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Referat 

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA/CEACAM5) besitzt als Tumormarker in der  

Diagnostik des kolorektalen Karzinoms eine große Bedeutung. Daneben steht es als 

innovativer Ansatz für neue zielgerichtete Bildgebungs- und Therapieverfahren im Mit-

telpunkt der Forschung. Für CEACAM1, einen weiteren Vertreter der CEACAMs, konn-

te eine Wechselwirkung mit dem für das Tumorwachstum und Metastasierung essenti-

ellen VEGF/VEGFR-Signalsystem nachgewiesen werden. Anhand radiochemischer  

In-vitro-Studien an kolorektalen Tumorzelllinien mit unterschiedlicher CEA-Expression 

wurde in der vorliegenden Arbeit eine mögliche Interaktion zwischen dem Oberflä-

chenantigen CEA und dem VEGF/VEGFR-System überprüft.  

Für die Untersuchungen erfolgte die Radioiodierung des gegen CEA-gerichteten Anti-

körpers TF2 mit 131I. Der Nachweis der spezifischen Bindung des Antikörpers an CEA 

gestattete die Verwendung der ermittelten Uptake-Werte von 131I-TF2 als Parameter für 

den Einfluss verschiedener Untersuchungsbedingungen. Zur Hemmung des VEGF-

Rezeptors wurde Pazopanib als Vertreter der neuen Generation von Multi-

Tyrosinkinase-Inhibitoren ausgewählt. Abweichende Uptake-Werte für 131I-TF2 bei 

Verwendung des Inhibitors, als Folge der veränderten CEA-Expression, gaben Rück-

schlüsse auf einen Crosstalk zwischen CEA und VEGF/VEGFR. Weiterhin erfolgte die 

Untersuchung der antiproliferativen Potenz des Antikörpers TF2 und Pazopanib. Die 

ermittelten Werte für den 131I-TF2-Uptake waren spezifisch und korrelierten mit der aus 

Literaturangaben bekannten jeweiligen CEA-Expression der Zelllinien. Für Pazopanib 

konnte eine zeit- und konzentrationsabhängige Hemmung der Zellproliferation nach-

gewiesen werden. TF2 hatte unter den gewählten Bedingungen keine antiproliferative 

Wirkung auf die Zellen. Bei zwei der drei Zelllinien konnte eine Erhöhung des           

131I-TF2-Uptake unter Einfluss des Tyrosinkinase-Inhibitors festgestellt werden.  

Die vorgestellten Ergebnisse dokumentieren eine erhöhte CEA-Expression unter Zu-

satz von Pazopanib. Diese Erkenntnisse bieten vielversprechende Möglichkeiten zur 

Steigerung der Effizienz und Sensitivität neuer nuklearmedizinischer Methoden wie die 

CEA/CEACAM5-vermittelte Radioimmuntherapie und Radioimmuno-PET. Daneben 

könnte Pazopanib durch den nachgewiesenen antiproliferativen Effekt das multimodale 

Therapieregime für das kolorektale Karzinom ergänzen. 
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1 Einleitung und Stand der Forschung 

1.1 Einführung in die Thematik 

Das kolorektale Karzinom ist eine der häufigsten Tumorerkrankungen weltweit. Für die 

Diagnostik und Therapie dieser Krebserkrankung spielt das Carcinoembryonale      

Antigen (CEA) als Tumormarker eine essentielle Rolle. Seit einigen Jahren wird das 

membranständige Antigen zunehmend auch als therapeutisches Target, beispielswei-

se für zielgerichtete nuklearmedizinische Verfahren, eingesetzt. Frühere Studien bele-

gen, dass die Translokation/Expression von CEA durch Chemotherapie und Bestrah-

lung beeinflusst werden kann. Es stellt sich die Frage, wie sich neu entwickelte, selek-

tive antitumorale Substanzen auf das CEA an der Tumorzelloberfläche auswirken.  

Einige Vertreter dieser modernen „Targeted Therapies“ sind die Multi-Tyrosinkinase-

Inhibitoren, welche u. a. den VEGF-Rezeptor inhibieren, der für die Pathogenese von 

Tumorerkrankungen von großer Bedeutung ist. Für ein weiteres Mitglied der 

CEACAMs (CEACAM1) konnte bereits in Studien ein Crosstalk mit dem 

VEGF/VEGFR-Signalweg nachgewiesen werden. Für CEA selbst liegen bisher keine 

Ergebnisse zu einer möglichen Wechselwirkung vor. In ersten Untersuchungen einer 

denkbaren Interaktion zwischen CEA und VEGF/VEGFR sollte Pazopanib als „Breit-

band“-Tyrosinkinase-Inhibitor eingesetzt werden. 

1.2 Kolorektales Karzinom 

1.2.1 Hintergründe 

Das kolorektale Karzinom stellt mit einer Inzidenz von mehr als 1,2 Mio. (2008) die 

weltweit dritthäufigste Krebserkrankung dar (Jemal et al., 2011). Allein im Jahr 2010 

erkrankten in der Bundesrepublik Deutschland 62.420 Menschen an der bösartigen 

Neubildung des Dickdarms einschließlich des Rektums. Insgesamt 26.000 der Patien-

ten starben, wobei 90 % älter als 70 Jahre waren (Zentrum für Krebsregisterda-

ten/Robert-Koch-Institut, 2013). Damit gehört das kolorektale Karzinom bei den Män-

nern zur zweithäufigsten bzw. bei den Frauen zur dritthäufigsten diagnostizierten 

Krebserkrankung in Deutschland. Zu den Risikofaktoren zählen u. a. eine ballaststoff-

arme Ernährung, der übermäßige Verzehr von rotem Fleisch, Adipositas, Bewegungs-

mangel sowie Tabak- und Alkoholkonsum. Ein Teil der Tumore ist jedoch erblich be-

dingt, wie beispielsweise die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) und das hereditä-

re nichtpolypöse kolorektale Karzinom (HNPCC). Ein Großteil der kolorektalen Karzi-
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nome entsteht aus einer Adenom-Karzinom-Sequenz und bildet histologisch gesehen 

zu 90 % Adenokarzinome (Herold, 2015).  

Seit 2003 gibt es in Deutschland als jährliche Vorsorgeuntersuchung für Nicht-

Risikopersonen zwischen 50 und 54 Jahre den Hämoccult-Test als Screening-Methode 

für okkultes Blut im Stuhl sowie die klinisch rektale Untersuchung. Ab 55 Jahre emp-

fehlen die gesetzlichen Krankenkassen die Durchführung einer Koloskopie, welche als 

sicherste Maßnahme zur Detektion von gutartigen Polypen gilt, die im Laufe der Zeit 

bösartig entarten können. 

1.2.2 Therapieoptionen 

Laut den Datenerhebungen des Robert-Koch-Institutes sanken die altersstandardisier-

ten Sterberaten für das kolorektale Karzinom in den letzten zehn Jahren in Deutsch-

land um circa 20 Prozent. Dies lässt sich zum einen auf weiterentwickelte Früherken-

nungsmaßnahmen, zum anderen auf die voranschreitende Entwicklung verbesserter 

Therapiemöglichkeiten zurückführen. Als Grundlage der Therapieplanung wurde das 

UICC-Klassifikationssystem entwickelt, welches unter Zuhilfenahme des TNM-Systems 

(Tumorgröße, Lymphknotenstatus und Fernmetastasen) die Ausbreitung des kolorekta-

len Karzinoms im Körper charakterisiert. Zudem können mit Hilfe des jeweiligen UICC-

Stadium (I-IV) Aussagen über die mögliche Prognose des Patienten getroffen werden.  

Die Behandlung des kolorektalen Karzinoms beruht auf den drei klassischen Therapie-

säulen: chirurgische Intervention, Chemotherapie und Radiotherapie. Bei Tumoren mit 

kurativem Therapieansatz ist die operative Resektion die Methode der Wahl. Bei fort-

geschrittenen Tumoren ist neoadjuvant – zur Verkleinerung der Tumormasse – bzw. 

adjuvant zur Operation eine Kombination mit einer Chemotherapie und/oder einer Be-

strahlung des Tumors möglich, um das Rezidiv-Risiko sowie eine Metastasierung zu 

verhindern. Bei der zytostatischen Therapie haben sich in den letzten Jahren u. a. ne-

ben dem FOLFOX- (Folinsäure, 5-Fluorouracil und Oxaliplatin) auch das FOLFIRI-

Schema (Folinsäure, 5-Fluorouracil und Irinotecan) etabliert (Colucci et al., 2005). Ein 

großes Problem der systemischen Chemotherapie ist jedoch die mangelnde Selektivi-

tät der Behandlung gegenüber allen schnell wachsenden Zellen im menschlichen Kör-

per. Die Patienten haben oft mit starken Nebenwirkungen wie Übelkeit und Erbrechen, 

Blutbildveränderungen, verbunden mit erhöhter Infektanfälligkeit, Haarausfall und 

Schleimhautentzündung zu kämpfen. Ziel neuerer Forschungen im Bereich der Be-

handlung onkologischer Erkrankungen ist demnach, durch sogenannte „Targeted The-

rapies“ eine gesteigerte Tumorselektivität zu erreichen und den Krebspatienten eine 

längere Überlebenszeit bei verbesserter Lebensqualität zu bieten. Ansatzpunkte für 
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diese gezielten Krebstherapien sind unter anderem spezifische, auf den Tumorzellen 

exprimierte Rezeptoren, Oberflächenmoleküle (u. a. EGFR, VEGFR, CEA) und intra-

zelluläre Signalwege, die mittels monoklonaler Antikörper oder Tyrosinkinase-

Inhibitoren beeinflusst werden können. Durch diese neuen Aspekte ergeben sich nicht 

nur für die Therapie des kolorektalen Karzinoms mehr Möglichkeiten, es eröffnen sich 

auch neue Perspektiven u. a. für die nuklearmedizinische Bildgebung, welche für die 

personalisierte Behandlungsplanung zunehmend an Bedeutung gewinnt.  

1.3 Carcinoembryonales Antigen (CEA) 

1.3.1 Bedeutung des Carcinoembryonalen Antigens 

Der Begriff des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) ist untrennbar mit der Diagnostik 

und Nachsorge des kolorektalen Karzinoms verbunden. Als einer der ältesten und 

wichtigsten Tumormarker überhaupt ist das CEA nicht mehr aus der klinischen Routine 

wegzudenken. Vor fünfzig Jahren wurde es von den Wissenschaftlern Gold und 

Freedman als Tumor-assoziiertes Antigen beschrieben. Da dieses Antigen außer in 

Stichproben von kolorektalen Karzinomen auch in verschiedenen fetalen Geweben 

nachweisbar war, erhielt es die Bezeichnung „Carcinoembryonales Antigen“ (Gold und 

Freedman, 1965). Es stellte sich jedoch heraus, dass das Carcinoembryonale Antigen 

auch bei gesunden Probanden vor allem im Darmgewebe gebildet wird. Einige Jahre 

später wurden von derselben Forschergruppe signifikant erhöhte Serum-CEA-Werte 

bei Patienten mit kolorektalen Karzinom gemessen (Thomson et al., 1969). Dies mar-

kiert den Beginn intensiver Bemühungen zur Etablierung des Carcinoembryonalen An-

tigens als möglichen Tumormarker für verschiedene Krebserkrankungen. Heutzutage 

ist die Bestimmung von CEA allgemein als wichtige und kosteneffektive Überwachung 

vor allem von kolorektalen Karzinomen anerkannt. Hierbei steht insbesondere die post-

operative Beobachtung nach chirurgischer Resektion im Vordergrund. Die Sensitivität 

für die Messung erhöhter CEA-Werte bei dem Auftreten von Rezidiven liegt bei unge-

fähr 80 % (Duffy, 2001). Ebenfalls wird zum Therapieverlauf die konstante Messung 

von CEA-Werten im Serum bei der Durchführung von Chemotherapie und/oder Radia-

tio routinemäßig in der Klinik durchgeführt. Der Stellenwert von CEA als möglicher 

Prognosefaktor für das kolorektale Karzinom konnte bis heute nicht eindeutig belegt 

werden (Divitiis et al., 2014).  

Neben seiner Bedeutung als Tumormarker ist das Carcinoembryonale Antigen auch 

ein Ansatzpunkt für verschiedene Diagnostik- und Therapiestrategien. Durch die Ent-

wicklung neuartiger monoklonaler Antikörper gegen CEA war die Möglichkeit für inno-
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vative Entwicklungen in den Bereichen der Immuno-PET zur sensitiven Tumordiagnos-

tik und der Radioimmuntherapie zur gezielteren Krebstherapie geboren.  

1.3.2 Vertreter der CEACAM-Familie 

Das Carcinoembryonale Antigen ist nur ein Beispiel aus der Kategorie der „Carcino-

embryonic antigen-related cell adhesion molecules“ (kurz CEACAMs), welche zur Im-

munglobulin-Superfamilie gezählt werden. CEA selbst ist ein komplexes Glykoprotein 

mit einem Gesamtgewicht von ungefähr 200 kDa und das Genprodukt des CEACAM5-

Gens (Hammarström, 1999; Kuespert et al., 2006). Daneben kodieren insgesamt 29 

Gene/Pseudogene die CEA-Familie, wobei 12 Gene die CEA-Untergruppe, 11 Gene 

die verwandte schwangerschaftsspezifische Glykoproteinfamilie („pregnancy-specific 

glycoprotein“, PSG) und 6 Gene eine dritte Untergruppe verschlüsseln (Hammarström, 

1999). Neben CEACAM5 gehören noch weitere 11 CEACAM-Proteine zur CEA-

Familie. Die bekanntesten und für die klinische Forschung interessantesten Vertreter 

sind abgesehen von CEA/CEACAM5 das CEACAM1 („biliary glycoprotein“, GBP) und 

das CEACAM6 („non-specific cross-reacting antigen“, NCA) (Kuespert et al., 2006).  

Die CEACAM-Proteine gleichen sich in ihrem Aufbau und bestehen aus jeweils einer 

N-terminalen variablen Immunglobulin-V-Domäne (Ausnahme: CEACAM16) und einer 

unterschiedlichen Anzahl an konstanten Immunglobulin-C2-Domänen. Daneben sind 

bei allen CEACAM-Mitgliedern die Proteindomänen stark glykolisiert. Die Abb. 1 ver-

deutlicht die Struktur von CEACAM5 auf der Zellmembran, wobei das Oberflächenmo-

lekül neben seiner N-Domäne aus sechs, sich wiederholenden C2-Domänen besteht 

(A und B benannt). Wie einige andere Vertreter der CEA-Familie ist CEACAM5 über 

einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) mit den Phospholipiden der 

Zellmembran verknüpft.  

Andere CEACAMs sind im Unterschied dazu über einen hydrophoben transmembra-

nen Anteil mit einer sich anschließenden intrazellulären Domäne mit der Zellmembran 

verbunden. Bei CEACAM1 existieren, durch alternatives Spleißen bedingt, unter-

schiedlich lange intrazelluläre Domänen mit zwei Tyrosin-Resten, welche durch Phos-

phorylierung auf intrazelluläre Signalwege Einfluss nehmen können (Hammarström, 

1999; Beauchemin und Arabzadeh, 2013).  
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Abb. 1:  Struktur von CEACAM5/CEA (modifiziert nach Hammarström, 1999) 

CEACAM5/CEA lässt sich ab der frühen Fetalperiode (9.-14. Woche) in verschiedenen 

Geweben nachweisen. Im gesunden menschlichen Körper ist CEACAM5 auf der apika-

len Seite der Enterozyten sowie im Epithel des Nasopharynx, der Lunge, des Urogeni-

taltraktes und der Schweißdrüsen nachweisbar (Hammarström, 1999; Kuespert et al., 

2006; Beauchemin und Arabzadeh, 2013). Den Hauptbildungsort von CEA stellen die 

Epithel- und Becherzellen des Kolons dar, welche bis zu 50-70 mg CEA pro Tag in das 

Darmlumen freisetzen. In einem gesunden Organismus wird CEACAM5 nur auf der 

apikalen, dem Darmlumen zugewandten Seite exprimiert und kann somit lediglich in 

geringen Mengen ins Blut gelangen. Bei Tumorzellen lässt sich CEACAM5 anderer-

seits auf der gesamten Zelloberfläche nachweisen. Durch die sehr gute Gefäßversor-

gung größerer Tumore gelangt CEA durch Kontakt mit den Kapillaren leicht ins 

menschliche Blutsystem und kann somit erhöhte Serumspiegel bewirken (Hammar-

ström, 1999). Abhängig von dem jeweiligen Testsystem liegt der Referenzbereich für 

CEA im Serum/Plasma < 2,5 ng/ml und für bei Rauchern bei < 5 ng/ml (Wild, 2013). 

1.3.3 Physiologie und Pathophysiologie von CEACAM5/CEA 
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Ähnlich den anderen Mitgliedern der CEA-Familie ist CEACAM5 in verschiedene Pro-

zesse im menschlichen Organismus involviert. Es nimmt eine wichtige Funktion im 

Rahmen der Zell-Zell-Kontakte ein, in dem es sowohl die homo- (CEACAM5 – 

CEACAM5) als auch heterotype Bindung zu anderen CEACAM-Molekülen (CEACAM5 

– CEACAM6 oder 1) ermöglicht (Benchimol et al., 1989). Neben dieser zelladhäsiven 

und migrationsfördernden Wirkung vermittelt CEACAM5 auch einen hemmenden Ein-

fluss auf den Prozess der Anoikis (Apoptose von Zellen ohne Verbindung zur extrazel-

lulären Matrix) (Ordonez et al., 2000). Da CEACAM5 keine eigene intrazelluläre Einheit 

besitzt, benötigt es für die oben beschriebenen Funktionen verschiedene Interaktions-

partner, wie beispielsweise Fibronektin oder verschiedene Integrine, welche die intra-

zellulären Signalwege beeinflussen können (Ordonez et al., 2007). Weiterhin wird so-

wohl für CEACAM5 als auch CEACAM6 eine immunprotektive Wirkung im Gastrointes-

tinaltrakt beschrieben (Hammarström, 1999).  

Verschiedene Untersuchungen haben ergeben, dass CEA in einer Reihe von Tumorer-

krankungen teilweise 10 bis 30-fach überexprimiert wird. Dies war in über 90 % der 

gastrointestinalen Tumore, 70 % der kleinzelligen Bronchialkarzinome und in mehr als 

50 % der Mammakarzinome der Fall (Thompson et al., 1991). Es könnte darauf hin-

weisen, dass das Carcinoembryonale Antigen neben seinen physiologischen Funktio-

nen auch bei der Tumorentwicklung und Metastasierung eine Rolle spielt. Ebenfalls 

konnte für andere CEACAM-Mitglieder, allen voran CEACAM1 und 6, ein erhöhtes 

Expressionsmuster bei verschiedenen Tumorerkrankungen nachgewiesen werden 

(Neumaier et al., 1993; Hammarström, 1999). 

CEACAM5 fördert als wichtiges Zelladhäsionsmolekül das Tumorzellüberleben, indem 

es den Prozess der Anoikis inhibiert und die von TGF-β (transforming growth factor β) 

vermittelte Wachstumshemmung der Zellen unterdrückt. Ebenfalls greift CEACAM5 in 

immunologische Prozesse während der Tumorprogression ein, da es die Toleranz von 

dendritischen Zellen gegenüber den Krebszellen steigert und durch Interaktion mit 

CEACAM1 auf der Zelloberfläche von natürlichen Killerzellen deren zytotoxische Funk-

tion stört. Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass lösliches CEA über ei-

nen Rezeptor auf den Kupfferschen Sternzellen im Lebergewebe die gesteigerte Ex-

pression von anderen Zelladhäsionsmolekülen bedingt und somit im Blut zirkulierende 

Tumorzellen leichter an Endothelzellen binden können (Hostetter et al., 1990; Blu-

menthal et al., 2005a; Beauchemin und Arabzadeh, 2013). Dieser Vorgang begünstigt 

die metastatische Ausbreitung des Tumors. Neuere Studien belegen, dass CEA einen 

potentiell stimulierenden Effekt auf die Tumorangiogenese hat. Sowohl in vitro als auch 

in vivo konnte unter CEA-Einfluss eine verbesserte endotheliale Zelladhäsion, -
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migration und -proliferation beobachtet werden. Im Rahmen eines Xenotransplantats 

im Mausmodell konnte bei CEA-exprimierenden Tumoren eine höhere Blutgefäßdichte 

als in den Kontrollen detektiert werden (Bramswig et al., 2013). Als weiteren CEACAM-

Vertreter konnten auch bei CEACAM1 Angiogenese fördernde Funktionen nachgewie-

sen werden (u. a. Endothelzellproliferation, Chemotaxis und Kapillarbildung). 

CEACAM1 verstärkt die proangiogenetischen Effekte des für die Tumorangiogenese 

wichtigen Schlüsselmoleküls VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), wobei VEGF 

wiederum die Expression von CEACAM1 positiv beeinflusst (Kuespert et al., 2006). 

Daneben konnte eine Interaktion von CEACAM1 auf den VEGF-Rezeptor Typ 3 in En-

dothelzellen nachgewiesen werden (Kilic et al., 2007).  

1.3.4 Einsatz von Anti-CEA-Antikörpern 

Durch die Überexpression von CEACAM5 in vielen Tumoren ist dieses Oberflächen-

molekül ein ideales Target für zielgerichtete Diagnostik- und Therapiemethoden. Be-

sonders vielversprechend ist die Entwicklung verschiedener monoklonaler Antikörper, 

welche spezifisch gegen die Mitglieder der CEACAM-Familie gerichtet sind. Beispiels-

weise konnte gezeigt werden, dass der monoklonale CEACAM5-Antikörper CC4 bei In-

vitro-Versuchen die Zellproliferation, -migration und -aggregation inhibiert. Ebenfalls 

war der Antikörper CC4 in der Lage bei kolorektalen Tumorxenotransplantaten bei 

Mäusen das Tumorwachstum zu unterdrücken (Zheng et al., 2011). Sowohl bei CC4 

als auch bei anderen Anti-CEA-Antikörpern konnte eine verbesserte Immunantwort von 

natürlichen Killerzellen, vermittelt durch den Prozess der antikörperabhängigen zell-

vermittelten Zytotoxizität (ADCC), gegenüber kolorektalen Tumorzellen nachgewiesen 

werden (Conaghan et al., 2008). Einige weitere humanisierte monoklonale Antikörper 

wurden im Mausmodell untersucht und zeigten antitumorale Aktivität mit einer signifi-

kanten Wachstumshemmung des Tumors (Imakiire et al., 2004). Insbesondere wurde 

eine Vielzahl von Anti-CEA-Antikörpern im Rahmen der nuklearmedizinischen Bildge-

bung nach radioaktiver Markierung erfolgreich getestet (Gasparini et al. 1988; Cai et al. 

2007; Li et al. 2008a). Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Kopplung von zytostati-

schen Substanzen an die gegen CEA gerichteten Antikörper, um dadurch direkt zum 

gewünschten Zielgewebe zu gelangen und somit die Schädigung von gesunden Zellen 

zu minimieren (Hardman et al., 1992). Daneben werden verschiedene Optionen für die 

Radioimmuntherapie (siehe 1.5) CEA-exprimierender Tumore geprüft (Senba et al., 

1998).  

Einer der vielversprechendsten Antikörper gegen CEACAM5 ist der humanisierte mo-

noklonale Antikörper Labetuzumab (hMN-14), welcher sich gegen das für CEACAM5 
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spezifische A3B3-Epitop richtet (Govindan et al., 2009). Frühere Studien im Mausmo-

dell mit Tumorxenotransplantaten sowie eine erste klinische Pilotstudie zur gezielten 

Bildgebung mittels 131I-hMN-14 IgG zeigten Erfolg versprechende Ergebnisse (Sharkey 

et al., 1995). Daneben wurde Labetuzumab auch in Kombination mit dem Zytostatikum 

Dacarbazin im Mausmodell mit Schilddrüsenkarzinomzellen getestet. Es konnte ge-

zeigt werden, dass Labetuzumab bereits antiproliferativ auf die Zellen wirkte und im 

Zusammenspiel mit Dacarbazin die antitumoröse Wirkung verstärkt wurde, ohne die 

Toxizität des Zytostatikums auf das gesunde Gewebe zu erhöhen (Stein und Golden-

berg, 2004). Diese Wirkung von Labetuzumab wurde auch für kolorektale Karzinom-

zelllinien belegt (Blumenthal et al., 2005b). Ein interessantes Ergebnis bei der Untersu-

chung von Anti-CEA-Antikörpern ist die Internalisierung von CEACAM5 in das Zellinne-

re durch Membran-Turnover (Tsaltas et al., 1992; Ford et al., 1996). Dieser Mechanis-

mus wurde unter anderem auch mit Labetuzumab erfolgreich untersucht, um neue 

Möglichkeiten im Rahmen der Weiterentwicklung der Radioimmuntherapie für mög-

lichst effektive intrazelluläre Wirkungen gegen die Tumorzellen zu etablieren (Stein et 

al., 2005).  

Neben dem CEA als neuen Angriffspunkt für gezielte Diagnostik- und Therapiemetho-

den stehen auch eine Vielzahl weiterer Signalmoleküle, Rezeptoren und Signalkaska-

den innerhalb der Tumorzelle im Mittelpunkt der Forschung. Einer der vielverspre-

chendsten Ansätze ist das VEGF/VEGFR-System und soll im folgenden Abschnitt ge-

nauer beleuchtet werden. 

1.4 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

1.4.1 Isoformen von VEGF 

Der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfakor (Vascular Endothelial Growth Factor; 

VEGF) ist einer der wichtigster Regulatoren der Angiogenese (Bildung neuer Blutgefä-

ße aus bereits vorgebildeten Gefäßen) und spielt im menschlichen Körper bei sowohl 

physiologischen als auch pathophysiologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Er wur-

de erstmals 1983 als sogenannter Vaskulärer Permeabilitätsfaktor (Vascular Permeabi-

lity Factor; VPF) beschrieben (Senger et al., 1983). Der Begriff VEGF bezeichnet eine 

homodimere Glykoproteinfamilie und wird in sieben verschiedene Subtypen unterglie-

dert: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, plazentaler Wachstumsfaktor (PIGF), vira-

les VEGF-E und das im Schlangengift vorkommende VEGF-F (Fan et al., 2005; Cebe 

Suarez et al., 2006; Takahashi, 2011; Pavlidis und Pavlidis, 2013; Shibuya, 2013). Die-

se unterschiedlichen VEGF-Formen ähneln sich sehr in ihrer Struktur, sind jedoch 
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durch eine große funktionelle Bandbreite gekennzeichnet, die durch die Bindung an 

verschiedene VEGF-Rezeptoren bedingt ist. 

Am häufigsten tritt im menschlichen Körper das VEGF-A auf, welches im Allgemeinen 

oft auch vereinfacht als VEGF bezeichnet wird. Von diesem wiederum existieren ver-

schiedene Isoformen, welche durch den Vorgang des alternativen Spleißens entstehen 

und als Folge eine unterschiedliche Sequenzlänge aufweisen (Ferrara, 2002; Ferrara 

et al., 2003). Zum überwiegenden Teil werden von den menschlichen Zellen die Isof-

ormen VEGF-A165 und VEGF-A121 exprimiert (Birk et al., 2008). In der aktuellen Litera-

tur wird das VEGF-A165 als die VEGF-Isoform mit der höchsten biologischen Aktivität 

beschrieben. Einerseits spielt es eine Schlüsselrolle in der embryonalen Vaskulogene-

se (Neubildung von Blutgefäßen aus endothelialen Vorläuferzellen), jedoch ist das 

VEGF-A165 auch in vielen Tumoren einer der wichtigsten Vermittler in Bezug auf Tu-

morwachstum und Metastasierung (Takahashi, 2011; Pavlidis und Pavlidis, 2013). 

VEGF-B ähnelt in seinem Aufbau sehr dem VEGF-A und kann sich mit diesem zu ei-

nem Heterodimer zusammenschließen (Birk et al., 2008). VEGF-B zeichnet sich unter 

anderem durch seine proangiogenetische Wirkung im ischämischen Myokard aus (Li et 

al., 2008b). VEGF-C und -D spielen dagegen eine wichtige Rolle im Rahmen der lym-

phatischen Angiogenese (Karkkainen et al., 2002).  

Ein weiteres Mitglied der VEGF-Familie ist der plazentale Wachstumsfaktor (PIGF). 

PIGF regt neben VEGF-A und -B ebenfalls die Angiogenese an, jedoch in einem gerin-

geren Umfang als das biologisch hochaktive VEGF-A165 (Takahashi, 2011). Daneben 

ist es in der Gefäßaufrechterhaltung, in Entzündungsprozessen, ischämischen Vor-

gängen und der Neovaskularisation von Tumoren involviert (Takahashi und Shibuya, 

2005; Pronto-Laborinho et al., 2014).  

Die Expression des VEGF-Gens wird überwiegend durch Umgebungsfaktoren be-

stimmt, wobei sowohl bei In-vitro- als auch In-vivo-Studien Hypoxie als entscheidender 

Faktor angesehen wird (Shweiki et al., 1992). Unter hypoxischen Bedingungen wird 

unter anderem mit Hilfe des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF-1), ein Transkriptionsfak-

tor, die Transkription von VEGF-mRNA initiiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass 

das HIF-1 in vielen Tumorerkrankungen wie beispielsweise Darm-, Lungen-, Nieren-

zell- und Prostatakarzinom vermehrt exprimiert wird (Birk et al., 2008). Daneben regu-

lieren verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone die Expression von 

VEGF. Insbesondere stellt die Steigerung der VEGF-Expression durch Onkogene wie 

Ras, c-Src, HER2/neu und Bcr/Abl für die Krebsforschung einen interessanten Ansatz 

dar. Diese können im Rahmen verschiedener Tumorerkrankungen in ihrer aktiven 
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Form über unterschiedliche intrazelluläre Signalwege (MAPK und PI3K/PKB) die 

VEGF-Expression in großem Ausmaß erhöhen (Rak et al., 1995).  

1.4.2 VEGF-Rezeptoren 

Damit die verschiedenen VEGF-Moleküle ihre zelluläre Wirkung entfalten können, 

muss das Signal über die Zellmembran in das Innere der Zelle weitergeleitet werden. 

Diese Aufgabe übernehmen drei verschiedene transmembran-gängige Rezeptor-

Tyrosinkinasen, welche sich durch ihre unterschiedliche Affinität zu den einzelnen 

VEGF-Subtypen differenzieren. Die Tabelle 1 gibt einen kurzen Überblick über die 

VEGF-Rezeptoren (VEGFRs), ihre Liganden, die Expressionsorte und ihre Funktionen. 

Tab. 1:  Überblick VEGF-Rezeptortypen (modifiziert nach Birk et al., 2008) 

 

Rezeptortypen 

 

Liganden 

 

Vorkommen 

 

Funktion 

VEGFR-1 (Flt-1) 
VEGF-A, -B, 

PIGF 

 

Vaskuläres Endothel, 

Monozyten, Makro-

phagen, Hämatopoe-

tische Stammzellen, 

Tumorzellen 

Modulation des VEGFR-2, An-

giogenese, Zellproliferation, 

Chemotaxis, Entzündungsreak-

tionen, Rekrutierung Hämato-

poetischer Stammzellen 

VEGFR-2 (KDR, 

Flk-1) 

VEGF-A, -C, -D, 

-E, -F 

 

Vaskuläres, lympha-

tisches Endothel, 

Hämatopoetische 

Stammzellen, Tu-

morzellen 

v.a. Angiogenese, Zellwachs-

tum, -überleben und -migration, 

vaskuläre Permeabilität 

VEGFR-3 (Flt-4) VEGF-C und -D 

 

Lymphatisches En-

dothel 

Lymphangiogenese 

 

 

Die beiden VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 (fms-like-tyrosine kinase-1, Flt-1) und 

VEGFR-2 (kinase domain region, KDR; fetal liver kinase-1, Flk-1) unterscheiden sich 

wesentlich in ihrer biologischen Aktivität. Während Flt-1 das VEGF mit einer viel höhe-
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ren Affinität bindet, zeigt dieser Rezeptor jedoch nur ein Zehntel der Tyrosinkinaseakti-

vität von KDR (Waltenberger et al., 1994). Dies stützt die Annahme, dass KDR der 

wichtigste Vermittler der angiogenetischen, zellproliferativen und mitogenen Effekte 

des VEGF ist. Anhand von Mäusemodellen fand man ebenfalls heraus, dass Flt-1 wäh-

rend der frühen Embryogenese als Gegenpart zum KDR die Vaskulogenese hemmt 

und das KDR-Signal negativ reguliert (Fong et al., 1995). Dagegen spielt Flt-1 eine 

wichtige Rolle während des Tumorwachstums und der Metastasierung. Durch Stimula-

tion von VEGFR-1 erfolgt die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen, welche ins 

Tumorbett wandern und zur Ausschüttung von VEGF und anderen Zytokinen führen. 

Folglich werden VEGFR-2 und -3 aktiviert, welche die Angio- und Lymphoangiogenese 

des Tumors induzieren (Takahashi, 2011).  

Neben den VEGF-Rezeptoren existieren die Co-Rezeptoren Neuropilin-1 und -2 (Nrp-1 

und -2). Vor allem Neuropilin-1 erhöht die Bindungsaffinität für VEGF-A165 an den 

VEGF-Rezeptor Typ 2, mit dem Effekt einer stärkeren Signaltransduktion (Soker et al., 

1998; Shibuya, 2013). Zusätzlich zu der membranständigen Form von VEGFR-1 (Flt-1) 

und -2 (KDR) kommen im menschlichen Körper die kürzeren löslichen Varianten sFlt-1 

und sKDR der beiden Rezeptoren vor. Sowohl sFlt-1 als auch sKDR werden als Anta-

gonisten von VEGF angesehen und wirken antiangiogenetisch, indem sie das VEGF 

vor den Rezeptoren auf der Zellmembran „abfangen“ (Kajdaniuk et al., 2011a).  

In ihrem strukturellen Aufbau ähneln die VEGF-Rezeptoren der Rezeptorfamilie des 

Platelet-derived growth factors (PDGF), welche ähnliche Funktionen wie Angiogenese, 

Zellproliferation und -migration vermitteln. Die VEGF-Rezeptortyrosinkinasen gliedern 

sich in eine extrazelluläre, eine Liganden-bindende Immunglobulin-Domäne, eine 

Transmembranhelix und eine intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne mit zwei Tyrosin-

kinase-Einheiten, welche durch das Kinase-Insert getrennt sind. Der extrazelluläre An-

teil des Rezeptors besitzt sieben homologe Immunglobulin-Domänen, wobei die zweite 

und dritte Domäne für die Ligandenbindung und die vierte bis siebte Domäne für die 

Dimerisierung des Rezeptors zuständig sind (Ferrara und Davis-Smyth, 1997; Shibuya, 

2001). Die Signaltransduktion erfolgt, wenn das VEGF an die extrazelluläre Region 

bindet und somit eine Rezeptordimerisierung auslöst. Anschließend werden die Tyro-

sinkinasen aktiviert, autophosphorylieren sich gegenseitig und aktivieren Adaptermole-

küle im Zytosol. Die Abbildung 2 verdeutlicht diesen Ablauf und zeigt, dass die nun 

aktvierten Adapterproteine, wie Raf, PI3K und PLCγ, verschiedene Signalwege in 

Gang setzen und somit die vielfältigen Funktionen des VEGFs (gesteigerte Gefäßper-

meabilität, Zellproliferation und -migration) einleiten (Birk et al., 2008) 
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Abb. 2:  Signaltransduktion am VEGF-Rezeptor mit nachgeschalteten Signalkaskaden 
(modifiziert nach Rini und Small, 2005) 

 

1.4.3 Physiologische Bedeutung 

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits angedeutet wurde, spielt VEGF eine wichtige 

Schlüsselrolle im komplexen Angiogeneseprozess, der für die Aufrechterhaltung zahl-

reicher Funktionen im menschlichen Körper verantwortlich ist. Beispiele hierfür sind die 

Differenzierung und Aufrechthaltung von Gewebeverbänden, Knochenwachstum, Pla-

zentaaufbau während der Schwangerschaft, Heilungsprozesse bei Wunden und Kno-

chenfrakturen und der monatliche reproduktive Zyklus der Frau (Kajdaniuk et al., 

2011a). Schon während der Embryogenese ist VEGF essentiell für die strukturelle und 

organisierte Entwicklung eines funktionierenden Blutgefäßsystems (Ferrara et al., 

2003). Im adulten Organismus ist VEGF im Rahmen des Angiogeneseprozesses u. a. 

für den Abbau der Basalmembran und der extrazellulären Matrix, der endothelialen 

Zellmigration und -proliferation, der Vasodilatation sowie für die gesteigerte vaskuläre 

Permeabilität und für die tubuläre Formation der Endothelzellen verantwortlich (Ferrara 

und Davis-Smyth, 1997). VEGF reguliert neben den Endothelzellen als dem vornehmli-

chen Ziel ebenfalls die Stimulation, Differenzierung und das Überleben von hämatopo-

etischen Stammzellen. Zusätzlich beeinflusst VEGF den Prozess der Lymphangioge-
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nese und im Rahmen von entzündlichen Prozessen die Chemotaxis von Monozyten 

und Makrophagen (Birk et al., 2008). 

1.4.4 Pathophysiologische Wertigkeit 

VEGF als wichtiger Initiator und Beteiligter der physiologischen Angiogenese ist auch 

in pathologische Prozesse der Blutgefäßneubildung im Rahmen von ischämischen, 

entzündlichen und bösartigen Erkrankungen involviert. Unter physiologischen Bedin-

gungen unterliegt die vaskuläre Homöostase strengen Kontrollmechanismen. Dabei 

stellt sich ein Gleichgewicht zwischen den proangiogenetischen (u. a. VEGF, Wachs-

tumsfaktoren, NO, Ang-1, TFGβ1) und antiangiogenetischen Faktoren (u. a. sFlt-1, 

Ang-2, Vasostatin) ein (Kajdaniuk et al., 2011a). Ist diese Balance gestört, kann es 

einerseits zu einer insuffizienten Blutgefäßbildung, andererseits zu einer extrem erhöh-

ten Angiogenese (Neovaskularisation) bei verschiedenen Krebserkrankungen kom-

men.  

Es ist allgemein anerkannt, dass Tumore bis zu einer Größe von 1-2 mm unabhängig 

von einer zusätzlichen Blutversorgung wachsen können, da Sauerstoff und andere 

essentielle Substanzen per Diffusion in die Tumorzellen gelangen (Naumov et al., 

2006). Übersteigt das Wachstum jedoch diese Ausdehnung, initiiert der Tumor die An-

giogenese durch einen sogenannten „Angiogenic Switch“ (Hanahan und Folkman, 

1996). Dieser Prozess ist charakterisiert durch die Abnahme der antiangiogenetischen 

und der Zunahme der proangiogenetischen Faktoren, welche zu einer übermäßigen, 

irregulären und teils chaotischen Gefäßneubildung führen. Triggerfaktoren sind unter 

anderem die gewebsbedingte Hypoxie der wachsenden Tumormasse und die einwan-

dernden Entzündungszellen, welche VEGF und andere Wachstumsfaktoren sezernie-

ren. Ebenfalls spielen Mutationen des Protoonkogens Ras und des Tumorsupressor-

gens p53 eine wichtige Rolle. Sie bedingen eine erhöhte VEGF-Expression. Der An-

schluss an das Gefäßsystem und die gesteigert vaskuläre Permeabilität markieren den 

Ausgangspunkt für die Metastasierung des Tumors (Kajdaniuk et al., 2011b). Studien 

über kolorektale Karzinome belegen, dass bei erhöhter VEGF und KDR-Expression im 

Tumorgewebe auch die Proliferationsrate der Krebszellen und die Metastasenwahr-

scheinlichkeit steigt (Takahashi et al., 1995). Daneben existieren verschiedene Publi-

kationen, die einen Zusammenhang zwischen dem Grad der VEGF-Expression und 

der Überlebensdauer sowie der Rezidiv-Wahrscheinlichkeit für Karzinome des Kolons, 

Rektums und der Niere vermuten (Kajdaniuk et al., 2011b). Eine erhöhte VEGF mRNA-

Expression ist nicht nur in soliden bösartigen Neubildungen von beispielsweise Lunge, 

Brust, Gastrointestinaltrakt, Gehirn, Niere und Eierstock, sondern auch bei hämatoon-
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kologischen Erkrankungen, wie Multiples Myelom, Chronisch myeloische Leukämie 

und T-Zell-Lymphom zu finden (Gerber und Ferrara, 2003; Birk et al., 2008).  

Neben den onkologischen Erkrankungen ist VEGF auch bei einer Vielzahl anderer 

Krankheitsbilder wie Atherosklerose, Hypertension, Hepatitis, Glomerulonephritis, 

Rheumatoide Arthritis, Psoriasis, Morbus Basedow, Endometriose, Präeklampsie, al-

tersbedingte Makuladegeneration und dem Hirnödem involviert (Kajdaniuk et al., 

2011a). Ebenfalls ist VEGF an den pathologischen Vorgängen und Folgekrankheiten 

(u. a. diabetische Retinopathie) von Diabetes mellitus beteiligt (Kajdaniuk et al., 

2011b).  

1.4.5 Anti-VEGF- bzw. Anti-VEGFR-Therapie 

Da die VEGF-Expression wie oben beschrieben bei pathologischen Prozessen von 

vielfältigen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, ist VEGF Ausgangspunkt für un-

terschiedliche Therapiebestrebungen geworden. Dabei wird zwischen proangiogeneti-

schen, VEGF-aktivierenden und antiangiogenetischen, VEGF-hemmenden Therapie-

ansätzen unterschieden. Im Nachfolgenden soll der Fokus auf die VEGF-inhibitorische 

Anwendung gerichtet sein.  

In den letzten Jahrzehnten stieg das Interesse der Krebsforschung am VEGF/VEGFR-

System als möglichem Angriffspunkt für neue antitumorale Therapiemöglichkeiten, da 

die VEGF-Expression eng mit der Tumorproliferation und Metastasierung verbunden 

ist. Dabei stehen vor allem VEGFR-2 und VEGF-A als Hauptvermittler der Tumorangi-

ogenese im Mittelpunkt der Forschung (Hamberg et al., 2010; Takahashi, 2011). Man 

kann zwischen vier möglichen Anti-VEGF-Strategien differenzieren: die Aptamere (An-

tisense-Oligonukleotide), VEGF-Antikörper, VEGF-Trap und die VEGF-

Rezeptorenblocker (Birk et al., 2008). Zur Gruppe der Aptamere gehört Pegaptanib, 

welches hochspezifisch an VEGF-A165 bindet und seit Mai 2006 zur intravitrealen Injek-

tion bei der feuchten Form der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) zugelassen 

ist (Ng und Adamis, 2006). Es gibt intensive Bemühungen und Untersuchungen, um 

Pegaptanib auch bei onkologischen Erkrankungen als möglichen Therapieansatz zu 

etablieren.  

Der bekannteste und am besten untersuchteste Vertreter der VEGF-Antikörper ist Be-

vacizumab (Avastin®). Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler IgG-Antikörper 

und hemmt sowohl in vitro die VEGF-induzierte Epithelzellproliferation als auch in vivo 

das Tumorwachstum. Der Antikörper neutralisiert die Wirkung von VEGF, indem er die 

Bindung von VEGF an die VEGF-Rezeptoren Typ 1 und 2 verhindert (Gerber et al., 
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2008). Aufgrund der verbesserten Ansprechrate und verlängerten Überlebenszeit ge-

hört Bevacizumab seit 2005 in Kombination mit Chemotherapie zur Erst- und Zweitli-

nientherapie von metastasierten kolorektalen Karzinomen. Ebenfalls ist Bevacizumab 

für Lungen-, Brust-, Eierstock-, Nierenzellkrebs und Glioblastomen in fortgeschrittenen 

Stadien zugelassen (Pavlidis und Pavlidis, 2013).  

Eine weitere vielversprechende Therapiemöglichkeit im Rahmen der Angiogenese-

hemmung ist der „Köderrezeptor“ Aflibercept (Eylea®), auch VEGF-Trap genannt. Es 

handelt sich dabei um ein lösliches VEGF-Rezeptorfusionsprotein mit der höchsten 

Affinität für VEGF im Vergleich zu allen anderen VEGF-Rezeptoren oder VEGF-

Antikörper. Aflibercept verhindert die Liganden-induzierte Aktvierung des VEGF-

Rezeptors, indem er das VEGF-A bzw. PIGF vor dem Rezeptor „wegfängt“ (Dowlati, 

2010; Birk et al., 2008). Im Mausmodell mit Xenotransplantation verschiedener Tumor-

zellen wurde VEGF-Trap bereits erfolgreich getestet (Huang et al., 2003).  

Ebenfalls etabliert in der antiangiogenetischen Therapie von Tumoren sind die VEGF-

Rezeptorenblocker. Diese sogenannten Tyrosinkinase-Inhibitoren werden im anschlie-

ßenden Kapitel genauer beleuchtet.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die unterschiedlichen Anti-VEGF-Strategien 

eine vielversprechende Ergänzung zu den herkömmlichen Behandlungsverfahren sind. 

Weiterhin belegen zahlreiche Studien, dass diese speziellen Angiogenesehemmer 

kombiniert mit einer Zytostatikatherapie und/oder Radiatio, einen größeren Therapieef-

fekt bewirken können (Ferrara et al., 2003; Gerber et al., 2008). 

1.4.6 Pazopanib als Vertreter der Tyrosinkinase-Inhibitoren 

Die Gruppe der sogenannten Multitarget-Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) gehört zu den 

in der Krebstherapie zunehmend eingesetzten selektiven „Targeted Therapies“, um 

zielgerichtet Rezeptoren, Signalmoleküle und andere wichtige Strukturen in den Tu-

morzellen zu beeinflussen. Die TKIs umfassen verschiedene Wirkstoffe, welche kom-

petitiv an die ATP-Bindungsstelle der Tyrosinkinase-Domänen von verschiedenen Zell-

rezeptoren und Molekülen binden. Somit wird die Signaltransduktion von extra- nach 

intrazellulär verhindert, da der Phosphatrest des ATP nicht auf andere Signalmoleküle 

übertragen werden kann (Kumar et al., 2007; Hamberg et al., 2010). Oft werden diese 

Substanzen aufgrund ihrer niedermolekularen Größe auch als „small molecule drugs“ 

bezeichnet, wodurch sich der Vorteil einer schnellen Diffusion an den Hauptwirkungsort 

in der Zelle bedingt. 
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Der bekannteste Vertreter der ersten Generation von TKI ist Imatinib (Glivec®), wel-

ches seit einigen Jahren als Standardmedikament bei der chronisch myeloischen Leu-

kämie (CML) eingesetzt wird (Agrawal et al., 2010). Weitere interessante Mitglieder der 

TKI-Familie sind Sunitinib (Sutent® (GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG, 2013)), zuge-

lassen für Nierenzellkarzinom und gastrointestinale Stromazelltumore, sowie Sorafenib 

(Nexavar®), welches bei Nierenzell- und Leber- sowie beim differenzierten Schilddrü-

senkarzinom Anwendung findet. Eine Differenzierung der Multitarget-Tyrosinkinase-

Inhibitoren ist anhand der unterschiedlich gehemmten Tyrosinkinasen möglich. Imatinib 

wirkt beispielsweise auf c-ABL und den PDGF-Rezeptor inhibierend, während Sorafe-

nib die VEGF-Rezeptoren und Raf-Kinasen hemmt (Kumar et al., 2007).  

Ein wichtiger Vertreter aus der zweiten Generation der Multitarget-Tyrosinkinase-

Inhibitoren ist Pazopanib (Votrient®). Es ist ein oral bioverfügbarer niedermolekularer 

Proteinkinasehemmer, der hochselektiv an die VEGF-Rezeptoren 1-3, PDGF-

Rezeptoren α und β (Wachstumsfaktorrezeptoren) und dem Stammzellfaktor-Rezeptor 

(c-Kit) bindet. Die genannten Rezeptoren spielen in der Pathogenese verschiedenster 

Tumorerkrankungen eine interessante und wichtige Rolle (Ostman, 2004; Lennartsson 

und Ronnstrand, 2006). Ebenfalls ist eine mäßig hemmende Wirkung von Pazopanib 

gegen die Tyrosinkinasen der FGF-Rezeptoren 1 und 3 (Fibroblasten-Wachstums-

faktorrezeptor) und des c-fms (Rezeptor der koloniestimulierenden Faktoren) beschrie-

ben (Kumar et al., 2007). Seit Oktober 2009 in den USA, sowie ab Juni 2010 in Euro-

pa, wurde Pazopanib als mögliche Erstlinien-Therapie für das metastasierte Nieren-

zellkarzinom zugelassen. Grundlage hierfür war eine Phase III-Studie, die belegte, 

dass Pazopanib das progressionsfreie Überleben im Median von 4,2 auf 9,2 Monate im 

Vergleich zu einem Placebo-Präparat erhöhte (Pick und Nystrom, 2012). Da Pazopanib 

als TKI zu den „Targeted-Therapies“ – den zielgerichteten Therapiemöglichkeiten – 

gehört, ist es sehr gut verträglich und bei den Patienten kam es im Vergleich zu den 

herkömmlichen Zytostatika zu einer verringerten Rate an unerwünschten Ereignissen. 

Die häufigsten Nebenwirkungen unter Pazopanib-Therapie sind unter anderem Hyper-

tonie, Diarrhö, Haardepigmentation und Übelkeit (Hurwitz et al., 2009; Pick und 

Nystrom, 2012). Neben der Zulassung für das fortgeschrittene Nierenzellkarzinom 

wurde Pazopanib 2013 auch für die Behandlung von bestimmten Subtypen des Weich-

teilsarkoms freigegeben (van der Graaf, Winette TA et al., 2012; GlaxoSmithKline 

GmbH & Co. KG, 2013).  

Zur Erweiterung der antitumoralen Anwendungsmöglichkeiten von Pazopanib wurden 

in den letzten Jahren zahlreiche Versuchsreihen durchgeführt. Bei der In-vitro-

Anwendung von Pazopanib konnte nachgewiesen werden, dass der Tyrosinkinase-
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Inhibitor die VEGF-induzierte Proliferation von humanen kultivierten Endothelzellen 

(HUVEC) selektiv verhindert (Kumar et al., 2007). Bei Versuchen mit Krebsstammzel-

len von Weichteilsarkomen und RCC-Zelllinien (Nierenkrebszellen) war kein proliferati-

onshemmender Effekt von Pazopanib detektierbar (Canter et al., 2011; Canter et al., 

2014). In einer anderen Zellversuchsreihe schien Pazopanib bei RCC-Zelllinien jedoch 

eine proapoptotische Wirkung zu vermitteln (Shablak et al., 2014). Im Rahmen von 

weiteren In-vitro-Studien mit Zellen des multiplen Myeloms bzw. mit einer Zelllinie der 

chronisch lymphatischen Leukämie konnte nachgewiesen werden, dass Pazopanib 

signifikant das Zellwachstum und die Zellproliferation hemmt bzw. die Apoptose indu-

ziert (Podar et al., 2006; Paesler et al., 2010). Neben den Zellversuchen wurde die 

Wirkung von Pazopanib auch in verschiedenen humanen Tumor-Xenotransplantaten in 

immundefizienten Mäusen untersucht. Dabei zeigte Pazopanib eine dosisabhängige 

Wachstumshemmung bei allen untersuchten Tumoren. Vor allem für Caki-2 (Nieren-

zellkarzinom), HT29 (kolorektales Karzinom) und NCI-H322 (kleinzelliges Bronchial-

karzinom) konnte eine Tumorwachstumshemmung von bis zu 77 % bei einer Dosis von 

10 mg/kg erreicht werden. Vielversprechende Ergebnisse zeigten auch die Tumor-

Xenotransplantate von Melanom, Mamma- und Prostatakarzinom (Kumar et al., 2007). 

Verschiedene Studien zur klinischen Wirksamkeit von Pazopanib dokumentierten posi-

tive antitumorale Eigenschaften bei einer Vielzahl von Tumoren. Untersucht wurden 

dabei unter anderem das hepatozelluläre Karzinom, das Mammakarzinom, das Schild-

drüsen- und der Endometriumkarzinom (Schutz et al., 2011). Somit scheint Pazopanib 

als neuer Vertreter der Multitarget-Tyrosinkinase-Inhibitoren ein vielversprechender 

Ansatz für innovative krebsspezifische Therapien zu sein. Dies wird auch in ersten kli-

nischen Untersuchungen bei refraktär metastasierten kolorektalen Karzinom in Kombi-

nation mit Chemotherapeutika und einem Anti-EGFR-Antikörper Cetuximab bestätigt 

(Bennouna et al., 2015). 

Die Entwicklungen von Antikörpern und anderen niedrigmolekularen Substanzen in der 

gezielten Krebstherapie eröffnen auch in der Nuklearmedizin neue Optionen. Durch 

diese zielgerichteten Strategien können intra- und interzelluläre Signalwege beeinflusst 

werden, um die Tumorzellen beispielsweise für die im folgenden Abschnitt dargestellte 

Radioimmuntherapie empfänglicher zu machen. 

1.5 Einführung in die Radioimmuntherapie 

Bei der Radioimmuntherapie (RIT) werden monoklonale Antikörper oder Antikörper-

fragmente, die gegen ein auf den Tumorzellen exprimiertes Antigen oder einen Rezep-

tor gerichtet sind, mit einem für die Therapie geeigneten Radionuklid gekoppelt. Als 
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Radioisotope kommen vor allem die β-- Strahler (90Y, 131I und 177Lu) mit einer mittleren 

Gewebereichweite von 0,5 bis maximal 12 mm und einem geringen linearen Energie-

transfer (LET) zum Einsatz. Dagegen zeichnen sich die α-Strahler durch eine niedrige-

re Gewebereichweite (50-100 µm) bei einem höheren LET aus, welche durch die hohe 

Energieabgabe zu einem größeren zytotoxischen Schaden führen. Beispiele für medi-

zinisch eingesetzte α-Strahler sind 211At, 213Bi und 225Ac (Pouget et al., 2011; Ka-

washima, 2014). Die Wirkung der ionisierenden Strahlung zielt vor allem auf die DNA 

im Zellkern, wodurch es zu Basenschäden, Einzel- und Doppelstrangbrüchen sowie 

Vernetzungen innerhalb der DNA kommt. Weitere Folgen sind die Aktivierung ver-

schiedener Signalwege und Rezeptoren, eine veränderte Protein-Expression und die 

Bildung von Radikalen. Abhängig vom Ausmaß der Schädigung sowie der Kapazität 

der Reparaturmechanismen kann die ionisierende Strahlung zu Mutationen, Störungen 

der Zellfunktion oder bis zum Zelltod führen. In der Regel sind maligne Tumorzellen 

durch eine verkürzte Zellzykluszeit und einen hohen Anteil an Zellteilungen besonders 

strahlensensibel.  

Der Vorteil der Radioimmuntherapie liegt in der Verbindung der Wirkungsmechanismen 

von Immun- und Strahlentherapie. Bei dem Einsatz von Betastrahlern mit einer relativ 

großen Gewebereichweite (0,05-12,00 mm) können durch den sogenannten Kreuzfeu-

er-Effekt (Crossfire-Effekt) auch benachbarte Tumorzellen bestrahlt werden, welche 

den Antikörper aufgrund einer niedrigen Antigen-Expression oder durch geringe Vasku-

larisation bei großen Tumormassen nicht gebunden haben (Pouget et al., 2011). 

Die Radioimmuntherapeutika werden dem Patienten zumeist intravenös appliziert, rei-

chern sich gezielt im Tumorgewebe an und entfalten dort ihre Wirkung. Durch diese 

zielgerichtete Therapie kann das gesunde Gewebe im Vergleich zur konventionellen 

Chemotherapie geschont werden. Daneben können somit auch die starken Nebenwir-

kungen gesenkt werden. Die Radioimmuntherapie wird primär für im Körper dissemi-

nierte Tumore angewendet, wo der Einsatz der klassischen lokalen Strahlentherapie 

nicht sinnvoll erscheint. Vor allem bei hämatoonkologischen Erkrankungen zeigte die 

Radioimmuntherapie vielversprechende Ergebnisse. So wurden im Jahr 2002 bzw. 

2003 die Radiopharmaka Ibritumomab-Tiuxetan (Zevalin, 90Y-Anti-CD20-Antikörper) 

und Tositumomab (Bexxar, 131I-Anti-CD20-Antikörper) in den USA für die Behandlung 

bestimmter Formen des Non-Hodgkin-Lymphoms zugelassen (Goldsmith, 2010).  

Im Vergleich dazu ist der Einsatz der Radioimmuntherapie in der Therapie solider Tu-

more weniger erfolgreich. Durch die erhebliche Molekülgröße (IgG: 160 kD) der einge-

setzten Antikörper ist die freie Diffusion im Gewebe nur bedingt möglich, wodurch vor 
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allem zentrale Tumorbereiche kaum erreichbar sind. Daneben erhöht sich durch das 

unregelmäßige Zellwachstum der Druck im Tumorgewebe. Der gesteigerte Druck im 

Tumor resultiert in einen verringerten Plasmafluss und einer dementsprechend un-

gleichmäßigen Biodistribution der Radioimmunkonjugate (Bockisch, 2008). Weitere 

ungünstige pharmakokinetische Aspekte der großen Antikörper sind die lange Verweil-

dauer im Körper, verbunden mit einer verzögerten Exkretion, sowie ein daraus resultie-

rendes erhöhtes Hintergrund-Verhältnis. Diese „Background-Ratio“ entsteht durch die 

Aufnahme einer geringen Menge der eingesetzten radioaktiven Strahlung im gesunden 

Gewebe und beeinflusst maßgeblich die Bildqualität diagnostischer Verfahren (Fram-

pas et al., 2013; Kawashima, 2014). Nicht zu vernachlässigen ist ebenfalls die dosisli-

mitierende Myelotoxizität durch die lange Verweildauer der Radioimmuntherapeutika 

im Körper. Zur Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften wurden statt-

dessen Antikörperfragmente („single chain variable fragments“; scFv) oder die kleine-

ren Fab-Antikörper in Studien eingesetzt. Diese wiesen im Vergleich zu den Antikör-

pern eine bessere Tumorgängigkeit und aufgrund ihrer niedrigen Molekülgröße eine 

schnellere Blutclearance auf. Im Gegenzug zeigte sich jedoch eine geringere Affinität 

zu den Zielantigenen auf den Tumorzellen. Die kurze Verweildauer im Körper und die 

gesunkene Bindungsaffinität resultierte jedoch in einem geringen Tumoruptake (Pouget 

et al., 2011).  

Eine zusätzliche Möglichkeit bietet die Kombination der Radioimmuntherapie mit anti-

angiogenetischen Therapeutika (siehe 1.4.5), welche eine gesteigerte Zufuhr der Radi-

oimmuntherapeutika ins Tumorgewebe bewirken (Rajkumar et al., 2012; Jain et al., 

2013). Weiterhin wurde zur Verbesserung der Effizienz der Radioimmuntherapie die 

Entwicklung sogenannter „Pretarget-Therapiestrategien“ vorangetrieben, welche im 

nachfolgenden Kapitel näher betrachtet werden.  

Im Gegensatz zu der genannten geringen Ansprechrate bei soliden Tumoren scheinen 

vor allem Mikrometastasen und Tumore mit geringem Durchmesser auf Radioimmun-

therapeutika zu reagieren. Dies konnte unter anderem in einer Phase-I-Studie mit 131I-

Anti-CEA-Antikörper bei Patienten mit kolorektalem Karzinom und Lebermetastasen 

belegt werden (Behr et al., 1999). Eine Phase-II-Studie bei CRC-Patienten mit rese-

zierten Lebermetastasen konnte unter einer adjuvanten Radioimmuntherapie mit 131I-

Labetuzumab das mediane Überleben auf 58 Monate (Vergleich Kontrollgruppe: 51 

Monate) gesteigert werden (Liersch et al., 2007). Ebenfalls scheint eine lokale intrape-

ritoneale Verabreichung von Radioimmuntherapeutika bei intraperitoneal metastasier-

ten Ovarialkarzinom als adjuvante Therapiemöglichkeit vielversprechend (Meredith et 

al., 2007). 
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1.6 Entwicklung eines Pretargeting-Systems für die 

Radioimmuntherapie 

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits beschrieben, ist die Radioimmuntherapie bei 

soliden Tumoren sehr komplex und benötigt innovative Ansatzpunkte zur Verbesse-

rung einer therapeutischen Antwort. Eine vielversprechende Lösung bietet die Entwick-

lung der „pretargeted“ Radioimmuntherapie (PRIT). Im Vergleich zur direkten Methode, 

der konventionellen Radioimmuntherapie, erfolgt hier die Gabe des Antikörpers und 

des Radiopharmakons unabhängig voneinander. In einem ersten Schritt wird der Anti-

körper injiziert, bindet langsam an die Tumorzellen und ungebundene Antikörper wer-

den aus dem Körper ausgeschieden. Ist die Bindung des Antikörpers an die Tumorzel-

len maximal, wird anschließend in einem zweiten Schritt ein bis drei Tage später das 

an ein Peptid gekoppelte Radionuklid appliziert. Das radioaktiv markierte Peptid kann 

anschließend an den pre-lokalisierten Antikörper im Tumorgewebe binden und wird 

schnell renal eliminiert. Somit vereint dieses Verfahren die jeweiligen Vorteile der ein-

gesetzten Komponenten: Der Antikörper hat ausreichend Zeit aufgrund der verlänger-

ten Verweildauer im Blut mit hoher Affinität an des Zielantigen auf der Tumorzellober-

fläche zu binden. Die beschleunigte Blutclearance und die schnelle Eliminierung der 

kleineren Peptide aus dem Körper werden dagegen zur Carriervermittlung der Radio-

nuklide verwendet. Somit können dem Patienten größere Mengen Aktivität appliziert 

werden. Durch die schnelle Eliminierung der radioaktiven Peptide kann ebenfalls die 

Strahlenbelastung für das strahlensensible Knochenmark vermindert werden (Frampas 

et al., 2013; Kawashima, 2014). Weiterhin sinkt das Hintergrundverhältnis, da das ge-

sunde Gewebe kaum Radioaktivität aufnehmen kann und der Uptake im Tumor durch 

die Prälokalisation hoher Mengen an Antikörper steigt. Das mehrstufige Pretargeting-

System wurde bereits für unterschiedlichen Tumorerkrankungen, wie Prostata-, Kolon-, 

medulläres Schilddrüsenkarzinom und Gliom erfolgreich getestet (Pouget et al., 2011). 

Ein aussichtsreiches Pretargeting-System für die Radioimmuntherapie sowie auch für 

neue nuklearmedizinische Bildgebungsmethoden, wie beispielsweise die Immuno-

Positronen-Emissions-Tomographie (Immuno-PET), wurde für CEA-exprimierende 

Karzinome entwickelt. Dieses besteht zum einen aus dem neuen humanisierten bispe-

zifischen und trivalenten monoklonalen IgG-Antikörper TF2 sowie dem radioaktiv mar-

kierten Hapten-Peptid IMP-288. An ein neu entwickeltes Di-HSG-Peptid (IMP-288) 

können wiederum über eine funktionelle DOTA-Gruppe verschiedene Radionuklide 

(68Ga, 90Y, 111In und 177Lu) für unterschiedliche diagnostische und therapeutische Inter-

ventionen gekoppelt werden (Sharkey et al., 2010). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde der rekombinante Antikörper TF2 als Teil dieses Pre-

targeting-Systems untersucht. Wie in der Abb. 3 ersichtlich ist, besteht der Antikörper 

mit einer Molekülgröße von 157 kD zum einen aus dem Fab-Fragment des humanisier-

ten monoklonalen Antikörpers hMN-14 (Labetuzumab), welcher – wie in Punkt 1.3.4 

beschrieben – gegen CEACAM5 gerichtet ist. Die anderen zwei Fragmente sind jeweils 

Fab-Fragmente eines Anti-HSG (Histamin-Succinyl-Glycin)-Antikörpers. Mit Hilfe der 

sogenannten „Dock-and-Lock“-Methode wurde der fusionierte Antikörper entwickelt. 

Diese Technologie wird im zunehmenden Maße für die Generierung verschiedener 

Peptide aus fusionierten Fab-Fragmenten eingesetzt, welche bei zielgerichteten Diag-

nostik- und Therapieverfahren von Tumoren zum Einsatz kommen. Die Stabilität von 

TF2 im Serum über einen Zeitraum von sieben Tagen konnte in präklinschen Versu-

chen belegt werden (Rossi et al., 2006; Sharkey et al., 2010).  

 

Abb. 3:   Schematisierter Aufbau des trivalenten Antikörpers TF2. AD2: Ankerungs-
domäne, DDD2: Dimerisierungs- und Kopplungsdomäne (modifiziert nach Goldenberg, 
Rossi et al., 2008). 

Das Pretargeting-System wurde bereits in verschiedenen Tumormodellen und klini-

schen Studien erfolgreich getestet und zeigt eine hohe Effizienz sowie eine geringe 

Nebenwirkungsrate (Goldenberg et al., 2008; Schoffelen et al., 2010b; Frampas et al., 

2011; Meller et al., 2011; Schoffelen et al., 2013). Ein weiterer möglicher Einsatz von 

Pretargeting-Systemen ist neben der Radioimmuntherapie die Immuno-PET als hoch 

sensitive Bildgebungsmethode für die Auswahl geeigneter Patienten und der Messung 

des Therapieerfolges (Frampas et al., 2013).  

Frühere Untersuchungen konnten nachweisen, dass durch Radiatio und Chemothera-

pie die Translokation/Expression von CEA beeinflusst werden kann (Ohtsukasa et al., 

2003; Aquino et al., 2004; Meller et al., 2011). Dies könnte u. a. zu einer Verbesserung 
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der Detektion von Tumorgewebe und zu einer erhöhten Therapieansprechrate der hier 

dargestellten zielgerichteten Diagnostik- und Therapiemaßnahmen genutzt werden. 

Für die Fragestellung, welchen Einfluss neuere Tyrosinkinase-Inhibitoren auf das CEA 

bei kolorektalen Tumorzelllinien zeigen, schien der hier vorgestellte „Breitband“-

Tyrosinkinase-Inhibitor Pazopanib für erste Untersuchungen interessant. 

1.7 Zielsetzung 

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA/CEACAM5) ist als Tumormarker in der Diag-

nostik des kolorektalen Karzinoms seit vielen Jahrzehnten etabliert. Eine wachsende 

Bedeutung wird dem membranständigen Antigen in der gezielten Krebstherapie („tar-

geted therapy“) eingeräumt. Verschiedene Studien konnten für ein weiteres Mitglied 

der CEACAM-Familie (CEACAM1) zeigen, dass eine Interaktion mit dem für das 

Wachstum der Tumorzellen essentiellen VEGF/VEGFR-Signalweg vorliegt. In den letz-

ten Jahren wurden verschiedene Substanzen entwickelt, die für eine zielgerichtete 

Hemmung der VEGF-Rezeptoren eingesetzt werden können. Da CEACAM5 wesent-

lich für interzelluläre Bindungen ist und auch heterophil mit CEACAM1 interagiert, war 

ein Zusammenhang naheliegend. Diese Hypothese sollte in der vorliegenden Arbeit 

untersucht werden.  

Hierfür sollte der gegen CEA-gerichtete Antikörper TF2 mit 131I radioiodiert, sowie die 

spezifische Bindung des markierten Antikörpers an CEA für drei verschiedene CRC-

Zelllinien mit unterschiedlicher CEA-Expression (SW480, HT29 und T84) nachgewie-

sen werden.  

Weiterhin sollte Pazopanib als Vertreter der Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren für die 

Hemmung des VEGF-Rezeptors eingesetzt und seine Wirkung auf die CEA-

Expression untersucht werden. Zusätzlich sollten Rückschlüsse auf die antiproliferative 

Potenz von Pazopanib bei kolorektalen Tumoren und seinem potentiellen Einsatz im 

Rahmen der multimodalen Tumortherapie gezogen werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Verwendete Zelllinien 

Zelllinien      Firma      

HT29 (ATCC® HTB-38™)  LGC Standards GmbH, Wesel 

SW480 (ATCC® CCL-228™)  LGC Standards GmbH, Wesel 

T84 (ATCC® CCL-248™)  LGC Standards GmbH, Wesel 

 

2.1.2 Antikörper und Tyrosinkinase-Inhibitor  

Antikörper/TKI     Firma      

TF2 (10 mg/ml PBS)  IBC Pharmaceuticals, Inc., Morris 

Plains, NJ, USA 

Pazopanib Eton Bioscience, Inc., San Diego, 

Kalifornien, USA 

 

2.1.3 Verwendete Reagenzien 

Reagenzien      Firma      

Accutase  PAA Laboratories GmbH, Pasching 

CryoMaxx S PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Fetal Bovine Serum Gold (10 %)  PAA Laboratories GmbH, Pasching 

131Iod GE Healthcare Buchler, Braun-

schweig 

L-Glutamin (1 %; 200 mM)  PAA Laboratories GmbH, Pasching 
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NaCl-Lösung (0,9 %) B. Braun AG, Melsungen 

Normocin™ (0,2 %; 1 g/50 mg (ml)) InvivoGen, Toulouse 

Penicillin/Streptomycin (1 %)  PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Trypanblau (0,4 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Trypsin-EDTA (0,05 %/0,02 % in PBS)  PAA Laboratories GmbH, Pasching 

 

Kulturmedien/Pufferlösungen   Firma      

DMEM/Ham´s F12 without L-Glutamine   PAA Laboratories GmbH, Pasching 

DMEM High Glucose (4,5 g/l; mit PAA Laboratories GmbH, Pasching 

L-Glutamin und Sodium Pyruvat) 

Dulbecco´s PBS-Puffer (ohne Ca2+ und Mg2+)  PAA Laboratories GmbH, Pasching 

 

2.1.4 Verwendete Materialien und Geräte 

Materialien      Firma      

Bio-Spin® 6 and 30 Columns   Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercu-

les, CA, USA 

Chromatographie-Streifen (ITLC-SG) Agilent Technologies Deutschland 

GmbH, Böblingen 

Mikrotube (1,5 ml) neoLab Migge Laborbedarf-

Vertriebs GmbH, Heidelberg 

Pre-Coated Iodination Tubes Pierce® Biotechnology, Rockford, 

Illinois, USA 

Zellkulturflaschen 25 cm² Orange Scientific GmbH, Braine-

l’Alleud, Belgien 

Zellkulturflaschen 75 cm² (SW480/HT29)  Orange Scientific GmbH, Braine-

l’Alleud, Belgien 
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Zellkulturflaschen 75 cm² (T84)  Greiner Bio-One GmbH, Krems-

münster, Österreich 

Zentrifugenröhrchen (5/15 ml) Greiner Bio-One GmbH, Fricken-

hausen 

 

Geräte       Firma      

Aktivitätsmessgerät (M2316) MED Messelektronik Dresden 

GmbH 

Bohrloch-Detektor (Typ 74038) MED Messelektronik Dresden 

GmbH 

Brutschrank (Modell INC153med)  Memmert GmbH & Co. KG, 

Schwabach, Deutschland 

Durchlichtmikroskop (LABOVAL 4) Carl Zeiss Jena 

Laminar Flow Werkbank (Sicherheitsklasse 2) KOJAIR® Tech Oy,Vilppula,     

Finnland 

Neubauer Zählkammer  Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH 

& Co KG, Sondheim/Röhn 

TLC-Scanner (γ-miniGITA)  Raytest Isotopenmessgeräte 

GmbH, Straubenhardt 

Zentrifuge  Heraues™ Megafuge™ 16R, Ther-

mo Electron LED GmbH, Osterode 

 

2.1.5 Verwendete Software 

Software      Firma      

GINA Star TLC™ Version 5.01  Raytest Isotopenmessgeräte 

GmbH, Straubenhardt 

Microsoft Excel 2007     Microsoft USA 

Statistiksoftware SPSS® Statistics 20.0  IBM Deutschland GmbH, Ehningen 
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2.2 Methoden 

Die Zellkulturexperimente wurden vollständig unter sterilen Bedingungen in einer La-

minar Flow Werkbank der Sicherheitsklasse 2 durchgeführt. Dabei wurde ausschließ-

lich mit sterilen Einwegmaterialien und Chemikalien gearbeitet. 

2.2.1 Zelllinien 

Die im Nachfolgenden beschriebenen Versuche wurden mit drei unterschiedlichen ko-

lorektalen Adenokarzinomzelllinien durchgeführt. Die Kultivierung der Zellen als Mo-

nolayer erfolgte in Zellkulturflaschen (75 cm2). Die Zellkulturen wurden in einem Bega-

sungsbrutschrank bei 37 °C und einem CO2-Anteil von 5 % inkubiert. Das Medium 

wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Die Umsetzung der Zellen erfolgte zweimal 

pro Woche. 

2.2.2 SW480 

Die SW480-Zellen (ATCC® CCL-228™) sind epitheliale kolorektale Adenokarzinom-

zellen, welche aus dem Primärtumor (Dukes Typ B; UICC-Stadium II) eines 50-jährigen 

Patienten isoliert wurden. Als Kulturmedium wurde Dulbecco´s modified Eagle´s Medi-

um (DMEM/Ham´s F12) verwendet. Diesem wurde 10 % Fetal Bovine Serum Gold, 1 

% Penicillin/Streptomycin sowie 1 % L-Glutamin und 0,2 % Normocin™ zugesetzt. Die 

Umsetzung der Zellen erfolgte alle 4 bis 5 Tage im Verhältnis 1:8. 

Für die Zelllinie SW480 ist bekannt, dass sie 0,7 ng CEA/ml/106 Zellen in 10 Tagen 

sezerniert (ATCC®). Weiterhin exprimieren die Zellen auf ihrer Zelloberfläche den 

VEGF-Rezeptor Typ 1 (Fan et al., 2005; Morelli et al., 2009; Nakatani et al., 2010). In 

Bezug auf die Expression des VEGF-Rezeptors Typ 2 ist die Literaturlage widersprüch-

lich. Nach Nakatani et al. wird VEGFR-2 von den SW480 exprimiert (Methode: Reverse 

Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion; RT-PCR), indes konnte bei anderen Studien 

mit Hilfe von RT-PCR, Westernblot und Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

kein Nachweis für VEGFR-2 erbracht werden (Fan et al., 2005; Morelli et al., 2009). 

Weiterhin erfasste Morelli et al. mit Hilfe der gleichen diagnostischen Methoden die 

Expression von VEGFR-3 auf der Zelloberfläche der SW480 (Morelli et al., 2009). 

2.2.3 HT29 

Als zweite Zelllinie wurde HT29 (ATCC® HTB-38™) untersucht. Dabei handelt es sich 

ebenfalls um epitheliale Zellen eines Primärtumors kolorektalen adenomatösen Ur-

sprungs einer 44-jährigen Frau. Für die HT29 wurde als Nährmedium Dulbecco´s mo-
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dified Eagle´s Medium (DMEM High Glucose) eingesetzt, wobei diesem zusätzlich 10 

% Fetal Bovine Serum Gold, 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,2 % Normocin™ zuge-

setzt wurde. Die Zellen wurden alle 5 Tage im Verhältnis 1:6 umgesetzt.  

Die CEA-Produktion der HT29 beträgt 2,5 ng CEA/ml/106 Zellen in 24 Stunden (Fantini 

et al., 1989). Für die Zelllinie existieren bezüglich der Expression der VEGF-

Rezeptoren gegensätzliche Angaben. Nach den Autoren Fan, Morelli und Troiani be-

sitzen die HT29-Zellen auf der Zelloberfläche nur den VEGF-Rezeptor-Typ 1 (Fan et 

al., 2005; Troiani et al., 2006; Morelli et al., 2009). In anderen Studien wurde experi-

mentell mit Hilfe der gleichen Methoden (RT-PCR, Westernblot) dagegen auch 

VEGFR-2 nachgewiesen (Kim et al., 2005; Ahluwalia et al., 2013).  

2.2.4 T84 

Weiterhin wurde in die Untersuchungen die epitheliale kolorektale Adenokarzinom-

zelllinie T84 (ATCC® CCL-248) einbezogen. Diese Zellen wurden einer Lungenmeta-

stase eines 72 Jahre alten Patienten mit dem Primärtumor eines kolorektalen Adeno-

karzinoms (Dukes Typ D; UICC-Stadium IV) entnommen, auf Nacktmäuse transplan-

tiert und in diesen kultiviert. Das Kulturmedium der T84-Zellen bestand aus Dulbecco´s 

modified Eagle´s Medium (DMEM/Ham´s F12) mit dem Zusatz von 10 % Fetal Bovine 

Serum Gold, 1 % L-Glutamin und 0,2 % Normocin™. Alle 5 Tage erfolgte die Umset-

zung der Zellen im Verhältnis 1:4. 

Für die T84 wurde beschrieben, dass sie 600 ng CEA/ml/106 Zellen in 10 Tagen se-

zernieren (ATCC®). Nur wenige Studien existieren, welche den VEGF-Rezeptorstatus 

der Zelllinie T84 untersuchen. Ein Indiz für die Expression des VEGF-Rezeptor Typs 2 

auf der Zelloberfläche der T84 sind die Untersuchungen von Estevez-Garcia zur Inzi-

denz genetischer Polymorphismen von VEGFR und PDGFR α und β (Estevez-Garcia 

et al., 2012). 

2.3 Zellkultivierung 

2.3.1 Passagieren der Zellkulturen/Zellgewinnung  

Zum Umsetzen der Zellkulturen wurde zuerst das Kulturmedium entfernt und der ver-

bliebene Zellrasen zweimal mit jeweils 15 ml Dulbecco´s PBS-Puffer gespült. An-

schließend erfolgte die Ablösung der Zellen mit Hilfe von 3 ml Trypsin-EDTA, welches 

vorsichtig über den gesamten Zellrasen pipettiert wurde. Nach einer Inkubation von 10 

Minuten wurde das Trypsin durch die Zugabe von 5 ml Nährmedium neutralisiert. Die 
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Zellsuspension wurde anschließend in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt. 

Dieser Vorgang wurde mit 3 ml Kulturmedium wiederholt, um die Zellen möglichst in 

hoher Ausbeute zu gewinnen. In einem nächsten Schritt wurde die Zellsuspension bei 

300 g und einer Temperatur von 4 °C für 10 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde 

der Überstand abgegossen, die verbleibende überstehende Flüssigkeit abpipettiert und 

das Pellet in 1 ml frischem Nährmedium resuspendiert. Je nach Umsetzungsverhältnis 

wurde die gewünschte Menge an Zellsuspension in die neuen 75 cm2 Zellkulturfla-

schen pipettiert und mit 17 ml Kulturmedium aufgefüllt und zum Inkubieren in den Brut-

schrank überführt.  

2.3.2 Kryokonservierung 

Ein Teil der Zellen wurde für weitere Versuche kryokonserviert. Dazu wurde die Zellpel-

lets in 0,9 ml Nähr- und 0,1 ml Einfriermedium resuspendiert. Die vorliegende Zellsus-

pension wurde im Anschluss in ein Mikrotube pipettiert und für 24 Stunden in einen 

Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen in einen Ge-

frierschrank mit -80 °C überführt und dort für 4 Wochen aufbewahrt. Anschließend 

wurden die Proben in flüssigem Stickstoff eingelagert. 

Für nachfolgende Anwendungen in Versuchen wurden die eingefrorenen Zellen aus 

dem Flüssigstickstoffbehälter genommen und durch die Zugabe von 1 ml Nährmedium 

vorsichtig aufgetaut. Dabei hat sich eine sequentielle Resuspension mit dem jeweiligen 

Nährmedium bewährt. Die Zellsuspension wurde anschließend in ein 15 ml Zentrifu-

genröhrchen überführt und das Microtube mit Hilfe von 1 ml Kulturmedium mehrfach 

gespült, um möglichst viele Zellen zu gewinnen. Im Anschluss wurde das Zentrifugen-

röhrchen auf 7 ml mit Nährmedium aufgefüllt und analog zum Vorgang der Zellumset-

zung zentrifugiert. Der weitere Ablauf ist unter Punkt 4.2.1 beschrieben. 

2.4 Markierung von TF2 mit 
131

I 

2.4.1 Radioiodid 

Für die Markierung des CEA-Antikörpers TF2 wurde das Radionuklid 131Iod verwendet. 

Dieses Radioisotop hat eine Halbwertszeit von 8,0197 Tagen. 131I emittiert bei seinem 

Zerfall ß-- und γ-Strahlung. Es stand als Natriumiodid [131I] mit einer Ausgangsaktivität 

von 740 MBq ±10 % in 50 µl wässriger NaOH-Lösung zur Verfügung. Die nötigen Ver-

dünnungen wurden mit Hilfe einer 0,9 % NaCl-Lösung hergestellt. Zur Kontrolle der 

eingesetzten Aktivitäten wurden diese mit Hilfe eines Aktivimeters quantifiziert. Dieses 

Messgerät arbeitet nach dem Prinzip einer Gasionisationskammer mit einer 4-
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Geometrie. In dem Zählgas werden durch die Radioaktivität Ionen erzeugt, welche ei-

nen Stromfluss induzieren. Dieser Strom verhält sich proportional zur Aktivität und ist 

von der Art des Isotops abhängig. 

2.4.2 Markierungsprinzip 

Die Markierung von TF2 erfolgte mit Hilfe der Iodogenmethode (Fraker und Speck, 

1978). Dabei wird 1,3,4,6-Tetrachloro-3α,6α-diphenylglucoluril, auch bekannt als IO-

DO-GEN®, zur Radioiodierung von Zellmembranen und vor allem von Proteinen ge-

nutzt. Das Prinzip entspricht dabei einer elektrophilen aromatischen Substitution und 

wird schematisch in ihrem Ablauf in Abbildung 4 dargestellt. Für die Markierung werden 

der gelöste Antikörper und die 131Iod-Lösung in mit IODOGEN beschichtete Glasröhr-

chen (Pierce® Pre-Coated Iodination Tubes) pipettiert. Durch IODO-GEN werden die 

Iodid-Ionen (I-) zu Iod-Kationen (I+) oxidiert, wobei diese wiederum mit den Tyrosinres-

ten des Antikörpers elektrophil reagieren und jeweils ein Wasserstoffatom eines aro-

matischen Rings ersetzen.  

 

Abb. 4:  Ablauf der elektrophilen aromatischen Substitutionsreaktion (modifiziert nach 
Blömeke, 2003) 

2.4.3 Markierungsmethode 

In Vorbereitung der Markierung wurde das IODOGEN®-Glasröhrchen mit 300 µl PBS-

Puffer (pH=7,4) gespült und ca. 30 µl im Röhrchen belassen, um einen stabilen pH-

Wert sicher zu stellen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 0,5 mg des CEA-

Antikörpers TF2 und 131I mit einer Aktivität von 50 MBq in das Röhrchen. Dabei wurde 

darauf geachtet, dass bei jedem Versuch ein gleiches Verhältnis zwischen der einge-

setzten 131I-Aktivität und der Menge an TF2 gegeben war, um eine konstante spezifi-

sche Aktivität zu erreichen. Die nun einsetzende Radioiodierung erfolgte unter ständi-

gem Rühren mit Hilfe eines Magnetrührwerks. Nach einer Reaktionszeit von 30 Minu-

ten bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch die Entnahme der Reaktionslösung 

beendet.  
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2.4.4 Qualitätskontrolle 

Im Anschluss an die Markierung erfolgte zur Überprüfung der radiochemischen Rein-

heit (RR) des markierten CEA-Antikörpers TF2 eine Qualitätskontrolle mittels Dünn-

schichtchromatographie (DC). Bei der Dünnschichtchromatographie wird dabei das 

freie Iod von dem gebundenen Iod getrennt. Der markierte IgG-Antikörper als großes 

Molekül verbleibt an der Startstelle, während das freie Iod mit der Lösungsmittelfront 

nach oben wandert. Unter dem genannten Begriff der radiochemischen Reinheit ver-

steht man den prozentualen Anteil eines gebundenen Radionuklids im Verhältnis zur 

Gesamtaktivität. Die für unsere Versuche geforderte RR lag bei > 95 %, da sonst der 

Anteil an freiem, ungebundenen 131I zu groß wäre. Wurde die geforderte RR unter-

schritten, erfolgte eine Aufreinigung der Reaktionslösung mit Hilfe der Aufreinigungs-

säulen „Bio-Spin® 6 and 30 Columns“. 

Es wurden 10 µl der Reaktionslösung auf den markierten Startpunkt eines Instant-

Layer-Chromatographie-Streifens (ITLC-SG) aufgetragen und nach dem Trocknen in 

eine Laufkammer gestellt, welche bis zu einer Höhe von 0,5 cm mit isotonischer 0,9 % 

NaCl-Lösung als Laufmittel gefüllt war. Die mobile Phase steigt durch Kapillarkräfte an 

dem Träger entlang auf, bis eine Gesamtstrecke von 8 cm erreicht ist. Anschließend 

wurde der Streifen aus der Kammer entfernt und kurz getrocknet. Die Auswertung er-

folgte unter Verwendung eines TLC-Scanners und der dazugehörigen Software GINA 

Star TLC™ Version 5.01. Bei der Auswertung wurde das Detektorsignal in einem 

Chromatogramm gegen die Trennstrecke differentiell aufgetragen. Bei jedem vom 

Scanner detektierten Stoff wurde ein Peak verzeichnet. Anhand der Fläche unter dem 

Peak kann der prozentuale Anteil eines radioaktiven Inhaltsstoffes (RR), im Verhältnis 

zur Gesamtfläche aller Peaks, ermittelt werden.  

2.5 Versuchsdurchführung 

Mit allen drei Zelllinien wurden die in der Tabelle 2 angegebenen Experimente durch-

geführt. Die Zellzahlen und der 131I-TF2-Uptake wurden nach einer Inkubation von 24, 

48, 72 und 144 Stunden ermittelt. Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit einer 

Wachstumsfläche von 25 cm2 kultiviert, wobei kurz vor Zugabe des 131I-TF2 und der 

unterschiedlichen Pazopanib-Konzentrationen das Kulturmedium gewechselt wurde. 

Innerhalb des Versuchszeitraumes wurde das Medium nicht ausgetauscht. Die Inkuba-

tion erfolgte wie unter Punkt 2.4.1 beschrieben. Zusätzlich wurde für jeden Untersu-

chungszeitpunkt der Blindwert (Negativkontrolle) bestimmt. Dazu wurden zwei Zellkul-

turflaschen der jeweiligen Zelllinie, welche nur Zellen und Medium enthielten, zur 



31 
 

Wachstumskontrolle mitgeführt. Für die Ermittlung der Ausgangszellzahl wurden be-

reits zum Messzeitpunkt 0 Stunden jeweils zwei Negativkontrollen für jede Zelllinien 

ausgezählt. Um statistisch signifikante Untersuchungszahlen zu erhalten, wurden in 

jedem Versuch drei Parallelkulturen für jeden Zeitpunkt und jede Variation der Inkuba-

tionsbedingungen analysiert. Jeder Versuch wurde mindestens dreimal wiederholt und 

somit neun Einzelwerte (n = 9) in die jeweilige Auswertung eingeschlossen. 

Tab. 2:  Übersicht der In-vitro-Versuche 

 
 

Versuche 

 

Zielstellung 

 

I 

 

Negativkontrolle 

 

Zellwachstum ohne Einfluss von     

131I-TF2 und/oder Pazopanib 

 

II 

 

Inkubation mit 131I-TF2 (100 kBq/ml) 

 

Zellwachstum unter Einfluss von     

131I-TF2/131I-TF2-Uptake 

 

III 

 

Inkubation mit 1µg/ml 131I-TF2          

(100 kBq/ml) + 50 µg/ml kaltes TF2 

 

Prüfung der Spezifität von TF2  

 

IV 

 

Co-Inkubation 131I-TF2 (100 kBq /ml) 

und 1 µg/ml Pazopanib 

 

Beeinflussung des Zellwachstums 

durch 1 µg/ml Pazopanib bzw. des  

131I-TF2-Uptake 

 

V 

 

Co-Inkubation 131I-TF2 (100 kBq /ml) 

und 5 µg/ml Pazopanib 

 

Beeinflussung des Zellwachstums 

durch 5 µg/ml Pazopanib bzw. des  

131I-TF2-Uptake 

 

VI 

 

Co-Inkubation 131I-TF2 (100 kBq /ml) 

und 10 µg/ml Pazopanib 

 

Beeinflussung des Zellwachstums 

durch 10 µg/ml Pazopanib bzw. des 

131I-TF2-Uptake 
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2.5.1 Bestimmung der Antikörperspezifität 

Zur Prüfung der Spezifität der Bindung des Antikörpers TF2 an das CEA/CEACAM5 

auf der Zelloberfläche mussten die Zellen neben 131I-TF2 auch mit nicht radioaktiv mar-

kiertem („kalten“) Antikörper inkubiert werden. Dabei erfolgte für jeweils drei Proben 

jeder Zelllinie sowohl eine Inkubation mit ausschließlich 131I-TF2 (100 kBq/ml), als auch 

parallel eine Inkubation mit 1 µg/ml 131I-TF2 (100 kBq/ml) und zusätzlich 50 µg/ml kal-

tem TF2. Die Zellzahlen sowie der 131I-TF2-Uptake wurden nach 24, 48, 72 und 144 

Stunden bestimmt.  

2.5.2 Eingesetzte Pazopanibkonzentrationen 

Als Vertreter der Tyrosinkinase-Inhibitoren wurde Pazopanib bei den Versuchen in un-

terschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Zur Ermittlung der relevanten Konzentrati-

onen wurde die derzeitig empfohlene klinische Dosis pro Tag von Pazopanib 

(Votrient®) herangezogen. Diese beträgt 800 mg (European Medicines Agency, 2013). 

Die Tagesdosis wurde auf das Volumen der Zellkulturflasche von 8 ml umgerechnet. 

Dabei ergeben sich unter der Annahme eines durchschnittlichen Patientengewichts 

von 80 kg für die Zellkulturflasche 80 µg des Tyrosinkinase-Inhibitors, was einer Kon-

zentration von 10 µg Pazopanib pro 1 ml Kulturmedium entspricht. Zur Untersuchung 

des Einflusses der Pazopanib-Konzentration auf den CEA-Antikörper TF2 bei Co-

Inkuabtion wurde neben 100 % der täglichen therapeutischen Dosis des Tyrosinkinase-

Inhibitors auch 50 % (5 µg Pazopanib/ml Kulturmedium) und 10 % (1 µg Pazopanib/ml 

Kulturmedium) der therapeutischen Menge untersucht. Von dem Tyrosinkinase-

Inhibitor wurde eine Stammlösung mit einer Konzentration von 1 mg in 100 ml Dime-

thylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Die benötigten Mengen an Pazopanib wurden durch 

Verdünnungsreihen aus der Stammlösung in einem Volumen von 100 µl vorgelegt.  

2.5.3 Inkubation mit 131I-TF2 und Pazopanib 

Im Anschluss an die Qualitätskontrolle wurde 131I-TF2 auf eine spezifische Aktivität von 

8,2 MBq/ml mit 0,9 %iger NaCl-Lösung verdünnt. Vor Aktivitätszugabe wurde in der 

Zellkultur das Medium gewechselt. Dem frischen Zellkulturmedium wurde 100 µl der 

verdünnten Lösung mit 131I-TF2 zugesetzt, um im Medium eine spezifische Aktivität von 

100 kBq/ml 131I-TF2 zu erreichen. Parallel wurden je nach Schema zusätzlich 100 µl 

der unterschiedlichen Pazopanib-Lösungen in den Konzentrationen von Tabelle 2 zu-

gefügt. Die Inkubationszeit der Zellen betrug 24, 48, 72 oder 144 Stunden. 

2.5.4 Zellpelletbestimmung 
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Zu den oben angegebenen Zeiten wurden jeweils zwei Nullkontrollen (Zellwachstums-

kontrollen) und drei Kulturflaschen mit je 1, 5 oder 10 µg Pazopanib und/oder 131I-TF2 

von jeder Zelllinie ausgewertet. Zu Beginn wurde das Medium abgegossen und der 

Zellrasen zweimal mit jeweils 6 ml Dulbecco´s PBS-Puffer gespült. Zum Ablösen der 

Zellen wurde anschließend vorsichtig 3 ml Accutase auf den Zellenrasen pipettiert. 

Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Zellkulturflasche mit 1,5 ml Kul-

turmedium gespült und die Zellsuspension anschließend in ein 15 ml Zentrifugen-

röhrchen abgegossen. Um die Zellen quantitativ zu gewinnen, wurde der Vorgang mit 1 

ml Kulturmedium wiederholt. Nachfolgend wurde die Zellsuspension in der Zentrifuge 

bei einer G-Zahl von 300 und einer Temperatur von 4 °C für 10 Minuten zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand vorsichtig abgegossen und die noch überstehende 

Flüssigkeit vorsichtig abpipettiert. Im letzten Schritt wurde das Zellpellet in 1,5 ml 

Nährmedium resuspendiert.  

2.5.5 Ermittlung der zellgebundenen Aktivität 

Um die zellgebundene Aktivität zu bestimmen, wurde die Zellsuspension in einem 

Bohrloch-Detektor vermessen und die Impulsrate ermittelt. Diese Messeinheit enthält 

einen Detektor, welcher Szintillations-Lichtblitze registriert, die durch die Energie der 

absorbierten Strahlung einer Probe in einem eingebauten NaI-Szintillationskristall ent-

stehen. Dabei wird die Zellsuspension in eine zentrale Bohrung innerhalb des Szintilla-

tionskristalls eingebracht und die Anzahl der Impulse in einem bestimmten Zeitraum 

gemessen. Die ermittelte Impulsrate ist dabei proportional zur Anzahl der Lichtblitze 

und diese ist wiederum abhängig von der Stoffmenge, der Aktivität und dem Radioiso-

top. Jede Probe wurde zweimal für jeweils eine Minute vermessen und anschließend 

der Mittelwert gebildet. Ebenfalls wurde der Wert einer Negativkontrolle bestimmt und 

die ermittelte Impulsrate von jedem Probenwert subtrahiert. Weiterhin wurde der Zeit-

punkt der Messung schriftlich festgehalten, um mögliche Zeitverschiebungen später 

korrigieren zu können. 

2.5.6 Zellzahlbestimmung 

Nach der Messung der Aktivität wurden 10 µl der Zellsuspension abpipettiert und es 

erfolgte die Zugabe von 100 µl Trypanblau. Trypanblau wird von avitalen Zellen aufge-

nommen, färbt diese Zellen an und ermöglicht somit eine Differenzierung von den vita-

len Zellen. Anschließend wurde die Zellsuspension soweit verdünnt, dass sich bei der 

Auszählung in der Neubauer-Zählkammer eine Zellzahl von 20 bis 100 Zellen pro 

Quadrat ergab. Eine Probe der angefärbten Zellsuspension wurde vorsichtig auf eine 

Neubauer-Zählkammer pipettiert. Die nachfolgende Auszählung erfolgte unter einem 
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Durchlichtmikroskop. Grundsätzlich wurden für eine Probe jeweils alle vier Großquad-

rate in den Ecken der Zählkammer ausgezählt und daraus der Mittelwert gebildet. Als 

letzter Schritt wurde unter Berücksichtigung der Verdünnung, den Volumina der Zellsu-

spension (1,5 ml) und der Eckquadrate die tatsächliche Zellzahl mit folgender Glei-

chung berechnet: 

Zellzahl = Mittelwert (vitale Zellen) * 1,5 * 10.000 * Verdünnungsfaktor 

2.6 Auswertung und Statistik 

2.6.1 Bestimmung der Standardkurve 

Zu Beginn erfolgte die Erstellung einer Standardkurve. Dafür wurden 5 µl, 25 µl, 50 µl, 

100 µl, 500 µl und 1000 µl einer 131I-Lösung von 13 kBq/ml mit Wasser auf ein Volu-

men von 1,5 ml aufgefüllt. Anschließend wurde die Aktivität der Proben analog zu den 

späteren Messungen im Bohrloch-Detektor bestimmt. Aus den ermittelten Werten wur-

de mit Hilfe von Microsoft Excel 2007 durch lineare Regression eine Geradengleichung 

erstellt. Unter Verwendung dieser Gleichung erfolgte die Umrechnung der Impulsrate 

(counts pro minute, cpm) in Becquerel, um die prozentuale zellgebundene Aktivität 

bestimmen zu können. 

2.6.2 Zeitkorrektur 

Als Grundlage zur Bestimmung des Uptake von 131I-TF2 wurde das Geschwindigkeits-

Zeit-Gesetz des radioaktiven Zerfalls eines Nuklides N herangezogen (λ = Zerfallskon-

stante): 

- ( ) = λ * N   (1) 

 

Durch Integration von (1) vom Ausgangszustand N0 bei t=0 bis zur Zeit t mit N(t) 

 = -   (2) 

wird Gleichung (3) erhalten: 

ln N – ln N0 = - λ*t    (3) 

die in entlogarithmierter Form als Zerfallsgesetz bekannt ist: 
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N = N0 *     (4) 

Dabei bezeichnet N0 die Anzahl der zum Zeitpunkt t = 0 vorhandenen Nuklide und λ die 

Zerfallskonstante des jeweiligen Nuklids. Wird nun die Halbwertszeit t1/2 bei N =  in 

das Zerfallsgesetz eingesetzt, so ergibt sich folgender Zusammenhang:  

 = λ     (5) 

Mit der Halbwertszeit für 131I von 8,0197 Tage bzw. 192,47 Stunden berechnet sich λ 

für 131I mit 3,601*10-3 pro Stunde.  

Mit der Definition der Aktivität A einer Probe zum Zeitpunkt t: 

A(t) = - ( )    (6) 

kann die Aktivität A0 durch Einsetzen der bekannten Zerfallskonstante berechnet wer-

den: 

A0 = A(t)  *   (7) 

A(t) ist die gemessene Aktivität zum definierten Zeitpunkt t. Die Aktivität A(t) wurde als 

Impulsrate mit dem Bohrloch-Detektor bestimmt. Die damit errechnete Aktivität A0 wird 

als Impulsrate angegeben und muss anschließend mit Hilfe eines Faktors Kf in die Ein-

heit Becquerel (Bq) umgerechnet werden. Dieser Korrekturfaktor wurde durch Mehr-

fachmessung einer 131I-Standardlösung einer bekannten Aktivität ermittelt (siehe Punkt 

3.6.1). Der Korrekturfaktor betrug für die Versuche 6,36*10-2 Bq/Impuls. 

2.6.3 Berechnung des Uptake 

Ziel der Berechnungen ist die Ermittlung des 131I-TF2-Uptake, der Aktivität, welche von 

den Zellen aufgenommen wurde. Dieser Wert wurde in Prozent angegeben und be-

rechnet sich entsprechend (8) aus der gemessenen Aktivität A (siehe 4.5.3) und der 

Ausgangsaktivität A0 aus Gleichung (7): 

131I-TF2-Uptake =  *100%  (8) 
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Dieser Wert ist vom jeweiligen Zellwachstum abhängig und muss für Vergleichszwecke 

auf die entsprechende Zellzahl bezogen werden. Mit Hilfe der ermittelten Zellzahlen 

kann der prozentuale Uptake standardisiert für eine Million Zellen als Ergebnis gene-

riert werden: 

131I-TF2-Uptake pro 106 Zellen = 131I-TF2-Uptake / Zellzahl * 106. 

 

2.6.4 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde das Programm SPSS in der Versi-

on 20.0 eingesetzt. Aus den Einzelwerten der Zellzahlen und des Uptakes wurden die 

Mittelwerte, Mediane und die Standardabweichungen bestimmt. Zur Prüfung der Signi-

fikanz wurde für verbundene Stichproben der Wilcoxon-Test durchgeführt so wie auch 

andere nichtparametrische Tests. Als Signifikanzniveau wurde 5 % gewählt (p < 0,05).  
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3 Ergebnisse  

3.1 Standardkurve  

Bei der Bestimmung der Standardkurve zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwi-

schen den in den Proben vorgegebenen Aktivitätsmengen (Becquerel) und den ge-

messenen Impulsraten (cpm). Mittels linearer Regression wurde die folgende          

Geradengleichung für 131I ermittelt: 

y = 0,0648 x – 97,475 

In diesem Zusammenhang bezeichnet R² das Bestimmtheitsmaß und beträgt 0,9995. 

In Abb. 5 ist die Gerade graphisch dargestellt, wobei die gemessenen Impulsraten pro 

Minute gegen die eingesetzten Becquerel aufgetragen wurden.  

 

Abb. 5: Standardkurve für ¹³¹I mit eingezeichneter Trendlinie 
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3.2 Ausbeute und radiochemische Reinheit  

von 
131

I-TF2 

Der Antikörper TF2 konnte mit einer Ausbeute von mehr als 90 % erfolgreich mittels 

131I markiert werden. Dabei wurde die radiochemische Reinheit (RR) von 131I-TF2 an-

hand der Dünnschichtchromatographie (siehe Punkt 2.4.4) überprüft. Die Abb. 6 ver-

anschaulicht eine Beispielmessung (TLC-Scan) zur Qualitätskontrolle und ergab eine 

RR von 96,2 % des markierten Antikörpers 131I-TF2.  

 

Abb. 6: Beispiel eines TLC-Scans einer dünnschichtchromatografischen Untersuchung 
zur Qualitätskontrolle des markierten Antikörpers TF2 

Die Stabilität von 131I-TF2 im Medium und im Serum > 96 Stunden wurde bereits in 

anderen Studien belegt (Meller et al., 2011; Sharkey et al., 2010). 

3.3 Spezifität des CEA-Antikörpers TF2 

Die Überprüfung der spezifischen Bindung des Antikörpers TF2 erfolgte mit Hilfe kom-

petitiver Studien. Dazu wurden die drei Zelllinien mit einem fünfzigfachen Überschuss 

an kaltem, nicht radioaktiv markiertem Antikörper inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Zugabe von 131I-TF2 (100 kBq/ml). Durch den hohen Überschuss an kaltem Antikörper 
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sollte der Uptake bei einer spezifischen Antikörperbindung sinken. Als Vergleich diente 

die ausschließliche Inkubation von Zellproben mit 131I-TF2. 

Die Abb. 7 gibt die ermittelten 131I-TF2-Uptake-Werte in %, normiert auf 106 Zellen, zu 

den unterschiedlichen Messzeitpunkten für alle drei Zelllinien wieder. Die linke Säule 

zeigt jeweils den 131I-TF2-Uptake der Zellen bei ausschließlicher Inkubation mit 131I-

TF2, die rechte Säule (schattiert, heller) stellt dagegen den Verlauf des 131I-TF2-Uptake 

bei Co-Inkubation mit dem kalten Antikörper dar.  

 

Abb. 7:  Kompetitiver Test der spezifischen Antikörperbindung: Vergleich 
131

I-TF2-Uptake 
bei Inkubation mit 

131
I-TF2 und bei Co-Inkubation mit 50-fachen Überschuss an kaltem 

Antikörper für SW480, HT29 und T84 (n = 9). Wiedergegeben sind die jeweiligen Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen. 

Die Inkubation bei Überschuss mit kaltem TF2 führte bei allen drei Zelllinien über den 

gesamten Untersuchungszeitraum zu einem hochsignifikant reduzierten 131I-TF2-

Uptake (p < 0,01). Diese Unterschiede in den Uptake-Werten sind für die Zelllinien 

SW480 und HT29 nach 144 Stunden am deutlichsten (p < 0,01). Bei den T84-Zellen 

entspricht der 131I-TF2-Uptake bei Co-Inkubation mit dem kalten Antikörper bereits 

nach 24 Stunden nur etwa einem Viertel des Uptake der Zellen, welche ausschließlich 

mit 131I-TF2 inkubiert wurden (p < 0,01). Im Vergleich zu den anderen Zelllinien weisen 

die T84 für beide Untersuchungsmodalitäten die höchsten 131I-TF2-Uptake-Werte auf. 
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3.4 Veränderung der Zellproliferation  

3.4.1 Einfluss von TF2 und 
131

I-TF2 

Neben der Spezifität des Antikörpers wurde ein möglicher Einfluss von TF2 und 131I-

TF2 auf die Proliferation der Zellen überprüft. Hierzu wurden über den Zeitraum der 

Inkubation (24-144 Stunden) die Zellzahlen ermittelt, wobei die Ergebnisse der Zellzah-

len bei Inkubation mit 131I-TF2 (100 kBq/ml) mit den Negativkontrollen verglichen wur-

den. Parallel erfolgte die Inkubation einer weiteren Messreihe mit der 50-fachen Menge 

an kaltem Antikörper bis einschließlich 72 Stunden.  

Die ermittelten Zellzahlen wurden für eine bessere Vergleichbarkeit auf die Werte der 

unbehandelten Zellen (Negativkontrolle, 100 %) normiert, indem der jeweilige Mittel-

wert der Negativkontrolle als Bezugsgröße für den entsprechenden Messzeitpunkt 

verwendet wurde. Die Werte für Zellzahlen größer 100 % verdeutlichen ein erhöhtes 

Wachstum im Vergleich zu den Zellproben ohne Zugabe von TF2. Umgekehrt doku-

mentieren prozentuale Zellzahlen kleiner 100 % ein vermindertes Wachstum. In der 

folgenden Abb. 8 sind die Mittelwerte der Ergebnisse bei Inkubation mit 131I-TF2 für alle 

drei Zelllinien zusammengefasst dargestellt. 

Abb. 8:  Einfluss von 
131

I-TF2 auf die Proliferation der Zelllinien (n = 9; n = 6 für T84 nach 

72 h). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen. 
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Bei den Zellen HT29 (grün) und T84 (blau) konnte keine signifikante antiproliferative 

Wirkung über den gesamten Untersuchungszeitraum verzeichnet werden. Tendenziell 

sinkt für die Zelllinie SW480 (rot) nach 144 Stunden die Zellzahl auf annähernd 80 %. 

Dieser Effekt ist nach statistischer Auswertung ebenfalls nicht signifikant (p = 0,086). 

Die Zugabe der fünfzigfachen Menge an kaltem Antikörper führte bei allen Zelllinien zu 

keiner signifikanten Beeinflussung des Zellwachstums (nicht dargestellt). 

3.4.2 Einfluss des Tyrosinkinase-Inhibitors Pazopanib 

Da Tyrosinkinasen als mögliche Co-Faktoren bei der Zellproliferation von Tumorzellen 

eine Rolle spielen, wurde Pazopanib bei den Experimenten als potentieller Effektor auf 

das Zellwachstum untersucht. Die Zellen wurden dementsprechend mit verschiedenen 

Pazopanib-Konzentrationen 1 µg/ml, 5 µg/ml oder 10 µg/ml (entsprechen 10, 50 sowie 

100 % der therapeutischen Tagesdosis des Tyrosinkinase-Inhibitors) sowie jeweils mit 

100 kBq/ml 131I-TF2 co-inkubiert.  

Die nachfolgenden Abbildungen geben für die jeweilige Zelllinie die Ergebnisse der 

Proliferationshemmung unter dem Einfluss der eingesetzten Pazopanib-Konzentration 

(farblich abgestuft) wieder. Vergleichend sind weiterhin die Resultate bei ausschließli-

cher Inkubation mit 131I-TF2, ohne zusätzliche Zugabe von Pazopanib, dargestellt. 

 

Abb. 9:  Einfluss unterschiedlicher Pazopanib-Konzentrationen auf die Zellproliferation 
der SW480-Zellen (1 und10 µg/ml Pazo: n = 15; 5 µg/ml Pazo: n = 12). Dargestellt sind die 
jeweiligen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen.  
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Bei der Zelllinie SW480 führt die Zugabe von Pazopanib sowohl konzentrations- als 

auch zeitabhängig zu einer signifikanten Hemmung des Zellwachstums. Unter der Wir-

kung von 10 µg/ml Pazopanib wurde die Zellproliferation nach 144 Stunden auf weni-

ger als 40 %, bezogen auf die Negativkontrollen, reduziert (p < 0,01). Die geringste 

Pazopanib-Konzentration (1 µg/ml) und gleichzeitige Co-Inkubation mit 131I-TF2 reichte 

aus, um das Wachstum der Zellen nach 144 Stunden im Vergleich zu den unbehandel-

ten Zellen über 40 % zu hemmen (p < 0,01). 

 

Abb. 10:  Einfluss unterschiedlicher Pazopanib-Konzentrationen auf die Zellproliferation 
der HT29-Zellen (1 und 10 µg/ml Pazo: n = 15; 5 µg/ml Pazo: n = 12). Dargestellt sind die 
jeweiligen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen. 

Bei den Versuchen mit der Zelllinie HT29 konnte ebenfalls eine signifikante antiprolife-

rative Wirkung auf die Zellen nach Inkubation mit Pazopanib und 131I-TF2 über den 

gesamten Untersuchungszeitraum nachgewiesen werden. Dieser Effekt zeigte sich 

bereits bei einer Zugabe von 1 µg/ml des Tyrosinkinase-Inhibitors (p < 0,05). Bei den 

Ergebnissen ist jedoch keine eindeutige Abhängigkeit von der eingesetzten Pazopanib-

Konzentration zu erkennen. So zeigen alle untersuchten Konzentrationen von Pazopa-

nib nach einem Messzeitraum von 144 Stunden eine annähernd 50 %ige signifikante 

Inhibierung des Zellwachstums im Vergleich zu den unbehandelten Zellproben 

(p < 0,05). Die antiproliferativen Effekte der einzelnen Konzentrationen des Tyrosin-

kinase-Inhibitors unterschieden sich nach 144 Stunden nicht signifikant. Die stärkste 

Verminderung der Zellproliferation wurde bereits nach 72 Stunden durch 10 µg/ml 
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Pazopanib verzeichnet. Es trat dabei eine Hemmung des Zellwachstums um mehr als 

40 % im Vergleich zu den Negativkontrollen auf. 

 

Abb. 11:  Einfluss unterschiedlicher Pazopanib-Konzentrationen auf die Zellproliferation 
der T84-Zellen (n = 15; n = 12 für 72 h-Werte). Dargestellt sowie die jeweiligen Mittelwerte 
und die Standardabweichungen.  

Im Gegensatz zu den Resultaten der Zelllinien SW480 und HT29 ergab sich für die 

konzentrationsabhängigen Messungen der Zelllinie T84 (Abb. 11) kein einheitliches 

Bild. Die Anwendung der niedrigsten Pazopanib-Konzentration führte zu keiner Verän-

derung des Zellwachstums. Unter Einfluss von 5 µg/ml und 10 µg/ml Pazopanib konnte 

jedoch nach 72 Stunden eine Proliferationshemmung nachgewiesen werden. Dabei 

wurde nach 144 Stunden Inkubation mit 10 µg/ml des Tyrosinkinase-Inhibitors im Ver-

gleich zu den unbehandelten Zellen eine signifikante Verminderung der Zellzahl um   

50 % ermittelt, wobei kein signifikanter Unterschied zu den Vergleichsproben mit          

5 µg/ml Pazopanib bestand (p < 0,01). 
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3.5 Ergebnisse Uptake von 
131

I-TF2 

3.5.1 Zellspezifische Unterschiede des 
131

I-TF2-Uptake  

Eine weitere wichtige Untersuchung im Rahmen der In-vitro-Studien war die Ermittlung 

des 131I-TF2-Uptake, der sogenannten quantitativen Aufnahme/Anreicherung des mar-

kierten Antikörpers, in den verschiedenen Zellen. Für eine bessere Vergleichbarkeit 

wurde eine Umrechnung des 131I-TF2-Uptake auf 106 Zellen vorgenommen, im Folgen-

den als standardisierter Uptake bezeichnet. Die Abb. 12 gibt die entsprechenden Er-

gebnisse für alle Zelllinien untereinander vergleichend wieder.  

 

Abb. 12:  Vergleich des standardisierten 
131

I-TF2-Uptake der drei Zelllinien (n = 9). Darge-
stellt sind die jeweiligen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen. **p < 0,01. n.s. nicht 
signifikant. 

Der standardisierte Antikörper-Uptake von 131I-TF2 war bis auf die Werte für die Zellli-

nien T84 über den gesamten Untersuchungszeitraum nahezu konstant. Die höchsten 

131I-TF2-Uptake-Werte wurden für die T84-Zellen ermittelt. Dabei konnte ein maximaler 

Uptake des radioiodierten Antikörpers bei annähernd 2 % nach 24 Stunden bestimmt 

werden. Die Werte des 131I-TF2-Uptake der T84-Zellen lagen signifikant (p < 0,01) über 

den Uptake-Werten der Zelllinien SW480 und HT29. Die Ergebnisse der SW480 und 

HT29-Zellen unterschieden sich untereinander nur geringfügig. Ein signifikanter Unter-

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

n.s. 

n.s. 
n.s. 
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schied trat einzig für die 131I-TF2-Uptake-Werte nach 72 Stunden auf. Für SW480 und 

HT29 wurde der höchste Uptake nach 144 Stunden mit annähernd 0,5 % bestimmt. 

3.5.2 Veränderung des 131I-TF2-Uptake unter Zugabe von Pazo-

panib 

Neben der Untersuchung des unbeeinflussten 131I-Antikörper-Uptake wurden im Rah-

men von Parallelexperimenten die einzelnen Zelllinien zusätzlich mit verschiedenen 

Konzentrationen des Tyrosinkinase-Inhibitors Pazopanib behandelt. Der Verlauf der 

131I-TF2-Uptakewerte für die mit Pazopanib inkubierten Zellen wird in den nachfolgen-

den Abbildungen für jede Zelllinie dargestellt. 

 

Abb. 13: 
131

I-TF2-Uptake/10
6
 Zellen bei Inkubation mit unterschiedlichen Pazopanib-

Konzentrationen bei der Zelllinie SW480 (n = 9). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen. *p < 0,05; **p < 0,01; n.s. nicht signifikant. 

Für die Zelllinie SW480 konnten im Untersuchungszeitraum sowohl konzentrations- als 

auch zeitabhängig Veränderungen des 131I-TF2-Uptake nach Inkubation mit Pazopanib 

festgestellt werden. Für die untersuchte Höchstkonzentration von 10 µg/ml Pazopanib, 

welche 100 % der klinischen Dosis des Tyrosinkinase-Inhibitors entspricht, konnte be-

reits mit circa 9 % der höchste 131I-Antikörper-Uptake nach 24 Stunden bestimmt wer-

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 
*
* n.s. 
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den. Dies entspricht annähernd einer 18-fachen Erhöhung des 131I-TF2-Uptake. Sehr 

deutlich ist die Verringerung des Uptake-Wertes für die höchste Pazopanib-

Konzentration im Zeitverlauf. Im Untersuchungszeitraum sank die Aufnahme von 131I-

TF2 durch die Zellen unter Beeinflussung von 10 µg/ml Pazopanib auf unter 2 %, wo-

bei auch nach 144 Stunden eine signifikante Erhöhung im Vergleich zu den Ergebnis-

sen ohne zusätzliche Pazopanibgabe vorlag (p < 0,01).  

 

Abb. 14:  Ausschnittsvergrößerung der Abb. 12 mit Darstellung des 
131

I-TF2-Uptake/10
6
 

Zellen für 1 und 5 µg/ml Pazopanib + 
131

I-TF2 (n = 9). Wiedergegeben sind die jeweiligen 
Mittelwerte sowie die Standardabweichungen. *p < 0,05; **p < 0,01; n.s. nicht signifikant. 

Die Ergebnisse zur Inkubation der SW480-Zellen mit 1 µg/ml und 5 µg/ml Pazopanib 

sowie der Referenzprobe (ausschließliche Inkubation mit 131I-TF2) werden in der Abb. 

14 zur besseren Übersicht vergrößert dargestellt. Es konnte festgestellt werden, dass 

für die Konzentrationen 1 µg/ml und 5 µg/ml des Tyrosinkinase-Inhibitors ebenfalls eine 

Erhöhung des 131I-TF2-Uptake im Vergleich zur Referenzprobe stattfand. Dabei konnte 

für 5 µg/ml Pazopanib ab 48 Stunden zeitabhängig eine signifikante Erhöhung des Up-

take nachgewiesen werden (p < 0,05). Für die Konzentration von 1 µg/ml des Tyrosin-

kinase-Inhibitors wurden nach 48 und 72 Stunden signifikante Unterschiede beim Upt-

ake des radioiodierten Antikörpers ermittelt werden. 

n.s
. 

* 

** 

* 

*
* 

n.s
. 

* 

n.s. 
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Abb. 15:
 131

I-TF2-Uptake/10
6
 Zellen bei Inkubation mit unterschiedlichen Pazopanib-

Konzentrationen bei der Zelllinie HT29 (n = 9). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen. *p < 0,05; **p < 0,01; n.s. nicht signifikant. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Zelllinie SW480 konnte auch bei der Zell-

linie HT29 eine relativ klare Konzentrationsabhängigkeit des 131I-TF2-Uptake über den 

gesamten Untersuchungszeitraum nachgewiesen werden. Vor allem für 5 und 10 µg/ml 

Pazopanib konnte eine signifikante Erhöhung des 131I-TF2-Uptake ermittelt werden 

(p < 0,01). Der höchste 131I-TF2-Uptake für die Pazopanib-Konzentration von 10 µg/ml 

lag bei annähernd 2 %. Weiterhin sind die Werte für den Uptake nach Inkubation mit  

10 µg/ml des Tyrosinkinase-Inhibitors bei den HT29-Zellen über den Untersuchungs-

zeitraum, im Unterschied zu den Ergebnissen bei der Zelllinie SW480, relativ konstant. 

Die Ergebnisse für die Zellproben, die mit der Konzentration von 5 µg/ml des Tyrosin-

kinase-Inhibitors inkubiert wurden, näherten sich nach 144 Stunden den 131I-TF2-

Uptake-Werten von 10 µg/ml an. Demgegenüber ergaben sich für die Uptake-Werte 

von 1 µg/ml Pazopanib im Vergleich zur Referenzprobe (ausschließliche Inkubation mit  

131I-TF2) bis auf die Ergebnisse nach 24 und 72 Stunden keine signifikanten Unter-

schiede.  

** 

** 

* 

** 

** 

n.s. 

** 

** 

* 

** 

* 

n.s. 
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Abb. 16: 
131

I-TF2-Uptake/10
6
 Zellen bei Inkubation mit unterschiedlichen Pazopanib-

Konzentrationen bei der Zelllinie T48 (n = 9). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte sowie 
die Standardabweichungen. *p < 0,05; **p < 0,01; n.s. nicht signifikant. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit der Zelllinie T84 sind in Abb. 16 dargestellt. 

Der Vergleich mit den Abb. 13 und 15 der SW480 und HT29 verdeutlicht das unter-

schiedliche Verhalten der T84-Zellen bei Inkubation mit Pazopanib. Während bei den 

anderen beiden Zelllinien der 131I-TF2-Uptake durch den zugegebenen Tyrosinkinase-

Inhibitor erhöht wurde, zeigen die Ergebnisse der T84 eine Verringerung der Uptake-

Werte. Die Herabsetzung des Uptake des radioiodierten Antikörpers ist im Untersu-

chungszeitraum von 24 bis 144 Stunden im Vergleich zur Referenz signifikant 

(p < 0,01). Eine Ausnahme hierbei bildet der Uptake-Wert für 10 µg/ml Pazopanib zum 

Messzeitpunkt nach 24 Stunden. Über den Untersuchungszeitraum sinken die Uptake-

Werte für die Ansätze mit Pazopanib. Jedoch ließ sich eine Erhöhung des Uptake von 

131I-TF2 in Abhängigkeit von der Pazopanib-Konzentration nachweisen. 

n.s. 

** 

* 

** 

** 

** 

** 

** 

 ** 

** 

** 

** 
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4 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Tyrosinkinase-Inhibitors Pazopanib 

auf den durch CEA-vermittelten Uptake des Antikörpers TF2 in vitro untersucht, um 

einen möglichen Beitrag zur Steigerung der Effektivität von Radioimmuntherapie und 

Radio-Immuno-PET zu leisten. Weiterhin wurde als eine potentielle therapeutische 

Option die antiproliferative Potenz des Antikörpers sowie von Pazopanib auf CRC-

Zelllinien überprüft. In diesem Kapitel werden sowohl die Methodik als auch die Ergeb-

nisse kritisch diskutiert und die Bedeutung für die klinische Routine dargelegt. 

4.1 Methodik 

Zur Erfassung eines veränderten Bindungsverhaltens des Antikörpers TF2 an CEA auf 

der Zelloberfläche der CRC-Zelllinien wurde in den Versuchen auf die Uptake-Messung 

von 131I-TF2 zurückgegriffen, da in früheren Arbeiten gezeigt werden konnte, dass die 

Anreicherung von TF2 weitgehend mit der Anreicherung des Pretargeting-Systems 

(TF2-IMP-288) übereinstimmt (Meller et al., 2011). Der Uptake ist in der Nuklearmedi-

zin ein wichtiger Parameter zur Quantifizierung der Aufnahme/Anreicherung eines ra-

dioaktiven Stoffes in Zellen oder Gewebskompartimenten.  

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Berechnungsmethode für die jeweiligen   

131I-TF2-Uptake-Werte basierte auf den ermittelten Zellzahlen der CRC-Zelllinien. Da-

bei wurde der Uptake des radioiodierten Antikörpers zu festgelegten Messzeitpunkten 

(24, 48, 72, 144 Stunden) bestimmt. Mit Hilfe der ermittelten Zellzahlen wurde der Upt-

ake auf 106 Zellen normiert, wodurch ein Vergleich der Ergebnisse ermöglicht wird. 

Eine andere Methode wäre die Bestimmung des 131I-TF2-Uptake bezogen auf den Pro-

teingehalt der untersuchten Zellen (Riemann et al., 2001). Problematisch erscheint 

indes, dass dieser Parameter nicht mit der Zellzahl gleichgesetzt werden kann, da der 

zelluläre Proteingehalt zwischen unterschiedlich behandelten Zellen signifikant abwei-

chen kann. Zwar ist diese Methode sehr zeitsparend, jedoch stand für die Untersu-

chungen in dieser Arbeit die Messung der Aktivität des an CEA gebundenen Antikör-

pers im Vordergrund. Daneben war auch die Bestimmung der Zellzahl für die Untersu-

chung antiproliferativer Effekte von TF2 und Pazopanib von Interesse.  

Die hier angewandte Methode zur Uptake-Ermittlung von 131I-TF2 muss jedoch auch 

kritisch betrachtet werden. Vor allem bei niedrigen Zellzahlen können keine sicheren 

statistischen Berechnungen durchgeführt werden. Bei kleinen Zellzahlen und den ent-

sprechend niedrigen Impulsraten unter 300 besteht für die Messungen im Bohrloch-
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Detektor ein Fehler von ± 10 %. Bei den meisten Messungen lagen die Impulsraten 

jedoch über 1000. 

Eine weitere Problematik bei niedrigen Zellzahlen ist die nach dem Waschvorgang zwi-

schen den Zellen verbleibende Restaktivität von 131I-haltigem Medium im Verhältnis zur 

absoluten Aktivität. 

Bei der Durchsicht der Ergebnisse fielen die abweichenden 131I-TF2-Uptake-Werte 

nach 24 Stunden unter Inkubation mit 10 µg/ml Pazopanib bei der Zelllinie SW480 auf 

(s. Abb. 13). Der 24-Stundenwert mit 9 %/106 Zellen lag im Vergleich zu den anderen 

Messzeitpunkten weitaus höher (3-2 %/106 Zellen). Nach Analyse der Datenreihen ist 

dieser Uptake-Wert des radioiodierten Antikörpers auf die geringen Zellzahlen zu die-

sem Untersuchungszeitpunkt zurückzuführen (< 40.000 Zellen/ml). Die Zellzahlbe-

stimmung mittels Neubauer-Zählkammer (Hämozytometer) ist erst für die Zellzählung 

von mehr als 106-107 Zellen/ml gesichert. Bei den 24-Stundenwerten konnte diese Vo-

raussetzung nicht immer erfüllt werden. Weiterhin muss die Subjektivität der manuellen 

Zellzählung im Hämozytometer und somit eine mögliche Abweichung von der tatsächli-

chen Zellzahl beachtet werden.  

Für den Einsatz des radioiodierten Antikörpers TF2 in der nuklearmedizinischen An-

wendung ist der 131I-TF2-Uptake als Surrogatmarker für die Anreicherung des Pretar-

geting-Systems von großer Bedeutung. Es kann allerdings mit dieser Methode keine 

Aussage getroffen werden, welche Mechanismen auf molekularer Ebene stattfinden. 

Beispielsweise wäre eine Internalisierung von 131I-TF2 in die Zellen und eine weitere 

Verstoffwechslung des Radioimmunkonjugats denkbar. Dies wäre auch für die Be-

stimmung der zellulär gebundenen Aktivität problematisch, da intrazelluläre Deiodasen 

die Freisetzung von Iodid verursachen könnten. Gegen diesen Sachverhalt sprechen 

jedoch die Vorversuche mit dem Pretargeting-System (Meller et al., 2011).  

Weitere mechanistische Untersuchungen könnten mit Hilfe von RT-PCR, Western Blot, 

ELISA oder anderen molekularbiologischen Methoden durchgeführt werden. So könn-

ten gezielte Aussagen getroffen werden, ob sich Pazopanib auf die mRNA-Expression 

von CEA auswirkt oder ob eine vermehrte Translokation von CEA zugrunde liegt. 

Für die Reproduzierbarkeit der ermittelten Uptake-Werte von 131I-TF2 war die Durch-

führung regelmäßiger Qualitätskontrollen essentiell. Diese Kontrollen gaben den 

Nachweis, dass der den Zellen zugesetzte radioaktiv markierte Antikörper bei allen 

Untersuchungen eine hohe radiochemische Reinheit aufwies (s. Abb. 6).  
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Das bei unseren In-vitro-Studien zur Radioiodierung von TF2 eingesetzte 131I ist eines 

der am häufigsten verwendeten Nuklide in der Radioimmuntherapie. Der Vorteil von 

131I liegt neben dem kostengünstigen Anschaffungspreis vor allem in der einfachen und 

zuverlässigen Markierung mit Hilfe der IODOGEN®-Methode. Daneben erfordert die 

radioaktive Markierung keine zusätzliche chemische Modifikation des Antikörpers TF2, 

welche zu einer Beeinflussung der Bindung des Antikörpers an das Zielantigen führen 

könnte (s. 2.4.2). Somit ist die Radioiodierung von Antikörpern, wie auch Rades et al. 

zeigen konnten, eine für den klinischen Einsatz geeignete Methode (Rades et al., 

2009). 131I erlaubt durch die gleichzeitige Emission von β-- und γ-Strahlung ebenfalls 

die Untersuchung des zytotoxischen Potentials des radioiodierten Antikörpers (Pouget 

et al., 2011). 

4.2 Zellkulturen 

Um den Einfluss des Tyrosinkinase-Inhibitors auf den Radioiod-Uptake des Antikörpers 

TF2 zu untersuchen, wurden verschiedene CRC-Zelllinien ausgewählt. Die Selektion 

der Zelllinien SW480, HT29 und T84 erfolgte unter dem Aspekt einer unterschiedlichen 

CEA-Produktion, wobei T84 mit 600 ng CEA/ml/106 in zehn Tagen im Medium die 

höchste CEA-Menge exprimiert (ATCC®). Die aus der Literatur bekannten Werte für 

die CEA-Expression im Medium liegen bei den anderen Zellkulturen deutlich niedriger: 

SW480: 0,7 ng CEA/ml/106/10 d und HT29: 25 ng CEA/ml/106/10 d im Medium 

(ATCC®; Fantini et al., 1989). Die angegebenen Werte beziehen sich im Gegensatz zu 

unseren Messungen auf das nicht zellulär gebundene CEA im Zellmedium, woraus 

sich die Unterschiede zu unseren Ergebnissen erklären lassen. 

Eine wichtige Voraussetzung für den späteren klinischen Einsatz des Antikörpers TF2 

ist die spezifische Bindung des Antikörpers an das CEA. Der erfolgte Nachweis der 

Spezifität des Antikörpers gestattet es, die ermittelten Uptake-Werte mit der Oberflä-

chenexpression von CEA zu korrelieren. Im Rahmen kompetitiver Studien wurde des-

halb in der vorliegenden Arbeit die spezifische Bindung des Antikörpers für alle drei 

ausgewählten Zelllinien analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass nach Vorinkubation 

der Zellen mit der fünfzigfachen Menge an kaltem TF2 erwartungsgemäß die Uptake-

Werte für alle Zellen auf annähernd 25 Prozent gesenkt werden konnten (s. Abb. 7). 

Die Spezifität der Antikörperbindung von TF2 wurde somit für den gesamten Untersu-

chungszeitraum nachgewiesen. 

Wie aus den Literaturangaben bereits hervorgeht, konnten wie erwartet bei der Zelllinie 

T84 nach Inkubation mit 131I-TF2 die höchsten Uptake-Werte ermittelt werden (Meller et 
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al., 2011). Die Ergebnisse für den 131I-TF2-Uptake bei SW480 und HT29 unterschieden 

sich dagegen kaum (s. Abb. 12). Die geringe Differenz der Uptake-Werte zwischen den 

beiden Zelllinien kann auf die niedrige CEA-Expression der SW480 und HT29 im Ver-

gleich zu den T84-Zellen zurückgeführt werden.  

Bereits in früheren In-vitro-Studien von Meller et al. mit den Zelllinien SW480, HT29 

und T84 konnte durch die Bestimmung des Uptake von 131I-TF2 auf eine quantitative 

Analyse der CEA-Expression auf der Zelloberfläche dieser Tumorzelllinien zurückge-

schlossen werden (Meller et al., 2011). Dabei wurden für die T84-Zellen die höchsten 

Uptake-Werte bestimmt. Im Vergleich zu den gemessenen Uptake-Werten des iodier-

ten Antikörpers in der vorliegenden Arbeit (1,5 %/106 Zellen nach 48 und 72 Stunden) 

zeigte die Zelllinie T84 bei den Untersuchungen von Meller et al. einen höheren 131TF2-

Uptake von 10 %/106 Zellen nach 48 und 72 Stunden. Die eingesetzte Aktivität von 100 

kBq/ml war in beiden Versuchen identisch. Die Differenz der Ergebnisse könnte u. a. 

durch die unterschiedlichen Zellpassagen erklärt werden. Bei höheren Zellpassagen 

entdifferenzieren die einzelnen Zelllinien und können veränderte Expressionsmuster 

auf ihrer Zelloberfläche aufweisen. Für die SW480 und HT29 konnten die niedrigen 

Uptake-Werte des iodierten TF2 von Meller et al. 2011 bestätigt werden.  

Die Ergebnisse der Untersuchungen dokumentieren weiterhin, dass der Antikörper TF2 

bei den In-vitro-Untersuchungen keinen Einfluss auf die Zellproliferation aufwies        

(s. Abb. 7). So wurde die Zellproliferation von SW480, HT29 und T84 weder bei Inku-

bation mit dem markierten Antikörper noch bei großen Mengen von TF2 gehemmt  

(siehe auch Meller et al., 2011). Es sollte jedoch beachtet werden, dass für den Effekt 

des radioiodierten Antikörpers auf die Zellproliferation nur eine Aussage innerhalb der 

in den In-vitro-Versuchen eingesetzten Aktivität (100 kBq/ml) getroffen werden kann. 

Die im Rahmen therapeutischer Untersuchungen eingesetzten Aktivitäten liegen deut-

lich höher. Daneben muss angemerkt werden, dass in vivo u. a. durch den Crossfire-

Effekt viel höhere Strahlendosen im Tumorgewebe erreicht und benachbarte Tumorzel-

len geschädigt werden könnten. Demzufolge ist bei Zugabe einer höheren Aktivität 

eine Hemmung der Zellproliferation durch 131I-TF2 durchaus wahrscheinlich. 

4.3 Zytotoxische Potenz von Pazopanib 

In der vorliegenden Arbeit konnte für Pazopanib sowohl zeit- als auch konzentrations-

abhängig ein antiproliferativer Effekt nachgewiesen werden. Dabei wurde das Zell-

wachstum nach 144 Stunden teilweise auf unter 50 % gehemmt (s. Abb. 9 bis 11).  
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Pazopanib gehört zu den Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren und wird vor allem durch sei-

ne Hemmung der Neovaskulogenese unter anderem bereits beim metastasierten Nie-

renzellkarzinom eingesetzt (Pick und Nystrom, 2012). Neben seiner antiangiogenen 

Wirkungsweise wird jedoch die antiproliferative Potenz von Pazopanib auf Tumorzellen 

in der Literatur stark kontrovers diskutiert. Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen 

konnten Craveiro et al. 2014 bei verschiedenen Medulloblastom-Zelllinien unter Ein-

fluss von Pazopanib eine konzentrationsabhängig verstärkte Proliferationshemmung 

sowie eine proapoptotische Tendenz feststellen. Daneben konnte die Forschungsgrup-

pe in weiterführenden In-vivo-Experimenten mit menschlichen Medulloblastom-

Xenotransplanten in Mäusemodellen für Pazopanib und Sorafenib eine antineoplasti-

sche Wirkung nachweisen (Craveiro et al., 2014). Ebenfalls bestätigte Paesler et al. mit 

Hilfe von Apoptose-Assays bei einer Zelllinie der chronisch lymphatischen Leukämie 

eine dosisabhägige Steigerung der Apoptose nach Inkubation mit Pazopanib (Paesler 

et al., 2010). Demgegenüber stehen die Untersuchungen von Canter et al., die für 

Pazopanib im Vergleich zu Sunitinib keine proapoptotoschen Eigenschaften für ver-

schiedene Zelllinien des Nierenzellkarzinoms (RCC-Zelllinien) nachwiesen. Pazopanib 

wirkte bei den durchgeführten In-vitro-Untersuchungen zwar zytostatisch, ein zytotoxi-

scher Effekt konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Canter et al., 2011). Shablak 

et al. beschrieben für RCC-Zelllinien andererseits eine signifikant gesteigerte Apopto-

serate unter Einfluss von Pazopanib (Shablak et al., 2014).  

Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse liegt in den für die ein-

zelnen Studien eingesetzten Methoden zur Erfassung der Zellproliferation. Während in 

der vorliegenden Arbeit die Zellzahlen mit einer Neubauer-Zählkammer ermittelt wur-

den, erfolgte die Bestimmung in anderen Studien u. a. mit Hilfe von Zellproliferations-

Assays (Craveiro et al., 2014). Weiterhin kamen zur Klärung der antiproliferati-

ven/proapoptotischen Wirkung von Pazopanib in den Experimenten anderer For-

schungsgruppen verschiedene Apoptose-Assays, durchflusszytometrische Zellanaly-

sen oder der CellTiter-Blue-Zellviabilitäts-Assay zum Einsatz (Paesler et al., 2010; 

Canter et al., 2011). Daneben unterscheiden sich die Untersuchungszeiträume der 

einzelnen Studien. Während in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Pazopanib 

über einen Zeitraum von 114 Stunden beobachtet wurde, waren die Untersuchungs-

zeiträume in den anderen Studien mit maximal 72 Stunden wesentlich kürzer. Die je-

weils eingesetzten Konzentrationen von Pazopanib lagen, bis auf die Untersuchungen 

von Paesler et al., im ähnlichen Bereich (zwischen 5 und 10 µg/ml Pazopanib). 

Ein Anhaltspunkt für die Hemmung der Zellproliferation durch einen Inhibitor des 

VEGF-Rezeptors ist der Nachweis einer dysregulierten und gesteigerten Signalaktivität 
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von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) bei malignen Erkrankungen. Ursachen für diese 

pathologisch konstitutive Aktivierung der RTKs sind u. a. Genamplifikationen sowie 

eine durch autokrine bzw. parakrine Signalschleifen bedingte gesteigerte Expression 

der RTKs in Tumorzellen. Durch die Daueraktivierung der RTKs sind die Tumorzellen 

für Wachstumsfaktoren empfänglicher (Zwick et al., 2002). Masood et al. konnte nach-

weisen, dass VEGF u. a. für Tumorzelllinien von Ovar, Pankreas, Melanom und Kapo-

si-Sarkom als autokriner Wachstumsfaktor fungiert. Nach Inkubation der Zellen mit 

VEGF-Antisense-Oligonukleotiden und VEGFR-Antikörpern war eine verminderte Zell-

viabilität nachweisbar (Masood et al., 2001). Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch 

Kim et al. für CRC-Zelllinien (u. a. auch für die in dieser Arbeit einbezogene Zelllinie 

HT29), wonach ein über VEGF/VEGFR-2 vermittelter autokriner Wachstumspfad auf-

tritt. Durch Einsatz eines Anti-VEGFR-2-Antikörper konnte das Zellwachstum signifi-

kant gesenkt werden (Kim et al., 2005). Eine Bestätigung der in der vorliegenden Arbeit 

erhaltenen Ergebnisse geben Samuel et al. 2011 bei Untersuchungen mit homozygo-

tem Verlust des VEGF-Allels in CRC-Zelllinien. Ohne die Expression von VEGF kam 

es zu einer signifikanten Verminderung des Zellwachstums sowie einer gesteigerten 

Apoptoserate, die unter Zugabe des Zytostatikums 5-Fluorouracil zusätzlich gesteigert 

werden konnte (Samuel et al., 2011). Unsere Untersuchungsresultate und die Auswer-

tung der Literatur gestatten deshalb die Hypothese, dass eine Hemmung des 

VEGF/VEGFR-Signalweges durch den hier verwendeten Tyrosinkinase-Inhibitor Pazo-

panib einen Einfluss auf die Tumorzellproliferation hat.  

4.4 Unterschiede der antiproliferativen Potenz von 

Pazopanib bei den eingesetzten Zelllinien 

Obwohl Pazopanib in allen drei Zelllinien einen antiproliferativen Effekt auf das Zell-

wachstum vermittelt, ist das Ausmaß der Zellproliferationshemmung nach Inkubation 

mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor für die einzelnen Zelllinien unterschiedlich. Während 

bei den SW480 eine eindeutige Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit im Untersu-

chungszeitraum festgestellt werden konnte, induzierte Pazopanib bei der Zelllinie HT29 

nach 144 Stunden eine Hemmung der Proliferation unabhängig von der eingesetzten 

Konzentration des Tyrosinkinase-Inhibitors. Für die T84 wurde nach 144 Stunden erst 

ab einer Konzentration von 5 µg/ml ein signifikanter antiproliferativer Effekt ermittelt. 

Diese zellspezifischen Unterschiede der antiproliferativen Wirkung von Pazopanib 

könnten durch das unterschiedliche Expressionsmuster der VEGF-Rezeptoren bei den 

einzelnen Zelllinien erklärt werden. Die in der Literatur diskutierten Ergebnisse über die 

http://www.dict.cc/deutsch-englisch/5-%3Cb%3EFluorouracil%3C/b%3E.html
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VEGFR-Expressionsmuster der jeweiligen Zellkulturen sind jedoch nicht eindeutig und 

teilweise widersprüchlich.  

Fan et al. konnte mit Hilfe von RT-PCR, Western Blot und ELISA für die SW480 die 

Expression von VEGFR-1 nachweisen, wobei die Ergebnisse für VEGFR-2 und 3 ne-

gativ waren (Fan et al., 2005). Dagegen detektierte die Forschergruppe um Morelli et 

al. neben VEGFR-1 zusätzlich durch RT-PCR und Western Blot das Vorhandensein 

von VEGFR-3 auf der Zelloberfläche der SW480 (Morelli et al., 2009). Demgegenüber 

wurde 2010 von Naketani et al. bei RT-PCR-Analysen auf den Zellen VEGF-Rezeptor-

Typen 1 und 2, jedoch nicht Typ 3 nachgewiesen (Nakatani et al., 2010). Diese Ergeb-

nisse lassen bezüglich der genauen Expression von VEGF-Rezeptoren bei der Zelllinie 

SW480 leider keine allgemeingültige Aussage zu.  

Ähnlich wie für SW480 können auch für die Zelllinie HT29 keine eindeutigen Angaben 

hinsichtlich der Expression der VEGF-Rezeptor-Typen getroffen werden. Während Fan 

et al. auf der Zelloberfläche der HT29 nur den VEGFR-1 nachwiesen, konnte die For-

schungsgruppe um Kim et al. mit Hilfe der gleichen diagnostischen Methoden (RT-

PCR) bei der CRC-Zelllinie VEGFR-2 dokumentieren (Fan et al., 2005; Kim et al., 

2005). Übereinstimmend mit den Versuchen in der vorliegenden Arbeit wurde ange-

nommen, dass die antiproliferative Wirkung von Pazopanib, unabhängig von der Kon-

zentration, durch die Inhibierung der Tyrosinkinase des VEGFR-2 erfolgte. 

Im Vergleich zu den anderen beiden untersuchten Zelllinien ist die aktuelle Literaturla-

ge zur Expression der VEGF-Rezeptoren bei der Zelllinie T84 eher gering. Einzig die 

Analysen von Estevez-Garcia über genetische Polymorphismen von VEGFR und 

PDGFR α und β lassen auf die Expression des VGEF-Rezeptors Typ 2 auf der Zell-

oberfläche der T84 schließen (Estevez-Garcia et al., 2012).  

Neben den VEGF-Rezeptoren 1-3 hemmt Pazopanib als hochselektiver und potenter 

Inhibitor auch die Rezeptor-Tyrosinkinasen PDGFR α/β und c-Kit, welche ebenfalls für 

die Pathogenese und Metastasierung von Tumorerkrankungen von Bedeutung sind 

(Schutz et al., 2011). Es kann somit vermutet werden, dass die unterschiedlichen zell-

spezifischen Effekte von Pazopanib aufgrund der Expression anderer RTKs auf der 

Zelloberfläche der eingesetzten Zelllinien vermittelt werden. Dies bestätigen beispiels-

weise für die Zelllinie SW480 die Untersuchungen von Kaulfuß et al. Die Forschungs-

gruppe konnte mit Hilfe der RT-PCR eine hohe Expression des PDGF-Rezeptors β bei 

den SW480-Zellen nachweisen. Bei Blockade des Rezeptors durch den für PDGFR-β 
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spezifischen Tyrosinkinase-Inhibitor Ki11502 konnte eine zeit- und konzentrationsab-

hängige Hemmung der Zellproliferation beobachtet werden (Kaulfuss et al., 2013).  

Zur genauen Verifizierung des Expressionsmusters der verschiedenen Rezeptor-

Tyrosinkinasen auf den drei untersuchten Zelllinien sollte mit Hilfe von molekularbiolo-

gischen Untersuchungen eine Identifikation und Quantifizierung der jeweiligen RTKs 

erfolgen. 

Da Pazopanib als Multitarget-Tyrosinkinase-Inhibitor die Aktivität von verschiedenen 

Rezeptor-Tyrosinkinasen hemmt, kann vermutet werden, dass Pazopanib durch seine 

kumulative Aktivität über verschiedene Zellrezeptoren einen messbaren Einfluss auf 

die Zellproliferation hat. In der Literatur wurde beschrieben, dass die Hemmung mehre-

rer Rezeptor-Tyrosinkinasen effektiver erscheint als die alleinige Blockade eines Re-

zeptors (Kaulfuss et al., 2009; Falchook et al., 2013).  

Neben der Quantität der exprimierten Rezeptor-Tyrosinkinasen spielt möglicherweise 

auch der Typ des VEGF-Rezeptors eine Rolle. Die höchste Potenz von Pazopanib 

konnte in zellfreien In-vitro-Assays für VEGFR-1 bestimmt werden, gefolgt von den 

VEGF-Rezeptoren 2 und 3 sowie der PDGF-Rezeptoren α und β (Kumar et al., 2007). 

Es bedürfte hiermit weiterer Untersuchungen beispielsweise mit Hilfe Rezeptor-

phosphorylierungs-Assays, um zu ermitteln durch welche Rezeptor-Tyrosinkinasen 

Pazopanib die Zellproliferation beeinflusst. Dies ist auch für spätere Anwendungen am 

Patienten wünschenswert, da durch die Charakterisierung des Rezeptor-Status in Tu-

morproben ein Therapieansprechen durch Pazopanib abgeleitet werden könnte. Da die 

Entwicklung in der Onkologie immer weiter in Richtung personalisierter Therapie     

voranschreitet, könnte dies eine sinnvolle Ergänzung für individuelle Behandlungsan-

sätze sein. 

Eine weitere Erklärung der unterschiedlichen Ergebnisse zur Zellproliferation unter 

Inkubation mit Pazopanib bei den einzelnen Zelllinien liegt in den intrazellulären Sig-

nalkaskaden (z. B. Erk-1/2 oder SAPK/JNK). Diese den Rezeptor-Tyrosinkinasen 

nachgeschalteten Signalkaskaden sind oft in unterschiedlichem Ausmaß bei den ver-

schiedenen Zellkulturen und Tumoren in wichtige zellspezifische Prozesse wie Wachs-

tum, Proliferation, Differenzierung und Migration integriert. Daneben könnten auch Mu-

tationen dieser Signaltransduktionswege bei den einzelnen Tumorzelllinien vorliegen 

und ein unterschiedliches Ansprechen auf Pazopanib bedingen. 

Die ermittelten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezüglich der antiproliferativen Wir-

kung sind vielversprechend. Jedoch muss aufgezeigt werden, dass die hier durchge-
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führten Experimente im Rahmen eines Zellmodells erfolgten. Die vornehmlich hem-

mende Wirkung von Pazopanib auf die Blutgefäße eines Tumors konnte in vitro nicht 

dargestellt werden. Daher sollte in einem nächsten Schritt im Mausmodell die Wirkung 

des Tyrosinkinase-Inhibitors in vivo getestet werden. Es konnte bereits von Kumar et 

al. geprüft werden, dass Pazopanib durch seine zusätzliche antiangiogene Wirkung im 

Rahmen der Neovaskulogenese auch in vivo erfolgversprechende Ergebnisse bei ver-

schiedenen Tumoren (u. a. für HT29-Xenotransplantate) aufweist (Podar et al., 2006; 

Kumar et al., 2007). 

4.5 Anwendung von Pazopanib in der CEA-

vermittelten Radioimmuntherapie 

In der Vergangenheit zeigten zahlreiche Studien einen möglichen Zusammenhang zwi-

schen VEGF und einem weiteren Mitglied der CEACAM-Familie: CEACAM1 auf 

(Kuespert et al., 2006; Beauchemin und Arabzadeh, 2013). Ergun et al. wiesen u. a. für 

CEACAM1 eine wichtige Funktion für VEGF-vermittelte angiogenetische Schritte wie 

Zellproliferation, Chemotaxis und die Neubildung von Kapillaren nach (Ergun et al., 

2000). Ebenfalls konnte für einige der CEACAMs (CEACAM1, 3 und 6) eine Assoziati-

on mit Tyrosinkinase-Aktivitäten in menschlichen Neutrophilen bestätigt werden, was 

wiederum eine funktionale Bedeutung in den Zellen haben könnte (Keith et al., 1995). 

Dementsprechend scheint auch ein möglicher Crosstalk zwischen VEGF und 

CEA/CEACAM5, einem anderen Vertreter der CEACAMs, denkbar. Bisher waren zu 

diesem Sachverhalt keine Daten verfügbar. 

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmalig Ergebnisse für 

ein verändertes Bindungsverhalten eines gegen CEA-gerichteten Antikörper unter Zu-

satz des VEGFR-Inhibitors Pazopanib nachweisen. Bei zwei von drei untersuchten 

Zelllinien fanden wir einen gesteigerten Uptake des iodierten Antikörpers TF2 durch die 

Inkubation mit Pazopanib. Dieser Effekt war abhängig von der eingesetzten Konzentra-

tion des Tyrosinkinase-Inhibitors (s. Abb. 13-16).  

Eine mögliche Erklärung für den gesteigerten 131I-TF2-Uptake ist eine verstärkte CEA-

Expression unter Pazopanib-Therapie. Neben der Gabe von antitumoralen Substanzen 

kann beispielsweise auch eine Radiatio den Uptake in Tumorzellen erhöhen. So be-

schrieben Rades et al. eine Steigerung des 131I-Uptake des gegen EGFR-gerichteten 

Antikörpers Cetuximab in Tumorzellen bei gleichzeitiger externer Radiatio (Rades et 

al., 2009). Eine andere Forschergruppe wies nach, dass bei Schilddrüsenzellen nach 

externer Bestrahlung der Radioiod-Uptake signifikant erhöht werden konnte. Als eine 
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mögliche Begründung wurde die Aktivierung verschiedener zellulärer Transportmecha-

nismen aufgeführt (Meller et al., 2006). Ebenfalls konnte diese Arbeitsgruppe bereits in 

Versuchen mit CRC-Zelllinien einen gesteigerten Uptake von 131I-TF2 nach externer 

Radiatio feststellen (Meller et al., 2011). Weiterhin sind in der Literatur verschiedene 

Studien beschrieben, in denen eine Erhöhung der CEA mRNA-Expression nach Expo-

sition der Zellen mit Zytostatika (z. B. 5-Fluorouracil, Docetaxel), Zytokinen und Pro-

teinkinase-Inhibitoren, wie Staurosporin, nachweisbar war (Ohtsukasa et al., 2003; 

Aquino et al., 2004). 

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass durch exogene Einflüsse wie 

beispielsweise Radiatio, Chemotherapeutika oder sonstige zytotoxisch und genoto-

xisch wirkende Substanzen die Zelle in eine Art „Stresszustand“ versetzt wird und mit 

einer gesteigerten Expression oder Translokation bestimmter Rezeptoren und Trans-

porter reagiert.  

Bei Tumoren könnte die vermehrte Expression von Antigenen auf der Zellmembran    

u. a. in der Radioimmundiagnostik und -therapie ausgenutzt werden. Häufig vermindert 

eine geringe sowie heterogene Expression der Antigene im Tumorgewebe die Effektivi-

tät der Verfahren. Durch Strategien zur Steigerung der CEA-Expression – wie die Gabe 

des in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pazopanib – könnte die Sensitivität und 

Effektivität von diagnostischen und therapeutischen Ansätzen verbessert werden. Dazu 

inhaltlich passend beschrieben Pouget et al. in einer Veröffentlichung, dass der radio-

aktive Uptake in Tumorgeweben unter anderem neben der Immunaktivität und Spezifi-

tät des Antiköpers vor allem auch von der Anzahl der Oberflächenantigene auf der 

Tumorzelle abhängt (Pouget et al., 2011).  

Da sich der Uptake von 131I-TF2 nach Inkubation mit Pazopanib bei den drei hier unter-

suchten Zelllinien unterscheidet, kann man weiterhin annehmen, dass dies mit ver-

schiedenen intrazellulären Signalkaskaden innerhalb der Zellen zusammenhängt. Es 

ist bekannt, dass durch die Aktivierung des VEGF/VEGFR-Signalweges eine Reihe 

nachgeschalteter intrazellulärer Signalwege beeinflusst werden, wie beispielsweise 

PI3Kinase/Akt, Ras/Erk1/2 und PKCγ, um somit u. a. auch die Genexpression im Nuk-

leus zu regulieren (Hamberg et al., 2010). Durch die Hemmung der Rezeptor-

Tyrosinkinase mit Pazopanib könnte ein anderer Signalweg, der bei normaler Funktion 

des VEGF-Rezeptors unterdrückt wird, für eine gesteigerte Expression bestimmter 

Gene (z. B. für CEACAM5/CEA) verantwortlich sein. Es lässt sich daher nur vermuten, 

dass die Zelllinie T84 nicht über einen Signalweg verfügt, welcher bei den SW480 und 

HT29 durch den von Pazopanib induzierten „Stress“ eine höhere Expression von CEA 
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an der Zelloberfläche bedingt. Es bleibt daher Gegenstand weiterführender Forschung, 

genauere Analysen zu möglichen Mechanismen innerhalb der Zelllinien durchzuführen. 

Eine andere Hypothese betrifft die gesteigerte CEA/CEACAM5-Expression zur Kom-

pensation der von Pazopanib induzierten Inhibition von CEACAM1, um die interzellulä-

re Interaktion aufrecht zu erhalten. Für CEACAM1 belegen zahlreiche Studien eine 

Interaktion zu VEGF/VEGFR, wobei u. a. eine Wechselwirkung zwischen CEACAM1 

und VEGFR-3 nachgewiesen werden konnte (Kilic et al., 2007). Eine Hemmung des 

VEGF-Rezeptors durch Pazopanib könnte folglich zu einer CEACAM1-Inhibition füh-

ren. Die Familie der CEACAMs ist vor allem für Zell-Zell-Kontakte essentiell. So wurde 

u. a. für CEACAM5 eine heterophile Interaktion mit CEACAM1 beschrieben (Zheng et 

al., 2011). Man könnte demnach vermuten, dass durch die von Pazopanib induzierte 

Hemmung von CEACAM1 die Tumorzellen mit einer gesteigerten CEACAM5-

Expression reagieren, um die wichtige interzelluläre Kommunikation aufrecht zu erhal-

ten. Bei der Zelllinie T84 scheint dieser Effekt aufgrund der hohen Expression von 

CEACAM5 keine Rolle zu spielen, da im Gegensatz zu den SW480 und HT29 keine 

Erhöhung des 131I-TF2-Uptake unter Pazopanib-Gabe nachgewiesen wurde. Die anti-

proliferative Wirkung des Tyrosinkinase-Inhibitors auf die Zellen könnte ebenfalls für 

diese Hypothese sprechen. Da die interzellulären Kontakte für die Zellen eine überle-

benswichtige Funktion haben, würde eine Hemmung von CEACAM1 durch Pazopanib 

ein proapoptotisches Signal durch verminderte Zell-Zell-Kontakte bedeuten. Es er-

scheint daher wünschenswert, weitergehende Studien zu dieser möglichen Interaktion 

durchzuführen und z. B. die CEACAM1-Expression unter Pazopanib näher zu untersu-

chen.  

4.6 Multimodale Therapie und Diagnostik 

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pazopanib in vitro neben der Hemmung 

der Proliferation von CRC-Zelllinien auch eine positive Wirkung auf den Uptake des 

gegen CEA-gerichteten radioaktiv markierten Antikörpers TF2 bei Tumorzellen hat. 

Dieser Umstand könnte im Rahmen von Radioimmundiagnostik und -therapie durch 

die gesteigerte Expression von Zielantigenen genutzt werden.  

Durch die Entwicklung immer komplexerer Therapiestrategien mit neuen Medikamen-

ten und molekular zielgerichteten Therapeutika ist der Bedarf an sensitiver und spezifi-

scher Bildgebung gewachsen. Konventionelle Bildgebungsmethoden wie CT, MRT, 

Sonografie oder auch PET/CT mit unspezifischen Tracern wie FDG sind dem nicht 

mehr gewachsen. Als neues zielgerichtetes nuklearmedizinisches Bildgebungsverfah-
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ren kann die Immuno-PET durch Detektierung von Tumor-Biomarkern geeignete Pati-

enten auswählen (Screening) und eine Vorhersage eines Therapieansprechens geben. 

Im Rahmen der Immuno-PET wird auch das innovative Pretargeting-Verfahren in klini-

schen Studien für den Einsatz in der Radioimmundiagnostik geprüft (vgl. Kapitel 1.6). 

Untersuchungen von Schoffelen et al. zeigten, dass die Immuno-PET mit Hilfe des Pre-

targeting-Verfahrens TF2 + IMP-288 und kurzlebiger Radionuklide (68Ga und 18F) Tu-

mor-Xenotransplantate in Mäusen spezifischer detektierte als die 18F-FDG-PET (Schof-

felen et al., 2010a). Zu ähnlichen Ergebnissen kam auch die Forschungsgruppe um 

McBride et al. bei Vergleich von Pretargeting-Immuno-PET und 18F-FDG-PET (McBride 

et al., 2006).  

Die aus unseren Versuchen erbrachten Erkenntnisse zeigen ein aussichtsreiches Po-

tential für eine verbesserte Detektion von Tumorzellen durch das Pretargeting-System 

TF2 + IMP-288. Meller et al. wiesen für die Zelllinien SW480, HT29 und T84 nach 4 

und 72 Stunden einen höheren Uptake des Pretargeting-Systems an den Zellen nach 

als im Vergleich zum Uptake von 131I-TF2. Somit ist zu untersuchen, welche Wirkung 

Pazopanib auf den Uptake des Pretargeting-Systems TF2 + IMP-288 hat und ob die 

Ergebnisse durch Inkubation mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor verbessert werden. Bei 

der Radioimmuno-PET mit z. B. 68Ga-IMP-288 könnte eine Kombination mit Pazopanib 

zu einer höheren Bildqualität führen und sollte in zukünftigen Versuchen in vivo im 

Mausmodell näher überprüft werden. 

Durch eine vorherige Behandlung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor kann weiterhin die 

Expression des Zielantigens CEA für die Immuno-PET und somit der radioaktive Upt-

ake im Tumor erhöht werden, welches eine Verbesserung des Hintergrundverhältnis-

ses („background ratio“) zur Folge hätte. Die Steigerung der Sensitivität der Bildge-

bungsverfahren ist beispielsweise für Mikrometastasen von großer Bedeutung. Diese 

sind häufig nur schwer zu detektieren, bestimmen aber maßgeblich das Therapievor-

gehen und die Prognose des Patienten. Diesbezüglich sollten weitergehende Studien 

durchgeführt werden, um den Einfluss von Pazopanib im Rahmen der Radioimmun-

diagnostik zu verifizieren.  

Neben der Radioimmundiagnostik könnte Pazopanib auch in der Radioimmuntherapie 

zum Einsatz kommen. Durch eine gesteigerte Expression von Zielantigenen steht eine 

höhere Anzahl an Bindungsstellen für Radiopharmaka zur Verfügung, wodurch mehr 

Strahlung im Tumorgewebe abgegeben und höhere Herddosen erreicht werden kön-

nen. Wie bereits unter Punkt 1.5 beschrieben, zeichnen sich gerade große Tumormas-

sen durch inhomogene Antigenexpression und erhöhte Strahlenresistenz aus. Sie sind 
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somit schwer mit Hilfe der konventionellen Radioimmuntherapie zu behandeln. Eine 

Lösung bietet das bereits in der Radioimmundiagnostik entwickelte Pretargeting-

Verfahren, um höhere Aktivitäten im Tumorgewebe zu erreichen. Eine therapeutische 

Option wäre die Kopplung therapeutischer betastrahlender Radionuklide, wie 90Y oder 

177Lu, an das Hapten IMP-288, welches mit dem gegen CEA-gerichteten Antikörper 

TF2 ein aussichtsreiches Pretargeting-Verfahren darstellt. Ein mögliches Therapiekon-

zept mit Vorbehandlung des Patienten mit Pazopanib und anschließender Radioim-

muntherapie sollte in weiteren Studien genauer betrachtet werden. 

Außerdem sollte in weiterführenden Untersuchungen eine Kombination von Pazopanib 

und anderen gegen CEA/CEACAM5 gerichteten Antikörper in ihrer Wirkung auf die 

Zellviabilität getestet werden. In der Literatur sind bereits Anti-CEA-Antikörper in Bezug 

auf ihre inhibierende Wirkung auf Tumorzellen bekannt (Sharkey et al., 1995; Zheng et 

al., 2011). Somit wäre ein Synergieeffekt der zytotoxischen Wirkung bei Kombinations-

therapie mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor möglich.  

Eine weitere Option zur Verbesserung der Effektivität der Radioimmuntherapie (RIT) ist 

die Kombination mit Stoffen, welche die Mikroumgebung des Tumors beeinflussen, wie 

beispielsweise antiangiogenetischen Substanzen. Dies erscheint sinnvoll, da die Blut-

gefäße innerhalb der Tumore durch das schnelle Wachstum sehr heterogen und chao-

tisch aufgebaut sind, wodurch eine inadäquate Verteilung der Radiopharmaka resul-

tiert. Kraeber-Bodere et al. konnten nachweisen, dass nach Vorbehandlung mit Beva-

cizumab die Effizienz einer gegen CEA-vermittelten Radioimmuntherapie bei medullä-

rem Schilddrüsenkarzinom gesteigert wurde (Kraeber-Bodere et al., 2010). Anderer-

seits konnte die Forschergruppe um Heskamp et al. dokumentieren, dass nach einer 

quantitativen SPECT/CT der Uptake von Cetuximab und anderen mit 111In markierten 

Antikörpern nach Bevacizumab-Therapie reduziert wurde (Heskamp et al., 2013). Wei-

tere Studien über eine Kombination von RIT und anderen Angiogeneseinhibitoren er-

brachten ebenfalls kontroverse Resultate, woraus ersichtlich wird, dass komplexe 

Wechselwirkungen bei einer Kombinationstherapie eine Rolle spielen. Beispielsweise 

zerstören antiangiogenetische Substanzen die Tumorblutgefäße, wodurch die Radio-

pharmaka nicht mehr in das Tumorgewebe gelangen können. Demgegenüber normali-

sieren die antiangiogenetischen Medikamente die chaotische und teilweise insuffiziente 

Blutgefäßversorgung des Tumors, was wiederum zu einer erhöhten Abgabe der radio-

aktiven Substanzen in den Tumor führt (Jain et al., 2013). Somit sollte eine vorsichtige 

Dosierung und Planung bei Gabe von antiangiogenetischen Substanzen im Rahmen 

der Radioimmuntherapie erfolgen. Die Ergebnisse von Rajkumar zeigen, dass die Bio-

distribution von radioaktiv markierten Anti-CEA-Antikörpern in Mäusemodellen mit kolo-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kraeber-Bod%C3%A9r%C3%A9%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20351352
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rektalem Adenokarzinom durch Zugabe des PDGFR-Inhibitor Imatinib gesteigert wer-

den konnte. Dieser Effekt ist jedoch abhängig von der jeweiligen Gefäßarchitektur der 

Tumormodelle (Rajkumar et al., 2012). So sollte Pazopanib neben der Erhöhung des 

Uptake von Radiopharmaka auch als ein Vertreter neuerer zielgerichteter antiangioge-

ner Substanzen in weiteren In-vivo-Modellen auf seine Auswirkung auf die Biodistribu-

tion von Radiopharmaka getestet werden. 

Die Anwendung von Tyrosinkinase-Inhibitoren im Rahmen klinischer Studien erscheint 

allerdings auch problematisch, da eine erhöhte CEA-Expression nach Pazopanib-Gabe 

zu einer Fehlinterpretation des therapeutischen Ansprechens führen könnte. Die Kon-

trolle des Tumormarkers CEA ist dann nicht mehr aussagekräftig und initiiert eventuell 

falsche Schlussfolgerungen. 

 

Als Fazit lässt sich schlussfolgern, dass durch die aufgezeigte Zytotoxizität von Pazo-

panib auf CRC-Zelllinien eine Beeinflussung der Antikörperbindung von TF2 an 

CEA/CEACAM5 nachweisbar ist. Zur Bestätigung der Hypothese wären weiterführende 

molekularbiologischen Untersuchungen (z. B: RT-PCR, Western Blot) zur genauen 

Spezifizierung der Wechselwirkung zwischen CEA und dem VEGF/VEGFR-System 

notwendig. Daneben stellen multimodale Therapieansätze wie beispielsweise die 

Kombinationen von Radioimmuntherapie und Tyrosinkinase-Inhibitoren eine sinnvolle 

Erweiterung der bisherigen Therapiemöglichkeiten dar. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Das kolorektale Karzinom (CRC) gehört zu den häufigsten Malignomerkrankungen in 

Deutschland. Vor allem bei vorliegender Metastasierung ist eine Therapie bisher kaum 

erfolgreich. Hier spielen zunehmend multimodale und individualisierte Behandlungsan-

sätze eine wesentliche Rolle. Als Zielstrukturen für neue antitumorale Diagnostik- und 

Therapiemethoden werden das Carcinoembryonale Antigen (CEA) und der Wachs-

tumsfaktor VEGF diskutiert, da beide Moleküle für das kolorektale Karzinom im Rah-

men der Pathogenese dieser Tumorerkrankung eine große Bedeutung haben. So  

wurde die CEA/CEACAM5-vermittelte Radioimmuntherapie als nuklearmedizinischer 

Ansatz aussichtsreich in klinischen Studien getestet und könnte nach R0-Resektion 

von Lebermetastasen eine sinnvolle Therapieoption darstellen. Daneben werden be-

reits seit einigen Jahren vielfältige VEGF/VEGFR-inhibierende Wirkstoffe, wie z. B. 

Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren, in der Onkologie mit Erfolg angewandt. Ihre Wirkung in 

der Therapie kolorektaler Karzinome konnte bislang nicht eindeutig belegt werden.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung, ob für eine CEA-vermittelte Radio-

immundiagnostik und -therapie die Kombination mit Tyrosinkinase-Inhibitoren sinnvoll 

sein könnte. 

Hierfür wurde zunächst der bispezifische, gegen CEA-gerichtete Antikörper TF2 radio-

aktiv mit 131I markiert und die Spezifität des Antikörpers überprüft. In Hinblick auf die 

Realisierung eines multimodalen Therapiekonzeptes wurde anschließend in den In-

vitro-Studien der Einfluss verschiedener Konzentrationen des Tyrosinkinase-Inhibitors 

Pazopanib auf die Bindung von 131I-TF2 bei drei unterschiedlich CEA-produzierenden 

CRC-Zelllinien analysiert. Parallel wurde die Zellproliferation nach Inkubation mit TF2 

und verschiedenen Pazopanib-Konzentrationen näher untersucht. 

131I-TF2 ließ sich in hoher Ausbeute und radiochemischer Reinheit herstellen. Die Spe-

zifität des Antikörpers wurde mit Hilfe von kompetitiven Studien in allen drei Zelllinien 

bewiesen. Bei der Bestimmung des Uptake von 131I-TF2 konnte die unterschiedliche 

CEA-Expression der Zellen nachgewiesen werden. Die zusätzliche Behandlung mit 

Pazopanib führte konzentrationsabhängig zu einem signifikant gesteigerten 131I-TF2-

Uptake in zwei der drei Zelllinien. TF2 hatte sowohl markiert als auch in hohen Mengen 

keinen Einfluss auf die Zellproliferation. Die In-vitro-Untersuchungen verdeutlichen bei 

Pazopanib eine konzentrationsabhängige antiproliferative Potenz für alle Zelllinien. 

Die erhaltenen Ergebnisse gestatten die Schlussfolgerung, dass mit Hilfe von Tyrosin-

kinase-Inhibitoren der Uptake von 131I-TF2 bei kolorektalen Tumorzellen erhöht werden 
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kann. Dieser Effekt scheint vielversprechend für die Steigerung der Effizienz und Sen-

sitivität u. a. der Radioimmuntherapie und der Radio-Immuno-PET. Dies sollte jedoch 

in einem nächsten Schritt in In-vivo-Studien bestätigt werden. Ebenso sollte die Hypo-

these der erhöhten CEACAM5-Expression zur Kompensation der CEACAM1-Inhibition 

für die Aufrechterhaltung der interzellulären Interaktion näher untersucht werden. 

Durch den nachgewiesenen antiproliferativen Effekt von Pazopanib auf CRC-Zelllinien 

könnte der Tyrosinkinase-Inhibitor das multimodale Therapieregime für das kolorektale 

Adenokarzinom ergänzen. In anschließenden Studien sollten Zellkulturen anderer Tu-

more mit bekannt erhöhter CEA-Expression analysiert werden, um eine Übertragbar-

keit der hier erlangten Ergebnisse auf andere Tumorentitäten zu verifizieren. 
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7 Thesen 
 

1) Das Oberflächenantigen CEA/CEACAM5, der Wachstumsfaktor VEGF sowie 

der zugehörige VEGF-Rezeptor stellen beim kolorektalen Karzinom Angriffs-

punkte für zielgerichtete, individualisierte Therapien dar.  

2) Wechselwirkungen zwischen diesen Zielstrukturen können weiterhin für multi-

modale Behandlungsmethoden eine sinnvolle Ergänzung darstellen. 

3) Zur Untersuchung der Interaktion zwischen CEA und dem VEGF/VEGFR-

Signalweg erfolgte die radiochemische Iodierung des gegen CEA-gerichteten 

Antikörpers TF2.  

4) Für die In-vitro-Studien wurden die kolorektalen Adenokarzinomzelllinien 

SW480, HT29 und T84 mit unterschiedlicher CEA-Expression eingesetzt und 

mit verschiedenen Konzentrationen des VEGFR-Inhibitors Pazopanib inkubiert. 

5) Die ermittelten 131I-TF2-Uptake-Werte für die unterschiedlichen Zelllinien waren 

spezifisch und korrelierten mit den Literaturangaben zur jeweiligen CEA-

Produktion.  

6) Unter den gewählten Bedingungen (Konzentration, Aktivität) lag keine Beein-

flussung der Zellproliferation der CRC-Zelllinien durch den Antikörper TF2 vor. 

7) Die durchgeführten In-vitro-Studien konnten nachweisen, dass Pazopanib so-

wohl in Abhängigkeit von der Zeit als auch von der Konzentration die Zellprolife-

ration hemmt, sowie bei zwei der drei Zelllinien die Aufnahme des radioiodierten 

Antikörpers positiv beeinflusst. 

8) Die Verwendung von Pazopanib zur Hemmung der Proliferation von Tumorzel-

len ist ein vielversprechender Ansatz zur Ergänzung der Therapie des kolorek-

talen Karzinoms. 

9) Pazopanib führt zu einer Zunahme der Expression des möglichen Zielantigens 

CEA/CEACAM5 und sollte somit zu einer Steigerung der Effektivität von CEA-

vermittelten Radioimmuntherapien und Radioimmuno-PET mit Pretargeting-

Systemen beitragen können.  

 



80 
 

8 Tabellarischer Lebenslauf 

Persönliche Daten: 
 

Name:    Kathrin Hüttl 

Geburtsdatum:  19.08.1989 

Geburtsort:   Freiberg 

 

Schulbildung: 
 

1996 – 2000   Grundschule Oberschöna 

2000 – 2006     Ulrich-Rülein-Gymnasium Freiberg 

2006 – 2008   Geschwister-Scholl-Gymnasium Freiberg 

07/2008   Abschluss der Schulbildung: Allgemeine Hochschulreife 

 

Hochschulbildung: 
 

 

WS 2008 – WS 2014 Studium der Humanmedizin an der Martin-Luther-

Universität  Halle-Wittenberg   

09/ 2010  Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung   

11/2014   Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 

SS 2015  Promotionsstudium der Humanmedizin an der Martin-

Luther-Universität Halle-Wittenberg 

 

Praktisches Jahr: 
 

08/2013 – 12/2013  BG Kliniken Bergmannstrost Halle – Chirurgie 

12/2013 – 03/2014  Klinikum Chemnitz – Innere Medizin 

04/2014 – 07/2014 Kreiskrankenhaus Freiberg – Anästhesiologie und       

Intensivmedizin 

 

Promotion: 
 

2011 – 2012   Experimentelle Untersuchungen zur Dissertation 

04/2015   Fertigstellung der Dissertation 

 

 

 

 

 

Datum……………………………….   Unterschrift……………………………….. 

 



81 
 

9 Selbstständigkeitserklärung 

 
 

Ich erkläre hiermit, das ich die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter und 

ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus 

anderen Quellen direkt oder indirekt übernommenen Daten und Konzepte sind unter 

Angabe der Quelle gekennzeichnet. Die Regeln zur Sicherung guter wissenschaftlicher 

Praxis wurden beachtet (Amtsblatt der MLU Nr. 5, 02.07.09).  

 

Ich versichere, dass ich für die inhaltliche Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht die 

entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten (Promotionsberater oder 

andere Personen) in Anspruch genommen habe. Niemand hat von mir unmittelbar oder 

mittelbar geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem 

Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen. 

 

 

 

Datum……………………………….   Unterschrift……………………………….. 

 



82 
 

10 Erklärung über frühere Promotionsgesuche 

 

 

Ich erkläre hiermit, dass die Arbeit bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher o-

der ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt wurde. 

 

Den Antrag auf Eröffnung des Promotionsverfahrens stelle ich erstmalig an der Medizi-

nischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg. 

 

 

 

 

 

Datum……………………………….   Unterschrift……………………………….. 

 

 



83 
 

11 Danksagung 

Ganz herzlich möchte ich Frau Prof. Dr. Birgit Meller für die Überlassung der an-

spruchsvollen Themenstellung und die intensive Betreuung meiner Arbeit danken. Für 

Ihr Interesse am Fortgang dieser Arbeit und die vielen wertvollen Anregungen und 

Hinweise möchte ich an dieser Stelle meinen Dank aussprechen. 

Herrn Prof. Dr. Bähre als Leiter der Klinik für Nuklearmedizin danke ich für seine Un-

terstützung und Förderung sowie die Möglichkeit, die Promotion in seiner Klinik durch-

führen zu können. 

Ein besonderer Dank gilt Herrn Dipl.-Ing. Christian Breunig für die Einführung in die 

verschiedenen Labortechniken, die fortwährende Unterstützung bei den Zellversuchen 

und die konstruktiven Ideen bei der Erstellung der Arbeit. 

Außerdem möchte ich mich bei den Mitarbeitern der Klinik für Nuklearmedizin für ihre 

bereitwillige Unterstützung und Rücksichtnahme bedanken.  

Meiner Laborpartnerin Frau Livia Flämig danke ich für die gute Zusammenarbeit, die 

gegenseitige Motivation sowie die gemeinsamen unterhaltsamen Stunden im Labor. 

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Familie für die immerwährende Unterstützung 

und Ermutigung in jeder Phase der Doktorarbeit. Ohne sie wäre so vieles nicht möglich 

gewesen. 

 

 


