View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Digitale Hochschulschriften der LMU

Aus der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin
der Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen

Direktor: Prof. Dr. med. P. Bartenstein

Evaluierung neuer nephroprotektiver Strategien in einem
Mausmodell der strahleninduzierten Nephropathie
durch den B-Emitter [Lu-177-DOTA’, TYR?-octreotate

mittels in-vivo Tc-99m-MAG3 Nierenfunktionsszintigraphie

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von
Harun llhan

aus Mannheim

Miinchen 2013


https://core.ac.uk/display/19697767?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




Mit Genehmigung der medizinischen Fakultat

der Universitat Miinchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. Marcus Hacker
Mitberichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Christoph
Auernhammer

Prof. Dr. med. Anno Graser

Mitbetreuung durch den Priv.-Doz. Dr. med.

Promovierten Mitarbeiter: Alexander Haug

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c.
Maximilian Reiser
FACR, FRCR

Tag der Miindlichen Priifung: 14.11.2013






Meiner Familie






Inhaltsverzeichnis

AbKUrZUNGSVErzZeiChNIS .............oiiiiiiiiiiii e 9
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis...............cccccccooiiiiiiiii 10
1. EinleitUNg ... 11
1.1. Die Nuklearmedizin als therapeutisches Fach ..............ccccccceeeeen. 11
1.2. NeuroendoKring TUMOIEN ..........couiiiiiiiiiiiiii e 13

1.3. Die Peptid-Rezeptor Radionuklid-Therapie bei neuroendokrinen

B I0T 1 070 1= o [T 13

14. Malnahmen zur Reduktion der Nephrotoxizitat im Rahmen der PRRT 14

1.5. Pathophysiologie der strahleninduzierten Nephrotoxizitat.................... 14
1.6.  Fragestellung und Ablauf der Studie ............cccuiiiiiiiiiiiiii, 16
2. MethOdiK..........oeiiiiiii e e e 19
2.1, VEerSUCNSHIEIE .....oeeiiiiiieiiieeee e 19
2.2. Pharmaka und Radiopharmaka.............cccceeeiiiiiiiiiiieicccc e 19
2.3. Nierenfunktionsszintigraphie mit Tc-99m-MAG3 ..........cccooiiiin. 20
2.4.  Auswertung der szintigraphischen Datensatze ................cccccceee v, 20
2.5. Erstellung und Beurteilung der Renogramm-Kurven............ccccccccoo. 22
2.6. Bestimmung der ,fractional uptake rate” (FUR)..........ccccovvviiieeeennenn. 22
2.7.  Gliederung und Ablauf der Studie ...........ccoooiiiiiiiiiiiiiicce e, 23
2.7.1. Identifikation der nephrotoxischen Minimaldosis.............ccccceevieeeen... 23
2.7.2. Evaluation neuer nephroprotektiver Pharmaka nach PRRT ............. 24

2.7.3. Identifikation PRRT-unabhangiger Nierenfunktionsveranderungen im

zeitlichen Verlauf........ ..o 26
2.8.  Beurteilung histopathologischer Veranderungen.........ccccccccceeiinineennn. 26
2.9.  Statistische AUSWEIUNG ........coooiiiiiiii e 27

3. Ergebnisse ... e 29



3.1. Erster Studienabschnitt — Identifikation der nephrotoxischen Dosis fir

LU-T77-DOTA-TATE ...ttt 29
3.1.1. Renogramm-Kurven — 1. Studienabschnitt ..., 29
3.1.2. FUR-Werte — 1. Studienabschnitt ...............ccooiii 30
3.1.3. Histologische Veranderungen — 1. Studienabschnitt......................... 32

3.2. Zweiter Studienabschnitt — Evaluation neuer nephroprotektiver

Pharmaka im Rahmen der PRRT ... 33
3.2.1. Renogramm-Kurven — 2. Studienabschnitt ..........................l 33
3.2.2. FUR-Werte — 2. Studienabschnitt ... 34
3.2.3. Histologische Veranderungen — 2. Studienabschnitt......................... 36
3.3. Nicht-therapierte Kontrollgruppe (keine PRRT).........cooviiiiiiiiiiiiiinnn. 37
4, DiSKUSSION ......ooiiiiiiiiiiii e 39
4.1. Die strahleninduzierte Nephropathie nach PRRT............cciiiiiiiiinennnn. 39

4.2. Relevanz der Tc-99m-MAG3 Szintigraphie mit Bestimmung der FUR. 40

4.3. Pharmakologische Nephroprotektion ..............cccccoiiiiiiii i 42
4.4. Einschrankungen dieser Studie.............ccceeiiiiiiiiiiiiii e 45
441. LU-177 VErsuS Y-90........ouuuiiiiiiiiiiiiiieee e 45
4.4.2. Radionuklide der Nierenfunktionsszintigraphie ...............cccccoeeeeeeen. 46
4.4.3. Der Einsatz einer planaren Gammakamera.............ccccccccceeeeeeeeeeennnn. 46
4.4.4, Dosierungen der nephproprotektiven Medikamente ........................ 47
5. Schlussfolgerung und Ausblick................ccccoiiiii s 47
6. ZusammenfasSUNG.............ccccooiiiiiiiiii i 51
7.  Literaturverzeichnis ... 55
8.  DanKSAQUNG.......coooiiiiiiiiiiii e 61
9. Lebenslauf ... 63

10. Eidesstaatliche Versicherung ....................ccooooiiii e, 65



Abkurzungsverzeichnis

NET - Neuroendokriner Tumor
GEP-NET - Neuroendokriner Tumor des gastro-entero-

pankreatischen Systems

PRRT - Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie

Y-90 - Yttrium-90

Lu-177 - Lutetium-177

Y-90-DOTATOC - [Y-90-DOTA’, TYR®J-octreotide

Lu-177-DOTA-TATE - [Lu-177-DOTA® TYR?]-octreotate

RAAS - Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

ACE-Hemmer - Angiotensin-Converting-Enzyme Hemmer

TMA - Thrombotische Mikroangiopathie

HMG-CoA-Reduktase - 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A
Reduktase

MAG3 - Mercaptoacetyltriglycyl

FUR - fractional uptake rate

g - gramm

n.c.a. - no carrier added

i.p. - intraperitoneal

mg - milligram

kg - kilogram

KG - Kdérpergewicht

Bq - Becquerel

MBq - Mega Becquerel

i - Mikroliter

LEHR - low energy — high resolution

ROI - region of interest

%ID - percentage of injected dose

Tween20 - Polysorbat 20 (Tween 20®)

PAS - Periodic acid-Schiff Reagenz

H. E. - Haematoxylin-Eosin



S.E.M

keV
DMSA
DTPA
VOl
SPECT

- standard error of the mean

- Gray

- kilo Elektronvolt

- Meso-2,3, Dimercapto-Succinylsaure
- Diethylentriaminpentaessigsaure

- voxel of Interest

- Single Photon Emission Computed

Tomography

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:
Abbildung 7:

Abbildung 8:

Histologische Beurteilungskriterien

Szintigraphische Summationsaufnahme nach 12 Minuten
Messzeit

Studienprotokoll und experimentelles Design
Renogramm-Kurven an Tag 65

FUR-Werte fur den ersten Studienabschnitt im Beobach-
tungszeitraum ab der Baseline-Messung bis Tag 65
Histologische Schnitte an Tag 65 im ersten Studienabschnitt
(PAS-Farbung, Vergrofierung 20x)

Renogramm-Kurven an Tag 86 im zweiten Studienabschnitt
FUR-Werte zur Baseline und an Tag 9, 23, 44, 65 und 86 im
zweiten Studienabschnitt

Histologische Schnitte an Tag 86 im zweiten
Studienabschnitt (PAS-Farbung, VergroRerung 20x)

10



1. Einleitung

11. Die Nuklearmedizin als therapeutisches Fach

Die Nuklearmedizin zahlt insgesamt zu den ,jingeren® Disziplinen der Medizin.
Gerade einmal gut 100 Jahre ist es her, dass der franzosische Physiker und
Chemiker Henri Becquerel im Jahre 1896 eine bis dahin unbekannte
Strahlenart entdeckte. Diese sollte ein Jahr spater von der berihmten
Physikerin Marie Curie als Radioaktivitat bezeichnet werden. Fir lhre Arbeiten
und Forschungen auf dem Gebiet der Radioaktivitat erhielten Henri Becquerel
und Marie Curie zusammen mit Curies Ehemann Pierre Curie im Jahre 1903
den Nobelpreis fur Physik. Mit Hilfe dieser Entdeckungen wurde der Grundstein
fur die Nuklearmedizin gelegt, wie sich bereits aus dem Namen dieses Faches
ableiten Iasst. Die Entdeckung und Beschreibung radioaktiver Strahlen fuhrte
jedoch nicht direkt zur Ubersetzung der Erkenntnisse in die Medizin.

Als ,Vater® der Nuklearmedizin gilt der ungarische Chemiker George de
Hevesy, der fur die Entdeckung der sogenannten Tracer-Methode
verantwortlich ist. Fur diese Entdeckung wurde er im Jahre 1943 mit dem
Nobelpreis fir Physik ausgezeichnet. Der Legende nach kam dem jungen
George de Hevesy die Grundidee zur Tracer-Methode wahrend seines
Aufenthaltes in London. Ihm wurde jeden Sonntag von seiner Vermieterin die
englische Spezialitat Meatpudding serviert. Eines Tages kam bei de Hevesy
jedoch der Verdacht auf, dass seine Vermieterin die Reste der letzten Woche in
den Meatpudding der Folgewoche beimischte. Um seine Vermieterin zu
Uberfuhren fagte er daher eine geringe Menge eines radioaktiven Isotops in die
Essenreste. Seinen Verdacht bestatigend konnte er schlieRlich die Strahlung im
Meatpudding der nachsten Woche nachweisen und seiner Vermieterin das
Ergebnis demonstrieren. Diese Erkenntnis hatte jedoch nicht etwa die
Honorierung einer innovativen Methode zur Folge, sondern flhrte zur
Kindigung des Mietverhaltnisses seitens der Vermieterin.

Diese Anekdote hat fir George de Hevesy somit ein ungutes Ende genommen.
Und ob sich alles genau so zugetragen hat oder ob es sich nur um eine

amusante Erzahlung unter Nuklearmedizinern und Radiochemikern handelt, ist
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leider nicht belegt. Nichtsdestotrotz wird anhand dieser kleinen Geschichte
jedoch die Grundlage der modernen Nuklearmedizin veranschaulicht. Die
Entdeckung der Tracer-Methode durch George de Hevesy zahlt insgesamt zu
den Meilensteinen der Nuklearmedizin und veranschaulicht das Prinzip dieses
Faches:

Der Einbau beziehungsweise die Einschleusung radioaktiv markierter Isotope in
Stoffwechselvorgange  ermoglicht  diagnostische und  therapeutische

Untersuchungen und Behandlungen.

Die Nuklearmedizin gilt primar als diagnostisches Fach und wird von den
meisten Patienten mit der Diagnostik von Schilddrusenerkrankungen assoziiert.
Die Schilddrtse verdeutlicht jedoch nicht nur den Stellenwert dieses Faches im
Rahmen diagnostischer Untersuchungen, sondern auch den Stellenwert der
Nuklearmedizin als therapeutisches Fach.

In Europa erfolgte die erste Radiojodtherapie von Schilddrisenkarzinomen im
Jahre 1948 in Aachen durch den Internisten Cuno Winkler. Zwei Jahre spater
stellte dieser seine Erfahrungen in Wiesbaden im Rahmen eines Kongresses
der Deutschen Gesellschaft fur Innere Medizin vor [1]. Bis heute ist die
Radiojodtherapie  ein  fester Bestandteil in der Therapie von
Schilddrisenkarzinomen und wird in Abhangigkeit der Stadieneinteilung in
aktuellen, internationalen Leitlinien zur Vervollstandigung der chirurgischen

Therapie empfohlen [2].

Die Nuklearmedizin gewinnt heutzutage zunehmende Bedeutung als
therapeutisches Fach, insbesondere in der Therapie maligner Erkrankungen.
Zwar mag die Schilddruse fur die meisten Patienten ,das Organ“ der
Nuklearmedizin darstellen, aber in der Therapie maligner Erkrankungen weist
die Nuklearmedizin ein breites Indikationsspektrum aus.

Hier sind neben palliativen Therapieansatzen bei Patienten mit hepatisch
metastasierten Karzinomen, wie beispielsweise Mamma-Karzinomen oder
kolorektalen Karzinomen, mittels transartiereller Mikroembolisation durch (-
Strahler beladene, radioaktive Mikrospharen insbesondere neuroendokrine

Tumoren (NET) zu erwahnen.
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In der interdisziplindren, multimodalen Behandlung dieser seltenen
Tumorerkrankung hat die Nuklearmedizin sowohl in der Diagnostik als auch in
der Therapie einen wichtigen Stellenwert und ist Gegenstand aktueller

Leitlinienempfehlungen [3].

1.2. Neuroendokrine Tumoren

NETSs stellen insgesamt eher seltene Tumorerkrankungen dar und wurden auch
oft als Karzinoide bezeichnet. Dieser, heutzutage veraltete Name, wurde durch
den Erstbeschreiber der Erkrankung, den deutschen Pathologen Siegfried
Oberndorfer, gepragt [4]. Der Begriff Karzinoid bedeutet in diesem
Zusammenhang ,Karzinom-ahnlich“ und beruht auf der Tatsache, dass NETs
eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren darstellen und sowohl benigne als
auch maligne entartet sein koénnen. NETs entstammen Uberwiegend
neuroendokrinen Zellen des gastro-entero-panreatischen Systems (GEP-NET)
und des Bronchialsystems.

Die Inzidenz neuroendokriner Tumoren in den USA betragt aktuell ca. 5
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr und zeigt eine deutlich

steigende Tendenz im Laufe der letzten 40 Jahre [5].

1.3. Die Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie bei

neuroendokrinen Tumoren

Die Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie (PRRT) mittels der radioaktiv
markierten Somatostatinanaloga [Y-90-DOTA®, TYR®]-octreotide  (Y-90-
DOTATOC) und [Lu-177-DOTA?, TYR®-octreotate (Lu-177-DOTA-TATE) stellt
mittlerweile  eine  etablierte = Therapieoption in der Behandlung
Somatostatinrezeptor-exprimierender, inoperabler oder metastasierter NETs
dar [6, 7]. Der Therapieeffekt basiert auf der endogenen Bestrahlung nach

Anbindung der Somatostatinanaloga-beladenen B-Strahler auf den
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Somatostatinrezeptoren an  der  Zelloberflache  der  NETs. Die
Therapieansprechraten und das progressionsfreie Uberleben nach erfolgter
PRRT sind vielversprechend, was bereits durch mehrere Studien bestatigt
wurde [6-13]. Ein entscheidender und Therapie-limitierender Faktor ist jedoch
neben der Hamatotoxizitdt die strahleninduzierte Nephropathie. Die -
emittierenden Somatostatinrezeptor-Analoga Y-90-DOTATOC und Lu-177-
DOTA-TATE werden uberwiegend renal ausgeschieden und im proximalen
Nierentubulus Megalinrezeptor-vermittelt rickresorbiert. Dies kann im
schlimmsten Fall zur Ubermalligen Bestrahlung der Nieren und folglich

radiogenen Nierenschadigung fuhren [14, 15].

1.4. MaRBnahmen zur Reduktion der Nephrotoxizitat im
Rahmen der PRRT

Eine signifikante Reduktion der Nierenfunktion nach PRRT wurde bereits
sowohl in klinischen als auch praklinischen Studien beschrieben [16-22].
Pharmakologische Therapien zur Minimierung des Strahlenschadens, wie
beispielsweise eine Verringerung der tubuldren Rickresorption, sind bereits
bekannt. Die intravendse Verabreichung positiv geladener Aminosauren, in der
Regel Arginin und Lysin, im Rahmen einer PRRT flihrte sowohl in praklinischen
[21, 23] als auch klinischen Studien [24, 25] zu einer signifikant reduzierten
Ruckresorption der radioaktiv markierten Somatostatin-Analoga. Daher stellt die
Co-Infusion von Aminosaure-Losungen im Rahmen der PRRT im klinischen
Setting eine etablierte Malnahme dar [6], reprasentiert jedoch nur eine

Mdglichkeit zur Reduktion der strahleninduzierten Nephropathie.
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1.5. Pathophysiologie der strahleninduzierten

Nephrotoxizitat

Die Pathophysiologie der Nierenschadigung nach PRRT ist nur unzureichend
geklart. Histopathologisch zeigen sich nach PRRT sowohl tubulare als auch
glomerulare  Organschaden. Die histologische  Aufarbeitung von
Nierenpraparaten nach PRRT flhrte zu der Erkenntnis, dass die pathologischen
Muster mit denen nach exogener Radiatio vergleichbar sind [26]. Diese
Tatsache wiederum, fuhrt zu der Vermutung, dass die pathomechanischen
Vorgange der Nierenschadigung im Rahmen der endogenen Radiatio durch die
PRRT und der exogenen Radiatio vergleichbar sein konnten.

Die bereits erwahnte Reduktion des mdglichen Strahlenschadens durch
Aminosaureldsungen basiert auf einem kompetitiven Antagonismus des
Megalin-Rezeptors. Allerdings wird auch dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) eine Beteiligung im Rahmen des Pathomechanismus der
strahleninduzierten Nierenschadigung zugesprochen [26, 27].
Pharmakologische Begleittherapien, die das RAAS beeinflussen, konnten im
Tiermodell Nierenschaden nach exogener Bestrahlung erfolgreich reduzieren.
Ein Beispiel hierfur stellen Hemmer des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)
dar. Die Arbeitsgruppe um Cohen konnte 1992 nephroprotektive Eigenschaften
far eine  Begleittherapie mit ACE-Hemmern nach  exogener
Ganzkorperbestrahlung von Ratten nachweisen [28]. Der erfolgreiche Einsatz
von ACE-Hemmern zur Reduktion strahleninduzierter Nierenschaden konnte in
Folgeexperimenten durch dieselbe und auch andere Arbeitsgruppen sowohl im
Rahmen weiterer Tierversuche [29, 30], als auch in einer klinischen Studie am
Menschen durch Moll und Mitarbeiter verifiziert werden [17].

Die Arbeitsgruppe um Moll zeigte zudem in der histologischen Aufarbeitung von
Nierenbiopsien von drei Patienten nach vorausgegangener PRRT, dass die
thrombotische Mikroangiopathie (TMA), welche sich sowohl in den Glomeruli
als auch in den Kkleinen Arterien und Arteriolen manifestiert, ein
histopathologisches Nierenschadigungsmuster nach PRRT darstellt.

In einer kilrzlich publizierten Studie von Sheshan und Mitarbeitern wurde

wiederum erfolgreich demonstriert, dass die TMA in einem Mausmodell der
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anti-Phospholipid-Antikdrper induzierten Nephropathie durch den 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA) Reduktase-Inhibitor Pravastatin
verhindert beziehungsweise minimiert werden kann [31].

Nephroprotektive Eigenschaften einer Begleittherapie mit Pravastatin wurden
zudem in einem Mausmodell der Carboplatin-induzierten Nephrotoxizitat
dargestellt [32].

Eine weitere Beeinflussung des RAAS durch den Aldosteron-Rezeptor
Antagonisten Spironolacton zeigte in Mausen ebenfalls nephroprotektive
Eigenschaften nach Therapie mit endogenen alpha-Strahlern [33].
Zusammenfassend konnten somit nephroprotektive Eigenschaften sowohl flr
RAAS-modifizierende Medikamente (ACE-Hemmer und Spironolacton) als auch
fur Statine (Pravastatin) im Rahmen nephrotoxischer Therapien nachgewiesen

werden.

1.6. Fragestellung und Ablauf der Studie

Der Einsatz dieser Medikamente zur Minimierung des nephrogenen
Strahlenschadens wurde bisher abgesehen von einer kleinen Fallzahl durch die
bereits erwahnte Arbeitsgruppe um Moll im Rahmen der PRRT nicht tGberprift.
Betrachtet man jedoch die vergleichbaren histopathologischen Veranderungen
und Schadigungsmechanismen und -muster, ist der erfolgreiche Einsatz dieser
Medikamente im Rahmen einer PRRT mit Lu-177-DOTA-TATE ebenfalls
wahrscheinlich. Dies wurde bisher jedoch nicht untersucht. Zur Klarung dieser
Hypothese, wurden in dieser Studie die nephroprotektiven Eigenschaften des
ACE-Hemmers Enalapril, des HMG-CoA Reduktase Inhibitors Pravastatin und
des Aldosteron-Antagonisten Spironolacton im Rahmen eines Mausmodells der
endogenen Nieren-Bestrahlung durch den B-Emitter Lu-177-DOTA-TATE
getestet.

Zu Beginn der Studie waren die nephrotoxischen Eigenschaften von Lu-177-
DOTA-TATE im Mausmodell nicht geklart. Somit war die nierentoxische
Schwellendosis fur Lu-177-DOTA-TATE im Mausmodell zunachst unbekannt.

Aus diesem Grund wurde die Studie in zwei Abschnitte gegliedert. Im ersten
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Abschnitt erfolgte eine Dosis-Wirkbeziehungsstudie zur Identifikation der
nierenschadigenden Schwellendosis fur Lu-177-DOTA-TATE in Mausen.

Im zweiten Studienabschnitt erfolgte schlief3lich die Evaluation der erwahnten
Medikamente hinsichtlich protektiver Eigenschaften im Rahmen der PRRT-
induzierten  Nephrotoxizitdt. = Die  Nierenfunktion wurde in beiden
Studienabschnitten durch in-vivo Nierenfunktionsszintigraphien mit dem vy-
Strahler Tc-99m-Mercaptoacetyltriglycyl (Tc-99m-MAG3) [34, 35] dokumentiert.
Diese, nicht-invasive Untersuchung ermdglicht eine Kontrolle der Nierenfunktion
im Verlauf. Anhand der szintigraphischen Daten wurde die ,fractional uptakte
rate“ (FUR) bestimmt. Die FUR beschreibt die Aufnahme eines radioaktiven
Tracers in ein Organ pro Zeiteinheit und dient in diesem Fall als Korrelat fur die
Nierenfunktion. Die Berechnung der FUR wurde bereits erfolgreich im Rahmen
praklinischen Studien zur Diagnostik und Verlaufskontrolle von Ischamie-
Reperfusions-Schaden der Nieren aufgezeigt [36].

In Rattenstudien wurde demonstriert, dass Nierenschaden erst im spateren
Verlauf nach Lu-177-DOTA-TATE Therapie in Erscheinung treten [21, 37]. Aus
diesem Grund wurde die Nierenfunktion in einem Beobachtungszeitraum von 2

bis 3 Monaten im Anschluss an die Therapie bestimmt.
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2. Methodik

2.1. Versuchstiere

Fir die vorliegende Studie wurden 10 Wochen alte Balb C Mause mit einem
Gewicht zwischen 20 und 24 g (Charles River Laboratiries, Sulzfeld,
Deutschland) verwendet. Alle Tierexperimente erfolgten unter Berlcksichtigung
und Einhaltung der Vorschriften der Tierschutzverordnung und wurden im
Vorfeld durch die Regierung von Oberbayern genehmigt. Die Tierhaltung
erfolgte im Tierlabor der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin der Universitat
Minchen, Campus Grof3hadern. Den Mausen wurde freier Zugang zu Wasser

und pelletierter Nahrung gewahrt.

2.2, Pharmaka und Radiopharmaka

Der B-Strahler Lutetium-177 (n.c.a.; no carrier added) wurde von der Isotope
Technologies Garching GmbH (Garching, Deutschland) bezogen. Das
Somatostatin-Analogon DOTA? TYR3-octreotate wurde bei ABX advanced
biochemical compounds (Dresden, Deutschland) bestellt. Die radioaktive
Markierung des [B-Strahlers und des Somatostatin-Analogons erfolgte durch
einen Radiochemiker der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin und wurde
entsprechend bereits publizierter Protokolle durchgefihrt [38, 39].
Technetium-99m-Mercaptoacetyltriglycyl (Tc-99m-MAG3) wurde von Covidien,
Neustadt/Donau, Deutschland bezogen.

Die Pharmaka zur medikamentdsen Begleittherapie (Pravastatin, Enalapril,
Spironolacton, Tween 20®) und alle Anasthetika wurden bei Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland) bestellt.
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2.3. Nierenfunktionsszintigraphie mit Tc-99m-MAG3

Die dynamische Nierenfunktionsszintigraphie erfolgte unter Verwendung des
Hippuran-Analogons Mercaptoacetyltriglycyl welches mit dem y-Strahler
Technetium-99m markiert wurde (Tc-99m-MAG3). Der Ablauf der Szintigraphie
erfolgte in Analogie zu bereits publizierten tierexperimentellen Studien, in denen
primar Ischamie-Reperfusions-Schaden der Nieren untersucht wurden [34-36].
Nach Einleitung einer intraperitonealen (i.p.) Narkose mit einer Kombination
von Ketamin (75 mg/kg KG) und Medetomidin (1 mg/kg KG) wurden die Mause
auf einer beheizbaren Matte gelagert um ein Abklhlen zu verhindern und die
Korpertemperatur konstant unter physiologischen Bedingungen bei ca. 37°
Celsius zu halten.

Im Anschluss an die Lagerung an der Kamera erfolgte Gber die Schwanzvene
eine Bolus-Injektion mit Tc-99m-MAG3. Hierfur wurde eine Standard-Dosis von
2,5 x 10" Becquerel (Bq) Tc-99m-MAG3 verwendet, welches in 150 ul 0,9%
Kochsalzlésung geldst wurde.

Mit Injektion des Radionuklids erfolgte die Akquisition der dynamischen
Szintigraphie. Hierzu wurden Ganzkoérper-Aufnahmen der Mause unter
Verwendung eines Kopfes einer 3-Kopf-Gamma-Kamera (Philips — davor Picker
— Prism 3000 XP, Cleveland, USA) akquiriert, der mit einem LEHR Kollimator
(low energy — high resolution Kollimator) ausgestattet war.

Die dynamische, planare Messung wurde in 144 einzelne Bildframes von je 5
Sekunden Dauer unterteilt, was zu einer Gesamtmesszeit von 12 Minuten

fuhrte. Die BildvergroRerung wurde auf den Faktor 4 eingestelit.

24. Auswertung der szintigraphischen Datensatze

Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software Hermes Dynamic
Study Display in der Version 4.0 (Hermes Gold V2.10, Hermes Medical
Solutions, Stockholm/London) und orientierte sich an der bereits erwahnten
Studie von Herrler et al. aus unserer Arbeitsgruppe. In dieser Studie wurde

mittels Nierenszintigraphie ein Kompartment-Syndrom der Nieren nach
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Ischamie-Reperfusion untersucht [35]. Unter Verwendung der Hermes Dynamik
Study Display Software konnte anhand eines standardisierten ,region of
interest® (ROI) Verfahrens die Anzahl der radioaktiven Countraten in den
jeweiligen relevanten Organstrukturen bestimmt werden. Hierzu wurden
manuell ROIls Uber den Ganzkorper, beide Nieren, jeweilige peri-renale
Hintergrund-Referenzregionen, Blutpool im Herzen sowie die Injektionsstelle
gezogen.

Abbildung Nummer 1 zeigt die schematische Darstellung der jeweiligen ROls.

Abbildung 1: Szintigraphische Summationsaufnahme nach 12 Minuten Messzeit.
Zeit-Aktivatskurven wurden an Hand einer standardisierten, manuellen “region of interest” (ROI)
Auswertung generiert. Die ROIs umfassen die Injektionsstelle (1), die Blase (2), den
Ganzkorper (3), beide Nieren (4 & 5), Nieren-Hintergriinde (6 & 7) und den Blutpool (8).
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2.5. Erstellung und Beurteilung der Renogramm-Kurven

Die akquirierten, dynamischen Aktivitdts- bzw. Count-Daten innerhalb der
Messzeit wurden zur Generierung von Zeit-Aktivitatskurven in Microsoft Excel
(Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation, USA) exportiert. Die
Nierenfunktion wurde mittels Excel somit als Nephrogramm- bzw. Renogramm-
Kurve dargestellt.

Diese Kurven stellen die ,percentage of injected dose“ (%ID), den
den prozentualen Anteil der injizierten Aktivitat, im zeitlichen Verlauf dar. Die
Berechnung der %ID erfolgte fur beide Nieren durch Division der Count-Raten
in Hintergrund-korrigierten Nieren-ROIl durch die Ganzkérper-ROIl, welche
wiederum um die residuelle Aktivitat beziehungsweise die Count-Raten in der
Injektionsstelle korrigiert wurde.

Die Beurteilung der Renogramm-Kurven folgte primar visuellen Kriterien und
orientiert sich an der Beurteilung der Zeit-Aktivitatskurven in Patienten-
Untersuchung aus der klinischen Praxis.

Als Mal3 fur die Ausscheidungsfahigkeit der Nieren dient in den Zeit-Aktivitats-
Kurven die Steigung. Ein hoher Abfall in den Kurven geht mit einer guten bzw.
erhaltenen Ausscheidungsfunktion einher. Des Weiteren liefern die maximalen
Countraten in den Nieren (,peak %ID“) und die Zeit bis zum Erreichen des
Maximums (,time-to-peak®) relevante Informationen Gber die Nierenfunktion. Ein
hdherer ,peak® bei kurzer ,time-to-peak” ist mit einer besseren Nierenfunktion

gleichzusetzen.

2.6. Bestimmung der ,fractional uptake rate* (FUR)

Die fractional uptake rate (FUR) beschreibt die prozentuale Aufnahme eines
radioaktiven Tracers in ein Organ pro Zeiteinheit und dient somit in dieser
Studie als Surrogat fur die Nierenfunktion. Die Berechnung der FUR konnte
bereits in mehreren Studien erfolgreich eingesetzt werden. In einem

Mausmodell von Ischamie-Reperfusions-Nierenschaden konnten Herrler et al.
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zudem nachweisen, dass die Berechnung der FUR erfolgreich im Rahmen der
Langzeit-Verlaufskontrolle geeignet ist [36].

Die mathematische Grundlage und Berechnung der FUR basiert auf der Formel
FUR=P(0)*(ki+k;)/(ID), die mehrmals von Patlak et al. beschrieben wurde [40].
Der Wert P(0) stellt die Plasma-Clearance Kurve [P(t)] zum Zeitpunkt “Null” dar
und wird in Counts pro Sekunde [c/s] angegeben. P(0) kann durch
Ruckrechnung mittels eines mono-exponentiellen fittings der Daten zum
Zeitpunkt P(t) bestimmt werden. Die Werte k and k; stellten die Steigung der
linearen Uptake-Segmente des Patlak-Rutland Plots fir die linke und die rechte
Niere dar. ,ID* steht fur die injizierte Aktivitat.

Eine Software zur Berechnung der FUR wurde von Hermes Medical Solutions
bereitgestellt (Renalcurve V3.0 B1). Die Einheit der FUR wird in %ID pro

Zeiteinheit (Minuten) angegeben.

2.7. Gliederung und Ablauf der Studie

Die Studie gliederte sich in zwei Abschnitte. Im ersten Studienabschnitt wurde

eine minimale, szintigraphisch messbare Therapiedosis fur Lu-177-DOTA-TATE

im Mausmodell bestimmt. Im zweiten Studienabschnitt erfolgte die Evaluierung der

genannten pharmakologischen Begleittherapien hinsichtlich einer Reduktion der

strahleninduzierten Nephropathie nach PRRT.

2.71. Identifikation der nephrotoxischen Minimaldosis

Im ersten Abschnitt wurden dosis-abhangige Wechselwirkungen zwischen der
applizierten Therapiedosis im Rahmen der Lu-177-DOTA-TATE Therapie und
der Nierenfunktion untersucht. Zur Bestimmung der normwertigen, pra-
therapeutischen Nierenfunktion (Baseline) wurde in einer Gruppe von 12
Mausen eine Tc-99m-MAG3-Szintigraphie an Tag 0 durchgefiihrt. Diese
Gruppe wurde aus jeweils drei zufallig ausgewahlten Mausen der jeweiligen
Therapiegruppen zusammengestellt. In den Therapiegruppen erfolgte eine

Zuordnung zur Radionuklid-Therapie in folgender Dosierung:
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Gruppe 1: n=6, 10 MBq Lu-177-DOTA-TATE

Gruppe 2: n=8, 20 MBq Lu-177-DOTA-TATE
Gruppe 3: n=7, 40 MBq Lu-177-DOTA-TATE
Gruppe 4: n=7, 65 MBq Lu-177-DOTA-TATE

Die PRRT erfolgte an Tag 2. Nach Einleitung einer i.p.-Narkose mit Ketamin (75
mg/kg KG) und Medetomidin (1mg/kg KG) wurden die Tiere auf einer
beheizbaren Matte gelagert. Lu-177-DOTA-TATE wurde Uber einen Katheter in
die Schwanzvene injiziert.

Zur Bestimmung der Nierenfunktion erfolgten an den Tagen 9, 23, 44 und 65
Tc-99m-MAG3 Nierenfunktionsszintigraphien. An Tag 65 wurden die Mause
durch zervikale Dislokation euthanasiert und die Nieren zur histologischen

Beurteilung entnommen.

2.7.2. Evaluation neuer nephroprotektiver Pharmaka nach
PRRT

Im zweiten Abschnitt der Studie wurde das nephroprotektive Potential
pharmakologischer Begleittherapien im Rahmen einer PRRT untersucht.
Nachdem im ersten Studienabschnitt die minimale, nierenschadigende und
zudem szintigraphisch messbare Therapiedosis fur Lu-177-DOTA-TATE
identifiziert wurde, wurde in diesem Studienabschnitt mit eben dieser Dosis
ebenfalls eine PRRT an Tag 2 durchgefuhrt.

Ab Tag 2 erfolgte zudem eine medikamentose, taglich per Magensonde
applizierte Begleittherapie mit entweder dem HMG-CoA Reduktase Inhibitor
Pravastatin, dem ACE-Hemmer Enalapril und dem Aldosteron-Antagonisten
Spironolacton bis zur Beendigung der Studie. Die Kontrollgruppen erhielten
eine ebenfalls tagliche und per Magensonde verabreichte Gabe der jeweiligen
Vehikel-Substanzen (steriles Wasser und Polysorbat 20 (Tween 20%), das zur
Lésung von Spironolacton verwendet wurde). Die jeweilige Dosis der

applizierten Medikamente orientierte sich an den in der Literatur bereits
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vorbeschriecbenen und verwendeten Werten in vorausgegangenen
Mausmodellen [41-43]. Eine Zuordnung zu den jeweiligen Medikamenten-

Gruppen und Dosen erfolgte wie folgt:

Gruppe A: n=7, Pravastatin (5 mg/kg KG) geldst in sterilem Wasser

Gruppe B: n=7, Enalapril (10 mg/kg KG) geldst in sterilem Wasser

Gruppe C: n=8, Spironolacton (6 mg/kg KG) geldst in sterilem
Wasser und 0,1% Tween 20

Gruppe D: n=8, steriles Wasser mit 0,1% Tween 20

Gruppe E: n=6, steriles Wasser

Die Durchfuhrung der PRRT erfolgte wie oben beschrieben an Tag 2. Als
Therapiedosis wurden im zweiten Studienabschnitt 40 MBq Lu-177-DOTA-
TATE verwendet. Die Nierenfunktion wurde mittels Tc-99m-MAG3
Szintigraphien an den Tagen 9, 23, 44 und 65 und 86 ermittelt. An Tag 86
wurden die Mause durch zervikale Dislokation euthanasiert und die Nieren zur
histologischen Beurteilung enthommen.

Abbildung 2 gibt einen Uberblick tiber den Aufbau und Verlauf der Studie.

:"r’ .
S A T
B,
do d d9 d23 da4 d 65

i
2 h

d 86

1

Szintigraphie Szintigraphie Szintigraphie Szintigraphie Szintigraphie

Baseline

Selligmpiee PRﬁT rnit3 Ende des Protokolls  Ende des Protokolls
[Lu-177-DOTA®, TYR®]-octreotate im 1. Studienabschnitt; im 2. Studienabschnitt:
Histologie Histologie

Abbildung 2: Studienprotokoll und experimentelles Design.

Im ersten Studienabschnitt erfolgte die Nierenfunktionsszintigraphie mit Tc-99m-MAG3 an den
Tagen 0 (Baseline-Messung), 9, 23, 44, und 65 zudem an Tag 86 im zweiten Studienabschnitt.
Die Therapie mit [Lu-l77-DOTAO,TYR3]-octreotate erfolgte in beiden Studienteilen an Tag 2.
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2.7.3. Identifikation PRRT-unabhangiger Nieren-

funktionsveranderungen im zeitlichen Verlauf

Die durchschnittliche Lebenserwartung einer Maus betragt ca. 2-3 Jahre. Somit
stellt der im Rahmen dieser Studie aufgestellte Beobachtungszeitraum von 65
bzw. 86 Tagen eine relativ lange Zeitspanne dar. Zur Erkennung einer
madglichen Verzerrung der Ergebnisse durch Lu-177-DOTA-TATE-unabhangiger
Nierenfunktionsveranderungen wurde eine zusatzliche Gruppe von n=7 Mausen
kreiert. Diese Gruppe erhielt keine PRRT. Die Nierenfunktion wurde in Analogie
zu den Therapiegruppen bis zum Tag 86 durch wiederholte Tc-99m-MAG3

Szintigraphien bestimmt.

2.8. Beurteilung histopathologischer Veranderungen

Am Ende des jeweiligen Studienabschnittes wurden die Mause durch zervikale
Dislokation euthanasiert. Die Nieren wurden nach Entfernung in 4% Formalin
fixiert und im Anschluss in Paraffin eingebettet. Mittels eines Mikrotoms wurden
histologische Schnitte in 2-4 ym Schichtdicke angefertigt und im Anschluss mit
Perjodsaure-Schiffscher Reagenz (periodic acid-Schiff reagent, PAS) und
Haematoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt. Die histopathologische Beurteilung erfolgte
in Analogie zu bereits publizierten Arbeiten in Ratten, in denen die Auswirkung
einer PRRT im Rattenmodell untersucht wurde [21, 22].

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die histologischen Beurteilungskriterien.
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Grad Uberblick Glomeruli Tubuli

mild Weitgehend unauffalliges Endothel- Tubulare Apoptose;
Erscheinungsmuster; hohe Apoptose; Geringe Dilatation;
glomerulare Zelldichte Entziindliche Basalmembran unauffallig

Zellinfiltrate Keine Proteinzylinder
moderat Tubulare Dilatation; Endothel-Apoptose; Zunehmende Apoptose;
Tubularer Zellschaden Entziindliche Betontere Dilatation;
Infiltrate Basalmembran verdickt

Kleine Proteinzylinder;

Zellregeneration (Mitose)

betont Zunehmende tubulare Vaskulare Lumina Epithelverflachung;
Dilatation; vermindert; Verlust des Epithels;
Zellreiche Infiltrate Wenige Erythrozyten Zunehmende Dilatation;

Entziindliche Zellinfiltrate;
Zellregeneration;
Zunehmende

Basalmembranverdickung

schwer Ausgepragte tubulare Wie Grad 3; Wie Grad 3;
Dilatation Glomerulare Leere Zylinder;
Schrumpfung Fibrose
Tabelle 1:

Histologische Beurteilungskriterien (adaptiert von Rolleman et. al, EINMMI 2007 [21])

2.9. Statistische Auswertung

Zahlenwerte wurden als Mittelwert + S.E.M (standard error of the mean)
angegeben.

Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Shapiro-Wilk-Test Uberpruft. Der
abhangige und unabhangige T-Test (Zweistichproben) wurde angewandt um
statisch signifikante Unterschiede zwischen normalverteilten Ergebnissen zu
ermitteln. Der Mann-Whitney-U-Test wurde verwendet falls die Ergebnisse nicht
normalverteilt waren. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
eingestuft.
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3. Ergebnisse

3.1. Erster Studienabschnitt — Identifikation der
nephrotoxischen Dosis fiur Lu-177-DOTA-TATE

3.1.1. Renogramm-Kurven — 1. Studienabschnitt

Die ,peak %ID“ stellt sich im Vergleich zur Baseline-Messung in Gruppe 1
weitgehend unverandert, in den Gruppen 2 und 3 erhéht und in Gruppe 4,
welche mit der hoéchsten Dosis Lu-177-DOTA-TATE therapiert wurde,
vermindert dar. Eine ahnliche Tendenz spiegelt sich fur die ,time-to-peak®
wieder: weitgehend unverandert in Gruppe 1, verlangert in den Gruppen 2 und
3 und vermindert in Gruppe 4. Eine Reduktion der Steigung, welche eine
verminderte Ausscheidungsfunktion der Nieren widerspiegelt, zeigt sich
insbesondere in Gruppe 3.

Eine Ubersicht die Renogramm-Kurven in den unterschiedlichen Gruppen zum

Ende des Beobachtungszeitraumes ist in Abbildung 3 zu sehen.
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Renogramme an Tag 65 - 1. Studienteil — Baseline

—Gp1-10 MBq
Gp 2-20 MBq
Gp 3 -40 MBq

—Gp 4 -65MBq
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Abbildung 3: Renogramm-Kurven an Tag 65.
Eine reduzierte Nierenfunktion spiegelt sich in vermindertem Aktivitats-Uptake und reduzierter

Steigung der Kurven wieder. Standardabweichung zur besseren Ubersicht nicht abgebildet.

3.1.2. FUR-Werte - 1. Studienabschnitt

Im Vergleich zur Baseline-Messung zeigt sich in allen Therapiegruppen eine
signifikante Reduktion der FUR-Werte an Tag 9 (p<0.01) (Abbildung 4).
Wahrend des Beobachtungszeitraumes erholt sich die FUR jedoch in Gruppe 1
nahezu vollstandig. Diese, mit der niedrigsten Dosis von 10 MBq Lu-177-DOTA-
TATE therapierte Gruppe zeigt an Tag 65 keine signifikanten Unterschiede zur
Baseline-Messung (11,2 +0,5 %ID/min versus 11,0 £0,4 %ID/min). Ahnliche
Ergebnisse prasentieren sich in Gruppe 2, die mit der nachst hdheren
Therapiedosis von 20 MBq therapiert wurde (10,4 £0,5 %ID/min an Tag 65). Die
FUR-Werte in den Gruppen mit den beiden héchsten Therapiedosen (Gruppe 3:
40 MBq; Gruppe 4: 65 MBq) weisen zwar ebenfalls eine zunachst ansteigende

Tendenz  bezlglich der FUR-Werte auf, am letzten Tag des
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Beobachtungszeitraumes jedoch ist eine dosis-abhangige, im Vergleich zur
Baseline signifikante Reduktion der FUR-Werte nachweisbar (Gruppe 3:
8.9£0.6 %ID/min (p<0.05); Gruppe 4: 6.0 £ 0.8 %ID/min (p<0.01)).

In Abbildung 4 sind zudem die entsprechenden FUR-Werte der Kontroll-Gruppe
ohne PRRT (gelbe Kurven) abgebildet.

FUR Werte - 1. Studienteil

*

significant vs. Baseline

® Baseline mGp 1-10 MBq + significant vs. Control
HGp 2 -20 MBq mGp 3 -40 MBq
EGp 4 - 65 MBq Kontrolle - keine PRRT

%ID / min
(0]

Baseline d9 d23 d 44 des
Tage nach Therapie

Abbildung 4: FUR-Werte fir den 1. Studienabschnitt im Beobachtungszeitraum ab der
Baseline-Messung bis Tag 65.

Alle Therapiegruppen zeigen eine signifikante Reduktion an Tag 9. Steigende FUR-Werte bis
Tag 65 ergeben sich in den Gruppen mit 10 MBg und 20 MBq, wohingegen die FUR-Werte in
den 40 MBg und 65 MBq Gruppen weiterhin signifikant reduziert bleiben. Des Weiteren sind die
Werte der nicht therapierten Kontrollgruppe angegeben (gelbe Spalte).
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3.1.3. Histologische Veranderungen — 1. Studienabschnitt

Die histologischen Schnitte an Tag 65 deuten auf zunehmende Nierenschaden
(tubulare Dilatation und Verdickung der Basalmembran) mit zunehmender
Therapiedosis hin (Abbildung 5). Insbesondere in den Gruppen mit 40 und 65
MBq Therapiedosis zeigen sich geschrumpfte Glomeruli und tubulare Schaden.
Nekrotische Veranderungen im Sinne einer direkten Strahlennekrose sind

jedoch in keiner der Therapiegruppen nachweisbar.

Gruppe 4 (65 MBq)

Abbildung 5: Histologische Schnitte (PAS-Farbung) an Tag 65 im ersten
Studienabschnitt.

Mit zunehmender Therapiedosis zeigt sich eine zunehmende Nierenschadigung im Sinne
glomerularer Schrumpfung (Pfeil), Verdickung der Basalmembran und tubuldrer Dilatation
(Doppel-Pfeil).
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3.2. Zweiter Studienabschnitt — Evaluation neuer

nephroprotektiver Pharmaka im Rahmen der PRRT

In Zusammenschau deuten die Renogramm-Kurven, Auswertung der FUR-
Werte und die histologische Beurteilung im ersten Abschnitt der Studie auf
einen  szintigraphisch  messbaren und histologisch verifizierbaren
Nierenschaden in den beiden Therapiegruppen mit héherer Dosis hin (Gruppe 3
mit 40 MBq Therapiedosis und Gruppe 4 mit 65 MBq Therapiedosis). Um einen
Kompromiss zwischen einem noch messbaren und 2zu exzessiven
Nierenschaden zu finden, wurde fir den zweiten Abschnitt dieser Studie eine
Therapiedosis von 40 MBq Lu-177-DOTA-TATE ausgewahlt.

3.21. Renogramm-Kurven — 2. Studienabschnitt

Alle Gruppen zeigen eine im Vergleich zur Baseline-Messung reduzierte ,peak
%ID* auf. Die niedrigsten ,peak %ID“ Werte zeigen sich jedoch in den beiden
Kontroll-Gruppen und weisen somit auf einen ausgepragten Nierenschaden hin.
Die mit Pravastatin therapierte Gruppe zeigt zwar ebenfalls eine reduzierte
.peak %ID“ hat jedoch Vergleich zu den Kontrollgruppen eine starkeren Abfall
im Kurvenverlauf, was wiederum auf eine im Vergleich erhaltenere
Exkretionskapazitat beziehungsweise Ausscheidungsfunktion und somit
bessere Nierenfunktion hinweist.

In den mit dem ACE-Hemmer Enalapril und dem Aldosteron-Antagonisten
Spironolacton therapierten Gruppen zeigt sich die hochste “peak %ID” bei guter
Exkretionskapazitat der Nieren, was ebenfalls auf eine erhaltene Nierenfunktion
hinweist (Abbildung 6).
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Renogramme an Tag 86 - 2. Studienteil — Baseline

— Pravastatin
Enalapril
Spironolacton

— Tween20

— Aqua injectabilia
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Abbildung 6: Renogramm-Kurven an Tag 86 im zweiten Studienabschnitt.

Alle Gruppen zeigen eine reduzierte ,peak %ID" im Vergleich zur Baseline-Messung. Ein flacher
Kurvenverlauf und verlangerte time-to-peak” deuten auf Nierenfunktionseinschrankung in den
beiden Kontroll-Gruppen hin, wohingegen der vergleichsweise hohere Abfall in den
Renogrammen der pharmakologisch behandelten Gruppen auf eine normwertige renale,

Exkretionskapazitat hinweist.

3.2.2. FUR-Werte - 2. Studienabschnitt

Wie bereits im ersten Studienabschnitt zeigen sich an Tag 9 signifikant
reduzierte FUR-Werte in allen Therapiegruppen (p<0.01). Im Rahmen der
Verlaufskontrolle kénnen sich jedoch in den pharmakologisch therapierten
Gruppen die FUR-Werte erholen, so dass sich im Vergleich zur Baseline-
Messung in der Pravastatin-Gruppe bereits ab Tag 44 und in der Enalapril- und
Spironolacton-Gruppe an Tag 86 keine statistisch relevanten Unterschiede
mehr zeigen. In den mit den Vehikel-Substanzen therapierten Kontrollgruppen

ergeben sich jedoch Uber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg
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signifikant reduzierte FUR-Werte im Vergleich zur Baseline-Messung (9,3 10,6
%ID/min in beiden Kontrollgruppen versus 12,5 +0,3 %ID/min zur Baseline;
p<0,01). An Tag 86 ergaben sich in den Gruppen mit medikamentdser
Begleittherapie keine signifikanten Unterschiede zur Baseline-Messung
(Pravastatin: 11,6 £0,8 %ID/min; Enalapril: 11,8 0,5 %ID/min; Spironolacton:
11,8 0,6 %ID/min), was auf eine erhaltene Nierenfunktion hinweist.

Ein Vergleich der FUR-Werte der pharmakologisch behandelten Gruppen zu
den beiden Vehikelgruppen untermauert die nephroprotektiven Eigeschaften an
Hand statistisch relevanter Unterschiede im Vergleich (Pravastatine: p<0.05
versus Wasser und Tween; Enalapril: p<0.05 versus Tween und p<0.01 versus
Wasser; Spironolactone: p<0.01 versus Tween und Wasser).

Abbildung 7 gibt einen graphischen Uberblick tber die FUR-Werte in den
verschiedenen Gruppen; zudem ist erneut die Kontrollgruppe ohne PRRT an

den entsprechenden Messtagen aufgefuhrt (gelbe Kurve).
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FUR Werte - 2. Studienteil

* significant vs. Baseline

H Baseline B Pravastatin + significant vs. Kontrolle
= Enalapril m Spironolacton # significant vs. Tween 20
®Tween 20 ® Aqua inj.

Kontrolle - keine PRRT

%ID / min

Baseline d9 d 23 d 44 d 65 d 86

Tage nach Therapie

Abbildung 7: FUR-Werte zur Baseline und an Tag 9, 23, 44, 65 und 86 im zweiten
Studienabschnitt.

Erniedrigte FUR-Werte sind in allen Therapie-Gruppen an Tag 9 zu sehen. In den
medikamentds behandelten Gruppen steigt die FUR bis Tag 86 an, wohingegen sie in den
beiden Vehikel-Gruppen im Vergleich zur Baseline und nicht therapierten Kontrollgruppe

vermindert bleibt.

3.2.3. Histologische Veranderungen - 2. Studienabschnitt

Wie in Abbildung 8 erkennbar ist in den Vehikel-Kontrollgruppen ein
Nierenschaden im Sinne tubularer Dilatation, Verdickung der Basalmembran
und glomerularer Schrumpfung zu sehen (betont bis schwer). Tubulare
Dilatation zeigt sich auch in der Spironolacton-Gruppe (moderat). In der
Pravastatin- und Enalapril-Gruppe ergibt sich kein Hinweis auf

Nierenparenchym-Schaden.
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Abb. 8: Histologische Schnitte (PAS-Farbung) an Tag 86 im zweiten Abschnitt der Studie.
Schéden im Nierenparenchym in Form von geschrumpften Glomeruli (Pfeil), Verdickung der
Basalmembran und tubulérer Dilatation (Doppelpfeil) zeigen sich in den beiden Kontrollgruppe
(im Bild: Kontroll-Tier aus der Tween-Gruppe) und weisen insgesamt auf einen betontem bis
ausgepragtem Nierenschaden hin. Tubuldre Dilatation zeigt sich zudem in den Spironolocaton-
Gruppe (moderater Nierenschaden). In der Pravastatin- und Enalapril-Gruppe zeigen sich keine
Nierenparenchym-Schaden.

3.3. Nicht-therapierte Kontrollgruppe (keine PRRT)

Wahrend des Beobachtungszeitraumes bis zu Tag 88 ergaben sich in dieser
Kontrollgruppe, in der keine PRRT erfolgte, keine relevanten Veranderungen
der Nierenfunktion. Alle Parameter der Renogramme stellten sich innerhalb des
Beobachtungszeitraumes im Wesentlichen konstant dar. Die Auswertung der

FUR-Werte am letzten Tag der Verlaufskontrolle zeigten signifikante

37



Unterschiede im Vergleich zu den beiden Vehikel-Gruppen des Therapie-Armes
auf, wohingegen sich die Werte im Vergleich zu den pharmakologisch
therapierten Gruppen nicht statistisch relevant unterschieden haben (FUR an
Tag 88: 11,9 10,8 %ID/min; p<0,05 versus Tween und Wasser). Die FUR-
Kurven sind in die Abbildungen der beiden Studienabschnitte an den relevanten
Messtagen angefligt (Abbildung 4 und 7). Histopathologisch ergaben sich in

dieser Gruppe keine Nierenparenchymschaden.
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4. Diskussion

4.1. Die strahleninduzierte Nephropathie nach PRRT

Die strahleninduzierte Nephropathie stellt neben der Hamatotoxizitat den
therapie-limitierenden Faktor im Rahmen einer PRRT dar. Auf Grund der
renalen Elimination und teilweisen Ruckresorption der radioaktiv markierten
Somatostatin-Analoga kommt es zu einer Ubermaligen Bestrahlung des
tubularen Systems mit den verwendeten B-Strahlern [14, 15]. Ein in der Literatur
angegebener, allerdings kontrovers diskutierter Schwellenwert fur eine
kumulative Strahlendosis der Nieren bis 23 Gy gilt als unbedenklich im Rahmen
der PRRT. Diese Daten wurden jedoch anhand von Erfahrung mit exogenen
Strahlenquellen abgeleitet und beruhen nicht auf dosimetrischen Erfahrungen
aus der PRRT [44].

Dieser — theoretische — Grenzwert ist zudem in Anbetracht der niedrigeren
Energiedosis, kurzeren Reichweite im Gewebe und der spezifischen
Verteilungsmuster der in der PRRT verwendeten Radionuklide im Vergleich zu
exogenen Strahlenquellen nur eingeschrankt guiltig. Andere Ergebnisse deuten
auf einen unbedenklichen Nieren-Grenzwert von 40 Gray (Gy) hin, sofern keine
Risikofaktoren fir eventuelle Nierenschaden wie beispielsweise Diabetes
mellitus oder Arterieller Hypertonus, vorliegen [45, 46].

Insgesamt jedoch sind Berichte Uber PRRT-induzierte Nierenschaden
erfreulicherweise selten. Ein Vergleich der beiden gangigsten, in der PRRT
verwendeten Radiopeptide, Lu-177-DOTA-TATE und Y-90-DOTA-TOC, deutet
auf ein deutlich vermindertes nephrotoxisches Risikoprofil fur Lu-177-DOTA-
TATE hin [46, 47]. Diese Tatsache beruht vermutlich auf den verschiedenen
physikalischen Eigenschaften der beiden B-Strahler. Y-90 hat ein im Vergleich
héheres B-Energie-Spektrum und die hohere Reichweite im Gewebe im
Vergleich zu Lu-177 (Y-90: 935 keV und ca. 12 mm; Lu-177: 130 keV und ca. 2
mm).

Hohere Dosen Lu-177-DOTA-TATE fuhrten jedoch im Tiermodell zu messbaren
Nierenschaden [22]. Eine Reduktion der nephrotoxischen Nebenwirkungen

kdnnte somit die Moglichkeit bieten die verabreichte Dosis pro PRRT-Zyklus
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und / oder die Anzahl der PRRT-Zyklen zu steigern. Dies wiederum hatte
erwartungsgemal ein hoheres Therapieansprechen von NET-Patienten zur
Folge.

Diese Uberlegungen fiihrten zur Grundidee dieser Studie. In einem Mausmodell
der mittels Lu-177-DOTA-TATE Therapie induzierten Nephropathie sollten
pharmakologische Begleittherapien hinsichtlich ihrer nephroprotektiven
Eigenschaften untersucht werden. Hierfir wurden Pharmaka ausgewahlt, die
bereits im Rahmen der strahleninduzierten Nephropathie durch sowohl exogene
Bestrahlung (ACE-Hemmer) [17, 29, 30], als auch durch interne a-Bestrahlung
(Aldosteron-Antagonisten) [33] erfolgreich eingesetzt werden konnten. Des
Weiteren wurde eines der verwendeten Pharmaka (HMG-Co-A Reduktase
Inhibitor Pravastatin) erfolgreich zur Pravention Carboplatin-Therapie
assoziierter Nierenschaden eingesetzt [32]. Die Ausbildung einer fur die PRRT
typischen mikroangiopathischen Veranderung, die sogenannte thrombotische
Mikroangiopathie (TMA) konnte ebenfalls erfolgreich durch Pravastatin-

Therapie verhindert werden [31].

4.2. Relevanz der Tc-99m-MAG3 Szintigraphie mit
Bestimmung der FUR

Bei histologisch bereits verifizierbaren Nierenschaden zeigten renale
Retentionsparameter wie beispielsweise Harnstoff oder Kreatinin im
Rattenmodell erst bis zu sechs Wochen im Anschluss an eine PRRT
ansteigende Werte [37]. Aus diesem Grund wurde die Tc-99m-MAG3
Szintigraphie zur Verlaufskontrolle der Nierenfunktion nach PRRT verwendet.
Die MAG3-Szintigraphie ermoglicht eine non-invasive, individuelle Bestimmung
der Nierenfunktion im Rahmen der strahleninduzierten Nephropathie,
wohingegen Laborparameter wie beispielsweise das Serum-Kreatinin auch Zeit-
abhangige Wechselwirkungen zeigen kénnen [36].

Da zum Zeitpunkt der tierexperimentellen Studie die Daten bezuglich
nierenschadigender Schwellenwerte fir Mausstudien mit Lu-177-DOTA-TATE
fehlten, ging der Evaluation nephroprotektiver = Pharmaka eine
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Dosisfindungsstudie voraus. Die Etablierung eines Mausmodells der Lu-177-
DOTA-TATE Therapie ist insbesondere in Anbetracht der Verfligbarkeit
verschiedener immunsupprimierter Mausmodelle von groRer Bedeutung. Der
Einsatz unterschiedlicher Mausmodelle konnte einen tieferen Einblick in die
Pathophysiologie der bisher relativ unbekannten, PRRT-assoziierten
strahleninduzierten Nephropathie gewahren.

Aus der klinischen Praxis wurden die Renogramm-Kurven Ubernommen. Die
verschiedenen Charakteristika der verschiedenen Renogramme (,peak %ID",
Llime-to-peak®, Kurvenverlauf) ermdglichten es, im ersten Studienabschnitt an
Tag 65 einen szintgraphisch messbaren Schwellenwert fir eine
nierenschadigende Minimaldosis von Lu-177-DOTA-TATE zu bestimmen. Die
Renogramm-Analyse ergab jedoch eine hohe Variabilitat, so dass zusatzlich die
FUR-Methode eingesetzt wurde. Die FUR-Analyse stellte im Vergleich zur eher
qualitativen Beurteilung der Renogramm-Kurven einen quantitativen und
wesentlich sensitiveren Index fur die Bestimmung eines nephrotoxischen
Grenzwertes dar.

Daruber hinaus ermdglichte die FUR-Analyse eine deutlich besser
quantifizierbare Verlaufskontrolle und zeigte an Tag 9 unabhangig von der
applizierten Therapiedosis verminderte Werte. Die Erholung der Nierenfunktion
im Verlauf bzw. die deutlich dosis-abhangige, im zeitlichen Verlauf zunehmende
Einschrankung der Nierenfunktion konnten ebenfalls mithilfe der FUR-Methode
dargestellt werden. Die Tatsache, dass sogar in der Minimaldosis-Gruppe mit
10 MBq Lu-177-DOTA-TATE an Tag 9 vermutlich akut-toxische und nicht
chronifizierende Nierenveranderungen messbar werden, unterstreicht nochmals
die Bedeutung der FUR-Bestimmung.

Die Uberlegenheit der FUR-Berechnung im Vergleich zur alleinigen
Renogramm-Analyse ist zudem in einem Mausmodell des Ischamie-
Reperfusions-Schadens beschrieben worden [36]. Hier stellte die FUR-Analyse
die insgesamt sensitivere Methode dar, was sich in der vorliegenden Studie
bestatigt.

In Zusammenschau der FUR-Ergebnisse, der Renogramm-Kurven und den
histologischen Veranderungen, wurde fur den zweiten Studienabschnitt eine
Therapiedosis von 40 MBq Lu-177-DOTA-TATE gewahlt. Dieser Schwellenwert

ermoglicht eine  Beurteilung der nephroprotektiven  Eigenschaften
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pharmakologischer Begleittherapien ohne das Risiko einer irreversiblen
Nierenschadigung durch zu hohe Lu-177-DOTA-TATE Dosis.

4.3. Pharmakologische Nephroprotektion

Wie bereits erwahnt stellt die antagonistische Blockade des Megalin-
Transporters im tubularen System eine etablierte Methode zur Minimierung des
PRRT-induzierten Strahlenschadens dar. Durch Co-Infusion basischer
Aminosauren wird die Ruckresorption radioaktiv markierter Somatostatin

Analoga im proximalen Nierentubulus signifikant reduziert [6].

Eine andere Moglichkeit zur Reduktion des Strahlenschadens stellt jedoch die
Maoglichkeit dar, strahleninduzierte pathophysiologische Veranderungen — wie
beispielsweise Fibrose und Apoptose — zu minimieren. Das Anti-Oxidant
Amifostine flihrte beispielsweise im Rattenmodell nach Lu-177-DOTA-TATE
Therapie zu einer Reduktion des oxidativen Stress [48].

Eine zweizeitige Therapie mit Aminosauren und Anti-Oxidantien konnte somit
einen synergistischen Effekt bedeuten. Dies wiederum koénnte den
strahleninduzierten Nierenschaden weiter minimieren. Studien hierzu stehen

jedoch aktuell aus.

Wie bereits erwahnt sind eine Beteiligung des RAAS sowie spezifische
histopathologische Veranderungen, wie beispielsweise Nierenfibrose und TMA,
entscheidend in der Pathophysiologie der strahleninduzierten Nephropathie
[26].

Daher ist es wahrscheinlich, dass eine medikamentdse Beeinflussung des
RAAS oder die Ausbildung der TMA einen weiteren Angriffspunkt zur
Minimierung des Nierenschadens im Rahmen der PRRT darstellen kdnnten.
Far alle drei, in dieser Studie verwendeten Pharmaka konnte ein
nephroprotektives Potential im Rahmen von pathologischen Veranderungen,
die denen der PRRT-induzierten Nephropathie ahneln, demonstriert werden.
Der ACE-Hemmer Enalaprii konnte im Rahmen von Tierexperimenten

erfolgreich zur Verhinderung einer strahleninduzierten Nephritis und Fibrose
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eingesetzt werden [29, 49]. Der zu Grunde liegende Mechanismus ist ungewiss.
Diskutiert werden jedoch Veranderungen des glomerularen Kapillardrucks und
eine Reduktion des zirkulierenden Angiotensin IlI, was insgesamt zu einer

besseren Durchblutung des Glomerulums flhrt [29].

In dieser Studie konnte eine Enalapril-Therapie ebenfalls erfolgreich zur
Pravention PRRT-induzierter Nierenschaden eingesetzt werden, wie durch die
FUR- und Renogramm-Analyse demonstriert werden konnte. Die histologische
Beurteilung ergab eine nicht geschadigte Parenchymstruktur.

Die Forschungsgruppe um Jaggi et al. hingegen zeigte eher enttduschende
Ergebnisse mit einem anderen ACE-Inhibotor (Captopril), der zur Verringerung
des Nierenschadens nach endogener Applikation Actinium-225 markierter
Antikorper, also a-Strahlern, verwendet wurde [33]. Die unterschiedlichen
Ergebnisse konnten aber auch von verschiedenen physikalischen und
biologischen Grundlagen herrihren. Die unterschiedliche renale Ausscheidung
von Antikérpern und von Somatostatin-Analoga kénnte einen Einfluss auf die
Bestrahlung der Nieren haben. Zudem sind die Toxizitatsprofile flir a-Strahler
und B-Strahler unterschiedlich und nur schwer vergleichbar. Darliber hinaus
wurde Captopril in der Studie von Jaggi et al. Uber das Trinkwasser verabreicht
(500 mgl/l), was wiederum auf Grund der unterschiedlichen Trinkmenge zu einer
nicht messbaren und reproduzierbaren ACE-Hemmung flihren kann. Der
wichtigste Punkt jedoch ist, dass die Uberprifung der Nierenfunktion auf
Laborparametern beruhte, wohingegen die MAG3 basierte
Nierenfunktionsszintigraphie und die FUR-Bestimmung Teil dieser Studie
waren.

Jaggi et al. konnten jedoch Erfolge mit dem Aldosteron-Antagonisten
Spironolacton und dem Angiotensin Il Rezeptor-1 Blocker L-158,809 erzielen
[33]. Nach Jaggi et al. beruhen die positiven Effekte des Aldosteron-
Antagonismus aus einer verminderten Bildung nephrotoxischer Proteine, wie
beispielsweise Endothelin-1, das wiederum Nierenzellen in Apoptose
Uberfliihren kann [50]. Auch in der vorliegenden Studie konnte der Aldosteron-
Antagonist Spironolacton die Nierenfunktion signifikant verbessern. Die
histologische Beurteilung ergab jedoch einen moderaten Nierenschaden. Das

wiederum legt den Verdacht nahe, dass histologische Nierenschaden nicht
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unbedingt zu szintigraphisch messbaren Funktionseinschrankungen flhren
mussen. Die Frage, ob die morphologischen Veranderungen an Tag 86 zu
einem spateren Zeitpunkt auch zu funktionellen Einbif3en geflhrt hatten, Iasst
sich aktuell nicht beantworten. Die Zusammenschau der FUR-Werte im Verlauf
und der Renogramm-Kurven deutet jedoch auf eine kontinuierlich verbesserte
Nierenfunktion hin, so dass ein histopathologischer Befundprogress mit
zunehmenden pathologischen Veranderungen insgesamt unwahrscheinlich
erscheint. Eine histologische Auswertung zu einem spateren Zeitpunkt wirde

hier jedoch zur weiteren Beurteilung weiterhelfen.

Wie bereits erwahnt stellt die TMA einen typischen histopathologischen Befund
sowohl nach externer Strahlentherapie [26] als auch nach PRRT dar [17]. Die
Antiphospholipid-Antikdrper induzierte TMA konnte im Mausmodell durch den
HMG-CoA Reduktase-Inhibitor Pravastatin verhindert werden [31]. Der
Mechanismus dieser Eigenschaft ist unklar. Zudem ist Pravastatin nicht nur ein
Hemmer der Cholesterin-Synthese. Auch im Rahmen der Reduktion von
oxidativem Stress konnte Pravastatin erfolgreich verwendet werden [32]. Die
exakte Pathophysiologie der TMA nach PRRT bleibt jedoch weiterhin
unbekannt.

Nichtsdestotrotz erschien der Einsatz von Pravastatin zur Nephroprotektion im
Rahmen der PRRT sehr vielversprechend. Nephroprotektive Eigenschaften
wurden des Weiteren im Rahmen der Carboplatin-Therapie assoziierten
Nephropathie im Mausmodell beschrieben [32].

In der vorliegenden Studie konnte eine Begleittherapie mit Pravastatin
Nierenschaden nach Lu-177-DOTA-TATE Therapie verringern. FUR-Werte an
Tag 86 zeigten keine signifikanten Unterschiede zu denen der Baseline-
Messung vor Durchfihrung der Therapie sowie denen der Kontrollgruppe ohne
PRRT. In den Renogramm-Kurven zeigte sich zwar im Vergleich zur Enalapril-
oder Spironolacton-Gruppe eine reduzierte ,peak %ID", die Exkretionskapazitat
war jedoch erhalten. Dies wiederum spricht fur eine erhaltene Nierenfunktion,

was durch die unauffallige Histologie bestatigt werden konnte.

Des Weiteren konnten in allen Gruppen unabhangig von Therapiedosis und

erfolgter Begleittherapie in der Akutphase von einer Woche nach Lu-177-
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DOTA-TATE Therapie signifikant reduzierte FUR-Werte nachgewiesen werden.
Da jedoch zugunsten der longitudinalen Verlaufskontrolle keine histologischen
Schnitte an Tag 9 angefertigt wurden, konnen etwaige strukturelle
Veranderungen nicht mit funktionellen Veranderungen korreliert werden. Dies
liefert jedoch insbesondere relevante Aspekte fir Folgestudien, da ja zudem
wie bereits erwahnt morphologische Veranderungen in der funktionell

unauffalligen Spironolacton-Gruppe beobachtet werden konnten.

44. Einschrankungen dieser Studie

441. Lu-177 versus Y-90

In dieser Studie wurde zur Ausbildung einer strahleninduzierten Nephropathie
im Rahmen einer PRRT der B-Emitter Lu-177-DOTA-TATE verwendet. Wie
bereits erwahnt werden im klinischen Alltag im Rahmen der Radionuklid-
Therapie bevorzugt zwei Radiopharmaka verwendet: Lu-177-DOTA-TATE und
Y-90-DOTATOC. Relevante Nierenfunktionseinschrankungen wurden
insbesondere fir Y-90-DOTATOC beschrieben, das eine im Vergleich zu Lu-
177 héhere Energiedosis sowie tiefere Reichweite im Gewebe aufweist [46, 47].
In der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin der Universitat Minchen wird die
PRRT ausschlieBlich mit Lu-177-DOTA-TATE durchgeflhrt. Bei mindestens
vergleichbaren Ansprechraten im Vergleich zur Y-90-DOTATOC Therapie ist
das Risiko einer strahleninduzierten Nephropathie deutlich geringer [6].
Insgesamt ware somit eine Y-90-DOTATOC Therapie im Mausmodell dieser
Studie wahrscheinlicher fur die Entwicklung strahleninduzierter Nierenschaden
gewesen. Hohere Therapiedosen bei Patienten mit NET kdnnten jedoch mit
héheren Ansprechraten assoziiert sein. Hohere Therapiedosen steigern jedoch
auch das Risiko strahleninduzierter Nierenschaden. Aus diesem Grunde wurde
in dieser Studie die PRRT ebenfalls mit Lu-177-DOTA-TATE durchgeflhrt. Zur
Identifikation der nephrotoxischen Schwellendosis erfolgte zunachst eine Dosis-
Identifikations-Studie.
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4.4.2. Radionuklide der Nierenfunktionsszintigraphie

Die Bestimmung der Nierenfunktion basierte auf Ergebnissen der planaren
MAG3-Szintigraphie Uber einen Zeitraum bis zu drei Monaten nach erfolgter
PRRT.

In Ratten konnte demonstriert werden, dass MAG3 einen hoch-sensitiven
Marker  zur Identifikation  funktioneller = Nierenschaden in  einem
Beobachtungszeitraum von 4 Monaten nach Lu-177-DOTA-TATE Therapie
darstellt [51].

Weitere szintigraphische Untersuchungen mit beispielsweise Meso-2,3,
Dimercapto-Succinylsaure (DMSA) zur Identifikation parenchymatéser Schaden
oder Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) zur Identifikation von
strahlenabhangiger Veranderungen der glomerularen Filtrationsrate kdnnten
einen weiteren Einblick in die Pathomechanismen der strahleninduzierten
Nephropathie liefern. Da sich in den FUR-Auswertung beispielsweise in der
Spironolacton-Gruppe normwertige Funktionsparameter bei histologisch
verifizierbarem — wenn auch geringem — Parenchymschaden ergaben, konnte
ein langerer Beobachtungszeitraum mit konsekutiver histologischer Mit-
Beurteilung ebenfalls zur genaueren Beurteilung der pathophysiologischen
Veranderungen beitragen.

Unterschiedliche Untersuchungsmethoden im langeren zeitlichen Verlauf gehen

jedoch auch mit héheren Tierzahlen einher.

4.4.3. Der Einsatz einer planaren Gammakamera

Der Einsatz eines Kopfes einer drei-kopfigen Gammakamera zur
szintigraphischen Identifikation strahleninduzierter Nierenfunktions-
veranderungen konnte durch unsere Arbeitsgruppe erfolgreich demonstriert
werden. Es gibt jedoch diverse Arbeitsgruppen, die den Einsatz dedizierter
Kleintier-SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) Kameras
demonstriert haben [51, 52]. Vergleichsstudien zur Ausarbeitung einer

wahrscheinlichen Uberlegenheit der SPECT-Bildgebung versus planarer
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Szintigraphie stehen jedoch aktuell aus. Allerdings ist beispielsweise eine ,voxel
of interest® (VOI) basierte Auswertung der dynamischen Datensatze aller
Voraussicht nach akkurater als die ROl-basierte, bei der es zu ungewollten
Uberlagerungen durch andere Organe (beispielsweise Leber und Milz) kommen
kann. Dies wiederum kénnte zur genaueren Bestimmung der Nierenfunktion
fuhren, konnte jedoch auf Grund der fehlenden Ausristung nicht erprobt

werden.

4.4.4. Dosierungen der nephproprotektiven Medikamente

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns war die Lu-177-DOTA-TATE Therapie im
Mausmodell in der Literatur nur unzureichend vorbeschrieben. In dieser Studie
wurde zudem erstmals eine pharmakologische Nephroprotektion nach PRRT im
Mausmodell erforscht. Aus diesem Grunde erfolgte die Dosisbestimmung
anhand bereits publizierter praklinischer Studien, die den Einsatz der
verwendeten Medikamente beispielsweise im Rahmen der Nephropathie
anderer Genese erprobt hatten. Eine Dosis-Wirkbeziehung ware jedoch mit
Sicherheit akkurater gewesen. Nichtsdestotrotz zeigten alle verwendeten

Pharmaka in der applizierten Dosis protektive Eigenschaften.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Eine szintigraphisch messbare Nierenfunktionseinschrankung konnte in der
vorliegenden Mausstudie nach Lu-177-DOTA-TATE Therapie in einer
Dosierung von mindestens 40 MBq nachgewiesen und mittels Histologie
verifiziert werden. Pharmakologische Begleittherapien mit dem HMG-CoA-
Reduktase Inhibitor Pravastatin, dem ACE-Hemmer Enalaprii und dem
Aldosteron-Antagonisten  Spironolacton konnten  diesen messbaren
Nierenschaden innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von drei Monaten im
Anschluss an die PRRT erfolgreich verhindern.

Diese Medikamente kénnten somit eine erfolgversprechende Therapie-Option
zur Verringerung der dosis-limitierenden, strahleninduzierten Nierenschadigung
sein. Dies geht folglich mit héheren Therapiedosen und / oder zusatzlich
durchfihrbaren Therapiezyklen einher, was ein héheres Therapie-Ansprechen
fur Patienten mit NET bedeuten kdnnte.

Unter klinischen Bedingungen kénnte der ACE-Hemmer Enalapril auf Grund
des geringen Nebenwirkungsspektrums und des erfolgreichen Einsatzes bei
Patienten mit renalen Risikofaktoren, wie beispielsweise arterieller Hypertonus
oder Diabetes mellitus, eine gute Option sein. Die verwendeten Medikamente
werden jedoch insbesondere bei Patienten mit eben jenen Risikofaktoren
eingesetzt. Diese wiederum gehen wie bereits erwahnt mit einem erhdhten
Risiko der PRRT-induzierten Nephrotoxizitdt einher [46]. Eine
patientenbezogene Dosimetrie nach PRRT in Zusammenschau mit den
klinischen Diagnosen und der Medikamentenanamnese konnte wertvolle
Informationen zur Klarung dieses Sachverhaltes liefern und wird aktuell von der
Arbeitsgruppe durchgeflnhrt.

Insgesamt bestatigt sich anhand dieser Mausstudie jedoch die klinische
Relevanz der longitudinalen Nierenfunktionsbeurteilung an Hand der

Nierenfunktionsszintigraphie im Anschluss an die PRRT.
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6. Zusammenfassung

Die strahleninduzierte Nephropathie stellt neben der Hamatotoxizitat den Dosis-
und Therapie-limitierenden Faktor im Rahmen der Peptid-Rezeptor-
Radionuklid-Therapie (PRRT) dar. Die PRRT ist eine nuklearmedizinische
Therapieoption in der multimodalen Therapie Neuroendokriner Tumore (NET).
NETs stellten eine seltene, heterogene Tumorentitat mit Uberwiegendem
Ursprung in neuroendokrinen Zellen des gastro-entero-pankreatischen Systems
und des Bronchialsystems dar. Die Uberwiegende Mehrzahl gut differenzierter
NETs exprimiert beziehungsweise Uberexprimiert an der Zelloberflache
Somatostatin-Rezeptoren. Diese Eigenschaft macht man sich in der
Nuklearmedizin zu diagnostischen und auch therapeutischen Zwecken zu
Nutze. Im Rahmen der PRRT mit [Lu-177-DOTA°,TYRS]-octreotate (Lu-177-
DOTA-TATE) werden radioaktiv markierte Somatostatin-Analoga intravenos
verabreicht. Das Prinzip der Therapie beruht auf einer endogenen Bestrahlung
der Tumorzellen nach Anbindung an die auf der Zelloberfliche der NET
exprimierten Somatostatin-Rezeptoren. Die Ansprechraten nach PRRT sind
insgesamt  vielversprechend. Allerdings stellt die bereits erwahnte,
strahleninduzierte Nephropathie auf Grund der renalen Elimination und
partiellen Ruckresorption der radioaktiv markierten Somatostatin-Analoga einen
Therapie-limitierenden  Faktor dar. Malnahmen zur  Verringerung
beziehungsweise Verhinderung des Strahlenschadens sind bereits bekannt. So
fuhrt beispielsweise die Co-Infusion von Aminosauren wahrend der PRRT zu
einer signifikant reduzierten RuUckresorption des Radiopharmakons, was
wiederum einen nephroprotektiven Effekt bedeutet. Zusatzliche
nephroprotektive Malnahmen koénnten das Risiko der strahleninduzierten
Nierenschadigung weiter reduzieren, was wiederum eine potentielle Erhéhung

der Therapiedosis und Steigerung der Therapiezyklen bedeuten kénnte.

In strahlenexponierten Nierenpraparaten zeigt sich sowohl nach exogener
Radiatio als auch nach endogener Bestrahlung im Rahmen der PRRT ein
ahnliches histopathologisches Bild. Pharmakologische Begleittherapien mit

Angiotensin-Converting-Enzyme Hemmern (ACE-Hemmern) zeigten bereits im
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Rahmen der exogenen Radiatio nephroprotektive Eigenschaften. Ahnliche
Eigenschaften konnten zudem fiir weitere, das Renin-Angiotensin-Aldosteron
System (RAAS-System) beeinflussende Medikamente, wie beispielsweise fur
den Aldosteron-Antagonisten Spironolacton nachgewiesen werden. In einem
Mausmodell der endogenen Bestrahlung durch a-Strahler markierte Antikérper
konnte eine Begleittherapie mit Spironolacton strahleninduzierte Nierenschaden
verringern. Der 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A Reduktase Inhibitor
(HMG-CoA Reduktase Inhibitor) Pravastatin ist ebenfalls nephroprotektiv
wirksam. FUr Pravastatin wurde beispielsweise die Fahigkeit zur Verhinderung
einer  Thrombotischen  Mikroangiopathie = (TMA), einem  typischen
histopathologischen Befundmuster nach erfolgter PRRT, demonstriert.

Ziel dieser Studie war es dein Einsatz dieser Medikamente im Hinblick auf eine
mdgliche Reduktion der strahleninduzierten Nephropathie im Rahmen einer

PRRT im Mausmodell zu untersuchen.

In diesem Mausmodell sollte die Nierenfunktion mittels non-invasiver,
dynamischer Technetium-99m-Mercaptoacetyltriglycyl (Tc-99m-MAG3)
Nierenfunktionsszintigraphie im Verlauf  dargestellt  werden. Die
szintigraphischen Datensatze wurden zur Generierung von Zeit-Aktivitatskurven
(Renogramme) und Berechnung der ,fractional uptake rate“ (FUR) verwendet.
Die FUR beschreibt die Aufnahme eines Tracers pro Zeiteinheit in ein Organ
und dient in diesem Zusammenhang als Korrelat fur die Nierenfunktion.

Die szintigraphischen Messungen erfolgten dynamisch uber 12 Minuten an
einem Kopf einer dreikopfigen Gamma-Kamera nach Injektion des

Radiopharmakons Uber die Schwanzvene.

Da die nephrotoxischen Eigenschaften fur Lu-177-DOTA-TATE zum Zeitpunkt
der Studie im Mausmodell unbekannt waren, gliederte sich der Versuchsablauf

in zwei Abschnitte:

Im ersten Abschnitt wurde die minimale, nierenschadigende Therapiedosis flr
Lu-177-DOTA-TATE im Mausmodell identifiziert. Hierzu erfolgte eine
Gruppenzuordnung in vier aufsteigende Therapiedosen von 10 bis 65
Megabecquerel (MBq) Lu-177-DOTA-TATE:
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Gruppe 1: n=6, 10 MBq Lu-177-DOTA-TATE

Gruppe 2: n=8, 20 MBq Lu-177-DOTA-TATE
Gruppe 3: n=7, 40 MBq Lu-177-DOTA-TATE
Gruppe 4: n=7, 65 MBq Lu-177-DOTA-TATE

An Tag 0 erfolgte eine Baseline-Nierenszintigraphie zur Bestimmung der
Nierenfunktion im Gesunden. An Tag 2 wurde die PRRT Uber intravendse
Injektion in die Schwanzvene durchgefiihrt. Im Anschluss an die PRRT wurde
die Nierenfunktion szintigraphisch an den Tagen 9, 23, 44 und 65 bestimmt. An
Tag 65 wurden die Tiere euthanasiert und die Nieren zur histopathologischen

Beurteilung mittels PAS- und H.E.-Farbung entnommen.

Im  zweiten  Studienabschnitt  erfolgte  nach  erneuter  Baseline-
Nierenszintigraphie an Tag 0 in allen Gruppen eine PRRT mit der im ersten
Abschnitt identifizierten, nierenschadigenden Minimaldosis, welche ebenfalls an
Tag 2 durchgeflhrt wurde.

Zur  Evaluation nephroprotektiver  Eigenschaften der  erwahnten,
pharmakologischen Begleittherapien erfolgte eine Zuordnung der Versuchstiere

in folgende Gruppen:

Gruppe A: n=7, Pravastatin (5 mg/kg KG) geldst in sterilem Wasser

Gruppe B: n=7, Enalapril (10 mg/kg KG) geldst in sterilem Wasser

Gruppe C: n=8, Spironolacton (6 mg/kg KG) geldst in sterilem
Wasser und 0,1% Polysorbat 20 zur Lésung

Gruppe D: n=8, steriles Wasser mit 0,1% Polysorbat 20

Gruppe E: n=6, steriles Wasser

Die Begleittherapien wurden den Versuchstieren taglich Gber eine Magensonde
verabreicht. Die Nierenfunktionsszintigraphien zur Verlaufskontrolle der
Nierenfunktion erfolgten an den Tagen 9, 23, 44, 65 und 88. An Tag 88 wurden
die Tiere euthanasiert und die Nieren zur histopathologischen Beurteilung

mittels PAS- und H.E.-Farbung entnommen.

Zur Beurteilung moglicher Nierenfunktionsveranderungen im zeitlichen Verlauf,
die sich in Unabhangigkeit einer vorausgegangenen PRRT entwickeln, wurde
eine weitere Kontrollgruppe generiert. In dieser Gruppe wurde daher keine
PRRT durchgeflhrt.
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Im ersten Studienabschnitt ergab sich in Zusammenschau der aus den
szintigraphischen Zeit-Aktivitdtskurven generierten Nierenfunktionskurven (den
sogenannten Renogramm-Kurven), der FUR-Bestimmungen wund der
Histopathologie ein szintigraphisch messbarer und histologisch verifizierbarer
Schaden ab einer Therapiedosis von 40 MBq Lu-177-DOTA-TATE.

Aus diesem Grunde wurde im zweiten Studienabschnitt an Tag 2 eine PRRT
mit 40 MBq Lu-177-DOTA-TATE durchgefiihrt. Diese Dosis spiegelt einen
Kompromiss aus szintigraphisch messbarem Schaden und irreversibler

Nierenschadigung auf Grund zu hoher Therapiesdosis wieder.

Im zweiten Studienabschnitt konnten flr die Gruppen mit nephroprotektiver
Begleittherapie unauffallige Nierenfunktionsparameter in Form regelrechter
Renogramm-Kurven, im Verlauf normwertigen FUR-Werten und unauffalliger
Histologie nachgewiesen werden. In der Spironolacton-Gruppe zeigte sich zwar
an Tag 88 ein histopathologisch moderater Nierenschaden, dieser hatte jedoch
keinen Einfluss auf die szintigraphisch bestimmten Nierenfunktionsparameter.

Die Vehikel-Gruppen, die mit den Tragersubstanzen (steriles Wasser und
Polysorbat 20) behandelt wurden, wiesen im Vergleich deutlich reduzierte

Nierenfunktionsparameter und histopathologische Veranderungen auf.

Die Kontrollgruppe, bei der keine PRRT erfolgte, zeigte im Verlauf keine
Nierenfunktionseinschrankungen beziehungsweise histologischen

Veranderungen.

Zusammenfassend konnten somit fir den ACE-Hemmer Enalapril, den HMG-
CoA-Reduktase Inhibitor Pravastatin und fir den Aldosteron-Antagonisten
Spironolacton nephroprotektive Eigenschaften im Rahmen einer PRRT
nachgewiesen werden. Somit kdnnten diese Begleittherapien weitere mogliche

Maflinahmen zur Reduktion der strahleninduzierten Nephropathie darstellen.
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