-Rezeptoren (SSTR), die zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
gehoren. Mit molekularbiologischen Methoden wie der mRNA Analyse mittels Northern Blot
(Thoss et al. 1996), der in-situ-Hybridisierung (Kong et al. 1994) sowie der RT-PCR und der
Rezeptorautoradiographie (Reubi et al. 1997 a) konnten die Somatostatin-Rezeptoren in fiinf
Subtypen (SSTR1-5) unterteilt werden.

Somatostatinanaloga wie Octreotid, Vapreotid oder Lantreotid zeigen vor allem zu SSTR2
und (weniger zu) SSTRS eine hohe, im nanomolaren Bereich liegende Affinitdt, wohingegen
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die natiirlichen Somatostatine SMS-14 und SMS-28 mit hoher Affinitit an alle 5
Rezeptorsubtypen binden (Patel et al. 1994, Bruns et al. 1996).

Physiologisch werden SSTR im ZNS, hier besonders in der Hypophyse, im Pankreas, im
Magen und in den Nieren exprimiert. Aber auch viele humane Tumoren besitzen eine hohe
Dichte an SSTR, so z.B. das Hypophysenadenom, neuroendokrine gastroenteropankreatische
Tumoren, Adenokarzinome der Mamma, der Prostata, der Ovarien, der Niere und des Kolons,
kleinzellige Bronchialkarzinome, medullire Schilddriisenkarzinome sowie differenzierte

Gliome und Medulloblastome (Reubi et al. 1990, 1994, 2001).

Dominanter Rezeptor-Subtyp Subtypexprimierender Tumor

Pridominanz SST2-Rezeptor Neuroblastom

Meningeom

Medulloblastom
Mammakarzinom

Lymphom

Nierenzellkarzinom
Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Paragangliom

Hepatozelluldres Karzinom

Pradominanz SST1-Rezeptor Prostatakarzinom

Sarkom

Pradominanz ~ SST2- +  SSTS5-| Wachstumshormon-produzierendes

Rezeptor Hypophysenadenom

Pradominanz SST2- und/oder SST1- | Gastroenteropankreatische Tumoren

Rezeptor

Tab. 1.2: Subtypspezifische SST-Rezeptorexpression in humanen Tumoren (modifiziert nach

Reubi et al. 2001).

Reubi et al. stellten durch Rezeptorautoradiographie fest, dass in diesen Tumoren der SSTR2
am haufigsten exprimiert wird, seltener der SSTRS. Somit sind die mit einem Radionuklid
markierten Somatostatinanaloga aufgrund der Rezeptorselektivitit fiir den SSTR2 klinisch
sehr bedeutsam und konnen effektiv sowohl in der Diagnostik und Lokalisation als auch in
der Therapie dieser rezeptorexprimierenden Tumoren angewandt werden (Lamberts et al.

1990) (Tab. 1.2).




1.2.2 Cholecystokinin, Gastrin — CCK-B/Gastrin-Rezeptoren

Gastrin und Cholecystokinin (CCK) sind zwei Peptide einer Peptidfamilie, die wichtige
Funktionen im gastrointestinalen System und im Gehirn erfiillen. Cholecystokinin wird in der
Duodenalschleimhaut gebildet und fiihrt zur Kontraktion der Gallenblase, zur Sekretion von
Pankreasenzymen und zur Verminderung der Salzsduresekretion des Magens. Der
Produktionsort des Gastrins, das vor allem die Salzsdureproduktion der Parietalzellen des
Magens, die Pepsinogensekretion sowie die Magenmotilitit fordert, sind die G-Zellen des
Magenantrums (Walsh 1994). Auch trophische Effekte des Gastrins an Magen und
Duodenum sind bekannt (Hakanson et Sundler 1991). Aufgrund der hohen Gastrin- und CCK-
Konzentration in vielen Arealen des Gehirns wird ihnen eine Funktion als Neurotransmitter
zugesprochen (Hokfelt et al. 1991). Zudem ist der wachstumsstimulierende Effekt bei Kolon-
und Magenkarzinomen belegt (Smith et Solomon 1988, Watson et al. 1989, Rehfeld et van
Solinge 1994).

Von entscheidender Bedeutung fiir die Bindung dieser beiden Peptide an den spezifischen
Rezeptor ist deren gemeinsame C-terminale Tetrapeptidsequenz Trp-Met-Asp-PheNH,. Zur
Verbesserung der Rezeptorszintigraphie in Tumoren und in gesundem Gewebe werden viele
Gastrin- und CCK-Derivate, die die Tetrapeptidsequenz Trp-Met-Asp-PheNH2 enthalten, im
Hinblick auf ihre Serumstabilitit, ihre Rezeptoraffinitit in vivo und in vitro sowie ihre
Bioverteilung im Organismus untersucht (Behr et al. 1999). Dabei zeigen die Gastrinderivate
aufgrund des hohen Tumoruptakes und der geringen Anreicherung in nicht-tumordsen
Geweben die besten Ergebnisse. Innerhalb der Gastrinderivate besitzt das DTPA-D-Glu'-
minigastrin, das sich vom CCK durch eine zusitzliche Pentaglutamatsequenz und einem
Methionin (Met) in Position 6 unterscheidet, eine herausragende Position im Bezug auf die

Rezeptorspezifitit (Tab. 1.3).



Peptid Entscheidende Aminosduresequenz

Gastrin Glus-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,
Cholecystokinin -Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

Minigastrin DTPA-DGIlu-Glus-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

Tab. 1.3: Entscheidende Aminosduresequenz der natiirlichen Peptide Gastrin und
Cholecystokinin sowie des synthetischen Gastrinanalogons Minigastrin (modifiziert nach

Behr und Béhé 2002).

Gastrin und CCK vermitteln ihre Wirkung auf die Zielzelle iiber zwei verschiedene G-Protein
gekoppelte Rezeptortypen, die CCK-A- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren. Diese unterscheiden
sich in ihrer Affinitdt zum Gastrin, wobei der CCK-B/Gastrin-Rezeptor eine deutlich hdhere
Affinitdt zum Gastrin und den Gastrinderivaten aufweist als der CCK-A-Rezeptor (Wank et
al. 1992, Behr et Béh¢ 2002). Die Produktion von CCK-A- und CCK-B/Gastrin-Rezeptor
mRNA  wird von  agonistisch  wirkenden  Peptiden iiber  unterschiedliche
Signaltransduktionssysteme intrazellular reguliert (Gunther et al. 2003).

Der CCK-A-Rezeptor, der eine ca. 1000-fach hohere Affinitit fiir CCK als fiir Gastrin besitzt,
kommt physiologisch in der Gallenblase, im gastrointestinalen System, im Pankreas (Mantyh
et al. 1994) und in bestimmten Arealen des ZNS (Moran et al. 1986) vor, der CCK-B/Gastrin-
Rezeptor in der Magenschleimhaut (Reubi et al. 1997 ¢, Nakamura et al. 1988), der
Kolonschleimhaut (Singh et al. 1985), der Gallenblase, im Pankreas (Weinberg et al. 1997)
sowie weitverbreitet im Gehirn (Moran et al. 1986, Wank et al. 1992).

Aber auch im Tumorgewebe werden diese Rezeptoren exprimiert. Der CCK-A-Rezeptor
konnte autoradiographisch in Tumoren eher selten dargestellt werden, z.B. in den
gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren (38%), den Meningeomen (30%) und
den Neuroblastomen (19%) (Reubi et al. 1997 b). Deutlich hdufiger hingegen ist der CCK-
B/Gastrin-Rezeptor exprimiert, so in 100% der stromalen Ovarialtumoren (Reubi et al. 1997
b), zu 92% in medulldren Schilddriisenkarzinomen (MTC) (Reubi et Waser 1996), zu 65% in
differenzierten Astrozytomen, in kleinzelligen Bronchialkarzinomen zu 57%, nicht jedoch in
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (Matsumori et al. 1995). Nur gelegentlich lassen sie
sich in gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren, epithelialen Ovarialtumoren,
Endometriumkarzinomen und Mammakarzinomen finden (Reubi et al. 1997 b). Nicht
eindeutig ist die Datenlage fiir das Vorkommen der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren bei
Kolonkarzinomen. Trotz der gleichen Methode zur Rezeptordarstellung durch

Bindungsstudien an Tumorzellmembranen konnten Imdahl et al. keine Rezeptorexpression




nachweisen (Imdahl et al. 1995), wohingegen Upp et al. eine deutliche Rezeptorexpression

beschrieben haben (Upp et al. 1989).

1.3 Rezeptorszintigraphie in vivo

Peptidrezeptoren werden in vielen humanen Tumoren (iiber-)exprimiert (Tab. 1.4). Diese
Rezeptoren lassen sich mit Hilfe hochspezifischer Radiopeptide lokalisieren und
repriasentieren somit neue molekulare Ziele zur Diagnostik und Therapie Rezeptor-

exprimierender Neoplasien.

Peptidrezeptor Tumor

Somatostatin-Rezeptor Neuroendokrine Tumoren (Karzinoide, Gastrinome u.a.)
Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Medulléres Schilddriisenkarzinom

Tumoren des Nervensystems

Lymphome
CCK-A-Rezeptor Gastroenteropankreatische Tumoren
Neuroblastom
Meningeom
CCK-B/Gastrin-Rezeptor Medulldres Schilddriisenkarzinom

Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Stromatumoren des Ovars

Differenziertes Astrozytom

Vasointestinales Peptid (VIP)- | Adenokarzinome des Magens, des Darms und des Pankreas
Rezeptor Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Neuroendokrine Tumoren

Lymphome

Substanz-P-Rezeptor Medulldres Schilddriisenkarzinom
Kleinzelliges Bronchialkarzinom

Mammatumoren

Tab. 1.4: Peptidrezeptoren, die in humanen Tumoren (liber-)exprimiert werden

(modifiziert nach Behr et al. 2001 b).




Bei der Entwicklung dieser Radiopeptide ist es einerseits wichtig, eine hohe Anreicherung des
Radiopeptids im Tumor zu erreichen, andererseits jedoch einen minimalen Uptake im
gesunden Gewebe. Das Tumor-zu-Hintergrund-Verhéltnis (Tumor-zu-Nichttumor-Ratio)
sollte demnach mdoglichst hoch sein.

Das einzige bisher zur klinischen Anwendung zugelassene Radiopeptid ist das '''In(DTPA-D-
Phe')-Octreotid (= OctreoScan[]), das eine hohe Rezeptoraffinitit zu SSTR2, eine geringere
Rezeptoraffinitit zu SSTR3 und 5, aber keine Affinitdt zu SSTR1 und 4 aufweist (Reubi et
Waser 2003). Die SSTR-Szintigraphie wird klinisch vor allem zur Detektion, zum Staging
und zur Therapie gastroenteropankreatischer neuroendokriner Tumoren (Karzinoide) und
deren Metastasen eingesetzt (Krenning et al. 1989, Lamberts et al. 1990, Krenning et al.
1993). 95% dieser Tumoren werden hiermit szintigraphisch erkannt. Diese Ergebnisse
konnten auch in vitro immunhistochemisch durch Janson et al. bestétigt werden (Janson et al.
1998). Aber auch Hypophysenadenome, Paragangliome, Phidochromozytome und
Neuroblastome werden durch die '''In-Octreotid-Szintigraphie sehr gut diagnostiziert (Behr et
al. 2001 b).

Bei anderen Tumoren wie dem medullidren Schilddriisenkarzinom (MTC) ist der ''In-
Octreotid Uptake vom Differenzierungsgrad des Tumors abhédngig. So konnten Behr et al.
zeigen, dass in sehr differenzierten Formen des MTC der Radiopeptid Uptake in vivo sehr
hoch, jedoch in klinisch sehr aggressiven und rasch progredienten MTC der Uptake und somit
die SSTR-Expression komplett verloren war (Behr et al. 1997). Reubi et al. konnten durch
Autoradiographie diese Ergebnisse schon vorher in vitro nachweisen (Reubi et al. 1991). Ein
dhnliches Uptakeverhalten zeigt das kleinzellige Bronchialkarzinom. Mit einer Sensitivitét
von iiber 90% lassen sich nahezu alle Primirtumoren in der '''In-Octretid-Szintigraphie
diagnostizieren, jedoch geht dieser hohe Uptake in Metastasen verloren, so dass diese
Lasionen nicht mehr lokalisiert werden kénnen (Bohuslawitzki et al. 1996). Ein Verlust der
SSTR2-Expression ist auch bei undifferenzierten Kolon- und Pankreaskarzinomen bekannt

(Buscail et al. 1996).

Ein anderes klinisch relevantes Radiopeptid zur szintigraphischen Tumordiagnostik und zur
Tumortherapie ist das CCK-/Gastrinderivat '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin. Beim MTC
konnten bei Patienten mit bekannten Metastasen alle Lasionen, bei Patienten mit okkulten
Metastasen, die durch erhdhte Calcium- oder CEA-Werte auffillig geworden sind, 90% der
Liasionen szintigraphisch dargestellt werden (Behr et al. 2001 a). Der physiologische Uptake
des Peptids ist auf den Magen als Organ mit der hochsten CCK-B-Rezeptordichte und den
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Nieren als Ausscheidungsorgan beschrinkt (Behr et al. 1999). Ein groBer Vorteil des DTPA-
DGlu'-minigastrins gegeniiber anderen CCK-Derivaten besteht in dem minimalen Leber- und
Milzuptake, so dass dort lokalisierte Metastasen deutlich besser und sicherer identifiziert
werden kénnen (Behr et Béhé 2002). Auch erste Therapieversuche mit *’Y-DTPA-DGlu'-
minigastrin bei Patienten mit metastasierten MTC zeigen sehr positive Resultate wie den
deutlichen Riickgang von mediastinalen Lymphknotenmetastasen und einen Ubergang von
einem Status der raschen Progression in eine Phase der Stabilisierung. Nachteile dieser
Therapie sind die radiotoxische Schiddigung der Niere mit der Folge eines chronischen
Nierenversagens sowie die Knochenmark-schddigende Wirkung, die zu einem
myelodysplastischen Syndrom und zur Thrombopenie fithren kann (Behr et al. 2001 b).
Ebenfalls lassen sich Karzinoide, Astrozytome und kleinzellige Bronchialkazinome durch die
""In-DTPA-DGlu'-minigastrin Rezeptorszintigraphie diagnostizieren (Behr et Béhé 2002).
Durch die Entwicklung metabolisch stabilerer und rezeptorspezifischerer (Radio-) Peptide
sowie aus der Kenntnis Rezeptor-exprimierender Tumoren werden sich in Zukunft

hoffnungsvolle diagnostische und therapeutische Moglichkeiten ergeben.

1.4  Hirntumore — Astrozytome

1.4.1 Atiologie und Einteilung der Astrozytome

Die Astrozytome, die sich von den Astrozyten, den grofSten Neurogliazellen, ableiten, haben
einen Anteil von etwa 40% an den priméren Hirntumoren (Kleihues 1995). Sie werden nach
der WHO in vier Malignititsgrade eingeteilt. Als low-grade (niedrig maligne) Astrozytome
werden das pilozytische Astrozytom (WHO’I) und das fibrillire Astrozytom (WHOII)
bezeichnet. Das pilozytische Astrozytom ist der hiufigste Hirntumor des Kindes mit einem
Altersgipfel zwischen dem 8. und 13. Lebensjahr. Das Astrozytom °II findet sich im jungen
Erwachsenenalter mit einem Erkrankungsgipfel in der 3 — 4 Lebensdekade (Kleihues 1995).

Das anaplastische Astrozytom (WHO’III) sowie das Glioblastoma multiforme (GBM)
(WHO'IV) werden den high-grade (hoch malignen) Astrozytomen zugeordnet. Diese
unterscheiden sich von den niedrig-malignen Astrozytomen durch ein diffuses infiltratives

Wachstum in das umliegende Hirnparenchym und eine hohe mitotische Tumorzellaktivitit.
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Der Erkrankungsgipfel liegt mit 50 - 60 Jahren deutlich hoher als der der niedrig malignen
Astrozytome (Kleihues et Cavenee 2000). Beim GBM sind zwei Entstehungsmechanismen
bekannt: das primidre GBM entsteht de novo ohne vorheriges Auftreten eines niedrig
malignen Typs und macht 60% aller GBM aus (Codd et Kurland 1985), das sekunddre GBM
entsteht durch Progression eines schon bestehenden WHOIl oder °III Tumors. Eine
histologische Unterscheidung zwischen priméren und sekundiren GBM ist nicht mdglich
(Burger et Green 1987).

Die Einteilung nach der WHO stiitzt sich auf das histopathologische Bild: je hoher die
Tumorzelldichte und mitotische Aktivitdit und je mehr Zell- und Kernpolymorphien
vorhanden sind, desto maligner ist der Tumor einzustufen. Der Nachweis von
Endothelproliferationen und Tumorzellnekrosen hat fiir das GBM entscheidende
diagnostische Bedeutung (Kleihues 1995).

Wihrend bei Patienten mit niedrig malignen Astrozytomen die mittlere Uberlebenszeit 5
Jahre betriigt, haben die Patienten mit einem GBM nur eine mittlere Uberlebenszeit von 5 - 12

Monaten nach Diagnosestellung (Kleihues et Cavenee 2000).

1.4.2 Therapie des Glioblastoma multiforme (GBM)

Das hochmaligne GBM gehort zu den bosartigsten Tumoren des Menschen. Es macht 15 -
23% aller intrakraniellen Tumoren aus (Van den Berg 1992). Aufgrund seines diffus
infiltrativen Wachstums in das umliegende Hirnparenchym ist die Therapie des GBM
problematisch und wenig aussichtsreich, so dass sich die Prognose in den letzten Jahren nicht
entscheidend verbessert hat.

Nach Diagnosestellung, zu der entscheidend eine kontrastmittelverstirkte kraniale
Magnetresonanztomographie (MRT) beitrdgt, wird zunédchst die mikrochirurgische Resektion
angestrebt. Eine radikale Operation trdgt dabei entscheidend zur Lebensverlingerung bei
(Hess 1999) und verbessert die neurologische Symptomatik. Eine komplette Resektion ist
jedoch aufgrund der diffusen Tumorinfiltration nicht mdglich.

Die zweite wichtige Therapiesdule stellt die postoperative perkutane Strahlentherapie mit
einer Herddosis von 60 Gy dar, die ebenfalls lebensverlingernd wirkt (Walker et al. 1978).
Die konventionell fraktionierte Bestrahlung wird mit einer Einzeldosis zwischen 1,8 und 2 Gy
durchgefiihrt. Dabei erholen sich Gehirn und Riickenmark von der strahleninduzierten

Schidigung relativ gesehen besser als das Tumorgewebe. Durch eine radiochirurgische
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Dosisaufsittigung kann jedoch keine entscheidende Verbesserung der Uberlebenszeit erreicht
werden  (Engenhart-Cabillic  2003). Andere Arbeitsgruppen konnten mit einer
radiochirurgischen Dosisaufsittigung bis 20 Gy eine mittlere Uberlebenszeit von 10 - 26
Monaten erzielen (Loffler et al. 1992, Masciopinto et al. 1995, Sarkaria et Mehta 1995). Diese
positiven Ergebnisse sind jedoch sehr wahrscheinlich iiberwiegend Folge der
Patientenselektion. Der zusitzliche Einsatz einer Brachytherapie (Suh et Barnett 1999), die
Implantation von '“’I-Seeds in das Tumorbett (Videtic et al. 1999) und der Einsatz
radiosensibilisierender Pharmaka (Werner-Wasik et al. 1996, Mirabell et al. 1999) bringen
keinen Uberlebensvorteil.

Der Nutzen einer systemischen Chemotherapie zusitzlich zur Strahlentherapie wird nach wie
vor kontrovers diskutiert. Die NOA-01 Studie zeigt, dass mit einer Kombination aus Ara-
C/ACNU (Cytarabin/Nimustin) oder VM-26/ACNU (Teniposid/Nimustin) postoperativ
wihrend und nach der perkutanen Bestrahlung eine mediane Uberlebenszeit von 18 Monaten
erreicht werden kann (Kortmann et al. 2003). In der Primér- wie in der Rezidivsituation ist die
Substanz Temozolomid, die den Patienten oral verabreicht wird und nebenwirkungsarm ist,
indiziert und zeigt eine Verdopplung der 2-Jahres-Uberlebensrate (Yung et al. 1999, Stupp et
al., 2004). Viele andere Mono- oder Kombinationstherapien haben keinen positiven Einfluss
auf die Uberlebenszeit. Einen neuen interessanten Ansatz stellt die Gentherapie dar: der
Einsatz neuronaler Stammzellen lieferte in Tierexperimenten erste vielversprechende
Ergebnisse (Aboody et al. 2000, Benedetti et al. 2000).

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Injektion eines Radiopeptids in den Tumor
(z.B. markiertes Octreotid), die zu einer schnellen Verteilung der Substanz im Tumorgebiet
fiihrt (Merlo et al. 2003).

Trotz dieser Therapieoptionen bleibt die Prognose der Patienten infaust, da der Tumor

aggressiv infiltrierend wéchst und trotz aller TherapiemaBnahmen regelmifig rezidiviert.
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1.5  Zellzyklus und Radiotherapie

1.5.1 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus, der zu einer Kopie einer somatischen Zelle fiihrt, wird in vier Phasen
eingeteilt. Die Phaseneinteilung beruht auf autoradiographische Untersuchungen von Howard
und Pelc aus dem Jahr 1953 (Howard et Pelc 1953). Die erste Phase unmittelbar nach einer
abgelaufenen Mitose wird als G;-Phase bezeichnet, in der die neu entstandene Zelle durch
Proteinsynthese und Aufbau von Zytoplasmastrukturen wéchst. Einigen Zellen wie den
Nervenzellen ist es moglich, aus dieser G;-Phase in die Gy-Phase iiberzutreten, in der sie nicht
mehr aktiv am Zellzyklus teilnehmen und sich nicht mehr teilen. Nach Abschluss der G;-
Phase folgt die Synthese(S)-Phase, die zur Replikation und Verdopplung der DNA fiihrt.
Hiernach durchlduft die Zelle die G,-Phase, die zur Vorbereitung der Zelle fiir die nichste
Phase, die Mitose(M)-Phase, in der sich die Zelle in zwei identische Tochterzellen teilt, dient.
Die Linge des Zellzyklus ist stark von der untersuchten Zellart abhéngig. Dabei ist der
Unterschied in der Linge der G,-Phase (wenige Stunden bis Tage) zwischen verschiedenen
Zellarten am grofften, wohingegen die S-, G,- und M-Phase zeitlich nur eine geringe
Variationsbreite zwischen 8 und 20 Stunden aufweisen.

Die Progression innerhalb des Zyklus wird vor allem durch die periodische Aktivierung der
cyclinabhédngigen Kinasen (CDK's) und der Cycline, die gemeinsame Komplexe bilden, sehr
sensibel und genau reguliert.

Der Zellzyklus kann an sogenannten G- oder G,-Checkpoints fiir eine gewisse Zeit
angehalten werden, um ZellgroBe, extrazelluldre Signale und Genomintegritit zu bewerten
und um der Zelle zugefiihrten Schaden, wie zum Beispiel einen strahleninduzierten DNA-
Schaden, zu reparieren. Diese Kontrollpunkte werden durch die molekularen Checkpointgene

reguliert und kontrolliert (Hall 2000).

1.5.2 Bestrahlung und Zellzyklus

Durch eine Bestrahlung von auflen wird der Zellzyklus, abhédngig von der augenblicklichen
Phase der Zelle wahrend der Strahleneinwirkung, sehr stark beeinfluf3t (Sinclair et Morton

1963). Die Radiosensitivitdt ist wihrend der M- und der G,-Phase am hdchsten, weniger
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sensitiv in der G,-Phase und am wenigsten in der spdten S-Phase (Sinclair et Morton 1966).
Das bedeutet, dass in der spédten S-Phase deutlich mehr Zellen eine Bestrahlung iiberleben als
in der G,- oder M-Phase.

Die Zellen nutzen komplizierte Proteinsignalsysteme, um einen strahleninduzierten Schaden
an der DNA und der Zellmembran zu erkennen. Bei Detektion des Schadens wird durch
intrazelluldre Signalkaskaden die Aktivitit der Gene moduliert, die zur Apoptose, zum
Zellzyklusarrest oder zur Reparatur des DNA-Schadens fiihren. Fiir eine addquate Antwort ist
daher die Aktivierung und Inhibierung vieler zelluldrer Molekiile notwendig (Lewanski et
Gullick 2001).

Der durch die Bestrahlung induzierte DNA-Schaden fithrt zu einer Aktivierung von
Checkpoint-Genen und zu einem Stopp der Progression innerhalb des Zellzyklus. Das heil3t,
es kommt zu einem kontrollierten zeitlichen Arrest in einer bestimmten Zellzyklusphase, in
der eine Reparatur des gesetzten Schadens durch DNA-Reparatursysteme moglich ist, bevor
die Zelle durch Mitose geteilt wird (Hartwell et Weinert 1989). Es werden der G;- und der G-
Checkpoint unterschieden. Die Aktivierung des G,-Checkpoints verhindert die Replikation
zerstorter DNA vor Eintritt der Zelle in die S-Phase, die Aktivierung des G,-Checkpoints
verhindert die Trennung aberranter Chromosomen wihrend der Mitosephase (Kaufmann et
Paules 1996).

Ein entscheidendes Protein, das am Anfang der Checkpoint-Aktivierungskaskade steht, ist das
Ataxia teleangiectasia mutated-Gen (ATM) (Samuel et al. 2002). Es wird nach
strahleninduzierter Schidigung der DNA aktiviert und fithrt zur Phosphorylierung von
nachgeschalteten Proteinen wie p53, MDM2 und CHK2 (human checkpoint-Kinase 2)
(Bakkenist et Kastan 2003). Die Bedeutung von ATM fiir den Zellzyklus-Arrest nach
Bestrahlung konnten Paules et al. 1995 feststellen, indem sie bei Zellen von Patienten, die an
Ataxia teleangiectatica litten, einen defekten G- und G,-Arrest zeigen konnten (Paules et al.
1995). Die Aktivierung von CHK2 durch ATM fiihrt iiber eine Hemmung cyclinabhédngiger
Kinasen zu einem G,-Arrest, der Aktivierung von p53 durch ATM folgt eine Aktivierung von
p21, die ebenfalls iiber Inhibierung cyclinabhingiger Kinasen in einem G1-Arrest endet. Die
Zyklusverzogerung in der G,-Phase scheint dabei im Hinblick auf einen moglichen Eintritt in
die Apoptose die bedeutendste zu sein (Cohen-Jonathan et al. 1999; Pawlik et Keyomarsi
2004).

Mutationen in den Zellzyklus-regulierenden Genen finden sich hédufig in humanen Tumoren,
was zu einer erhdhten Resistenz der Tumorzellen gegeniiber ionisierenden Strahlen fiihren

kann (Teyssier et al. 1999).
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1.5.3 Strahleninduzierter Zelltod

Der Bestrahlung einer Zelle folgt neben der Zellmembranschiddigung vor allem der Einzel-
oder Doppelstrangbruch der nukledren DNA, so dass daraus der Tod der Zelle resultieren
kann. Hierbei werden 2 Formen unterschieden: die Apoptose und die Nekrose (Pawlik et
Keyomarsi 2004).

Die Apoptose ist die Antwort der Zelle auf einen entdeckten DNA-Schaden oder auf eine
Schidigung der Zellmembran und beschreibt den aktiven, programmierten Zelltod. Sie
verhindert das Fortbestehen einer Zelle mit genetischen Mutationen und besitzt somit
schiitzende Eigenschaften fiir den Organismus. Histologisch kennzeichnend fiir diesen
Prozess ist die DNA-Fragmentierung des Kerns, die Chromatinkondensierung, die
membrangebundenen Apoptosekdrperchen sowie die Eosinophilie des Zytoplasmas (Cohen-
Jonathan et al. 1999; Pawlik et Keyomarsi 2004).

Im Gegensatz dazu ist die Nekrose ein passiver Prozess. Sie ist die hdufigste Form des
Zelltods nach Bestrahlung. Zwar passieren geschddigte Zellen noch die M-Phase, jedoch
kommt es durch die Doppelstrangbriiche der DNA zu Chromosomenaberrationen der
Tochterzelle, die somit letale chromosomale Fehler aufweist (Revell 1983; Bryant 1984).
Charakteristisch fiir die Histologie der Nekrose ist die Zellschwellung, die Dilatation
zytoplasmatischer Vesikel sowie der zufdllige DNA-Abbau (Cohen-Jonathan et al. 1999,
Pawlik et Keyomarsi 2004).

Ein entscheidendes Protein flir die Aktivierung der strahleninduzierten Apoptose ist das
Tumorsuppressorgen p53. Es reguliert die Expression vieler Proteine, die in den Apoptoseweg
involviert sind. Unter anderem phosphoryliert es das BAX, das einen direkten apoptotischen
Effekt auf die Zelle besitzt (Fei et El-Deiry 2003). Ein anderes durch p53 induzierbares
Protein ist der FAS-Rezeptor an der Zellmembran (Owen-Schaub et al. 1995). p53 kann also
sowohl zum G1-Zellzyklus-Arrest als auch zur Apoptose fithren. Welcher dieser beiden Wege
eingeschlagen wird, ist von der Menge an p53 sowie von bestimmten posttranslationalen
Modifikationen abhédngig (Pawlik et Keyomarsi 2004). Mutationen im p53-Gen die in vielen
humanen Tumoren zu finden sind, sind hdufig mit einer raschen Tumorprogression sowie mit

einer Resistenz gegen die Radiojodtherapie assoziiert (Lewansi et Gullick 2001).
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1.6  Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

In der radiobiologischen Forschung wird die strahleninduzierte intrazelluldre
Signaltransduktion, Genregulation sowie Proteintranskription sehr genau untersucht. Jedoch
ist wenig bekannt dariliber, wie sich der Rezeptorstatus auf der Zellmembran als Folge der
veranderten intrazelluldren Abldufe verdndert. Das ist deshalb interessant, weil dadurch
eventuell Aussagen liber die Vitalitit der Zelle nach Bestrahlung getroffen werden konnen.
Diese auf der Zellmembran exprimierten Rezeptoren lassen sich mit einem radioaktiv
markierten rezeptorspezifischen Peptid szintigraphisch darstellen. Es ist beispielsweise nach
einer Bestrahlung von Hirntumoren radiologisch nur schwer moglich zwischen nekrotischem
und vitalem Tumorgewebe zu unterscheiden, was die Nachsorge dieser Patienten deutlich
erschwert. Zudem konnten durch Bestrahlung vermehrt exprimierte Rezeptoren ideale
Angriffspunkte fiir eine nuklearmedizinische Peptidtherapie darstellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte zundchst das Vorhandensein von CCK-B/Gastrin-
Rezeptoren und Somatostatin-Rezeptoren bei sechs Glioblastomzelllinien und einer exokrinen
Pankreastumorzelllinie in  vitro untersucht werden. Im  Gegensatz zu den
Glioblastomzelllinien ist der positive Rezeptorstatus bei der exokrinen Pankreastumorzelllinie
AR42] sowohl fiir das CCK-B/Gastrin als auch fiir das Somatostatin eindeutig belegt
(Scemama et al. 1987; Seva et al. 1990; Gunther et al. 2003; Viguerie et al. 1988; Vidal et al.
1994; Froidevaux et al. 1999; Hofsli et al. 2002).

Bei positivem CCK-B/Gastrin- und/oder SST-Rezeptorstatus sollte das Verhalten und die
Regulation der Rezeptorexpression auf externe Bestrahlung in vitro untersucht werden. Dabei
wurde die Anderung der Rezeptorexpression in Abhingigkeit von der Zeit nach der externen
Bestrahlung besonders beobachtet.

Als nédchster Schritt sollten die in vitro-Ergebnisse in in vivo-Experimenten bei
tumortragenden Nacktmdusen bestitigt werden. Dafiir wurde in Bioverteilungsstudien die
Anreicherung von mit einem Radiometall markierten Gastrin- und Somatostatin-Derivat
(‘"In-DTPA-DGIu'-minigastrin und '"'In-DTPA-D-Phe'-Octreotid) in den Organen sowie in
dem subkutan wachsenden Tumoren zu einem bestimmten Zeitpunkt nach externer
Bestrahlung untersucht, um somit von dem Radiopeptiduptake auf die Rezeptorexpression

schlieBen zu konnen.

15



2. Material und Methoden

Die Materialien wurden, falls nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen: die
Materialien fiir die Zellkultur von der Firma Greiner, Frickenhausen, Deutschland; die
Kulturmedien RPMI 1640 und DMEM von der Firma PAN-Biotech, Aidenbach,
Deutschland; die Kulturzusitze von der Firma PAA, Pasching, Osterreich; die unmarkierten
Peptide SMS-14 und Minigastrin von der Firma Bachem, Heidelberg, Deutschland; die
Chemikalien von der Firma Merck, Darmstadt, Deutschland.

Die Messung der Radioaktivitét erfolgte am Gamma-Counter COBRA II der Firma Packard,
Groningen, Niederlande. Die Bestrahlungen wurden mit dem Linearbeschleuniger PRECISE

(Elekta Oncology Systems) durchgefiihrt.

2.1  Zellkultur

2.1.1 Zelllinien und Kultur

Die Versuche wurden an folgenden Glioblastomzelllinien durchgefiihrt: G109 (human,
sekunddres GBM), G139 (human, de novo GBM), C6 (Ratte); LN 18, LN 229, LN 308
(human).

Die G109- und G139-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 10% fetalem
Kiélberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin, die C6-, LN18-, LN229- und LN308-
Zellen in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) unter Zusatz von 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin, sowie zusitzlich 1% L-Glutamin bei C6, in 550 ml
Zellkulturflaschen kultiviert.

Ein kompletter Wechsel des Nahrmediums erfolgte alle 2 - 3 Tage.

Bei einer Konfluenz von 80 - 90% wurden diese als adhdrenter Monolayer wachsenden Zellen
passagiert. Dazu wurde zundchst das Medium aus der Flasche abgesaugt, 5 ml

Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und bei 37°C im Brutschrank fiir 5 Minuten inkubiert.
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Die nun abgeldsten Zellen wurden in Einmalréhrchen pipettiert, mit 10 ml frischem Medium
versetzt und bei 1200 U/min 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet in 10 ml frischem Medium gelost. G109-, G139-, LN18-, LN229- und LN308-
Zellen wurden im Verhéltnis 1:3 — 1:5, die C6-Zellen im Verhéltnis 1:20 — 1:30 auf neue

Zellkulturflaschen aufgeteilt.

Ebenfalls wurden Experimente mit der exokrinen Pankreastumorzelllinie der Ratte AR42]
durchgefiihrt. Diese adhdrent wachsenden Zellen wurden in DMEM-Medium unter Zusatz
von 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% BME-Vitaminen in 550 ml
Zellkulturflaschen kultiviert und bei einer Konfluenz von 60 - 70% im Verhiltnis 1:4

subkultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage.

Der Mediumwechsel sowie das Passagieren der Zellen wurden unter sterilen Bedingungen an
einer Workbench durchgefiihrt und die Zellen in einem Brutschrank (beides Firma Heraeus,

Hanau, Deutschland) bei 37°C in einer mit 5% CO, angereicherten Luft gelagert.

2.1.2 Kryokonservierung der Zellen

Als Einfriermedium diente das fiir die jeweilige Zelllinie hergestellte Medium (siche 2.1.1.)
mit einem Zusatz von 10% Dimethylsulfoxid (DMSO; Fluka, Buchs, Schweiz). Zunichst
wurden die einzufrierenden Zellen mit 5 ml Trypsin/EDTA versetzt, 5 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert, danach die gelosten Zellen mit 10 ml frischem Medium in ein
Einmalréhrchen gegeben und bei 1200 U/min 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Zellpellet in 5 ml des frisch hergestellten und steril filtrierten Einfriermediums
gelost und jeweils 1 ml davon in ein Kryorohrchen pipettiert. Diese wurden umgehend in
einem Styroporbehélter (Wanddicke 3 - 4 cm) gegeben und direkt in einen Tiefgefrierschrank
(-80°C) gestellt. Dort konnten die Zellen entweder zur Kurzzeitkonservierung fiir 2 - 4
Monate gelagert oder zur Langzeitkonservierung nach 24 h in den Fliissigstickstoftbehilter

(=196°C) tiberfiihrt werden.
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2.1.3 Auftauen eingefrorener Zellen

Die im Tiefgefrierschrank bei —80°C oder im Fliissigstickstoffbehélter bei —196°C gelagerten
Kryoréhrchen wurden sofort nach Herausnahme im Brutschrank bei 37°C erwérmt und,
sobald der gesamte Inhalt fliissig war, in eine Zellkulturflasche (250 ml) mit 12 ml auf 37°C
angewirmtem Medium pipettiert.

Nach 24 h folgte ein Mediumwechsel zur Entfernung des DMSO-haltigen Einfriermediums.

2.1.4 Sphiroidwachstum bei LN18-Zellen

LN18 Zellen wurden im Verhédltnis 1:5 in eine neue Zellkulturflasche ausgesit. Ein
Mediumwechsel wurde alle 2 Tage durchgefiihrt, jedoch erfolgte trotz eines absolut dichten
Monolayers und einer Konfluenz von 100% keine Subkultivierung der Zellen. Es kam zur
Uberwucherung des Flaschenbodens und folglich zur Abldsung vieler zuvor adhirenter
Zellen. Diese wurden beim Mediumwechsel entfernt. Die weiterhin adhdrenten Zellen
begannen nach circa 3 Wochen, sich sphéroidartig zusammenzulagern und im Laufe der Zeit

an GroBe und Durchmesser zuzunehmen.

2.1.5 Stimulation von G109-Zellen mit AR42J-Medium

Zundchst wurde das Medium von RPMI 1640 auf DMEM unter Zusatz von 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin umgestellt. Nachdem kein Unterschied in der Morphologie und im
Wachstumsverhalten der Zellen zu den in RPMI 1640 kultivierten Zellen zu erkennen war,
wurden sie 1 Woche lang mit 1 - 2 Tage in AR42J-Kultur benutztem und nach dem
Abpipettieren steril filtriertem Medium weiter kultiviert. Durch die von AR42J-Zellen in das
Medium sezernierten Proteine sollte SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression der

Glioblastomzelllinie G109 initiiert werden.
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2.2 Peptidmarkierung mit dem Radionuklid '"'In

2.2.1 Markierung des Somatostatinanalogons Octreotid mit '"'In

Die Markierung erfolgte mittels eines vorgefertigten Kits der Firma Mallinckrodt (Petten,
Niederlande).

1,1 ml Lésung enthielt '''In als Indium(III)-chlorid 15x10°® mg (0,68 nmol) entsprechend 122
MBq am Aktivititsreferenzzeitpunkt. Diese wurde in ein Flaschchen, das 10 pg Octreotid in
18 mg Trockensubstanz enthielt, zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubationsphase entstand
gebrauchsfertiges '''In-Octreotid, das mit 2 ml physiologischer Kochsalzlosung (0,9%)

verdiinnt wurde, um ein leichter zu handhabendes Volumen zu erhalten.

2.2.2 Markierung von DTPA-DGlu'-minigastrin mit '"'In

Zu 1 pul DTPA-DGIu'-minigastrin (c= 7x10”mol/l) wurde 100 pl eines 0,5 M Natriumacetat-
Puffers (pH 5.,4) in ein Eppendorff-Gefdll gegeben. AnschlieBend wurden 18,5 MBq frisches
""InCl; dazu pipettiert und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

2.2.3 Qualititskontrolle der Markierung

Eine Sep-Pak C-18-Kartusche (Waters, Milford, Massachusetts, USA) wurde zunichst mit
2 ml Methanol, dann mit 2 ml 0,5 M Natriumacetat-Puffer pH 5,4 (NaAc-Puffer) durchspiilt.
1 pl vom '""In markierten DTPA-DGlu'-minigastrin bzw. '''In-Octreotid wurde auf die
Kartusche gegeben und diese erst mit 2 ml NaAc-Puffer, danach mit 2 ml Methanol
durchspiilt und jede Fraktion in einem Réhrchen aufgefangen, so dass das unmarkierte '''In
(im Puffer) von '"'In markierten DTPA-DGlu'-minigastrin (im Methanol) getrennt wurde. Die
Kartusche wurde in ein drittes Rohrchen gegeben.

Die drei Rohrchen wurden im Bohrlochmessplatz gemessen (in cpm).

Das Ergebnis der Markierung wird als Anteil des nicht markiertes '''In dargestellt.
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cpm (Puffer) x 100
cpm (Puffer) x cpm (Methanol) x cpm (Kartusche)

= 9 nicht markiertes '''In

2.3 Blockierungsversuche der CCK-B/Gastrin- und SST2-Rezeptoren

Die Blockierungsversuche von '''In-DTPA-DGlu'-minigastrin an den CCK-B/Gastrin-
Rezeptor wurden an den AR42J-Zellen, den sechs in 2.1.1. aufgefiihrten
Glioblastomzelllinien, den LNI18-Sphiroiden, den mit AR42J-Medium stimulierten
G109-Zellen, den mit 8 und 16 Gy bestrahlten G109- und LN229-Zellen nach 40 und 60
Stunden sowie bei den mit 4, 8, bzw. 16 Gy bestrahlten AR42J Zellen jeweils nach 24, 48,
72,96, 120 und 168 Stunden durchgefiihrt.

Die Blockierungsversuche von '''In-Octreotid an den SST2-Rezeptor erfolgten auf die gleiche
Weise an den AR42J-Zellen, den Glioblastomzelllinien G109, G139, LN 18, LN 229 und C6,
den mit AR42J-Medium stimulierten G109-Zellen, den mit 8§ und 16 Gy bestrahlten G109-
Zellen nach 40 und 60 Stunden und den mit 4,8 oder 16 Gy bestrahlten AR42J-Zellen jeweils
nach 24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 Stunden.

Die jeweiligen Zellen wurden 2 - 3 Tage vor Versuchs- bzw. Bestrahlungsbeginn (auf3er
LN18-Sphéroide, s. 2.1.4.) in 6-Well-Platten (Durchmesser 3 cm pro Well) ausgesit.

Vor Versuchsbeginn wurde die Platte in zwei Gruppen a 3 Wells eingeteilt, das Nahrmedium,
das 24 h zuvor gewechselt wurde, abgesaugt und in jedes Well 1 ml Reaktionsmedium,
bestehend aus DMEM- bzw. RPMI1/1640-Medium (je nach Zelllinie) unter Zusatz von 1%
BSA (bovines Serumalbumin; Fluka, Buchs, Schweiz) hinzugegeben. In die drei Wells der
zweiten Gruppe wurde nun als Blocksubstanz unmarkiertes Somatostatin-14 (Ala-Gly-Cys-
Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys) bzw. unmarkiertes humanes Minigastrin
(Leu-(Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe) in einer Konzentration von 1x10° M pipettiert.
Danach wird in alle Wells annihernd 16 kBq ''In-Octreotid bzw. ''In-DTPA-DGlu'-
minigastrin (Markierung s. 2.2.2.) zugegeben und fiir 20 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und zwei Mal mit je 1 ml PBS gewaschen, um

ungebundene Liganden zu entfernen.
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Mit 1 ml IM Natronlauge (NaOH) pro Well wurden die Zellen lysiert, das Zelllysat in ein
Rohrchen tiberfiihrt und in einem Gamma-Counter gemessen.

Bei den Bestrahlungsversuchen mit den AR42J-Zellen wurde sowohl bei den Kontrollzellen
als auch bei den mit 4, 8 bzw.16 Gy bestrahlten Zellen ein Well fiir die Bestimmung der
Zellzahl genutzt. Dazu wurde nach den zwei Waschschritten mit PBS in ein Well 1 ml
Trypsin/EDTA pipettiert und 5 Minuten inkubiert, bis alle Zellen vom Boden abgelost waren.
Diese wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezihlt und die Zellzahl pro Well bestimmt,
um den Peptiduptake pro Zelle zu ermitteln.

Der spezifische Peptiduptake wurde folgendermallen berechnet:

Mittelwert Gruppe 1 (Radiopeptid) — Mittelwert Gruppe 2 (Radiopeptid + Blocksubstanz)

2.4 Internalisierung der CCK-B/Gastrin- und SST2-Rezeptoren bei AR42J

Die AR42J-Zellen wurden 3 Tage vor Versuchsbeginn in zwei 6-Well-Platten ausgesit und
24 Stunden vorher ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

Zunichst wurden die zwei 6-Well-Platten in 4 Gruppen & 3 Wells eingeteilt. Jedes Well wurde
mit 1 ml PBS gewaschen und 1 ml DMEM unter Zusatz von 1% BSA als Reaktionsmedium
zugesetzt. In die Wells der Gruppen 3 und 4 wurde als Blocksubstanz wie bei den
Blockierungsversuchen (s.2.3) unmarkiertes Somatostatin-14 bzw. unmarkiertes humanes
Minigastrin in einer Konzentration von 1x10° M zugegeben. Dann wurde, nach Zugabe von
ca. 16 kBq '"'In-Octreotid bzw. '''In-DTPA-DGlu'-minigastrin in jedes Well, bei 37°C fiir 20
Minuten inkubiert, um die Internalisierung der Rezeptor-Ligand-Komplexe zu initiieren. Nach
Absaugen des Uberstandes wurde den Gruppen 1 und 3 je 1 ml PBS, den Gruppen 2 und 4 je
1 ml saurer 0,05 M NaAc-Puffer (pH 3) zum Ablésen der nicht internalisierten Rezeptoren
von der Zelloberfliche zugesetzt und 6 min auf Eis inkubiert, um die Internalisierung zu
stoppen. Anschlieend wurde jedes Well mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und 1 ml 1 M
NaOH zur Zelllyse in jedes Well hineingegeben. Das Zelllysat wurde in ein Rdhrchen
iiberfiihrt und im Gamma-Counter gemessen.

Zur Auswertung wurde der Mittelwert (MW) der jeweiligen Gruppe gebildet und die

Internalisierung der Rezeptor-Ligand-Komplexe nach folgender Formel berechnet:
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MW 2 (Radiopeptid + NaAc) — MW 4 (Radiopeptid + NaAc + Blocksubstanz) x 100
MW 1 (Radiopeptid) - MW 3 (Radiopeptid + Blocksubstanz)

= % internalisierte Rezeptoren

Die Puffer und das Reaktionsmedium wurden sowohl bei den Blockierungs- als auch bei den

Internalisierungsversuchen am Versuchstag neu hergestellt.

2.5 Bestrahlung der Zellkulturen in vitro

2.5.1 Aufbau

Die 6-Well-Platten mit den zu bestrahlenden adhirenten Monolayerzellen wurden auf einer
1,2 cm hohen Platte (40x40 cm), die dem Aufbaueffekt dient, in die Mitte des
Linearbeschleunigertisches positioniert. Auf die 6-Well-Platte wurden 5 jeweils 1 cm hohe
Platten (40x40 cm) als Riickstreumaterial gelegt. Durch die Tischplattenhohe von 1 mm, die
12 mm hohe Platte fiir den Aufbaueffekt und den 2 mm Abstand des Monolayers vom Boden
der 6-Well-Platte ergab sich eine Hohe von 15 mm von der Unterseite des Tisches bis zu den

Zellen. Der Fokus-Herd-Abstand betrug 98,5 cm (Abb. 2.1.).
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Rickstreumaterial
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/ Abstand Tisch-Zellen 15 mm
Tischplatte 1 mm Fokus-Herd-
Abstand
98,5 cm
\ 4

Gantry 180 °

Abb. 2.1: Skizze zum Autbau der Zellbestrahlungsexperimente in vitro
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Abb. 2.2: Foto zum Aufbau der Zellbestrahlungsexperimente in vitro

2.5.2 Dosierung und Bestrahlungsparameter

Die Zellen wurden am Linearbeschleuniger PRECISE (Elekta) mit einer Energie von 6 MeV
Photonen bestrahlt.

Die Dosierung erfolgte auf eine Tiefe von 15 mm, das Maximum der Einzellherddosis (EHD),
lag mit 100% in 15 mm.

Die Gantrystellung betrug 180°, die Collimatordrehung 0°. Die Herdtiefe (HT) lag bei 15 mm,
der Fokus-Herd-Abstand (FHA) bei 98,5 cm. Keile wurden nicht verwendet.

Die Feldform wurde mit X = 40 cm und Y = 40 cm symmetrisch gewéhlt. Die Grof3e des
Feldes entsprach der Grof3e der Platten fiir den Aufbaueffekt und der Riickstreuplatten.

Aus den oben genannten Parametern ergaben sich fiir eine Dosis von 2 Gy 175,43
Monitoreinheiten (ME) am Linearbeschleuniger PRECISE, das entsprach fiir 4 Gy 350,86
ME, fiir 8 Gy 701,72 ME und fiir 16 Gy 1403,33 ME.
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Der Fehler bei der Bestrahlung betrug jeweils maximal + 2% der applizierten Dosis (Gy).

2.5.3 Bestrahlungsexperimente der Zellkulturen in vitro

Die Glioblastomzelllinien G109 und LN 229 wurden mit 8 und 16 Gy bestrahlt und nach 40
und 60 Stunden ein Rezeptorblockversuch (wie in 2.3 beschrieben) sowohl mit '''In-Octreotid
als auch mit '"'In-DTPA-DIu'-minigastrin durchgefiihrt.

Die AR42J-Zellen wurden mit 4, 8 bzw. 16 Gy bestrahlt und Blockversuche fiir beide Peptide
zwischen 4 und 168 Stunden durchgefiihrt .

Bei jedem Versuch wurde parallel der Peptiduptake fiir unbestrahlte Zellen gemessen.

Zudem wurden AR42J-Zellen zur Ermittlung der Wachstumskurven ebenfalls mit 4, 8 bzw.

16 Gy bestrahlt und die Zellen pro Well nach 24, 48, 72, 96, 120 und 168 h ausgezihlt.

2.6  Tierexperimente

Um die Resultate des Peptiduptakes nach Bestrahlung der AR42J-Zellen in vivo zu
bestdtigen, wurden subkutan in Nacktmiusen gewachsene AR42J-Tumoren mit 10 Gy
bestrahlt und nach 42 Stunden der spezifische Peptiduptake des Tumors und der Organe fiir
""In-Octreotid und fiir '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin gemessen (jeweils 3 Miuse). Parallel
dazu wurde der Peptiduptake bei Miausen mit unbestrahlten Tumoren ermittelt (fiir jedes

Peptid ebenfalls je 3 Méuse).

2.6.1 Injektion von AR42J-Zellen in die Maus

Pro Nacktmaus wurden etwa 1 Million AR42J-Zellen aus einer in vitro Zellkultur subkutan
injiziert. Nach 4 - 6 Wochen war ein deutlich abgrenzbarer Tumor sichtbar. Dieser sollte
moglichst an der Hinterflanke lokalisiert sein, um die Maus bei der Bestrahlung so zu lagern,
dass der Zentralstrahl unter maximaler Schonung der umliegenden Gewebe und Organe

optimal auf den Tumor eingestellt werden kann.
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2.6.2 Sedierung der Maus

Zur Sedierung der Maus wihrend der Bestrahlung diente eine physiologische NaCl Losung
(0,9%) mit einem Anteil von 12% Hostaket® (Ketamin) und 8% Rompun 2%® (Xylazin). Es
wurden 0,1 ml pro 10 g/KG subkutan in die Maus injiziert; die Sedierung hielt etwa

30 - 45 min an.

2.6.3 Lagerung und Bestrahlung der Maus

Um die Maus wihrend der Bestrahlung optimal zu fixieren wurde eine Plexiglasvorrichtung
angefertigt.

Zwischen die jeweils 1,2 cm breiten, senkrecht stehenden und verschiebbaren Plexiglaswénde
wurde auf den Boden ein Pappkarton zur Lagerung der Maus gelegt, so dass der innere
Abstand zwischen den Plexiglaswinden 5,9 cm betrug. Die Maus wurde so gelagert, dass der
an der Hinterflanke lokalisierte Tumor an exponierter Stelle oben lag. Um die Maus wurde ein
zum Halbkreis geformtes Maskenmaterial, das zur Anfertigung von Kopfmasken zur
Schéidelbestrahlung verwendet wird, gelegt und an den Tumor anmodelliert. Auf das
Maskenmaterial wurden mit Wasser gefiillte Luftballons gelegt, um die durch die Luft
verursachte Dosisabweichung minimal zu halten. Durch das Maskenmaterial wurde das

Gewicht der Ballons abgefangen und nicht auf die sedierte Maus iibertragen.

Die Bestrahlung des Tumors erfolgte am Linearbeschleuniger PRECISE mit 6 MeV
Photonen. Der Zentralstrahl wurde auf den Tumor gerichtet. Der Tumor wurde mit zwei
opponierenden Feldern und einer Dosis von jeweils 5 Gy pro Feld (entstrechend 255,75 ME
pro Feld) bestrahlt. Die Gantrydrehung betrug 90° bzw. 270°.

Die Berechnungen der Monitoreinheiten erfolgten unter Einbeziechung der Abmessungen zum

Versuchsaufbau mit Hilfe des Programms HELAX.
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Abb. 2.3: Lagerung der Maus fiir die Bestrahlung

2.6.4 Biodistribution der markierten Radiopeptide

48 Stunden nach der Einzeitbestrahlung des Tumors mit 10 Gy wurden zur Bestimmung des
""In-Octreotid- bzw. '''In-Minigastrin-Uptakes der einzelnen Organe und des Tumors 0,37
MBq '"'In-Octreotid bzw. 0,37 MBq '"'In-DTPA-DGIlu'-minigastrin, verdiinnt auf 100 ul mit
physiologischer Kochsalzlosung, in die Schwanzvene der Maus injiziert. Pro Peptid wurden
drei bestrahlte und drei unbestrahlte AR42J-tumortragende Méause untersucht (insgesamt 12
Nacktmaéuse).

Drei Stunden nach der Injektion wurden die Méuse durch zervikale Dislokation getdtet, der
Tumor, Herz, Lunge, Milz, Pankreas, Magen, Leber, Niere, Nebenniere, Diinndarm, Muskel
und Knochen freipréipariert und entnommen; Blut wurde in einem Kapillarréhrchen aus der
Aorta entnommen (0,075g). Anschlieend wurde das Gewicht bestimmt und der Peptiduptake

im Gamma-Counter gemessen. Zudem wurde die Aktivitit der drei Standardmesswerte,
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jeweils 10% der in die Schwanzvene injizierten Ldsung, bestimmt. Um die injizierte
Gesamtaktivitiat zu erhalten, musste der Mittelwert der Standards noch mit dem Faktor 10
multipliziert werden.

Zur Darstellung der Resultate wurde die von dem Tumor und den Organen aufgenommene

Aktivitét als % der injizierten Dosis pro Gramm Organgewicht (%injiz.Dosis/g) berechnet.

Organuptake x 100
(Mittelwert Standard x 10) x Organgewicht (g)

= 9% injiz.Dosis/g

2.7 Histologische Aufarbeitung der Tumore

Nach der Gewichtsbestimmung und der Messung des Peptiduptakes wurden sowohl die
bestrahlten als auch die unbestrahlten Tumoren und Organe sofort in Paraformaldehydlosung
fixiert und, nach dem Einbetten der Tumoren in Paraffin und Schneiden der Paraffinblocke

mit dem Mikrotom, mit Hadmalaun-Eosin (H.E) gefarbt.

2.7.1 Fixierung in Paraformaldehyd

Zunichst wurde ein zweifach konzentrierter Sorensen-Puffer (0,1 M ; pH 7,4) hergestellt.
Dazu wurden in 500 ml Aqua dest. 3,08 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH,PO, x H,O) und 14,3 g Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO, x 2 H,O) gel6st.
Fiir die Paraformaldehydlosung wurden 4 g Paraformaldehyd und 50 ml Aqua dest. in einem
Erlenmeyerkolben erhitzt, 2 Tropfen 1 M NaOH zugegeben und solange geriihrt, bis die
Losung klar wurde.

Es wurden 50 ml Soérensen-Puffer dazugegeben, die Losung auf Eis abgekiihlt und der pH-
Wert mit Indikatorstdbchen iiberpriift und bei Bedarf korrigiert (pH 7,4).

Die herauspréparierten Tumoren und Organe wurden 24 Stunden bei 4°C in der gepufferten
Paraformaldehydldsung fixiert. AnschlieBend wurde die Paraformaldehydlosung durch einen
einfach konzentrierten Sorensen-Puffer ersetzt und dieser noch einmal gewechselt. Darin
blieben die Organe und Tumoren iiber Nacht gelagert. Danach wurden die Tumoren und

Organe zuerst fiir 30 Minuten in 50% Isopropanol-, dann in 70% Isopropanolldsung gelegt.
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Diese wurde noch zweimal gewechselt. Die Tumoren und Organe konnten bis zur Einbettung

in Paraffin darin gelagert werden.

2.7.2 Paraffineinbettung

Vor der Paraffineinbettung wurden die Tumoren und Organe zuerst fiir 2 Stunden in 90%
Isopropanol-, dann fiir 1 Stunde in 90% Isopropanollésung, 3 x 1,5 Stunden in 100%
Isopropanol und 3 x 2 Stunden in Methylbenzoat gewaschen. Die Paraffineinbettung erfolgte
darauthin fir 2 x 3 Stunden in Paraplast. Die Paraffinblocke konnten danach mit dem

Mikrotom geschnitten und auf Objekttragern fixiert werden.

2.7.3 Farbung der Paraffinschnitte mit Himalaun-Eosin

Die Paraffinschnitte wurden zunichst fiir 2 x 15 Minuten in Xylol gelegt, dann fiir 2 x 3
Minuten in 100% Isopropanol und jeweils 3 Minuten in 96%-, 90%-, 80%-, 70%- und 50%
iger Isopropanollosung. Dann wurden die Schnitte mit Aqua dest. gespiilt, 2 Minuten in
Mayers Hémalaunlosung gefirbt, wieder mit Aqua dest. gespiilt und 2 Minuten in
Leitungswasser gebliut.

Nun folgte die Eosinfiarbung, wozu die Schnitte fiir 10 Sekunden in Eosin G 1%-Ldsung
gelegt und darauthin mit Aqua dest. gespiilt wurden. Nach diesem Schritt war eine Kontrolle
der Farbung unter dem Mikroskop moglich.

Es folgten Waschschritte erst fiir einige Sekunden, dann fiir 1 Minute in 96%
Isopropanollosung, 2 x 1 Minute in 100% Isopropanol und 2 x 3 Minuten in Xylolldsung, ehe

die Paraffinschnitte mit Eukitt® eingedeckt werden konnten.
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2.8 Statistik
Die Bestimmung einer spezifischen oder unspezifischen Peptidbindung wurde mit dem

Student t-Test durchgefiihrt. Dabei spricht ein p-Wert >0,05 fiir eine unspezifische, ein p-

Wert < 0,05 fiir eine spezifische Peptidbindung an den jeweiligen Rezeptor.
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3. Ergebnisse

3.1  Qualititskontrollen der ""'In markierten Peptide

Zu Beginn der Versuche wurden Qualititskontrollen des mit '''In markierten Octreotid bzw.
DTPA-DGlu'-minigastrin durchgefiihrt. Voraussetzung fiir den Einsatz in den Versuchen war
ein Anteil von mehr als 90% '''In markiertem Peptid in der Lésung und weniger als 10 %

freiem Nuklid.

3.2  CCK-B/Gastrin- und SST-Rezeptornachweis bei Glioblastomzelllinien

Das Ziel der Blockierungsversuche bestand darin, eine spezifische Rezeptorbindung von
Peptiden an Zelloberflichen darzustellen, um somit das Vorhandensein von Rezeptoren zu
beweisen.

In den nachfolgend aufgefiihrten Versuchen wurde das Vorhandensein von zwei Rezeptoren
untersucht: der CCK-B/Gastrin-Rezeptor und der Somatostatin-Rezeptor (Subtyp 2) [SSTR2].
Zur CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Untersuchung wurde ein Teil der Zellen mit '''In-DTPA-
DGlu'-minigastrin allein, der andere Teil zusitzlich mit dem unmarkierten humanen
Minigastrin zur Blockierung eventuell vorhandener Rezeptoren inkubiert. Fiir die SSTR2
Bestimmung wurde als radioaktiv markiertes Peptid das '''In-Octreotid und als Blocksubstanz
unmarkiertes  Somatostatin-14  eingesetzt. Die  Konzentration der eingesetzten
Blocksubstanzen betrug ca. 1x10°M, da hierbei alle fiir das Peptid spezifischen Rezeptoren
durch das unmarkierte Peptid besetzt werden. Somit blieben dem markierten Peptid keine
freien Bindungsstellen. Die Aktivitidt der zugegebenen markierten Peptide betrug in allen
Versuchen anndhernd 16 kBq. Der Uptake der Zellen wurde in einem Gammacounter
gemessen und als counts pro Minute (cpm) berechnet.

Der Uptake der Zellen, die mit dem Radiopeptid inkubiert wurden, wird in den folgenden
Tabellen als ,,Uptake heiB* bezeichnet, ,,Uptake geblockt“ bedeutet Peptiduptake bei

zusdtzlicher Gabe des unmarkierten Peptids. Bei einem signifikanten Unterschied der
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Mittelwerte dieser Messergebnisse (p<0,05) kann von einer spezifischen Rezeptorbindung des
Peptids ausgegangen und somit der Rezeptornachweis erbracht werden. Ist die
Uptakedifferenz jedoch nicht signifikant (p>0,05), spricht dies fiir eine unspezifische

Peptidbindung und daraus resultierend fiir nicht vorhandene Peptidrezeptoren.

3.2.1 Blockierungsversuche mit '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin

Bei den sechs kultivierten Glioblastomzelllinien (G109, G139, LN18, LN229, LN308, C6)
konnte in den Blockierungsversuchen mit '''In-DTPA-DGlu'-minigastrin kein spezifischer
Minigastrin-Uptake der Zellen gemessen und somit kein CCK-B/Gastrin-Rezeptor in vitro
nachgewiesen werden. Bei allen sechs Zelllinien konnte kein signifikanter Unterschied
(p>0,05) im Uptake zwischen den Zellen, die mit dem Radiopeptid inkubiert wurden und
denjenigen, deren eventuell vorhandene Rezeptoren zusétzlich durch unmarkiertes kaltes

Peptid blockiert wurden, gemessen werden (Tab. 3.1).

Zelllinie Uptake heil} SD Uptake geblockt | SD
G109 208 17 186 30
G139 323 106 185 26
LNI18 357 122 237 29
LN229 183 16 163 22
LN308 322 69 371 98
C6 296 14 188 12

Tab. 3.1 : '"In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake (cpm) bei 6 Glioblastomzelllinien in vitro
(SD = Standardabweichung)

3.2.2 Blockierungsversuche mit ''In-Octreotid

Bei den Glioblastomzelllinien G109, G139, LN18, LN229 und C6 lie3 sich durch
Blockierungsversuche mit '''In-Octreotid kein spezifischer Peptiduptake messen und somit
kein SSTR2 nachweisen. Der Unterschied im Peptiduptake zwischen den Zellen, die mit '''In-
Octreotid allein und den Zellen, denen =zusitzlich unmarkiertes Somatostatin-14 zur

Blockierung eventuell vorhandener SSTR zugesetzt wurde, war nicht signifikant (p>0,05)

(Tab. 3.2).
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Zelllinie Uptake heil} SD Uptake geblockt |SD
G109 643 133 737 95
G139 708 237 470 45
LN18 322 85 244 43
LN229 235 13 233 69
C6 252 54 247 44

Tab. 3.2: ""In-Octreotid-Uptake (cpm) bei 5 Glioblastomzelllinien in vitro (SD =
Standardabweichung)

3.2.3 Blockierungsversuch mit '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin bei LN18-Sphiroiden

Nachdem sich die LN18-Glioblastomzellen zu Spharoiden zusammengelagert hatten, wurden
Blockierungsversuche mit ''In-DTPA-DGlu'-minigastrin zum Nachweis von CCK-
B/Gastrin-Rezeptoren  durchgefiihrt und der Peptiduptake mit dem von LNI8-
Monolayerzellen verglichen. Jedoch konnte durch das Sphiroidwachstum der LN18-Zellen
keine CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression erreicht werden. Es wurde sowohl bei den LN18-
Sphiroiden als auch bei den LNI18-Kontrollzellen (siehe Tab.3.1) kein spezifischer
Peptiduptake gemessen. Die Differenz des Peptiduptakes zwischen den Sphiroiden, die mit
""In-DTPA-DGIu'-minigastrin allein (970 + 38 cpm) und den Sphiroiden, die zusétzlich mit
unmarkiertem Minigastrin inkubiert wurden (1115 + 283 cpm), war nicht signifikant (p>0,05)
(Tab .3.3).

Zellen Uptake heil} SD Uptake geblockt SD
LN18 Sphéaroide |970 38 1115 283

Tab. 3.3: ""In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake (cpm) bei LN18 Sphiroiden (SD =
Standardabweichung)
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3.2.4 Blockierungsversuch mit '""In-DTPA-DGlu'-minigastrin und '""In-Octreotid bei
G109 nach Kultivierung mit AR42J-Medium

AR42J-Zellen sind Pankreastumorzellen, deren positiver CCK-B/Gastrin- und SST-
Rezeptorstatus bekannt ist. Durch Einsetzen des Mediums aus einer AR42J-Kultur, in das die
Proteine und Peptide der Zellen sezerniert werden, sollte untersucht werden, ob sich durch
diese AR42J-spezifischen Proteine in CCK-B/Gastrin- bzw. SST-Rezeptor negativen

Glioblastomzelllinien die Expression dieser Rezeptoren induzieren lésst.

Jedoch wurde durch den Einsatz des AR42J-Mediums in der Glioblastomzellkultur G109
weder der CCK-B/Gastrin- noch der SST2-Rezeptor exprimiert. Bei dem
Blockierungsversuch mit ''In-DTPA-DGlu'-minigastrin war die Differenz zwischen dem
Uptake hei3 (160 + 96 cpm) und dem Uptake geblockt (158 + 49 cpm) nur minimal und somit
nicht signifikant (p>0,05). Die Peptidbindung war also unspezifisch (Tab. 3.4).

Zellen Uptake heil} SD Uptake geblockt |SD
G109 + AR42J|160 96 158 49
Medium

Tab. 3.4: "'In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake (cpm) bei G109 nach Kultivierung mit
AR42J-Medium (SD = Standardabweichung)

Sehr dhnliche Resultate ergaben sich bei dem Blockierungsversuch mit '''In-Octreotid. Auch
hier war die Differenz zwischen dem Uptake heil (163 + 13 cpm) und dem Uptake geblockt
(170 + 62 cpm) nicht signifikant (p>0,05) und der Octreotid-Uptake somit unspezifisch (Tab.
3.5).

Zur Kontrolle wurden die Experimente an regelrecht kultivierten G109 Zellen durchgefiihrt.

Zellen Uptake heil} SD Uptake geblockt | SD
G109 + AR42J|163 13 170 62
Medium

Tab. 3.5: ""'In-Octreotid-Uptake (cpm) bei G109 nach Kultivierung mit AR42J-Medium
(SD = Standardabweichung)
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Aufgrund der negativen Ergebnisse wurde auf die Durchfiihrung dieser Versuche bei den

anderen Glioblastomzelllinien verzichtet.

3.2.5 Blockierungsversuch mit '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin nach Bestrahlung

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob durch eine externe Bestrahlung
die Expression von CCK-B/Gastrin- und SST2-Rezeptoren angeregt werden kann. Dazu
wurden G109- und LN229-Zellen mit 8 bzw. 16 Gy bestrahlt und Blockierungsversuche nach
40 und 60 Stunden durchgefiihrt. Der Uptake wurde jeweils mit unbestrahlten G109-

Kontrollzellen verglichen.

Nach Bestrahlung mit 8 und 16 Gy lieB sich in einem Zeitraum von 60 Stunden nach
Bestrahlung keine CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression nachweisen. Die Werte flir den Uptake
hei3 lagen bei den bestrahlten Zellen zwischen 139 + 16 cpm und 249 + 46 cpm, bei dem
geblockten Uptake zwischen 121 + 18cpm und 255 + 82 cpm. Der Unterschied zwischen den
entsprechenden Messwerten war bei keinem der Experimente signifikant (p>0,05), die
Bindung von Minigastrin an die Zellen demnach nur unspezifisch. Die Werte fiir die G109-

Kontrollzellen lagen innerhalb der oben genannten Messwerte (Tab. 3.6).

Zelllinie G109 Uptake heil | SD Uptake geblockt |SD
Kontrolle 185 40 172 14
40 h nach 8 Gy 174 22 202 33
60 h nach 8 Gy 218 19 230 49
40 h nach 16 Gy 139 16 121 18
60 hnach 16 Gy  |249 46 255 82

Tab. 3.6: "'In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake (cpm) bei G109 40 und 60 Stunden nach
Bestrahlung mit 8 bzw. 16 Gy (SD = Standardabweichung)

Auch bei den LN229-Zellen zeigte sich in den Blockierungsversuchen mit '''In-DTPA-
DGlu'-minigastrin 40 und 60 Stunden nach Bestrahlung mit 8 bzw. 16 Gy ein #hnlich
niedriger Uptake wie bei den G109-Zellen. Die Messwerte lagen zwischen 284 + 30 cpm und
346 + 29 cpm bei Inkubation mit '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin (Uptake hei3), sowie
zwischen 292 + 21 cpm und 318 + 36 cpm bei den zusitzlich geblockten Zellen (Uptake
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geblockt). Die Kontrollzellen zeigten mit 283 + 54 cpm (Uptake hei) bzw. 285 + 51 cpm
(Uptake geblockt) einen nahezu identischen Uptake. Der Unterschied in den Mittelwerten fiir
den Uptake heil und den Uptake geblockt war in keinem der Experimente signifikant
(p>0,05), so dass auch hier die Peptidbindung unspezifisch war und keine CCK-B/Gastrin-

Rezeptoren nachgewiesen werden konnten (Tab. 3.7).

Zelllinie LN229 | Uptake heil3 SD Uptake geblockt |SD
Kontrolle 283 54 285 51
40 hnach 8§ Gy [311 15 273 46
60 hnach 8 Gy [346 29 318 36
40 h nach 16 Gy [291 51 293 21
60 hnach 16 Gy |284 30 292 21

Tab. 3.7 : ""In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake (cpm) bei LN229 40 und 60 Stunden nach
Bestrahlung mit 8 bzw. 16 Gy (SD = Standardabweichung)

3.2.6 Blockierungsversuch mit '"In-Octreotid nach Bestrahlung

Auch eine Expression des SST2-Rezeptors wurde bis zu 60 Stunden nach Bestrahlung mit 8

bzw. 16 Gy nicht induziert. Es wurde in keinem Experiment eine spezifische Bindung von

Octreotid an dem SST2-Rezeptor gemessen, der Uptake war jeweils unspezifisch (Tab. 3.8).

Zelllinie G109 Uptake heil3 SD Uptake geblockt |[SD
Kontrolle 316 21 285 56
40 hnach 8 Gy [367 36 290 11
60 hnach 8 Gy | 193 16 187 20
40 hnach 16 Gy [394 63 304 2
60 hnach 16 Gy [217 66 156 25

Tab. 3.8: '"'In-Octreotid-Uptake (cpm) bei G109 40 und 60 Stunden nach Bestrahlung mit 8
bzw. 16 Gy (SD = Standardabweichung)
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3.3 CCK-B/Gastrin- und SST-Rezeptornachweis bei AR42J-Zellen in vitro

3.3.1 Blockierungsversuche bei AR42J-Zellen

Als  Positivkontrolle zu den in 3.1 beschriebenen Experimenten wurden

Internalisierungsversuche bei AR42J-Zellen durchgefiihrt.

3.3.1.1 Internalisierungsversuche mit '""'In-DTPA-DGlu'-minigastrin

Bei AR42J-Zellen wurde ein spezifischer Uptake von Minigastrin an den CCK-B/Gastrin-
Rezeptor und die Internalisierung der Rezeptor-Ligand-Komplexe gemessen. Das
Vorhandensein des CCK-B/Gastrin-Rezeptors konnte somit eindeutig nachgewiesen werden.
Der '"In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake heil3 lag bei 7831 + 866 cpm, also deutlich héher
als bei allen Versuchen mit den Glioblastomzellen. Bei dem Uptake mit geblockten
Rezeptoren konnten nur 305 + 55 cpm gemessen werden. Dieser Unterschied in den
Mitttelwerten ist signifikant (p<0,05). Durch das unmarkierte Minigastrin wurden demnach
nahezu alle CCK-B/Gastrin-Rezeptoren besetzt. Durch die Zugabe von Acetat (mit und ohne
Blocksubstanz) wurde der Anteil an internalisierten Rezeptor-Ligand-Komplexen bestimmt.

Der Anteil lag bei 72% nach 20 Minuten (Tab. 3.9).

Uptake heifl Acetat heill Uptake geblockt | Acetat geblockt
7831 + 866 6603 £ 659 |305 +55 1189 + 162

Tab. 3.9: ""'In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Uptake (cpm + SD) bei AR42J-Zellen

3.3.1.2 Internalisierungsversuche mit '"'In-Octreotid

Auch der SST2-Rezeptor konnte bei den AR42J-Zellen eindeutig nachgewiesen werden. Es
wurde ein signifikanter Unterschied zwischen dem Uptake mit '''In-Octreotid (Uptake hei3
8156 + 864 cpm) und dem Uptake nach Rezeptorblockierung mit unmarkiertem Somatostatin-
14 (Uptake geblockt 171 + 10 cpm) gemessen. 81% der Rezeptor-Ligand-Komplexe wurden
nach 20 Minuten in die Zelle internalisiert. (Tab. 3.10).
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Uptake heil} Acetat heil3 Uptake geblockt | Acetat geblockt
8156 + 869 6899 + 418 171 £ 10 371 +42

Tab. 3.10: ""'In-Octreotid Uptake (cpm + SD) bei AR42J-Zellen

Zur Durchfithrung der Experimente mit der Frage nach dem Expressionsverhalten der CCK-
B/Gastrin- und SST2-Rezeptoren auf externe Bestrahlung waren die AR42J-Zellen auf Grund
des positiven CCK-B/Gastrin- und SST2-Rezeptorstatus sehr gut geeignet.

3.4  Wachstumsverhalten der AR42J-Zellen nach Bestrahlung

Zundchst wurde das Wachstumsverhalten der AR42J-Zellen nach einer Bestrahlung mit 4, 8
bzw. 16 Gy untersucht. Zu bestimmten Zeitpunkten nach der Bestrahlung t[h]= (0; 24; 48; 72;
96; 120; 168) wurde die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und mit dem
entsprechendem Ausgangswert, der die Zellzahl zum Zeitpunkt der Bestrahlung beschreibt
und in den Diagrammen als 100% der Ausgangszellen (=100% AGZ) dargestellt ist,

verglichen.

3.4.1 Wachstumskurve AR42J (unbestrahlt)

Bei den unbestrahlten AR42J-Zellen zeigte sich im beobachteten Zeitraum von 96 Stunden
ein kontinuierliches und gleichmédfiges Wachstum, die Verdopplungszeit betrug ca. 30
Stunden. Nach 96 Stunden waren 458,6 + 22,4% der Ausgangszellen (AGZ) in den Wells
vorhanden, das bedeutet eine Vermehrung der Zellzahl um den Faktor 4,58 + 0,22 in 96
Stunden.

Spatere Zellzdhlungen wurden auf Grund einer zu hohen Zelldichte pro Well nicht mehr

durchgefiihrt (Tab. 3.11; Abb. 3.1).
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Zeit (h) % der Ausgangszellzahl SD
0 100 14,6
24 179,8 13
48 2522 51,2
72 322,1 17,5
96 458,6 224

Tab. 3.11: Zellzahlentwicklung AR42J in 96 Stunden ohne Bestrahlung

Wachstumskurve AR42J - unbestrahilt

—o— % AGZ

600

500

400 / /E
300

200 / —

100 &

% AGZ

0 20 40 60 80 100 120
Zeit (h)

Abb. 3.1: Wachstumskurve AR42J-Zellen (unbestrahlt)

3.4.2 Wachstumskurve AR42J nach 4 Gy Bestrahlung

Nach einer Bestrahlung mit 4 Gy war die Zellzahl zunéchst leicht riickldufig, nach 72 Stunden
hat sich die Zellzahl um ca. % auf 75,6 + 15,3% der Ausgangszellen reduziert. In der
Folgezeit begannen die Zellen zu proliferieren, zundchst eher langsam (94,9 + 6,4% der
Ausgangszellen nach 96 Stunden), danach mit einer Proliferationsgeschwindigkeit wie bei
den unbestrahlten AR42J-Zellen. Nach einer Woche war die Zellzahl gegeniiber der
Ausgangszellzahl um etwa das 2,5 fache vermehrt (245,9 + 13,3% der AGZ) (Tab. 3.12; Abb.
3.2).
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Zeit nach Bestrahlung (h) % der Ausgangszellen SD
0 100 0
24 97,6 20,1
48 75,1 7,5
72 75,6 15,3
96 94,9 6,4
120 175,7 15
168 245.9 13,3

Tab. 3.12: Zellzahlentwicklung in einer Woche bei AR42J-Zellen nach 4 Gy

Wachstumskurve AR42J - nach 4 Gy Bestrahlung
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Zeit (h)

Abb. 3.2: Wachstumskurve AR42J-Zellen nach 4 Gy Bestrahlung

3.4.3 Wachstumskurve AR42J nach 8 Gy Bestrahlung

Nach einer Bestrahlung der Zellen mit 8 Gy fiel die Zellzahl in den ersten 72 Stunden
schneller ab als nach 4 Gy, circa die Hélfte der Zellen waren in dieser Zeit abgestorben (52,2
+ 6% der AGZ nach 72 Stunden). In der Folgezeit begannen die verbliebenen adhirenten
Zellen wieder zu proliferieren, so dass eine Woche nach Bestrahlung mit 95,9 + 11,6%
anndhernd wieder die Ausgangszellzahl erreicht war. Im Vergleich zur Bestrahlung mit 4 Gy
verlief die Proliferationsphase im Anschluss an den Tiefpunkt nach 72 Stunden aber deutlich

verzogerter (Tab. 3.13; Abb. 3.3).
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Zeit nach Bestrahlung (h) % der Ausgangszellen SD
0 100 0
24 93,8 14,9
48 70,3 5,6
72 52,2 6
96 67,9 1,2
120 67,3 13,7
168 95,9 11,6

Tab. 3.13: Zellzahlentwicklung in einer Woche bei AR42J nach 8 Gy

Wachstumskurve AR42J - nach 8 Gy Bestrahlung
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Abb. 3.3: Wachstumskurve AR42J-Zellen nach 8 Gy Bestrahlung

3.44 Wachstumskurve AR42J nach 16 Gy Bestrahlung

Die deutlichste Abnahme der Zellzahl war nach einer Bestrahlung mit 16 Gy zu sehen. Schon
in den ersten Stunden nach der Bestrahlung reduzierte sich die Zellzahl rasch und deutlich,
nach 48 Stunden war nur noch anndhernd die Héilfte der zu Beginn gezéhlten Zellen in den
Wells adhédrent (53,9 + 10,3% nach 48h). Im weiteren Verlauf nahm die Zellzahl noch weiter

ab, jedoch etwas langsamer als in den ersten 48 Stunden. Die Wachstumskurve verlief

41



weniger steil nach unten. Eine Woche nach der Bestrahlung waren ca. 2/3 der bestrahlten
Zellen gestorben, nur ca. 1/3 der Zellen iiberlebten diese Strahlendosis. Jedoch blieb in dem
untersuchten Zeitraum von 1 Woche ein Proliferationsschub, wie er bei den mit 4 und 8 Gy

bestrahlten Zellen beobachtet wurde, aus (Tab. 3.14; Abb. 3.4).

Zeit nach Bestrahlung (h) % der Ausgangszellen SD
0 100 0
24 84 4.4
48 53,9 10,3
72 48,1 3.3
96 40,5 9,1
120 35,9 4,6
168 32,8 4,8

Tab. 3.14: Zellzahlentwicklung in einer Woche von AR42J-Zellen nach 16 Gy

120

Wachzstumskurve AR42J - nach 16 Gy Bestrahlung

—— % AGZ
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20
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Abb. 3.4: Wachstumskurve AR42J nach 16 Gy Bestrahlung
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3.5 CCK-B/Gastrin- und SST-Rezeptor-Regulation nach Bestrahlung

Nach Bestrahlung der AR42J-Zellen mit 4, 8 bzw. 16 Gy wurde der Uptake von '''In-DTPA-
DGlu'-minigastrin und '"'In-Octreotid nach bestimmten Zeitpunkten zwischen 0 und 168
Stunden gemessen. Die Uptakewerte wurden durch Blockierungsversuche ermittelt. Parallel
dazu wurden Kontrollversuche mit unbestrahlten AR42J-Zellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden aus dem Quotienten Uptake bestrahlt/Uptake unbestrahlt ermittelt, so dass eine
Anderung der Rezeptorexpression nach Bestrahlung dargestellt werden konnte. In den
folgenden Graphiken bezeichnet der Uptakewert 1 die Rezeptorexpression der Kontrollzellen,
Abweichungen von diesem Wert weisen auf eine Anderung der Rezeptorexpression nach

Bestrahlung hin.

3.5.1 CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation

3.5.1.1 CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nach 4 Gy Bestrahlung

Bis zu 96 Stunden nach einer Bestrahlung mit 4 Gy konnte keine Verdnderung des CCK-
B/Gastrin-Rezeptorexpression gemessen werden. AnschlieBend kam es jedoch zu einer
schnellen Upregulation dieser Rezeptoren. Nach 120 Stunden war der Uptake um den Faktor
3,358 + 0,486 hoher als bei den Kontrollzellen. Die Rezeptorexpression blieb auch eine
Woche nach Bestrahlung erhoht (1,694 + 0,257) (Abb. 3.5; Tab. 3.15).
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Abb. 3.5: Graphik zur Darstellung der CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nach 4 Gy

Bestrahlung
Zeit (h) Zellen bestrahlt (cpm) / Zellen unbestrahlt (cpm) SD
24 1,107 0,269
72 0,889 0,015
96 1,241 0,135
120 3,358 0,486
168 1,694 0,257

Tab. 3.15: Upregulation der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nach 4 Gy Bestrahlung

3.5.1.2 CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nach 8 Gy Bestrahlung

Eine frithere Upregulation der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren ereignete sich bei den mit 8 Gy
bestrahlten Zellen. Schon nach 48 Stunden war die hochste Upregulation erreicht, der Uptake
war um den Faktor 2,663 + 0,227 hoher als bei unbestrahlten Kontrollzellen. Danach fiel der
Uptake langsam zuriick (Faktor 1,792 + 0,352 nach 96 Stunden) und verblieb bis 144 Stunden
nach Bestrahlung auf circa zweifach hoherem Niveau (2,07 + 0,44) (Abb. 3.6; Tab. 3.16).
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Abb. 3.6: Graphik zur Darstellung der CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nach 8 Gy

Bestrahlung
Zeit (h) Zellen bestrahlt (cpm) / Zellen unbestrahlt (cpm) SD
24 1,043 0,219
48 2,663 0,227
72 2,107 0,199
96 1,792 0,352
144 2,07 0,44

Tab. 3.16: Upregulation der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nach 8 Gy Bestrahlung

3.5.1.3 CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nach 16 Gy Bestrahlung

Nach einer 16 Gy Bestrahlung wurden die CCK-B/Gastrin-Rezeptoren innerhalb einer Woche
kontinuierlich upreguliert. Die Upregulation begann schon in den ersten 24 Stunden (Faktor
1,617 + 0,394 nach 17 Stunden, 1,721 + 0,428 nach 24 Stunden), also friiher als nach der 8
Gy Bestrahlung. Die hochste Dichte an CCK-B/Gastrin-Rezeptoren (4,043 + 0,583 mal mehr
Rezeptoren als bei unbestrahlten Kontrollzellen) zeigte sich nach 168 Stunden (Abb. 3.7; Tab.
3.17).
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Abb. 3.7: Graphik zur Darstellung der CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nach 16 Gy

Bestrahlung

Zeit (h) Zellen bestrahlt (cpm) / Zellen unbestrahlt (cpm) SD

4 1,104 0,087
17 1,617 0,394
24 1,721 0,428
48 2,132 0,096
72 2,538 0,855
168 4,043 0,583

Tab. 3.17: Upregulation der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nach 16 Gy Bestrahlung

3.5.2 SST2-Rezeptor-Upregulation

3.5.2.1 SST2-Rezeptor-Upregulation nach 4 Gy Bestrahlung

Die Upregulation der SST2-Rezeptoren nach 4 Gy Bestrahlung war nach 72 Stunden zu
erkennen (Faktor 2,523 + 0,495) und erreichte nach 96 Stunden mit einer 3,464 + 0,75fach
vermehrten Rezeptorexpression den hochsten Wert. Danach wurden die SST2-Rezeptoren
wieder stark zuriickreguliert. So war 24 Stunden spiter, also nach 120 Stunden, nahezu kein
Unterschied mehr gegeniiber dem Uptake der Kontrollzellen zu sehen (1,188 + 0,192) (Abb.
3.8; Tab. 3.18).
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Abb. 3.8: Graphik zur Darstellung der SST2-Rezeptor-Upregulation nach 4 Gy Bestrahlung

Zelle (h) Zellen bestrahlt (cpm) / Zellen unbestrahlt (cpm) SD
24 0,955 0,247
48 1,137 0,272
72 2,523 0,495
96 3,464 0,75
120 1,188 0,192
168 1,157 0,209

Tab. 3.18: Upregulation der SST2-Rezeptoren nach 4 Gy Bestrahlung

3.5.2.2 SST2-Rezeptor-Upregulation nach 8 Gy Bestrahlung

Nach einer Bestrahlung mit 8 Gy begann die Upregulation der SST2-Rezeptoren frither als
nach 4 Gy und erreichte schon nach 48 Stunden den Maximalwert (Faktor 1,934 + 0,147).
Dieser Wert war jedoch um fast 50% geringer als der Maximalwert bei der 4 Gy Bestrahlung.
Anschlieend kam es zu einer kontinuierlichen Reduktion dieser Rezeptoren, so dass die

Rezeptoren nach 144 Stunden nur noch um den Faktor 1,311 + 0,118 vermehrt exprimiert

waren (Abb.3.9; Tab. 3.19).
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Abb. 3.9: Graphik zur Darstellung der SST2-Rezeptor-Upregulation nach 8 Gy Bestrahlung

Zeit (h) Zellen bestrahlt (cpm) / Zellen unbestrahlt (cpm) SD

24 1,159 0,368
48 1,934 0,147
72 1,671 0,603
96 1,505 0,178
144 1,311 0,118
168 1,233 0,293

Tab. 3.19: Upregulation der SST2-Rezeptoren nach 8 Gy Bestrahlung

3.5.2.3 SST2-Rezeptor-Upregulation nach 16 Gy Bestrahlung

Nach einer 16 Gy Bestrahlung verlief die SST2-Rezeptorexpression dhnlich wie nach einer
Bestrahlung mit 8 Gy. Nach 48 Stunden waren die Rezeptoren um den Faktor 2,116 + 0,217
hochreguliert. Es folgte eine kontinuierliche Rezeptorreduktion in der Folgezeit. Nach 168
Stunden waren noch anndhernd so viele Rezeptoren exprimiert wie bei den Kontrollzellen

ohne Bestrahlung (1,11 £0,211) (Abb.3.10; Tab.3.20).
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Abb. 3.10: Graphik zur Darstellung der SST2-Rezeptor-Upregulation nach 16 Gy Bestrahlung

Zeit (h) Zelle bestrahlt (cpm) / Zellen unbestrahlt (cpm) SD

24 0,954 0,134
48 2,116 0,217
72 1,954 0,107
96 1,907 0,314
168 1,11 0,211

Tab. 3.20: Upregulation der SST2-Rezeptoren nach 16 Gy Bestrahlung

3.6  Bioverteilungsstudien nach Bestrahlung (10 Gy) bei AR42J in vivo

Die Bioverteilungsstudien von '''In-DTPA-DGlu'-minigastrin und '"'In-Octreotid in AR42]-
tumortragenden Nacktméusen wurden 48 Stunden nach Bestrahlung des Tumors mit einer
Dosis von 10 Gy durchgefiihrt. Pro Peptid wurde bei 3 Tieren jeweils 10uCi des markierten
Peptids in die Schwanzvene injiziert und nach 3 Stunden das Blut, die Organe Herz, Lunge,
Milz, Pankreas, Magen, Leber, Niere, Nebenniere, Muskel, Knochen und der Tumor
herauspréipariert, gewogen und anschlieBend der Radionukliduptake im Gammacounter
gemessen.

Zur Kontrolle wurden jeweils pro Peptid die gleichen Versuche an 3 unbestrahlten, AR42J-
tumortragenden Nacktméusen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Prozent der injizierten

Dosis pro Gramm Gewebe (% injiz.Dosis/g) dargestellt.
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3.6.1 Bioverteilungsstudie von '"'In-DTPA-DGIlu'-minigastrin

In keinem der zwolf untersuchten Organe wurde ein signifikanter Unterschied in der
Peptidanreicherung zwischen unbestrahlten und bestrahlten Miusen gemessen.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression pro
Gramm Gewebe zwischen dem unbestrahlten Tumor (3,131 + 0,362% injiz.Dosis/g) und dem
bestrahlten Tumor (2,926 + 1,398% injiz.Dosis/g) gezeigt werden (p>0,05).

Als Ausscheidungsorgan speicherte die Niere 3 Stunden nach Injektion mit 70,919 + 6,744%
injiz.Dosis/g (unbestrahlt) bzw. 64,845 + 1,683% injiz.Dosis/g (bestrahlt) noch sehr viel ''In-
DTPA-DGIu'-minigastrin.

Einen dhnlich hohen Uptake wie der Tumor zeigte der CCK-B/Gastrin-Rezeptor positive
Magen (2,773 £+ 1,028% injiz.Dosis/g bzw. 3,088 + 1,434% injiz.Dosis/g), deutlich geringer
fiel die Anreicherung im ebenfalls rezeptorpositiven Pankreas aus (0,238 + 0,047%
injiz.Dosis/g bzw. 0,154 + 0,067% injiz.Dosis/g).

In den anderen Organen lag der Uptake noch unterhalb der Werte des Pankreas (Tab.3.21;
Abb.3.11).

Miuse unbestrahlt Maiuse bestrahlt-10 Gy

Organ MW SD MW SD

Blut 0,056 0,005 0,047 0,013
Herz 0,036 0,003 0,025 0,003
Lunge 0,083 0,038 0,076 0,049
Milz 0,154 0,14 0,064 0,025
Pankreas 0,238 0,047 0,154 0,067
Magen 2,773 1,028 3,088 1,434
Leber 0,159 0,007 0,131 0,031
Niere 70,919 6,744 64,845 1,683
Nebenniere 0,353 0,05 0,403 0,089
Diinndarm 0,093 0,004 0,053 0,005
Muskel 0,059 0,02 0,028 0,004
Knochen 0,123 0,034 0,241 0,176
Tumor 3,131 0,362 2,926 1,398

Tab. 3.21: '"In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Biodistribution in AR42J-tumortragenden
Nacktméusen nach Bestrahlung mit 10 Gy und in unbestrahlten Mausen. Pro Gruppe wurden
jeweils 3 Tiere untersucht.

Alle Angaben in % injiz.Dosis/g
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Abb. 3.11: ""In-DTPA-DGlu'-minigastrin-Biodistribution (Graphik)

3.6.2 Bioverteilungsstudie von '"'In-Octreotid

Bei keinem der untersuchten Organe gab es einen signifikanten Unterschied im Peptiduptake
zwischen den bestrahlten und den unbestrahlten Méusen.

Die Niere hatte als Ausscheidungsorgan von '''In-Octreotid mit 15,763 + 5,27% injiz.Dosis/g
bei den unbestrahlten und mit 11,765 + 2,465% injiz.Dosis/g bei den bestrahlten Mausen die
hochste Aktivitidtsanreicherung 3 Stunden nach Injektion.

Der zweithochste Uptake war im Tumor zu messen. Hier lag die Anreicherung in den
unbestrahlten Tumoren mit 2,145 + 0,372% injiz.Dosis/g jedoch signifikant hoher (p<0,05)
als in den bestrahlten Tumoren mit 1,397 + 0,148% injiz.Dosis/g. Das bedeutet, dass pro
Gramm Tumorgewebe in den unbestrahlten Tumoren mehr SST2-Rezeptoren exprimiert
waren als in den bestrahlten.

Einen deutlich geringeren Uptake zeigte der SST-Rezeptor positive Magen mit 0,329 +
0,156% 1injiz.Dosis/g (unbestrahlt) bzw. 0,386 + 0,048 (bestrahlt) und das ebenfalls
rezeptorpositive Pankreas (0,131 + 0,006% injiz.Dosis/g bzw. 0,185 + 0,033% injiz.Dosis/g).
Eine dhnlich hohe Anreicherung wie das Pankreas zeigten die Nebennieren.

Der Peptiduptake in den iibrigen untersuchten Organen war sehr gering und lag unter den

Werten fiir das Pankreas (Tab. 3.22; Abb.3.12).
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Maiuse unbestrahlt Maiuse bestrahlt-10 Gy

Organ MW SD MW SD

Blut 0,031 0,014 0,031 0,013
Herz 0,022 0,006 0,024 0,006
Lunge 0,055 0,013 0,079 0,032
Milz 0,07 0,001 0,086 0,018
Pankreas 0,131 0,006 0,185 0,033
Magen 0,329 0,156 0,386 0,048
Leber 0,125 0,02 0,103 0,007
Niere 15,763 5,27 11,765 2,465
Nebenniere 0,172 0,023 0,197 0,037
Diinndarm 0,085 0,076 0,062 0,025
Muskel 0,019 0,01 0,016 0,008
Knochen 0,068 0,021 0,04 0,016
Tumor 2,145 0,372 1,397 0,148

Tab. 3.22: '""In-Octreotid-Biodistribution in AR42J-tumortragenden Nacktmiusen nach
Bestrahlung mit 10 Gy und in unbestrahlten Méusen. Pro Gruppe wurden jeweils 3 Tiere
untersucht.

Alle Angaben in % injiz.Dosis/g
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Abb. 3.12: ""In-Octreotid-Biodistribution (Graphik)
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3.7 Histologie

Die histologische Aufarbeitung der Tumoren nach den Versuchen zur Bioverteilung erfolgte
aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse der in vitro- und in vivo-Experimente im Hinblick
auf die Rezeptorexpression nach Bestrahlung. Ziel der histologischen Farbungen war es, den
nekrotischen Gewebeanteil im bestrahlten Tumor mikroskopisch anndhernd zu bestimmen
sowie den Anteil an vitalen, zur Rezeptorexpression fahigen Zellen.

Die Firbung der Tumorschnitte erfolgte mit H@malaun-Eosin (H.E.), um eine gute

Unterscheidung zwischen vitalen und nekrotischen Zellarealen treffen zu konnen.

Die unbestrahlten AR42J-Tumore stellen sich mikroskopisch als einheitliches und vitales, von
bindegewebigen Septen durchzogenes Gewebe dar. Die Zellkerne waren in allen Bereichen
des Tumors deutlich zu erkennen, die Kern-Plasma-Relation war zugunsten der Kerne
verschoben. Zudem lieen sich zahlreiche Zellkerne in unterschiedlichen Mitosestadien
erkennen, was auf eine hohe Proliferationsgeschwindigkeit der Tumorzellen hindeutet (Abb.

3.13; 3.14).

Abb. 3.13: AR42J-Tumor unbestrahlt; VergroBerung 10fach
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Abb. 3.14: AR42J-Tumor unbestrahlt; VergroBerung 40fach

Der bestrahlte Tumor zeigte mikroskopisch ein sehr polymorphes Zellbild. Bereiche mit
vitalen Zellen waren teilweise von grofen, mit Erythrozyten gefiillten Blutlakunen
durchzogen. Vor allem waren aber nekrotische Areale zu erkennen, in denen sich der Zellkern
stark kondensiert oder gar nicht mehr darstellte, und die Zellgrenzen verstrichen und
aufgehoben waren. Neutrophile Granulozyten waren zur Phagozytose in die nekrotischen
Bereiche eingewandert. Mikroskopisch betrachtet betrug der Anteil des nekrotischen
Gewebes am Gesamttumor circa 70%, nur etwa 30% war noch als vitales, zur

Rezeptorexpression fahiges Gewebe zu identifizieren (Abb. 3.15; 3.16; 3.17).
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Abb. 3.16: AR42J-Tumor - mit 10 Gy bestrahlt; Vergrof3erung 40fach
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4. Diskussion

4.1  Blockierungsversuche bei Glioblastomzellen in vitro

4.1.1 Blockierungsversuche mit Minigastrin

Die CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression bei Astrozytomen wurde bisher nur in geringem
Umfang von wenigen Arbeitsgruppen untersucht. Die publizierten Daten weisen jedoch sehr
unterschiedliche Resultate auf.

Reubi et al. wiesen in 65% der untersuchten differenzierten Astrozytome durch in vitro
Rezeptorautoradiographie mit '*I-Gastrin und '“I-CCK an Kryoschnitten von Tumorbiopsien
die Expression von CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nach, bei undifferenzierten Glioblastomen
fanden sich in keiner von zehn Glioblastombiopsien CCK-B/Gastrin-Rezeptoren (Reubi et al.
1997 b). Hiernach ist die CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression abhingig vom
Differenzierungsgrad der Astrozytome. Je maligner und undifferenzierter das Astrozytom,
desto weniger CCK-B/Gastrin-Rezeptoren werden exprimiert.

Im Gegensatz dazu konnte in Glioblastomzelllinien in vitro durch Zugabe von Gastrin in das
Néhrmedium eine Proliferationssteigerung erzielt werden, was auf ein Vorhandensein von
CCK-B/Gastrin-Rezeptoren hindeuten konnte (de Hauwer et al. 1998; Camby et al. 1997).
Ebenso konnte von der selben Arbeitsgruppe durch Zugabe eines CCK-B/Gastrin-
Rezeptorantagonisten bei fiinf von zehn Glioblastomzelllinien ein Riickgang der
Zellproliferation nachgewiesen werden, bei drei Zelllinien wurde keine Anderung beobachtet
(Camby et al. 1996).

In diesen Versuchen von de Hauwer et al. und Camby et al. wurde jedoch nicht direkt der
CCK-B/Gastrin-Rezeptor an der Zelloberfliche nachgewiesen, sondern aufgrund einer
Anderung der Proliferationsrate der Glioblastomzellen nach Zugabe von Gastrin bzw. eines
Gastrinantagonisten in das Nihrmedium auf eine CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression

geschlossen.
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Ein anderer indirekter Hinweis auf eine CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression gelang durch die
RT-PCR. Es zeigte sich eine vermehrte Expression von mehr als 70 Genen nach Stimulation
mit Gastrin in Glioblastomzellen, wobei einige dieser Gene fiir die Zellmigration
verantwortlich sind (Kucharczak et al. 2001).

Auch in vivo wurde die Rezeptorexpression untersucht. So konnte durch die
Rezeptorszintigraphie mit '"'In-DTPA-DGlu'-minigastrin bei einem Patienten mit einem
anaplastischen Astrozytom (WHO°IIl) der Tumor bei einem sehr guten Tumor-zu-
Hintergrund-Verhiltnis eindeutig lokalisiert werden (Behr und Béhé 2002). Fiir die vermehrte
Anreicherung im Tumor kann einerseits eine vermehrte Rezeptorexpression, andererseits ein
Defekt in der Blut-Hirn-Schranke im Tumorbereich verantwortlich sein (Luyken et al. 1994,

Haldemann et al. 1995) .

Im Rahmen der Versuche zu dieser Arbeit lieen sich bei sechs Glioblastomzelllinien in vitro
keine CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nachweisen. Dabei wurden diese Experimente als
Blockierungsversuche durchgefiihrt. Das bedeutet, dass die spezifische Bindung von '''In-
DTPA-DGIu'-minigastrin an den CCK-B/Gastrin-Rezeptor sowie die unspezifische Bindung
durch zusitzliche Gabe von unmarkiertem Minigastrin gemessen wurde. Diese Ergebnisse
gleichen demnach den in vitro-Resultaten durch die Rezeptorautoradiographie von Reubi et
al. (Reubi et al. 1997 b).

Somit gelang bisher in keinem Experiment der Nachweis des CCK-B/Gastrin-Rezeptors auf
der Zelloberflache von Glioblastomzellen in vitro.

Im Gegensatz zu den Versuchen von Reubi wurden in dieser Arbeit die Versuche jedoch nicht
an frischen Tumorbiopsien oder an Primérkulturen in frithen Passagen, sondern an Zellen, die
sich mindestens in der 25 Passage befanden und sich somit schon vom urspriinglichen

Zustand dedifferenziert haben konnen, durchgefiihrt.

Im weiteren Verlauf der Experimente sollte untersucht werden, ob sich die CCK-B/Gastrin-

Rezeptorexpression durch Modifikationen im Versuchsaufbau induzieren 1a6t.

Sphéroide, bei denen die Tumorzellen in vitro in dreidimensionaler Struktur wachsen,
kommen im Gegensatz zu den zweidimensionalen Monolayerkulturen dem Verhalten von
Tumoren in vivo deutlich ndher (Santini et al. 1999). So exprimieren Sphiroide von
Meningeomzellen den Progesteronrezeptor in deutlich hoéherem Mafle und {iber einen

langeren Zeitraum als Monolayerkulturen (Tonn et al. 1997).
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Ein Unterschied in der CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression zwischen Glioblastomzellen, die
als Sphéroide und Monolayerzellen wachsen, konnte in diesen Experimenten hingegen nicht
dargestellt werden. Auch in Sphéaroiden war der Rezeptorstatus negativ.

Jedoch ist einschriankend darauf hinzuweisen, dass fiir die hier gezeigten Daten die Sphiroide
nicht in den dafiir vorgesehenen Apparaturen kultiviert wurden (z.B. silikonisierte
Glasgefidlle), sondern durch Unterlassung der Zellpassagierung in den Kulturflaschen als
Sphédroide wuchsen. Demnach war die Form und GréfBe der einzelnen Sphiroide

unterschiedlich.

Durch Zugabe eines in AR42J-Kultur benutzten und danach steril filtrierten Mediums zu der
Nahrlosung fiir eine Glioblastomzelllinie (G109) gelang es ebenfalls nicht, die CCK-
B/Gastrin-Rezeptorexpression zu induzieren. Durch die von den SST- und CCK-B/Gastrin-
Rezeptor positiven AR42J-Zellen in das Medium sezernierten Proteine sollte eine Expression

der gleichen Rezeptoren bei den Glioblastomzellen erreicht werden.

4.1.2 Blockierungsversuche mit Octreotid

Ebenso wie die CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression wird die Expression der Somatostatin-
Rezeptoren (SSTR) bei Astrozytomen, vor allem bei den Glioblastomen, seit Jahren sehr

kontrovers diskutiert.

Reubi et al. zeigten in vitro an 14 von 17 Tumorbiopsien von Astrozytomen WHO °I-1II
durch die Rezeptorautoradiographie mit Jod-125 markiertem Somatostatin-28 und einem
Somatostatin-Octapeptid-Derivat eine deutliche Expression von SSTR, jedoch bei keiner der
20 untersuchten Biopsien von Glioblastomen. Wie die Expression des CCK-B/Gastrin-
Rezeptors scheint die des Somatostatin-Rezeptors vom Differenzierungsgrad der
Astrozytome abhingig zu sein (Reubi et al. 1987). Zu gleichen Resultaten gelangten auch
Haldemann et al. und Luyken et al. durch Rezeptorszintigraphien mit '''In-Octreotid in vivo.
Beide konnten zwar eine Anreicherung von '''In-Octreotid in Glioblastomen nachweisen,
jedoch reicherte sich ebenfalls das unspezifisch bindende *"Tc-DTPA im Tumor an, so dass
die Octreotidanreicherung eher auf die Zerstdrung der Blut-Hirn-Schranke als auf eine
spezifische Bindung an die Tumorzellen zuriickzufiihren ist (Haldemann et al. 1995; Luyken

etal. 1994).

58



In einer Vielzahl anderer Versuche wurden gegensétzliche Ergebnisse erzielt.

So konnte in fiinf von sieben Astrozytombiopsien (WHOC°III-IV) durch Northern-Blot
Versuche deutlich mehr SST-mRNA als in normalen Hirnbiopsien nachgewiesen werden,
wobei die SST2-mRNA in allen Tumorbiopsien zu finden war (Dutour et al. 1998). Weniger
hiufig werden SST1- und 3-mRNA und selten SST4- und 5-mRNA bei Glioblastomzellen
gefunden (Lamszus et al. 1997). Hirota et al. zeigten in nur zwei von sieben
Glioblastomzelllinien in vitro durch RT-PCR eine erhohte Expression von SST-mRNA
(Hirota et al. 1998).

Jedoch impliziert ein hoher Gehalt an mRNA nicht wunbedingt eine hohe
Membranrezeptordichte. Eine mdgliche Ursache dafiir ist ein posttranskriptionaler Defekt in
Tumorzellen, der die Translation der Rezeptoren verdndert (Fisher et al. 1998). Ebenso 1463t
sich bei einer erhohten mRNA-Expression in Tumorbiopsien nicht exakt bestimmen, ob die
Tumorzellen oder das umliegende Gewebe wie Blutgefile, normale Epithelzellen oder
Immunzellen fiir die vermehrte Expression verantwortlich sind. Auch konnten in diesen
Biopsien nur wenige Zellen fiir die mRNA-Expression verantwortlich sein. So wiirde
falschlich vom Verhalten weniger Zellen auf den gesamten Tumor geschlossen werden.

Eine weitere Moglichkeit des SST-Rezeptornachweises ist die Bindung von Somatostatin-
Gold-Konjugaten an den Rezeptor (Feindt et al. 1995; Luyken et al. 1994), wobei die
Bindung der Goldkonjugate nicht spezifisch fiir die unterschiedlichen Rezeptorsubtypen ist.
Andere Arbeitsgruppen haben immunhistochemische Versuche durchgefiihrt. Dabei wurden
in Glioblastomzellen in vitro die SST-Rezeptoren mit Subtyp-spezifischen Antikérpern
dargestellt (Held-Feindt et al. 1999, Dutour et al. 1998). Da aber das Antikorperepitop von der
Bindungsstelle des Rezeptors verschieden sein kann, zeigt eine immunhistochemische
Anfarbbarkeit des Tumors nicht zwangsldufig die Fahigkeit des Rezeptors, den Liganden zu
binden (Reubi et al. 2001).

In einer Studie gibt es Hinweise darauf, dass in vivo der SSTR2 in low-grade Astrozytomen,
darunter auch im Glioblastoma multiforme, exprimiert werden. Dabei wurde *°Y-DOTATOC

in den Tumor injiziert und szintigraphisch dargestellt (Merlo et al. 1999).

Die unterschiedlichen Ergebnisse der Experimente weisen darauf hin, dass die vielen
Nachweismethoden unterschiedliche Sensitivititen zur Darstellung vor allem geringer
Rezeptormengen besitzen. Das wird vor allem beim Vergleich zwischen den sehr sensitiven
amplifizierenden Methoden wie der RT-PCR, die auch geringste Mengen mRNA in der Zelle

darstellen konnen, und den eher groberen Nachweismethoden wie den Proliferationsassys und
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den Bindungsstudien deutlich (Fisher et al. 1998). Ebenfalls muss beachtet werden, dass, wie
beim Einsatz von Antikorperepitopen, unterschiedliche Moglichkeiten zur Interaktion mit
anderen Zellmembranbestandteilen bestehen und dadurch falsch positive Resultate erzielt
werden konnen.

Im Gegensatz zu anderen Bindungsstudien, die mit Jod-125 markiertem Somatostatin-28 oder
Somatostatin-14, welche an alle Subtypen (1-5) des SST-Rezeptors mit gleicher Affinitit
binden, durchgefiihrt wurden (Reubi et al. 1987, Hirota et al. 1998), wurde in dieser Arbeit
das '""In-Octreotid, das eine Rezeptorselektivitit fiir den SST2-Rezeptor besitzt, verwendet.
Dabei zeigten flinf Glioblastomzelllinien durch Blockierungsversuche (bei Inkubtion mit
""In-Octreotid und zusitzlicher Blockierung der eventuell vorhandenen SSTR mit
unmarkiertem Somatostatin-14) keine spezifische Bindung des Octreotids an den SST2-
Rezeptor.

Somit lassen sich mit der hier durchgefiihrten Methode bei Glioblastomzelllinien keine SST2-
Rezeptoren, dessen mRNA-Expression am hdufigsten beschrieben wurde, nachweisen. Daraus
resultiert, dass bei einem Nachweis von SST-Rezeptor-mRNA nicht zwangsldufig auf das
Vorhandensein des SST-Rezeptors auf der Zellmembran geschlossen werden kann. Eine
Ursache dafiir ist moglicherweise ein posttranskriptionaler Defekt in Tumorzellen, der die
Translation der Rezeptoren verdndert (Fisher et al. 1998). Es ist aber auch denkbar, dass diese
Rezeptoren zwar exprimiert sind, aber die Rezeptordichte zu gering ist, um sie mit

Blockierungsversuchen oder Bindungsstudien darzustellen.

Durch Zugabe eines in AR42J Kultur benutzten und danach steril filtrierten Mediums zu der
Nahrlosung fir die Glioblastomzelllinie (G109) gelang es ebenfalls nicht, die SST-
Rezeptorexpression zu induzieren. Somit hatten die von den AR42J Zellen in das Medium

sezernierten Proteine keinen Einflul auf den SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus.

4.1.3 Blockierungsversuche nach Bestrahlung

Die postoperative Bestrahlung stellt nach der operativen Resektion des Tumors die wichtigste
Sdule in der Therapie des GBM dar. Daher ist es von grofer Bedeutung, die Wirkung der
Bestrahlung auf Glioblastomzellen in vitro und in vivo vor allem auf molekularer Ebene zu
untersuchen, um so in Zukunft die Therapie des Glioblastoms zu verbessern und neue

Therapieansitze zu entwickeln.

60



In verschiedenen Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass eine externe Bestrahlung die
Gentranskription, die Proteinmenge und die Rezeptorexpression der Zelle verdndert. So
wurden der Interleukin-4-Rezeptor und der Transferrin-Rezeptor nach Bestrahlung einer
Glioblastomzelllinie mit 5 Gy upreguliert, in einer anderen Glioblastomzelllinie bei gleichen
Versuchsbedingungen jedoch downreguliert (Kim et al. 2003).

Eine Bestrahlung mit einer Dosis von bis zu 8 Gy fiihrte zu einer erhdhten Expression der
Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2), woraus ein vermehrt invasives Potential der Zellen
resultierte (Wild-Bode et al. 2001).

Ebenfalls beeinflusste die Bestrahlung die Regulation der Apoptoseproteine in den
Tumorzellen. So wurde nach einer Strahlendosis von 10 Gy der antiapoptotische Faktor bcl-2
downreguliert, hingegen der proapoptotische Transkriptionsfaktor p73 upreguliert. Folglich
wurde die Zelle in einen apoptotischen Zustand {iberfiihrt (Pucci et al. 2002).

Zur Beantwortung der Frage, ob die externe Bestrahlung eine Expression von SST- und CCK-
B/Gastrin-Rezeptoren bewirken kann, wurde in den Versuchen zu dieser Arbeit eine
Glioblastomzelllinie (G109) mit 8 bzw. 16 Gy bestrahlt. Die Auswahl der Bestrahlungsdosis
erfolgte in Anlehnung an die Experimente von Pucci et. al. (2002). Die Rezeptorexpression
von SST2 und CCK-B/Gastrin sollte durch Blockierungsversuche nach 40 und 60 Stunden
bestimmt werden. Jedoch konnte eine Expression dieser Rezeptoren durch die externe
Bestrahlung in diesem hohen und weit auseinanderliegenden Dosisbereich nicht induziert
werden. Die externe Bestrahlung scheint demnach keinen Einfluss auf die Expression dieser

beiden Rezeptoren bei der Glioblastomzelllinie G109 zu haben.

4.1.4 Stellenwert der SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren bei Glioblastomen

Zusammenfassend 14t sich sagen, dass bei Glioblastomzelllinien eine SST- und CCK-
B/Gastrin-Rezeptorexpression durch Blockierungsversuche weder in vitro bei unter
Normalbedingungen kultivierten Zellen, noch nach einer Stimulation der Zellen mit AR42J-
Medium, einem Sphéroidwachstum oder einer externen Bestrahlung der Zellen nachzuweisen

war.

Einschrinkend ist jedoch zu erwédhnen, dass die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche nur

an Zellen in hoher Passage (ab Passage 25) durchgefiihrt und keine frischen Primérkulturen
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von Glioblastomzellen verwendet wurden, bei denen der Rezeptorstatus dem in vivo Zustand
nédher ist. Zwar wird der Verlust der Expression fiir den SST-Rezeptor bei Glioblastomzellen
in hohen Passagen verneint (Feindt et al. 1996). Aus eigenen Versuchen, die in dieser Arbeit
nicht aufgefiihrt sind, ist hingegen bekannt, dass bei Meningeomzellen aus einer Priméarkultur
in frithen Passagen ein Verlust der Rezeptorexpression besteht.

Eine Anderung der Expression des CCK-B/Gastrin-Rezeptors in hohen Passagen ist bisher in
der Literatur nicht beschrieben.

Zukiinftig ist es interessant, den SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus an differnzierten
Astrozytomen, deren positiver Status flir beide Rezeptoren einheitlich belegt ist, nach

Bestrahlung in vitro zu untersuchen.

Zwar gibt es in vivo Hinweise darauf, dass in high-grade Astrozytomen der SST- und CCK-
B/Gastrin-Rezeptor vorhanden sein konnen (Behr und Béhé 2002, Merlo et al. 1999).

Auf Grund des negativen SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus bei unter
Normalbedingungen wachsenden Glioblastomzellen sowie auch nach Bestrahlung der Zellen
in vitro scheint es so, dass durch die SST2- oder CCK-B/Gastrin-Rezeptorszintigraphie von
Glioblastomen in vivo nach einer Bestrahlung nicht auf die Vitalitit des Tumorgewebes
geschlossen werden kann. Somit erscheint, soweit nach den in vitro-Resultaten beurteilbar,
der SST2- oder CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus als Verlaufsparameter nach einer Bestrahlung
von Glioblastomen eher eine untergeordnete Rolle zu spielen. Auch wenn SST- und CCK-
B/Gastrin-mRNA bzw. SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nur in sehr geringen und mit
den hier angewandten Methoden nicht nachweisbaren Mengen exprimiert sind, wird der
Rezeptorstatus als Verlaufsparameter und Vitalititsindikator eher nicht geeignet sein.

Es ist daher sinnvoll andere Membranrezeptoren zu untersuchen, die vor allem nach
Bestrahlung vermehrt exprimiert werden und die deshalb mittels Rezeptorszintigraphie mit
rezeptorspezifischen Peptiden eindeutig nachzuweisen sind, um daraus Hinweise iiber die

Vitalitdt des Tumors nach der Bestrahlung zu gewinnen.
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4.2  AR42J-Bestrahlungsversuche in vivo und in vitro

4.2.1 Internalisierung von SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren

AR42] ist eine chemisch induzierte, exokrine Pankreastumorzelllinie der Ratte (Longnecker
et al. 1979), die sich durch unkomplizierte Kulturbedingungen und eine hohe
Proliferationsrate auszeichnet. Wegen des positiven SST- (Viguerie et al. 1988; Vidal et al.
1994; Froidevaux et al. 1999; Hofsli et al. 2002) und CCK-B/Gastrin- (Scemama et al. 1987,
Seva et al. 1990; Gunther et al. 2003) Rezeptorstatus sind diese Zellen in vielen
experimentellen Modellen weitverbreitet eingesetzt.

Ob diese Zelllinie alle SST-Rezeptorsubtypen bis auf den SSTR4 (Hofsli et al. 2002) oder
ausschlieBlich den SST2-Rezeptor exprimiert (Froidevaux et al. 1999) ist noch nicht eindeutig
geklart. Beide Arbeitsgruppen bestdtigten aber die SST2-Rezeptorexpression, so dass das in
den hier beschriecbenen Versuchen eingesetzte Octreotid aufgrund seiner SST2-

Rezeptorselektivitit an die AR42J -Zellen spezifisch binden kann.

Der positive SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus wurde mit den hier durchgefiihrten
Blockierungsversuchen bestétigt. Beide Rezeptoren lieBen sich durch Zugabe eines nicht
radioaktiv markierten spezifischen Peptids (Somatostatin-14 bzw. humanes Minigastrin) in
hoher Konzentration (1x10°M) nahezu vollstindig blockieren, so dass die Bindung der
markierten Radiopeptide '''In-Octreotid bzw. ''In-DTPA-DGlu'-minigastrin an den
spezifischen Rezeptor sehr stark eingeschréankt bzw. verhindert wurde.

Die AR42J-Zellen dienten als Positivkontrolle fiir die oben beschriebenen
Blockierungsversuche an den Glioblastomzellen. So konnten sowohl Fehler bei der
Durchfithrung der Experimente an Glioblastomzellen als auch Fehler in der
Zusammensetzung der Reaktionsmedien, wie zum Beispiel die Konzentration der
unmarkierten Peptide, die Aktivitdit der Radiopeptide und die Reinheit der Puffer,
ausgeschlossen werden.

Zudem wurde ein Grofiteil der Rezeptor-Ligand-Komplexe (81% der SST-Rezeptoren; 72%
der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren) nach 20 Minuten internalisiert. Das heiflt, dass der Rezeptor
und das Peptid in die Zelle aufgenommen wurde und das an das Peptid gebundene
Radionuklid In-111 somit deutlich ndher am Zellkern lokalisiert war. Daher ist der
radiotoxische Effekt auf die Zelle deutlich hoher als beim Einsatz von Radiopeptiden, die
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nicht in die Zelle internalisiert werden. Das Radionuklid In-111 ist sowohl ein y-Strahler als
auch ein Auger-Elektronen-Emitter. Der Vorteil der Auger-Elektronen-Emission besteht in
seiner hohen radiotoxischen Wirkung bei geringer Distanz zu der zu schddigenden Substanz
(DNA), da die Gewebereichweite sehr gering ist. Somit ist In-111 gut zur Therapie von
Mikrometastasen geeignet (Froidevaux et al. 2000) bei gleichzeitiger szintigraphischer

Lokalisation.

Um das Verhalten von SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren auf externe Bestrahlung zu
untersuchen, wurden die Bestrahlungsexperimente in vitro und in vivo an den AR42J-Zellen
durchgefiihrt. Der Dosisbereich bei der Bestrahlung (4, 8 und 16 Gy) wurde sehr breit
gewihlt, um Strahleneffekte auf die Rezeptorregulation und Rezeptorexpression sowohl bei

einer relativ geringen als auch bei einer sehr hohen Dosis zu untersuchen.

4.2.2 Wachstumskurven der AR42J-Zellen nach externer Bestrahlung

Die Wachstumskurven von AR42J-Zellen nach einer Bestrahlung mit 4, 8§ und 16 Gy sowie
ohne Bestrahlung wurden erstellt, um die Wirkung hochenergetischer Strahlung (6 MeV
Photonen) auf das Wachstumsverhalten der AR42J-Zellen zu untersuchen.

Durch die radiotoxische Wirkung auf die Zellen, vor allem durch Schadigung der DNA durch
Doppelstrangbriiche (Lewanski et Gullick 2001), reduzierte sich die Zellzahl in den ersten 72
Stunden nach der Strahlenapplikation bei allen drei Dosisstufen, nach 8 Gy und 16 Gy
anndhernd gleich auf ca. 50% der Ausgangszellzahl (AGZ), nach 4 Gy auf ca. 75% der AGZ.
Ob der Zelltod durch Apoptose oder durch die hdufigere passive Zellnekrose bedingt ist,
wurde nicht bestimmt. Die toten Zellen wurden dadurch identifiziert, dass sie entweder die
Adhérenz zur Kulturschale verloren haben oder sich die noch adhirenten toten Zellen mit
einer Trypanblaulosung anfarbten.

In den adhirenten Zellen werden durch den gesetzten Strahlenschaden zelleigene
Reparaturenzyme aktiviert und der DNA-Schaden repariert (Cohen-Jonathan et al. 1999). So
ist auch der erneute Proliferationsschub der mit 4 und 8 Gy bestrahlten Zellen nach 72
Stunden zu erkldren. Nach dieser Zeit ist bei einer Dosis von 4 Gy die mitotische Zellfunktion
wieder soweit intakt, dass die Zellproliferation wieder gleich schnell verldauft wie bei
unbestrahlten AR42J-Zellen. Zwar beginnen die Zellen nach 8 Gy auch wieder zu

proliferieren, jedoch deutlich langsamer als nach 4 Gy. Dies ist dadurch zu erklédren, dass der
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DNA-Schaden nach 8 Gy groBer ist als nach 4 Gy und somit eine lingere Zeit fiir die
Reparatur des Schadens aufgebracht werden muss. Eine Woche nach Bestrahlung ist bei einer
Dosis von 8 Gy wieder die Ausgangszellzahl erreicht, bei einer 4 Gy Strahlendosis jedoch
schon die 2,5fache Zellzahl im Vergleich zur Ausgangszellzahl.

Nach der 16 Gy Bestrahlung ist das Ausmal} des gesetzten Schadens so groB3, dass dieser (in
dem beobachteten Zeitraum) nicht mehr repariert werden kann. Die mitotische Zellfunktion
wird nicht wieder hergestellt, die Zellzahl reduziert sich kontinuierlich, so dass nach einer

Woche nur noch etwa 1/3 der Ausgangszellen vital sind.

4.2.3 Upregulation von SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren

Die SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression 148t sich durch verschiedene Peptide und
Chemotherapeutika regulieren. Vor allem die SSTR2-mRNA und der SST2-Rezeptor werden
durch Gastrin und Epidermal Growth Factor (EGF) in AR42J-Zellen vermehrt exprimiert. Die
Upregulation des Rezeptors ist dabei zeit- und dosisabhidngig (Vidal et al. 1994). Auch
Dexamethason fiihrt zu einer SST-Rezeptor-Upregulation in AR42J-Zellen (Viguerie et al.
1987). Zudem kommt es zu einer SST2-Rezeptor-Upregulation bei AR42J-tumortragenden
Miusen durch kontinuierliche Infusion des Somatostatinanalogons Octreotid {iber mehrere
Tage. Bei kurzfristiger Octreotidzugabe wird der Rezeptor hingegen in vitro und in vivo
downreguliert (Froidevaux et al. 1999). Interessant ist, dass die SST-Rezeptoren durch eine
Vielzahl an Chemotherapeutika (Gemcitabine, 5-Fluorouracil, Camptothecin, Mitomycin C,
Doxorubicin) downreguliert werden (Fueger et al. 2001).

Die Ergebnisse meiner Versuche zeigen, dass bei den AR42J-Zellen sowohl der SST2- als
auch der CCK-B/Gastrin-Rezeptor nach externer Bestrahlung (4, 8, 16 Gy) upreguliert wird.
Dabei ist die Upregulation zeit- und dosisabhidngig. Es werden bis zu 3,5 mal mehr SST2-
Rezeptoren (96 Stunden nach 4 Gy) und bis zu 4 mal mehr CCK-B/Gastrin-Rezeptoren (1
Woche nach 16 Gy) als bei unbestrahlten Kontrollzellen exprimiert.

Beim Vergleich der Rezeptor-Regulation mit den Wachstumskurven (nach 4, 8 und 16 Gy)
zeigt sich, dass der SST2-Rezeptor in der Zeit der Zellzahlreduktion nach Bestrahlung
upreguliert war. Je hoher die applizierte Dosis, desto frither wird der Rezeptor hochreguliert
und desto langer bleibt die Upregulation bestehen.

Bei Beginn der erneuten Zellproliferation, nachdem also die Reparaturvorginge

abgeschlossen sind, sinkt die Dichte der SST2-Rezeptoren wieder. Es ist dann bei den
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bestrahlten Zellen eine annéhernd gleiche SST-Rezeptordichte wie bei unbestrahlten, normal
wachsenden Zellen vorhanden. Nach einer Dosis von 16 Gy bleibt der Rezeptor iiber eine
Woche upreguliert, da die Proliferationsphase ausbleibt.

Die antiproliferative und mitosehemmende Wirkung des Somatostatins begriindet die
Upregulation des SST-Rezeptors, da in der Zeit nach der Bestrahlung die zelluldren Schiden,
vor allem die DNA-Strangbriiche, repariert und deshalb die Zellteilung gestoppt werden muss,
um chromosomale Stérungen bei den Tochterzellen zu verhindern.

Der erhohte SST-Rezeptorstatus kann demnach als Indikator fiir die antiproliferative Phase

der AR42J-Zellen in vitro angesehen werden.

Nach einer Bestrahlung mit 4 Gy wird der CCK-B/Gastrin-Rezeptor bei Wiederbeginn der
Zellproliferation auf der Zelloberfliche bis zu 3,3 mal mehr exprimiert als bei den
unbestrahlten Kontrollzellen. Diese vermehrte Expression ldsst sich iiber die gesamte Zeit der
Wachstumsphase beobachten. Die Upregulation des CCK-B/Gastrin-Rezeptors passt zu der
wachstumsstimulierenden Wirkung des Gastrins auf die Zelle. Bei dieser Dosis scheinen nur
die vom DNA-Schaden reparierten und proliferierenden Zellen zur CCK-B/Gastrin-
Rezeptorexpression fihig zu sein. Wéhrend der Phase der Zellzahlreduktion und der SST-
Rezeptor-Upregulation ist der CCK-B/Gastrin-Rezeptor nicht upreguliert, sondern in gleicher
Menge exprimiert wie bei den unbestrahlten Kontrollzellen.

Nach einer Bestrahlung mit 8 Gy ist die Rezeptor-Upregulation nicht mehr streng auf die
Wachstumsphase der Zellen beschrénkt wie nach 4 Gy. Hier beginnt die Upregulation schon
zu der Zeit, in der Zellreparaturmechanismen aktiviert sind und sich die Zellzahl noch
weiterhin reduziert. Wie auch nach einer Dosis von 4 Gy bleibt der Rezeptor auch wéhrend
der Proliferationsphase vermehrt exprimiert.

Ein gegensitzlicher Zusammenhang wird nach einer Dosis von 16 Gy beobachtet. Es erfolgt,
trotz des kontinuierlichen Zelluntergangs und einer fehlenden Proliferationsphase, eine
Upregulation des CCK-B/Gastrin-Rezeptors iiber den gesamten beobachteten Zeitraum. Je
geringer die Zellzahl, desto mehr CCK-B/Gastrin-Rezeptoren werden exprimiert. Bei dieser

Dosis ist folglich eine groBe Ahnlichkeit mit der SST-Rezeptor-Regulation zu erkennen.
In folgenden Experimenten wird es wichtig sein zu untersuchen, ob durch eine fraktionierte

Bestrahlung in vitro und in vivo mit kleineren Bestrahlungsdosen zwischen 0,5 und 2 Gy

ebenfalls eine Rezeptor-Upregulation erreicht werden kann.
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4.2.4 Biodistribution im Tiermodell

Um die in vitro-Ergebnisse zur Rezeptor-Upregulation zu bestdtigen, wurden in vivo-
Experimente an AR42J-tumortragenden athymischen Nacktméusen durchgefiiht.

Uber die Anderung der SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorexpression nach Bestrahlung von
subkutan wachsendenAR42J-Tumoren in vivo sind bisher keine Daten bekannt.

Nach der Bestrahlung des Tumors mit einer Dosis von 10 Gy wurde den Mausen 48 Stunden
spiter '''In-Octreotid bzw. ''In-DTPA-DGIlu'-minigastrin i.v. injiziert. Nach drei Stunden
wurde der Peptiduptake in den Organen Blut, Herz, Lunge, Milz, Pankreas, Magen, Leber,
Niere, Nebenniere, Muskel, Knochen sowie im Tumor gemessen. Die Auswahl der
Strahlendosis und die Zeit der Radiopeptidinjektion nach Bestrahlung erfolgte aufgrund der
deutlichen Rezeptor-Upregulation in den in vitro-Experimenten in diesem Dosis- und
Zeitbereich nach Bestrahlung.

Das Ergebnis fiir den Organuptake wurde aus den Mittelwerten der bestrahlten bzw.
unbestrahlten Miuse als % der injizierten Dosis pro Gramm Gewebe (% injiz.Dosis/g)

dargestellt.

Bei der Bioverteilungsstudie mit '''In-DTPA-DGlu'-minigastrin zeigt sowohl der bestrahlte
als auch der unbestrahlte Tumor einen deutlichen Radiopeptiduptake von 2,926 + 1,398 bzw.
3,131 + 0,362% injiz.Dosis/g. Wie auch in der Zellkultur nehmen die AR42J-Zellen in grof3er
Menge das Minigastrin auf. Dieses Peptid ist also gut geeignet, AR42J-Tumoren auch in vivo
darzustellen. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied im Uptake zwischen den
bestrahlten und den unbestrahlten Tumoren nachgewiesen werden. Diese in vivo-Ergebnisse
konnten zunéchst die in vitro-Resultate zur CCK-B/Gastrin-Rezeptor-Upregulation nicht
bestitigen. Die Ursache dafiir liegt an der unterschiedlichen histologischen Zusammensetzung
der bestrahlten und unbestrahlten Tumoren. Dieser Zusammenhang wird in Abschnitt 4.2.5
nidher erldutert.

Der Uptake des CCK-B/Gastrin-Rezeptor-exprimierenden Magens lag mit 2,773 + 1,028%
injiz.Dosis/g (unbestrahlt) und 3,088 + 1,434% injiz.Dosis/g (bestrahlt) im Bereich des
Tumoruptakes. Hieraus konnen sich bei der szintigraphischen Anwendung in der Klinik
Nachteile ergeben, weil durch den hohen Magenuptake eine Anreicherung in CCK-B/Gastrin-
Rezeptor-exprimierenden Tumoren (z.B. im Pankreas) iiberlagert und somit nicht sicher

erkannt wirde.
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Ein anderer Nachteil des Minigastrins ist der sehr hohe Nierenuptake mit 70,919%
injiz.Dosis/g (unbestrahlt) und 64,845 + 1,683% injiz.Dosis/g (bestrahlt). Somit stellt die
Niere das dosislimitierende Organ beim Einsatz dieses Radiopeptids dar, was bei der
klinischen Anwendung unbedingt beriicksichtigt werden muss, um nephrotoxische Effekte zu
vermeiden. Die Leber spielt bei der Elemination nur eine geringe Rolle, was sich am geringen
Peptiduptake widerspiegelt.

Im ebenfalls CCK-B/Gastrin-Rezeptor-positiven Pankreas wurde mit 0,238 + 0,047%
injiz.Dosis/g (unbestrahlt) und 0,154 + 0,067 % injiz.Dosis/g nur ein leicht erhohter
Minigastrin-Uptake gemessen. In allen anderen untersuchten Organen lag der Uptake noch
unter dem Wert fiir das Pankreas, so dass in diesen Organen der CCK-B/Gastrin-Rezeptor nur
minimal exprimiert wird.

Wie zu erwarten zeigte sich in keinem der untersuchten Organe ein signifikanter Unterschied
im Uptake zwischen bestrahlten und unbestrahlten Mausen. Die Ursache dafiir liegt in der
exentrischen Lage des Tumors an der Hinterflanke der Maus. So konnte der Zentralstrahl
exakt auf den Tumor ohne Einschluf3 benachbarter Organe ausgerichtet werden.

Fir die Zukunft wird es relevant sein, ein Gastrinanalogon zu entwickeln, dessen
Nierenuptake deutlich geringer ist als der des Minigastrins, um so die Akkumulation des
Radionuklids in der Niere zu minimieren. Fiir einen bis zu 90% geringeren Nierenuptake
sorgt die Injektion von Polyglutaminsduren wéhrend der Radiopeptidtherapie (Béhé et al.

2005).

Auch die Untersuchung der Bioverteilung von '''In-Octreotid zeigte eine Anreicherung des
Peptids sowohl im bestrahlten (1,397 + 0,148% injiz.Dosis/g) als auch im unbestrahlten
Tumor (2,145 + 0,372% injiz.Dosis/g). Der Octreotid-Uptake im AR42J-Tumor ist somit
geringer als der Minigastrin-Uptake. Bei der Octreotid-Bioverteilung waren pro Gramm
unbestrahlten Tumorgewebes signifikant mehr SST2-Rezeptoren exprimiert als beim
bestrahlten Tumorgewebe. Diese Ergebnisse widersprechen zunidchst den in vitro-
Experimenten, die eine Upregulation des SST2-Rezeptors nach externer Bestrahlung gezeigt
haben. Auch hier liegt die Begriindung in der histologischen Zusammensetzung des Tumors
(s. 4.2.5).

Der Uptake des '''In-Octreotid in der Niere als Ausscheidungsorgan ist mit 15,763 + 5,27%
injiz.Dosis/g (unbestrahlt) und 11,765 + 2,465% injiz.Dosis/g (bestrahlt) deutlich geringer als
der Nierenuptake des '''In-DTPA-DGIu'-minigastrin. Zwar stellt auch die Niere bei der

Octreotid-Biodistribution als Organ mit dem hochsten Uptake das dosislimitierende Organ
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dar, jedoch darf bis zum Erreichen eines nephrotoxischen Effekts eine hdhere
Aktivititsmenge verabreicht werden als beim Minigastrin. Die Akkumulation des
Radiopeptids in der Niere kann durch Aminosaureinfusionen deutlich vermindert werden und
so den nephrotoxischen Effekt verringern (Hammond et al. 1993). Anndhernd gleiche Werte
fiir den Nieren- und Tumoruptake wurden auch von Froidevaux et al. 4 Stunden nach
Injektion von '''In-Octreotid ermittelt (Froidevaux et al. 2000).

Als deutlich SST-Rezeptor-exprimierende Organe nehmen der Magen mit 0,131 + 0,006%
injiz.Dosis/g (unbestrahlt) bzw. 0,185 + 0,033% injiz.Dosis/g (bestrahlt) und das Pankreas mit
0,329 + 0,156% injiz.Dosis/g (unbestrahlt) bzw. 0,386 + 0,048% injiz.Dosis/g (bestrahlt) nur
relativ wenig Octreotid auf. Bei allen anderen untersuchten Organen liegt der Uptake noch
unterhalb des Pankreasuptakes, so dass in diesen Organen nur von einer geringen SST2-
Rezeptorexpression ausgegangen werden kann.

Ebenso wie die Minigastrin-Bioverteilung zeigte die Octreotid-Bioverteilung keinen
signifikanten Unterschied im Organuptake zwischen bestrahlten und unbestrahlten Méausen,
was auch hier durch die exakte Ausrichtung des Zentralstrahls auf den Tumor unter optimaler
Schonung der umliegenden Organe begriindet ist.

Der im Vergleich zum Tumoruptake geringe Uptake der anderen Organe kann sich bei
szintigraphischen Aufnahmen als groBler Vorteil erweisen, weil sich das SST2-Rezeptor-
exprimierende und  dadurch  '"In-Octreotid-speichernde ~ Tumorgewebe  nahezu
iiberlagerungsfrei darstellen 146t, so dass schon sehr kleine Tumoren entdeckt werden kénnen.
Die szintigraphische Darstellung SST2-Rezeptor-exprimierender Tumoren konnte durch eine
vorherige Tumorbestrahlung und daraus resultierender SST-Rezeptor-Upregulation noch

deutlich verbessert werden.

Zukiinftig wird es wichtig sein, die Biodistribution nach Bestrahlung mit neuen Somatostatin-
und Gastrin-Analoga zu untersuchen, die sich iiber einen ldngeren Zeitraum und in einer
grofleren Menge als die von mir verwendeten Peptidanaloga im Tumor anreichern und
zugleich schneller aus den Nieren und anderen peptidanreichernden Organen eleminiert
werden. Das Ziel dabei ist es, das Tumor-zu-Hintergrund-Verhéltnis weiter zu verbessern.

Mit dem '"In-DOTATOC ist es zum ersten Mal gelungen ein Somatostatinanalogon zu

entwickeln, dessen Tumoruptake den Nierenuptake iibersteigt (Froidevaux et al. 2000).
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4.2.5 Histologische Auswertung

Die Ergebnisse der in vitro- und in vivo-Experimente scheinen sich auf dem ersten Blick zu
widersprechen. In vitro wurden die SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nach Bestrahlung
in unterschiedlichen Dosisbereichen upreguliert, in vivo war jedoch der Minigastrin-Uptake
pro Gramm Tumorgewebe bei bestrahlten und unbestrahlten Tumoren gleich, der Octreotid-
Uptake nach Bestrahlung sogar signifikant geringer.

Die Erkldrung dafiir liegt in der histologischen Zusammensetzung der Tumore. Die
histologischen Schnitte wurden mit H.E. angefarbt, um eine gute Differenzierung zwischen
vitalen und nekrotischen Zellen zu erreichen.

Bei den in vitro-Versuchen wurde der Peptiduptake der in den Wells adhidrenten und deshalb
vitalen Zellen untersucht und das Ergebnis als spezifischer Uptake pro Zelle im Vergleich zu
Kontrollzellen dargestellt. Hierbei wurde demnach nur der Uptake der vitalen Zellen, sowohl
bestrahlt als auch unbestrahlt, gemessen.

Bei den in vivo-Experimenten hingegen wurde der Uptake als Prozent der injizierten Dosis
pro Gramm Gewebe gemessen. Bei histologischer Betrachtung des bestrahlten Tumors stellt
sich heraus, dass er sich zu circa 70% aus nekrotischen und nur zu etwa 30% aus vitalen
Zellen zusammensetzt. Da nur die vitalen Zellen die SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren
exprimieren, ist also lediglich ein Anteil von circa 30% der Tumormasse fiir den Uptake
verantwortlich. Daher erscheint der Uptake, der pro Gramm Tumorgewebe gemessen wird, im
Vergleich zum unbestrahlten Tumor, der fast ausschlieflich aus vitalen Zellen besteht,
erniedrigt. Vieles deutet somit auf eine deutlich hohere CCK-B/Gastrin- und SST2-
Rezeptorexpression nach Bestrahlung auch in vivo und somit auf eine Bestitigung der
Ergebnisse der in vitro-Versuche hin.

Einschrinkend zu der histologischen Auswertung bei den bestrahlten Tumoren ist zu sagen,
dass der prozentuale Anteil zwischen nekrotischen und vitalen Gewebe nur annidhernd und
keinesfalls exakt bestimmt werden konnte.

Eine prézisere Aussage hierzu wire mit einer Single Photon Emissionstomographie (SPECT)
oder mit einer Magnetresonanztomographie (MRT) des Tumors moglich. Durch Vergleich der
SPECT- und MRT-Aufnahmen sind nekrotische Areale, die durch fehlende
Aktivitdtsanreicherung im SPECT bzw. Singnalhypointensitdt im MRT charakterisiert sind,
besser von vitalem Tumorgewebe zu differenzieren. Ebenso lassen sich die Volumina

nekrotischer und vitaler Tumoranteile genauer berechnen.
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4.2.6 Ausblick

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren nach externer
Bestrahlung sowohl in vitro als auch in vivo upreguliert werden. Der Zeitpunkt der hdchsten
Upregulation ist dabei abhingig von der Bestrahlungsdosis.

Es besteht deshalb die Moglichkeit, sowohl die Radiopeptiddiagnostik als auch die
Radiopeptidtherapie SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptor-exprimierender Tumoren nach
externer Bestrahlung zu verbessern und effektiver zu gestalten.

Die Ergebnisse sind fiir therapeutische Zwecke deshalb interessant, da durch die Rezeptor-
Upregulation nach externer Bestrahlung neue molekulare Angriffsziele fiir einen
anschliefenden nuklearmedizinischen Einsatz rezeptorspezifischer Radiopeptide entstehen.
Rezeptorexprimierende Tumorzellen kdnnen somit noch gezielter bekdmpft werden unter
besserer Schonung der Gewebe, die physiologisch diese Rezeptortypen exprimieren.
Zusétzlich ldsst sich durch die Rezeptor-Upregulation der Tumor besser vom umgebenden
Gewebe abgrenzen.

Ein weiterer interessanter Ansatz ergibt sich aus den Ergebnissen. Nach einer
Tumorbestrahlung konnte durch eine anschlieBende SST-Rezeptorszintigraphie das
Ansprechen des Tumorgewebes im Sinne einer Wachstumshemmung beurteilt werden und
somit die SST-Rezeptordichte als prognostischer Marker dienen.

Die Bestimmung der CCK-B/Gastrin-Rezeptordichte im Tumorgewebe kdnnte sich zukiinftig
als szintigraphischer Parameter zur Einschidtzung der Proliferationsgeschwindigkeit der
Tumorzellen nach Radiotherapie nutzen lassen.

Der Vorteil der in vivo-Rezeptorszintigraphie nach Radiotherapie ist die frithe Einschédtzung
des Tumorwachstumsverhaltens und die frithe Beurteilung des Ansprechens der Tumorzellen
auf die Radiotherapie, noch ehe diese Verdanderungen anatomisch-morphologisch mittels CT
oder MRT im Sinne von GroBenveranderungen sichtbar gemacht werden konnen. Die
Tumorbiologie ldsst sich hiermit auf zelluldrer Ebene beurteilen.

Die Detektion und Visualisierung von Tumorverdnderungen auf zelluldrer und sogar
molekularer Ebene ist das Ziel der molekularen Bildgebung. Dieses in seiner Bedeutung
stindig wachsende Gebiet der Radiologie ermoglicht es mit Hilfe verschiedener Methoden
(MRT mit spezifischen Kontrastmitteln, Volumen-CT, SPECT, PET, Fluoreszenzbildgebung)
die Tumorbiologie jedes einzelnen Tumors ndher zu verstehen, um somit eine individuelle

und zielgenaue Therapie fiir Tumorpatienten zu erarbeiten.
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5. Zusammenfassung

Radioaktiv markierte Somatostatin- und Gastrin-Analoga werden erfolgreich zur Diagnose
und Therapie von Rezeptor-positiven Tumoren eingesetzt. Dabei ist vor allem die Dichte der
exprimierten Rezeptoren von grofler Bedeutung. In dieser priklinischen Studie wurde der
Einfluss einer externen Bestrahlung auf die Regulation von Somatostatin (SST2)- und
Cholezystokinin/Gastrin (CCK-B/Gastrin)-Rezeptoren bei Glioblastomzelllinien in vitro

sowie bei exokrinen Pankreastumorzellen (AR42J) in vitro und in vivo untersucht.

Zundchst wurde an sechs Glioblastomzelllinien der Rezeptorstatus fiir SST2 und CCK-
B/Gastrin in vitro bestimmt. Zum Nachweis einer spezifischen Rezeptorbindung wurden
Blockierungsversuche mit '''In-DTPA-Octreotid (OctreoScan-111) bzw. '''In-DTPA-DGlu'-
minigastrin durchgefiihrt, wobei die Blockade unspezifischer Bindungen durch Zugabe von
unmarkiertem Somatostatin-14 bzw. humanem Minigastrin erfolgte. Bei keiner der
Glioblastomzelllinien wurde eine spezifische Bindung des Radiopeptids an den SST2- bzw.
CCK-B/Gastrin-Rezeptor nachgewiesen. Auch durch eine externe Bestrahlung mit einer
Einzeldosis von 8 bzw. 16 Gy wurden diese Rezeptoren nicht exprimiert. Zwar gibt es
Hinweise darauf, dass in vivo die SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren bei high-grade
Astrozytomen vorhanden sein konnen, jedoch konnten in vitro durch Blockierungsversuche

beide Rezeptoren nicht nachgewiesen werden.

Der in der Literatur beschriebene positive SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus bei der
exokrinen Pankreastumorzelllinie AR42J wurde in den in vitro-Versuchen durch die
Blockierungsversuche bestétigt.

Eine externe Bestrahlung der AR42J-Zellen mit einer Dosis von 4, 8 bzw. 16 Gy zeigte eine
Upregulation beider Rezeptoren. Das Ausmal} der Upregulation war sowohl vom Zeitintervall
nach der Bestrahlung als auch von der applizierten Dosis abhédngig. Es wurden bis zu 3,5 mal
mehr SST2- Rezeptoren (96 Stunden nach 4 Gy) und bis zu 4 mal mehr CCK-B/Gastrin-
Rezeptoren (1 Woche nach 16 Gy) als bei unbestrahlten Kontrollzellen exprimiert.
Gleichzeitig wurden Wachstumskurven der bestrahlten AR42J-Zellen erstellt. Beim Vergleich

der Rezeptorexpression mit den Wachstumskurven zeigte sich, dass der SST2-Rezeptor in der
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Zeit der strahlenbedingten Zellzahlreduktion upreguliert war. Je hoher die applizierte Dosis
war, desto frilher wurde der SST2-Rezeptor hochreguliert und desto ldnger blieb die
Upregulation bestehen. Die erhohte SST2-Rezeptordichte kann somit als Marker fiir die
antiproliferative Phase der AR42J-Zellen nach externer Bestrahlung in vitro angesehen
werden.

Die Upregulation der CCK-B/Gastrin-Rezeptoren war nach einer Strahlendosis von 4 und 8
Gy in der Zeit der Zellproliferation, die nach Beendigung der Reparation zelluldrer
Strahlenschédden wieder einsetzte, zu beobachten. In niedrigen und mittleren Dosisbereichen
kann der CCK-B/Gastrin-Rezeptorstatus als Indikator fiir eine erneute Zellproliferation nach
Bestrahlung dienen. Nach einer Dosis von 16 Gy lieB sich die Upregulation des CCK-

B/Gastrin-Rezeptors auch wéhrend der Zellreduktionsphase nachweisen.

Darauthin  wurden in vivo-Experimente an AR42J-tumortragenden Nacktmiusen
durchgefiihrt. Die Bestrahlung des an der Hinterflanke lokalisierten Tumors erfolgte mit einer
Dosis von 10 Gy. Nach 48 Stunden wurden Biodistributionsstudien mit '''In-DTPA-Octreotid
bzw. ""In-DTPA-DGIlu'-minigastrin durchgefiihrt. Durch die anschlieBende histologische
Aufarbeitung und Anfiarbung der Tumoren mit H.E. wurde eine vermehrte Expression der
SST2- und CCK-B/Gastrin-Rezeptoren beobachtet. Somit konnten die in vitro-Resultate

bestétigt werden.

Es Dbesteht die Moglichkeit, sowohl die Radiopeptiddiagnostik als auch die
Radiopeptidtherapie SST- und CCK-B/Gastrin-Rezeptor-exprimierender Tumoren nach
externer Bestrahlung zu verbessern und effektiver zu gestalten. So konnte einerseits nach
einer Tumorbestrahlung durch eine anschlieBende '''In-DTPA-Octreotid bzw. '''In-DTPA-
DGlu'-minigastrin-Rezeptorszintigraphie das Ansprechen des Tumorgewebes im Sinne einer
Proliferationshemmung bzw. Proliferationssteigerung beurteilt werden und die SST- bzw.
CCK-B/Gastrin-Rezeptordichte als prognostischer Marker dienen.

Andererseits konnten durch die Upregulation der beiden Rezeptoren nach externer
Bestrahlung neue molekulare Angriffsziele fiir einen anschlieBenden nuklearmedizinischen

Einsatz rezeptorspezifischer Radiopeptide entstehen.
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