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Einleitung: Die Prognose des hepatozellularen Karzinoms und des metastasierten duktalen
Pankreasadenokarzinoms sind sehr ungiinstig und die therapeutischen Optionen begrenzt.
Deshalb sind neue Therapien dringend bendtigt. Im Rahmen des Tumorwachstums kommt es
zur Ausbildung einer eigenen tumoralen Blutversorgung. Diese Tumorgefae unterscheiden
sich unter anderem in Morphologie, Strdmungsverhéltnissen und Expression von
Oberflachenmolekilen von normalen GefaRen. Diese Unterschiede kénnen zur spezifischen
Anreicherung monoklonaler Antikorper verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit sollen
endothelgerichtete, antikdrpervermittelte Techniken und Prinzipien fiir die Diagnostik und
Therapie von hepatozellularem Karzinom und duktalem Pankreasadenokarzinom untersucht
werden.

Methoden: In vitro wurden Immunfluoreszenzfarbungen von murinen und humanen
histologischen Schnitten angefertigt. Ein neues fluoreszenzbasiertes, histologisches Modell
zur Bestimmung der Bindungsaffinitat von monoklonalen Antikérpern wurde vorgestellt.
Isolierte und kultivierte Lebersinusoidendothelzellen wurden ebenfalls mittels monoklonaler
Antikorper angefarbt. In vivo wurden implantierbare, murine Modelle des hepatozelluléren
Karzinoms und duktalen Pankreasadenokarzinoms verwendet. Verschiedene intravendse und
intraarterielle Injektionsprotokolle fir monoklonale Antikorper und deren Dosierungen
wurden verglichen. Die Menge an gebundenen Antikdrpern in Leber, Tumor und Lunge
wurde fluorimetrisch bestimmt. Die Bindung von ME9F1 Antikdrpern nach intraarterieller
Injektion wurde mittels *2°I-Szintigraphie und Bioverteilungsmessung analysiert.

Ergebnisse: Histologie und Lebersinusoidendothelzell-Farbungen zeigten, dass der ME9F1
mADb die niedrigste ECso und das glnstigste Expressionsmuster der untersuchten Antikorper
aufweist. Der ME9F1 mAb wurde deshalb fir die Durchfuhrung der weiteren

in vivo Experimente selektiert. In den murinen Tumormodellen wurde die Bindung von
ME9F1, RAM34 und IgG2a-Isotyp Antikdrpern an das Tumorendothel verglichen. Auch hier
zeigte der ME9F1 Antikorper die hochste Bindungsaffinitét. Die histologischen Ergebnisse
wurden in vivo verifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass auf Basis der vorliegenden
histologischen Daten Riickschlisse auf die Eignung eines monoklonalen Antikdrpers zur in
vivo Applikation gezogen werden kénnen. Durch die Blockade extratumoraler Epitope konnte
eine 1,2fache Anreicherung der Antikdrper in beiden Tumorentitaten im Vergleich zur Leber
erreicht werden. Ohne Blockade war durch die signifikant geringere GefaRdichte der
Tumoren keine Anreicherung maoglich. Durch die intraarterielle isolierte hepatische Perfusion
konnte die Anreicherung deutlich verbessert werden auf 6,8 + 3,8 bis 12,3 £ 5,8fach. Ohne
Blockade war jedoch auch hier keine Anreicherung mdglich. Nach der intraarteriellen
Injektion der duRerst geringen Antikdrperdosis von 1ng/gBW konnte durch die sofortige
Bindung und die selektiv-arterielle Blutversorgung von Lebertumoren der Kontakt der
monoklonalen Antikdrper mit der systemischen Zirkulation vermieden werden. Dies flihrte
dazu, dass der Groliteil der Antikorper im Gewebe direkt bei der ersten mikrovaskuléren
Passage am Endothel abgefiltert wurde. Dies konnte zunéchst fluoreszenz-mikroskopisch



gezeigt und dann nuklearmedizinisch verifiziert werden. In Szintigraphien mit 2°I-ME9F1
Antikdrpern konnten nach intraarterieller Injektion die Tumoren lokalisiert werden, wéhrend
in der Kontrollgruppe der intravendsen Injektion keine Lokalisierung moglich war. In der
Messung der Bioverteilung wurden Werte von bis zu 162%ID/g erreicht sowie ein Verhaltnis
von Tumor:Leber von bis zu 26,4. Durch die endotheliale Filtration wurde eine hochselektive
Anreicherung im Tumor erreicht. Eine diagnostische Anwendung der Methodik konnte mit
der Szintigraphie bereits gezeigt werden. Mit QBEND10 wurde ein mdglicher humaner
Antikorper zur Ubertragung der Methodik auf den Menschen vorgestellt.

Diskussion und Schlussfolgerung: Eine neue Methode zur Bestimmung der Affinitat von
monoklonalen Antikérpern konnte etabliert und die Ubertragbarkeit der ermittelten Daten auf
die in vivo Situation gezeigt werden. Die in dieser Arbeit vorgestellte Methodik ist
kostengunstig und in jedem Labor durchfiihrbar. Verschiedene Injektionsprotokolle und
Dosierungen zur Anreicherung von monoklonalen Antikorpern in Lebertumoren wurden
verglichen. Es zeigte sich deutlich eine Uberlegenheit der intraarteriellen Injektion Gber die
intravendse Injektion. Mit dem Nachweis der endothelialen Filtration wurde ein neues
Paradigma zur Applikation von monoklonalen Antikdérpern aufgestellt. Das Potenzial dieser
Methode konnte in dieser Pilotstudie unter Beweis gestellt werden. Durch die hochselektive
Anreicherung konnten in der zukunftigen Anwendung systemische Nebenwirkungen
verringert oder sogar vermieden werden, bei gleichzeitig hoher lokaler Medikamentendosis.
Keine der Techniken oder Prinzipien sind auf die Leber begrenzt, daher ist die Ubertragung
der vorgestellten Methoden auf andere Organsysteme maglich. Die vorliegende Arbeit hat
somit eine solide Grundlage zur weiteren Erforschung der endothelialen Filtration und seiner
klinischen Anwendungsmaoglichkeiten gelegt.



