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1 Einleitung

In der Nuklearmedizin werden Patienten radioaktive Substanzen, sogenannte Radiopharmaka,
verabreicht, sodass eine interne Bestrahlung des Korpers stattfindet. Die ionisierende Strahlung
wird genutzt, um in der nuklearmedizinischen Therapie gezielt bosartiges Gewebe zu zerstoren
beziehungsweise um in der nuklearmedizinischen Diagnostik Stoffwechselvorgénge bildlich darstellen
zu konnen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl an neuen Radiopharmaka entwickelt. Sehr
erfolgreiche Entwicklungen gab es insbesondere auf dem Gebiet der Therapie und Diagnostik
des Prostatakarzinoms. 2013 wurde [*?*Ra]RaCly als erstes a-emittierendes Radiopharmakon zur
Behandlung von Knochenmetastasen bei fortgeschrittenem Prostatakarzinom zugelassen. Aufgrund
ihrer kurzen Reichweite eignen sich a-Teilchen sehr gut fiir therapeutische Anwendungen in
der Nuklearmedizin und als Calciumanalogon wird [?**Ra]RaCly hauptsiichlich in den Knochen
eingebaut [1]. Eine weitere sehr vielversprechende Option fiir die Therapie, aber auch fiir die
Diagnostik, bieten mit Radionukliden markierte PSMA-bindende Liganden. Das prostataspezifische
Membranantigen (PSMA) ist in Prostatakarzinomzellen stark tiberexprimiert und damit ein sehr
geeignetes Zielantigen fiir therapeutische Wirkstoffe sowie die diagnostische Bildgebung [2, 3]. Zur
Therapie kénnen PSMA-Liganden mit a- oder 3~ -Emittern, wie beispielsweise 22°Ac oder ""Lu
markiert werden. In Verbindung mit S7-emittierenden Radionukliden, wie beispielsweise 58Ga,
konnen einige PSMA-Liganden auch fiir die Diagnostik mittels Positronenemissionstomographie
(PET) eingesetzt werden.

Die ionisierende Strahlung der Radionuklide zerstort jedoch nicht nur bosartiges Gewebe, sondern
kann auch DNA-Schéden in gesunden Zellen verursachen. Daher ist darauf zu achten, dass die
deponierte Energie pro Masse, die Energiedosis, in bestimmten Risikoorganen nicht zu hoch ist.
Eines der Risikoorgane fiir gezielte Radionuklidtherapien ist das blutbildende System. Da zur
Abschétzung der Energiedosis im Knochenmark héufig die Energiedosis im Blut als Surrogat
verwendet wird, ist die Kenntnis dieser und insbesondere ihrer Korrelation mit strahlungsinduzierten
DNA-Schéden in Blutzellen von grofiem Interesse [4, 5].

Unter den verschiedenen Arten von DNA-Schéden sind DNA-Doppelstrangbriiche die kritischsten
Lésionen, da sie schwer zu reparieren sind und fehlerhafte Reparatur zu Mutationen oder zum
Zelltod fithren kann. Strahlungsinduzierte DN A-Doppelstrangbriiche verursachen im umgebenden
Chromatin die Phosphorylierung des Histons H2AX (dann v-H2AX genannt) sowie die Akkumulati-
on des Proteins 53BP1, das an der Stelle um den Doppelstrangbruch an das geschédigte Chromatin
bindet und die Signalwege der DNA-Reparatur beeinflusst [6, 7]. Durch Immunfluoreszenzfarbung
mit spezifischen Antikérpern fiir v-H2AX und 53BP1 lassen sich in den Zellkernen kleine Foci,
welche die Marker enthalten, unter dem Mikroskop sichtbar machen. Durch das Zéhlen dieser Foci
ist somit ein quantitativer Nachweis strahlungsinduzierter Doppelstrangbriiche, insbesondere auch
im Bereich niedriger Energiedosen, moglich [5, 8].
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Wiéhrend in den letzten Jahren zahlreiche Studien zum Nachweis von strahlungsinduzierten
Doppelstrangbriichen mittels des y7-H2AX-Assays nach externer Bestrahlung publiziert wurden,
ist die Anzahl entsprechender Publikationen mit dem Schwerpunkt auf interner Bestrahlung sehr
viel geringer. Insbesondere gab es vor dieser Arbeit nur wenige Studien, in denen eine Korrelation
zwischen der Energiedosis und den quantifizierten DNA-Doppelstrangbriichen hergestellt werden
konnte [9-11]. Mit diesen Studien von Eberlein et al. wurde der Assay ez vivo und in vivo fiir die
[~ -emittierenden Radionuklide '3'T und '""Lu etabliert.

Indem Eberlein et al. Blutproben von Versuchspersonen durch die Zugabe von 3T und '""Lu in
unterschiedlichen Aktivitdtskonzentrationen intern ex vivo bestrahlten, konnte gezeigt werden, dass
ein linearer Zusammenhang zwischen der Anzahl der strahlungsinduzierten v-H2AX+53BP1-Foci
in den mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) und der Energiedosis im Blut
besteht [9]. Dariiber hinaus konnten Eberlein et al. auch in vivo die Induktion und Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen in den PBMCs von Patienten wiahrend Radioiodtherapie und wahrend
Therapie mit ['7"Lu]Lu-DOTA-D-Phe-Tyr3-octreotate beziehungsweise ['77Lu]Lu-DOTA-D-Phe-
Tyr3-octreotide beschreiben [10, 11]. Wahrend sich in den ersten Stunden nach Therapiebeginn
ein Anstieg der strahlungsinduzierten v-H2AX+53BP1-Foci zeigte, folgte zu spiteren Zeitpunkten
ein Riickgang der Foci aufgrund der fortschreitenden DNA-Reparatur. Da die interne Bestrahlung
kontinuierlich, jedoch mit abnehmender Dosisleistung erfolgt, unterscheidet sich das zeit- und
dosisabhéngige Verhalten der induzierten DNA-Doppelstrangbriiche wihrend nuklearmedizinischer
Therapien von den Beobachtungen nach externer Bestrahlung [10, 11].

Da sich die bisherigen Untersuchungen auf die Nuklide 'T und ""Lu beschrinkten, war das Ziel
der vorliegenden Arbeit, die Dosisabhéngigkeit des Assays ex vivo fiir weitere in der Nuklearmedizin
verwendete Radionuklide, auch fiir a-Emitter, zu untersuchen und die Patientenuntersuchungen
auf weitere Radionuklide und Liganden zu erweitern.

Ein erstes Ziel war es, zu untersuchen, ob unterschiedliche Emissionseigenschaften von Radionukli-
den die etablierte Fz-vivo-Kalibrierkurve beeinflussen. Dafiir sollten Blutproben von Versuchs-
personen erneut mit dem B~ -Emitter 17"Lu, aber auch zusétzlich mit dem héher energetischen
S~ -Emitter 2°Y, dem in der PET eingesetzten S -Emitter Ga und dem in der konventionel-
len Diagnostik verwendeten ~-Emitter ™Tc versetzt werden. Dabei sollte iiberpriift werden,
ob es Unterschiede in der dosisabhidngigen Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen gibt, die
nuklidspezifisch oder abhéngig von der Versuchsperson sind. Da zunehmendes Interesse am Ein-
satz von a-emittierenden Radionukliden fir die nuklearmedizinische Therapie besteht, sollte
im Rahmen dieser Arbeit des Weiteren erstmals eine entsprechende Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir
a-Emitter, unter Verwendung der Radiumisotope 2?3Ra und 2?*Ra, erstellt und Unterschiede in
der Schadensinduktion im Vergleich zu 8~ und y-Emittern analysiert werden.

Zu den neuen Entwicklungen im Bereich der Therapie und Diagnostik des Prostatakarzinoms
wurden bislang keine Studien durchgefiihrt, welche die zeit- und dosisabhéngige Induktion und
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in Blutzellen in vivo nach Verabreichung der Radio-
pharmaka beschreiben. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher zunédchst erstmalig die Zeit- und
Dosisabhingigkeit von DNA-Doppelstrangbriichen wihrend Therapie mit ['7"Lu|Lu-PSMA un-
tersucht werden. Des Weiteren sollte eine entsprechende In-vivo-Studie wahrend diagnostischer
PET/CT-Untersuchungen mit [%3Ga]Ga-PSMA durchgefiihrt werden. In einer dritten In-vivo-
Studie sollte zudem erstmalig der Verlauf von DNA-Schiden wihrend Therapie mit dem a-Emitter



[*23Ra]RaCly charakterisiert werden. Insgesamt sollten die Ergebnisse der In-vivo-Studien mit
den Resultaten der entsprechenden FEz-vivo-Bestrahlungen verglichen werden. Ein weiteres Ziel
war es, soweit moglich, interindividuelle Unterschiede im Verlauf der Energiedosis im Blut sowie
der Schadensinduktion und -reparatur zwischen den Patienten zu analysieren, da ein besseres
Verstandnis dieser langfristig zur Optimierung der Therapien und diagnostischen Untersuchungen
beitragen konnte.

Im folgenden Kapitel 2 wird zunédchst auf die wichtigsten theoretischen Grundlagen sowie die
grundlegenden Methoden dieser Arbeit eingegangen. In Kapitel 3 werden die Ergebnisse der
Ez-vivo-Experimente mit unterschiedlichen a-, 8- und v-emittierenden Radionukliden vorgestellt,
wahrend die folgenden Kapitel die Ergebnisse zur Zeit- und Dosisabhéngigkeit der DN A-Schiden
withrend Therapie mit [17"Lu]Lu-PSMA (Kapitel 4), wihrend Diagnostik mit [**Ga]Ga-PSMA
(Kapitel 5) und wihrend Therapie mit [*23RaJRaCly (Kapitel 6) beinhalten. AbschlieBend folgt in
Kapitel 7 eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit mit einem Ausblick auf mogliche
weiterfiihrende Forschungsthemen.






2 Theoretische und methodische Grundlagen

2.1 Uberblick

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der dosisabhéingigen Induktion und Reparatur von
DNA-Schéden in Blutzellen nach interner Bestrahlung mit unterschiedlichen Radionukliden. Die
interne Bestrahlung erfolgt sowohl in vivo, das heifit in Patienten wahrend Radionuklidtherapie oder
nuklearmedizinischer Diagnostik, als auch ez vivo, das heifit durch die Abnahme von Blutproben
von gesunden Versuchspersonen und der anschliefenden Zugabe von Radionukliden.

In diesem Kapitel sollen die wichtigsten theoretischen Grundlagen sowie die allen Versuchsteilen
zugrundeliegende Methodik erklart werden. Beginnend mit einigen Grundlagen zum radioaktiven
Zerfall) soll im ersten Abschnitt 2.2 insbesondere auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Radionuklide und deren unterschiedlichen Strahlenqualititen eingegangen werden. Im néchsten
Abschnitt 2.3 folgt dann eine Beschreibung der Methoden zur Aktivitdtsbestimmung. Die Kenntnis
der Aktivitdt beziehungsweise des zeitlichen Verlaufs der Aktivitdt in vivo ist entscheidend fiir die
Bestimmung der absorbierten Strahlungsenergie im Korper, fiir die Dosimetrie. Abschnitt 2.4 befasst
sich mit den Grundlagen zur Berechnung der Energiedosis im Allgemeinen und insbesondere mit
der Berechnung der Energiedosis im Blut, die im Vordergrund dieser Arbeit steht. Ergdnzend zur
hier beschriebenen , physikalischen Dosimetrie“ spielen biologische Dosimetrieverfahren eine immer
bedeutendere Rolle. Ein Uberblick iiber Biomarker, die zur Quantifizierung von Strahlenschiden
eingesetzt werden, ist in Abschnitt 2.5 gegeben. Dazu gehoren auch die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Biomarker fiir DNA-Doppelstrangbriiche, v-H2AX und 53BP1. In Abschnitt 2.5
wird daher auch speziell auf diese Biomarker eingegangen sowie die verwendete Methodik zur
Aufbereitung der Blutproben fiir die Auswertung mittels des v-H2AX+53BP1-Assays erldutert.
Abschlieend sollen in Kapitel 2.6 die generell verwendeten Methoden zur Datenauswertung und
zur statistischen Analyse beschrieben werden.

2.2 Radioaktiver Zerfall und verwendete Radionuklide

2.2.1 Radioaktivitat

Als Radioaktivitét wird die spontane Umwandlung des Atomkerns eines Mutternuklids (X) in den
Kern eines Tochternuklids (Y) bezeichnet. Radioaktive Atomkerne gehen dabei unter Aussendung
von Strahlung und Energieabgabe von einem instabilen in einen stabileren Zustand iiber. Sind
die Tochterkerne ebenfalls radioaktiv, folgen weitere Umwandlungen bis zum Zustand minimaler
Energie und man spricht von Zerfallsketten [12].

Da radioaktive Umwandlungen statistischen Gesetzen unterliegen, kann lediglich die Wahrscheinlich-
keit, die sogenannte Zerfallskonstante )\, fiir eine Anderung des Kernzustands in einem Zeitintervall



2 Theoretische und methodische Grundlagen

dt angegeben werden. Fiir N instabile Kerne ist die Abnahme d/N im Zeitintervall d¢ proportional
zur noch vorhandenen Anzahl instabiler Kerne und zur Zerfallskonstanten A, woraus sich das
Zerfallsgesetz ergibt, iber das die Aktivitat A definiert ist:

dN
A=——=)AN 2.1
Durch Integration erhédlt man:
A(t) = Ap exp (—At) (2.2)

Dabei wird von Ny aktiven Kernen zum Zeitpunkt ¢ = 0 ausgegangen und Ag = Ny - A bezeichnet
die Anfangsaktivitit. Die Aktivitit wird in der Einheit Becquerel (1Bq = 1s7!) angegeben. Die
Halbwertszeit T ist definiert als die Zeit, nach der die Aktivitdt auf die Halfte der Anfangsaktivitét

abgenommen hat:
_ln2

A

Die Zerfallskonstante A und damit auch die Halbwertszeit T sind spezifisch fiir jedes Nuklid.
Wird nicht allein der hier beschriebene physikalische Zerfall betrachtet, sondern beispielsweise

T (2.3)

die Abnahme der Aktivitat im Korper, zu der auch biologische Ausscheidungsvorginge beitragen,
miissen zusdtzlich zu A = Ay individuelle biologische Zerfallskonstanten Ay, beriicksichtigt
werden, sodass sich effektiv Aeg = Apnys + Abiol ergibt. Die Halbwertszeit verkiirzt sich dann
entsprechend auf Teg [12].

2.2.2 x-Zerfall

Durch die starke Wechselwirkung zerfallt beim «-Zerfall der Mutterkern unter Emission eines
Helium-Kerns (3He), dem a-Teilchen, in den Tochterkern. Dabei verringert sich die Massenzahl A
um 4 und die Ordnungszahl Z um 2:

X — 473Y + 3He + AE (2.4)

AFE bezeichnet die durch den Zerfall freiwerdende Energie. Diese verteilt sich nach den Gesetzen der
Energie- und Impulserhaltung auf das a-Teilchen und den Tochterkern. Die von einem bestimmten
Nuklid emittierten a-Teilchen haben damit eine ganz bestimmte kinetische Energie, sodass sich ein
fiir jedes Nuklid charakteristisches, diskretes Energiespektrum beobachten lésst [12]. Die kinetische
Energie der a-Teilchen, die von in der Nuklearmedizin eingesetzten Radionukliden emittiert werden,
liegt typischerweise zwischen 4 MeV und 9 MeV [13].

Beim Auftreffen auf Materie konnen a-Teilchen diese direkt ionisieren. Bis zu ihrer vollstdndigen
Abbremsung {ibertragen die a-Teilchen ihre Energie durch viele Wechselwirkungsprozesse auf die
umgebende Materie. Die Kurve, die den Energieverlust pro Wegeinheit beschreibt, wird Bragg-
Kurve genannt. Am Ende der Teilchenbahn nehmen die Ionisationen zu, sodass kurz vor der
vollstdndigen Abbremsung der Teilchen der sogenannte Bragg-Peak, das Maximum der Bragg-
Kurve, erreicht wird [12, 14]. Die Reichweite von a-Teilchen in Wasser oder Gewebe betrigt
weniger als 100 pum, abhéngig von der Energie der Teilchen [12, 13]. Da Ionisationsereignisse
in einem kleinen Volumen um die Bahnspur herum erfolgen, gehéren a-Teilchen zu den dicht
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ionisierenden Strahlungsarten. Als Maf§ dafir dient der lineare Energietransfer (LET). Dieser
beschreibt den mittleren Energieiibertrag auf das absorbierende Material pro zuriickgelegter
Wegstrecke des Teilchens und wird iiblicherweise in der Einheit keV pm~! angegeben [12, 15]. In
Wasser oder Gewebe haben a-Teilchen mit Energien zwischen 4 MeV und 9 MeV einen LET von
etwa 100keV pm =" bis 50 keV pym~=! [12].

Beispiele fiir a-Emitter sind die Nuklide ???Ra und ??4Ra, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet

werden.

2.2.3 (-Zerfall

Durch die schwache Wechselwirkung wandelt sich beim §-Zerfall der Mutterkern unter Emission
eines Elektrons (87) oder eines Positrons (%) in den Tochterkern um. Die Massenzahl A bleibt

erhalten, wihrend sich die Ordnungszahl Z um 1 dndert.

Der g~ -Zerfall tritt bei Nukliden auf, die einen Neutroneniiberschuss gegeniiber stabileren Kernen
aufweisen. Unter Emission eines Elektrons (e”) und eines Antineutrinos (v) wird beim S~ -Zerfall
ein Neutron (n) in ein Proton (p) umgewandelt:

IX - ,AY +e” + 7+ AE (2.5)
n—-p+e +v+AE (2.6)

Die freiwerdende Energie AFE verteilt sich in diesem Fall zuféllig auf das Elektron und das
Antineutrino. Dadurch kann das Elektron jede beliebige Bewegungsenergie zwischen Null und
der maximalen freiwerdenden Energie annehmen, wahrend die jeweilige Energiedifferenz auf
das Antineutrino {ibertragen wird. Im Gegensatz zum a-Zerfall ist das Energiespektrum daher
kontinuierlich [12].

Wie a-Teilchen gehoren -Teilchen aufgrund ihrer Ladung zur Kategorie der direkt ionisierenden

BIT 17T u und 2°Y werden hiufig in der nuklearme-

Strahlung. S~ -Emitter wie beispielsweise
dizinischen Therapie eingesetzt. Die zuriickgelegte Wegldnge der 5~ -Teilchen in Gewebe liegt
zwischen 0,8 mm und 10 mm. Da die deponierte Energie pro zuriickgelegter Strecke durchschnittlich
etwa 0,2 keV pm~! betriigt, spricht man von locker ionisierender (low LET) Strahlung [13]. Die
Wechselwirkungsereignisse sind also eher gleichméflig iiber das bestrahlte Volumen verteilt und
dicht aufeinanderfolgende Ionisationen unwahrscheinlich [12]. Im Rahmen dieser Arbeit werden

die A~ -Emitter '""Lu und °Y verwendet.

Der 37-Zerfall tritt bei Nukliden mit Protoneniiberschuss auf. Unter Emission eines Positrons (e™)
und eines Neutrinos (v) wird beim 3*-Zerfall ein Proton (p) in ein Neutron (n) umgewandelt:

IX -, 4Y +e' +v+ AE (2.7)
p—on+t+et +v+AE (2.8)

In diesem Fall verteilt sich die freiwerdende Energie AFE zufillig auf das Positron und das Neutrino.
Wie oben fiir den f~-Zerfall beschrieben ergibt sich ein kontinuierliches Energiespektrum [12].
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Die Reichweite des emittierten Positrons im menschlichen Koérper betragt nur einige Millimeter,
da bei der Wechselwirkung mit Materie eine Besonderheit auftritt: Trifft das Positron nach nahezu
vollstdndigem Verlust seiner kinetischen Energie auf ein Elektron, kommt es zu einer Vernichtung
des Teilchen-Antiteilchen-Paares (Annihilation) unter Aussendung zweier y-Quanten. Aufgrund von
Energie- und Impulserhaltung betriagt die Energie der y-Quanten jeweils 511 keV (entsprechend
der Ruheenergie von Elektron und Positron) und die beiden Vernichtungsquanten werden in
entgegengesetzter Richtung, das heifit in einem 180°-Winkel, emittiert [12]. Diese Besonderheit
wird fiir die PET genutzt. Durch ringférmig um den Patienten angeordnete Detektoren kdnnen
zeitgleich in gegeniiberliegenden Detektoren eintreffende Photonen (Koinzidenzen) nachgewiesen
werden und daraus der Ort der Positronenemission berechnet werden. Somit kann die Verteilung
des Radiopharmakons im Korper abgebildet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird der in der
PET hiufig eingesetzte ST-Emitter % Ga verwendet.

Neben dem B1-Zerfall tritt auch der Elektroneneinfang bei Atomkernen mit Protoneniiberschuss
auf. Ein Elektron einer inneren Schale der Elektronenhiille, meist der K-Schale, wird durch den
Atomkern eingefangen und es bildet sich ein Neutron und ein Neutrino:

IX+e -, 4Y+v+AE (2.9)
p+e —-n+rv+AE (2.10)

Das entstehende Elektronenloch in der inneren Schale wird durch ein Elektron einer &ufleren Schale
wieder gefiillt. Durch die dabei freiwerdende Energie kommt es zur Emission charakteristischer
Rontgenstrahlung oder zum Auger-Effekt. Beim Auger-Effekt wird die freiwerdende Energie
auf ein weiteres Elektron des Atoms iibertragen, das die Elektronenhiille dann als sogenanntes
Auger-Elektron verlésst [12].

2.2.4 y-Zerfall

Durch die elektromagnetische Wechselwirkung kommt es bei Nukliden, die von einem angereg-
ten Zustand (4X") in den Grundzustand (4X) iibergehen, zur Emission von hochenergetischer
Photonenstrahlung, zum ~-Zerfall.

AX' 59X + v+ AE (2.11)

Die Energie des emittierten y-Quants entspricht der Energiedifferenz AE zwischen dem angeregten
Zustand und dem Grundzustand. Das Spektrum ist daher diskret und charakteristisch fiir das
Nuklid [12].

H&ufig befindet sich das Tochternuklid nach einem «- oder -Zerfall nicht im Grundzustand,
sondern in einem angeregten Zustand, und es folgt ein y-Zerfall in den Grundzustand. In vielen
Fillen findet der Ubergang in den Grundzustand unmittelbar (das heifit innerhalb von 1012 s) statt
und die entstehende ~-Strahlung wird dem Mutternuklid zugeordnet [14]. Die nuklidspezifischen
Gammaspektren, die sich daraus ergeben, konnen beispielsweise zur Aktivitdtsquantifizierung, zum
Nachweis von Verunreinigungen oder zur Uberpriifung des Gleichgewichtszustands bei Zerfallsketten
genutzt werden. In einigen Fillen erfolgt der Ubergang in den Grundzustand jedoch mit einer
zeitlichen Verzogerung von einigen Minuten oder Stunden. In diesen Féllen spricht man von
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metastabilen Kernzustéinden und isomeren Ubergingen [14]. Ein Beispiel hierfiir ist das Nuklid
99mTe, das in der nuklearmedizinischen Diagnostik sehr hiufig eingesetzt wird und auch in dieser
Arbeit verwendet wird.

Generell werden y-Emitter in der nuklearmedizinischen Diagnostik zur Bildgebung angewendet.
Mit einer Gammakamera kann die Verteilung des y-emittierenden Radionuklids im Koérper des
Patienten dargestellt werden. Wahrend bei der planaren Szintigraphie die Verteilung der Aktivitét
in einer Ebene abgebildet wird, wird bei der Single Photon Emission Computed Tomographie
(SPECT) ein dreidimensionales Bild der Aktivitétsverteilung erzeugt [15].

Im Gegensatz zu geladenen Teilchen wirken Photonen beim Auftreffen auf Materie nicht direkt io-
nisierend. Stattdessen kommt es bei der Wechselwirkung von Photonen mit Materie zur Erzeugung
geladener Sekundérteilchen, welche dann ionisierend wirken. Als wichtigste Wechselwirkungspro-
zesse sind dabei der Photoeffekt, der Comptoneffekt und die Paarbildung zu nennen [12, 15]. Wie
die pB-Strahlung zdhlt auch die Sekundérelektronen produzierende ~-Strahlung aufgrund ihres
geringen Ionisierungsvermogens zu den locker ionisierenden Strahlungsarten [12].

Der Ubergang von einem angeregten Zustand in den Grundzustand kann auch ohne Emission
von ~-Strahlung erfolgen, indem die Anregungsenergie auf ein Hiillenelektron iibertragen wird.
Nachdem das Elektron die Hiille verlésst, verbleibt bei der sogenannten Inneren Konversion das
positiv geladene Atom zunéchst als ITon §X+:

AX" 54X fe” + AE (2.12)

Die Innere Konversion findet somit als Konkurrenzprozess zum ~y-Zerfall statt. Auf das freiwerdende
Elektron, das Konversionselektron, wird die Anregungsenergie abziiglich der Bindungsenergie
iibertragen. Wie beim Elektroneneinfang wird das entstehende Elektronenloch durch ein Elektron
einer dufleren Schale wieder gefiillt und es kommt zur Emission charakteristischer Rontgenstrahlung
oder zum Auger-Effekt [12].

2.2.5 Verwendete Radionuklide

Im Rahmen dieser Arbeit werden sechs Radionuklide mit unterschiedlichen Zerfallseigenschaften,
das heifit unterschiedlicher Zerfallsart, Halbwertszeit und Ubergangsenergie, verwendet. Eine
Ubersicht der verwendeten Radionuklide und ihren Zerfallseigenschaften ist in Tabelle 2.1 gegeben.

Als Vertreter fiir S~ -emittierende Nuklide werden '""Lu und °Y eingesetzt. '""Lu zerfillt mit
einer Halbwertszeit von 6,647 Tagen in das stabile '""Hf. Mit einer Emissionswahrscheinlich-
keit von 79,3% erfolgt der Ubergang direkt in den Grundzustand mit der maximalen S-Energie
von 498,3keV [17]. Zum Einsatz in der Nuklearmedizin wird es beispielsweise mit den Pepti-
den DOTA-D-Phe-Tyr3-octreotate (DOTATATE) beziehungsweise DOTA-D-Phe-Tyr3-octreotide
(DOTATOC) zur Therapie von neuroendokrinen Tumoren oder mit PSMA zur Therapie des
metastasierten Prostatakarzinoms markiert. Verglichen mit "Lu hat ?°Y eine 4,6-fach hohere
maximale S-Energie von 2278,7 keV und eine kiirzere Halbwertszeit von 2,6684 Tagen. ?°Y geht mit
einer Emissionswahrscheinlichkeit von 99,98% direkt in den Grundzustand des stabilen ?°Zr iiber,
sodass kaum messbare y-Strahlung beim Ubergang entsteht [18]. In der Nuklearmedizin wird 0Y
beispielsweise in der Therapie von Lebertumoren und der Radiosynoviorthese (RSO) eingesetzt.
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Tab. 2.1: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Radionuklide und ihren Zerfallseigenschaften. Fiir
die a-Emitter ist die gesamte Energie des Mutternuklids sowie allen Tochternukliden der Zerfallskette
angegeben. Fiir die -Emitter ist die maximale $-Energie (max.) und das gewichtete Mittel iiber alle mittleren
B-Energien (avg.) aufgefiihrt. Der bei der Angabe der Halbwertszeiten in den Klammern aufgefiihrte Wert
entspricht der Unsicherheit der letzten angegebenen Ziffer(n).

Nuklid Halbwertszeit 7' Hauptzerfallsart Energie Referenz
22Ra 11,43(3)d o ca. 28 MeV [16]
221Ra 3,631(2)d & ca. 26 MeV [17]
Ly 6,647(4)d B max.: 498,3keV; avg.: 134,1keV [17]
Ny 2,6684(13) d B~ max.: 2278,7keV; avg.: 926,6 keV [18]
68Ga 67,83(20) min B max.: 1899,1keV:; avg.: 829,5 keV [19]
9mTe 6,0067(10) h v 140,5 keV [20]

Als Beispiel fiir einen hochenergetischen S+-Emitter wird %Ga verwendet. %®Ga zerfillt mit einer
Halbwertszeit von 67,83 min unter Positronenemission (88,88%) und Elektroneneinfang (11,11%)
in das stabile ®®Zn [19]. Es wird in der nuklearmedizinischen Diagnostik in der PET eingesetzt
und kann dazu beispielsweise mit DOTATATE/DOTATOC oder PSMA markiert werden. Das in
der konventionellen nuklearmedizinischen Diagnostik am hiufigsten verwendete Nuklid %" Tc wird
in dieser Arbeit als Beispiel fiir einen v-Emitter eingesetzt. Der Ubergang von dem metastabilen
ersten angeregten Zustand in den Grundzustand %’Tc findet mit einer Halbwertszeit von 6,0067 h
unter Emission von v-Quanten mit 140,5keV statt [20].

Aufgrund ihrer kurzen Reichweite und ihres hohen Ionisationsvermogens besteht steigendes Interesse
an dem Einsatz von a-emittierenden Nukliden fiir die nuklearmedizinische Therapie. Um DNA-
Schiden nach Bestrahlung mit a-Emittern zu untersuchen, werden im Rahmen dieser Arbeit die
beiden Radiumisotope ?2*Ra und ??4Ra verwendet. [***Ra]RaCly ist der erste a-Emitter, der zur
Behandlung von Patienten mit metastasiertem kastrationsresistentem Prostatakarzinom zugelassen
wurde [21, 22]. Der a-Emitter [?24RaJRaCly wurde in der Vergangenheit zur Schmerztherapie
bei Morbus Bechterew verabreicht. Aufgrund des erhohten Risikos der Entwicklung bosartiger
Erkrankungen nach der Injektion von [***Ra]RaCly wurde die klinische Verwendung dieses Nuklids
im Jahr 2005 in Deutschland eingestellt [23, 24]. In den letzten Jahren entstand jedoch erneutes
Interesse an dem Gebrauch von ?**Ra fiir klinische Anwendungen: Westrom et al. untersuchten
die Verwendung von ??*Ra-beschichteten Mikropartikeln zur lokalisierten internen a-Therapie bei
Méusen [25, 26]. Dariiber hinaus zeigten Juzeniene et al. in einem Mausmodell, dass ?*Ra ein
vielversprechender Kandidat fiir die Behandlung von Knochenmetastasen bei Brustkrebs ist [27].

Im Gegensatz zu den verwendeten S3- und 7y-emittierenden Nukliden findet beim Zerfall von ?**Ra
und ?**Ra keine direkte Umwandlung in ein stabiles Tochternuklid statt, sodass Zerfallsketten
entstehen. 2?’Ra zerfillt in sechs Stufen in das stabile Nuklid 2°"Pb, wie in Abbildung 2.1A
schematisch dargestellt. Vier der Tochter (*'*Rn, 2'Po, 2!1Bi und 2!'Po) sind ebenfalls a-Emitter,
wobei der Zerfall von 2'Bi in 2'Po mit einer Ausbeute von 0,3% vernachlissigt werden kann.
Unter Vernachléassigung dieses Zweigs werden pro Zerfall insgesamt vier a-Teilchen mit Energien
zwischen 5,77 MeV (??3Ra) und 7,49 MeV (?'5Po) pro Zerfall emittiert [28].
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Ra-223 | E(a)=9,25E-13) Ra-224 | E(0)=9,26E-13)
E(B) = 1,25E-14 E(B) = 3,73E-16J

T=11,4d E(y) =2,26E-14J T=3,63d E(y) = 1,66E-15J

y=1000 § y=100 J

Rn-219 E(a) =1,10E-12 ) Rn-220 E(a) = 1,03E-12)
E(B) = 1,10E-15 J E(B) = 2,33E-18 )

T=4,0s E(y) = 9,38E-15) T=558s E(y) = 1,00E-16 )
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P0-215 | E(@)=120E-12) Po-216 | El@)=111E-12)
E(B) = 1,01E-18 ) E(B) = 2,35E-20)

T=18ms E(y) = 2,82E-17 ) T=0,15s E(y) = 2,45E-18 )

y=1000 | y=100

Pb-211 | E(@=0) Pb-212 | E(@=0!
E(B) =7,27E-14) E(B) = 2,83E-14 )

T=06h E(y) = 1,03E-14) T=10,64h | Ely)=232E-14)

y=1000 | y=1000

Bi-211 | E()=1,07E-12) Bi-212 | E(a)=3,56E-13)
E(B) = 1,61E-15J E(B) = 8,03E-14 )

T=2,2min E(v) =7,58E-15) T=1,01h E(y) = 1,66E-14 )

y=0,997 ' ‘ y =0,003 y=0,359 ' ‘ y=0,641
TI-207 E()=0)J Po-211 E(a) = 1,226-12) TI-208 E(a)=01J Po-212 E(o) = 1,43E-12 )
E(B) =7,94E-14 ) E(B) = 2,88E-17) E(B) = 9,80E-14 ) E(B) =0
T=48min | E(v)=378E-16) T=516ms | E(v)=131E-15) T=3,06min | E(y)=1,50E-12J T=300ns E(y)=0)
y=1000 G @ v=1000 y=1000 4 @ v=1000
Pb-207 Pb-208
A stable B stable

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Zerfallsketten der Nuklide ***Ra (A) und ?**Ra (B) mit
Angaben zu den Halbwertszeiten und Ubergangsenergien (aus [29]). E(«) gibt die Energie der a-Teilchen
und Riickstofikerne pro Ubergang an, E(3) die der 3-Teilchen, Konversionselektronen und Auger-Elektronen
und E(v) die der y- und Réntgenstrahlung. Mit y ist die Ubgergangswahrscheinlichkeit (,yield“) des
jeweiligen Ubergangs bezeichnet. Nach [28, 30).

224Ra zerfillt ebenfalls in sechs Stufen in das stabile Nuklid 2°®Pb, wie in Abbildung 2.1B
schematisch dargestellt. Vier der Téchter (?2°Rn, 25Po, 2!2Bi und 2'?Po) sind a-Emitter, sodass
insgesamt pro Zerfall vier a-Teilchen mit Energien zwischen 5,30 MeV (?!2Bi) und 10,55 MeV
(?2Po) emittiert werden [30].

2.3 Aktivitatsbestimmung

2.3.1 Uberblick

Fiir die Dosimetrie in der Nuklearmedizin ist die Kenntnis der Aktivitdatsverteilung im Korper
beziehungsweise ihres zeitlichen Verlaufs von entscheidender Bedeutung. Zur Berechnung der
Energiedosis im Blut muss insbesondere die Aktivitdtskonzentration im Blut bestimmt werden,
jedoch auch die Aktivitdt im restlichen Korper, wenn davon ausgegangen werden kann, dass dieser
auch zur Bestrahlung des Blutes beitrégt.

Das Vorgehen zur Bestimmung der Aktivitdt im Blut wird in Abschnitt 2.3.2 beschrieben und ist
im Wesentlichen fiir alle verwendeten Nuklide gleich und unabhéngig davon, ob die Bestrahlung
des Blutes in vivo oder ex wvivo erfolgt. Die Bestimmung der Aktivitdt im restlichen Korper
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(Ganzkorper) ist nur fiir die Patientenstudien von Bedeutung und die entsprechende Methodik
wird in Abschnitt 2.3.3 erlautert.

2.3.2 Bestimmung der Aktivitat im Blut

Eine Moglichkeit zur Quantifizierung der Aktivitdt in einer Probe bietet die Auswertung nuklid-
spezifischer Gammaspektren (siehe Abschnitt 2.2.4). Zur Bestimmung der genauen Aktivitatskon-
zentration im Blut wird aus jeder bestrahlten Blutprobe eine Messprobe von 100 pl bis maximal
1 ml entnommen und durch Gammaspektroskopie in einem Germanium-Detektor (Canberra)
mit bekannter und durch auf meteorologische Institute zuriickfithrbare Standards iiberpriifter

Zahleflizienz ausgewertet.

Bei den verwendeten a-Emittern 222Ra und ??*Ra wird durch die Auswertung mehrerer, von unter-
schiedlichen Tochternukliden stammender +-Linien zusétzlich tiberpriift, ob sich das Mutternuklid
im radioaktiven Gleichgewicht mit den Tochternukliden befindet. Bei den verwendeten (- und
~-Emittern wird jeweils eine ~-Linie ausgewertet. Eine Liste der v-Linien, die zur Aktivitdatsbe-
stimmung ausgewertet werden, ist in Tabelle 2.2 gegeben.

Tab. 2.2: Ubersicht der nuklidspezifischen y-Linien, die zur Aktivititsbestimmung ausgewertet werden.

Mutternuklid ~v-Linie Emissionswahrscheinlichkeit p  Nuklid Referenz

223Ra 269,5 keV 14,23% ?*’Ra [16]
271,2keV 11,07% 2'Rn [16]
351,0keV 13,00% 2'Bi [31]
224Ra 241,0 keV 4,12% ?*Ra [17]
238,6 keV 43,6% 22Pb [17]
300,1 keV 3,18% 2'2Pb [17]
727,3keV 6,65% 2'2Bi [17]
177 208,4keV 10,38% ""Lu [17]
0y 511keV 6,38-1073% Y [18]
BGa 511keV 177,8% %8Ga [19]
9mTe 140,5 keV 88,5% 99mTc [20]

In Abbildung 2.2 ist ein Gammaspektrum fiir jedes der verwendeten Nuklide gezeigt. Zur besseren
Vergleichbarkeit ist jeweils der Energiebereich von 100keV bis etwa 550 keV dargestellt. Die Linie
bei 727,3keV im 2?*Ra-Spektrum ist daher in dieser Abbildung nicht erkennbar.

Ein Sonderfall in der Aktivititsbestimmung stellt °Y dar, da es sich hierbei um einen nahezu
reinen S~ -Emitter handelt, der ein ausgeprigtes Bremsstrahlungsspektrum und kaum detektier-
bare y-Emissionen aufweist. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 3,19 - 1073% findet jedoch Innere
Paarbildung statt. Die Vernichtungsstrahlung der gebildeten Elektron-Positron-Paare fiihrt zu einer
schwachen ~-Linie bei 511 keV, die zur Quantifizierung der Aktivitdt ausgewertet werden kann
(siehe Abbildung 2.2D). Aufgrund der geringen Emissionswahrscheinlichkeit ist eine zuverlassige
Quantifizierung der relativ geringen Aktivitit in den einzelnen Messproben (< 200kBq) jedoch
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E %8Ga F oomTc

Abb. 2.2: Gammaspektren der verwendeten Radionuklide ***Ra (A), ??*Ra (B), '""Lu (C), *°Y (D),

68Ga (E) und ™Tc (F). Gezeigt ist jeweils ein Ausschnitt des Energiebereichs von 100keV bis etwa
550 keV.

nicht moglich. Stattdessen wird ein Teil der ?Y-Stammlésung, die zur Bestrahlung der Blutpro-
ben hergestellt wird, vorab im Germanium-Detektor gemessen und die Aktivitdtskonzentration
bestimmt. Anhand des zugegebenen Volumens kann daraus die Aktivitdtskonzentration im Blut
berechnet werden.

Generell kann aus der Anzahl der wiahrend der Messdauer ¢3; vom Detektor im entsprechenden,
vorab definierten Energiefenster registrierten Ereignisse (Impulse) die Aktivitat A wie folgt
berechnet werden:

In2 1 1
A = Anzahl der Impulse - )

: (2.13)
T 1—€XP(—%¢M) n-p-y

Dabei ist n die energieabhéngige Detektoreffizienz, p die Emissionswahrscheinlichkeit und y die
Ubergangswahrscheinlichkeit. Die Anzahl der Impulse wird zuvor um den Untergrund korrigiert.
Um die Aktivitatskonzentration pro Milliliter Blut A* zum Zeitpunkt der Blutentnahme (bei
Patientenstudien) oder der Aktivitatszugabe (bei Ex-vivo-Studien) zu ermitteln, muss A durch
das jeweilige Messvolumen V' geteilt werden und eine Zerfallskorrektur um die Zeitdifferenz At
zwischen Blutentnahme beziehungsweise Aktivitdtszugabe erfolgen:

RN . <ln 2) -At) (2.14)

v T

Wahrend sich die Aktivitdtskonzentration im Blut bei Bestrahlungen ex vivo nur durch den physi-
kalischen Zerfall &ndert, beeinflussen in vivo zusétzlich biologische Prozesse ihren zeitlichen Verlauf.
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Bei Patientenstudien wird die auf die Blutentnahme-Zeitpunkte korrigierte Aktivitdtskonzentration
daher tiber die Zeit nach Verabreichung des Radiopharmakons aufgetragen, und somit werden
Zeit-Aktivitdts-Kurven erstellt.

2.3.3 Bestimmung der Aktivitat im Ganzkorper

Zur Erstellung der Zeit-Aktivitats-Kurven des Ganzkorpers wird die Dosisleistung mithilfe einer
Messsonde in einem festgelegten Abstand zum Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemes-
sen. In der Therapiestation ist dafiir eine Messsonde (automess — Automation und Messtechnik
GmbH) 2,5m oberhalb des Patientenbetts angebracht, mit der bei jedem stationir aufgenom-
menen Patienten (zum Beispiel wihrend Therapie mit ['7"Lu]Lu-PSMA) regelmiBig Messungen
durchgefiihrt werden. Bei Patienten, bei welchen die Verabreichung des Radiopharmakons fiir eine
ambulant durchgefiihrte Untersuchung erfolgt (zum Beispiel Diagnostik mit [%*Ga]Ga-PSMA),
wird ein Abstandshalter an die Messsonde (6150AD®, automess — Automation und Messtechnik
GmbH) angebracht, sodass die Dosisleistung auf Hohe der Kérpermitte genau im Abstand von 1 m
gemessen werden kann. In beiden Fillen wird fir den ersten Messwert jedes Patienten, der kurz
nach Verabreichung des Radiopharmakons erhalten wird, eine Zerfallskorrektur auf den Zeitpunkt
der Verabreichung durchgefiihrt und dieser Wert dann auf 1 gesetzt, was einer Aktivitdtsaufnahme
von 100% entspricht. Damit werden alle weiteren Messwerte normiert.

Zur Therapiekontrolle, wie beispielsweise wihrend der Therapie mit [7"Lu]Lu-PSMA, werden
zudem Ganzkorper-Aufnahmen mit der Gammakamera gemacht. Diese werden fiir die Erstellung
der Zeit-Aktivitdtskurven des Ganzkorpers zusétzlich ausgewertet. Dazu wird in jeder Aufnahme
eine Kontur um den Korper des Patienten gezeichnet und die darin enthaltenen Impulse ausge-
wertet. Aus den hintergrundkorrigierten anterior und posterior gemessenen Zihlraten wird dann
das geometrische Mittel gebildet, um somit die Tiefenabhéngigkeit der Aktivitatsverteilung nihe-
rungsweise zu korrigieren. Zur Kombination mit den Dosisleistungsmessungen, wird die gemittelte
Zéhlrate zum ersten Messzeitpunkt dann auf den entsprechenden Wert der Dosisleistungsmessung

normiert.

2.4 Berechnung der Energiedosis im Blut

2.4.1 Aligemeine Berechnung der Energiedosis

Die Energiedosis ist definiert als die mittlere Strahlungsenergie, die pro Materiemenge absorbiert
wird. Sie wird in der Einheit Gray angegeben (1 Gy = 1Jkg™!) [32].

Zur Bestimmung der Energiedosis wird der von der Arbeitsgruppe ,,Medical Internal Radiation
Dose* entwickelte MIRD-Formalismus angewendet [33, 34]. Demnach ist die Energiedosis in
einer Zielregion rr abhéngig von der Grofle und Lage der Zielregion und der Quellenregionen rg,
aus welchen radioaktive Strahlung emittiert wird, von der verabreichten Aktivitat Ag, von den
physikalischen und chemischen Eigenschaften des Radiopharmakons und von dessen Biokinetik im
Korper. Zur Berechnung der mittleren Energiedosis D(rp, Tp) bis zu einem bestimmten Zeitpunkt
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Tp muss die zeitabhdngige Rate der von allen relevanten Quellenregionen emittierten und in der
Zielregion absorbierten Dosis bis Tp integriert werden:

Tp
D(rp, Tp) = JO D A(rs,t) S(rr < rg) dt = >  AgT5(Tp) S(rp « r5) (2.15)
s s

Hierbei bezeichnet A(rg,t) die zeitabhéngige Aktivitéat in der Quellenregion. Durch die Integration
iiber die Zeit erhalt man die kumulierte Aktivitdt, das heifit die gesamte Anzahl der Zerfélle in rg bis
zum Zeitpunkt Tp. Diese lasst sich berechnen als Produkt der verabreichten Aktivitdt Ag und des
sogenannten , time-integrated activity coefficient® 7g (TIAC), der frither auch Residenzzeit genannt
wurde. Der sogenannte S-Wert S(rp < rg) bezeichnet die mittlere Energiedosis im Zielorgan pro
Zerfall im Quellenorgan und fasst die physikalischen Eigenschaften des Radiopharmakons sowie
die geometrische Anordnung von rg und r7 zusammen:

1
M (rr)

S(rp «rg) = Y E;Y; ¢(rr « s, Ej) (2.16)
(2

Hierbei ist M (r7) die Masse der Zielregion. E; bezeichnet die mittlere Energie des i-ten Ubergangs

und Y; die entsprechende Ubergangswahrscheinlichkeit. o(rr < rg, E;) ist der Anteil der aus der

Quellenregion emittierten Energie, die im Zielorgan absorbiert wird. Eine mogliche Zeitabhangigkeit

des S-Wertes kann unter der Annahme, dass Gréfle, Masse und Lage der Quellenregionen und der

Zielregionen konstant bleiben, vernachléssigt werden.

Zur besseren Ubersicht wird im Folgenden die Schreibweise D,...(Tp) anstatt D(rr,Tp) sowie
Srperg anstatt S(rp < rg) verwendet.

2.4.2 Blutbasierte Dosimetrie

Da in dieser Arbeit die Berechnung der Energiedosis im Blut im Vordergrund steht, soll in diesem
Abschnitt auf die Anpassung von Gleichung 2.15 fiir die Zielregion rp = Blut eingegangen werden.

Fiir die Berechnung der Energiedosis im Blut miissen zwei Komponenten beriicksichtigt werden: Die
erste Komponente ist die lokale Selbstbestrahlung des Blutes (rg = 77 = Blut), die hauptséchlich
durch kurzreichweitige Strahlung erfolgt. Die zweite Komponente ist die Bestrahlung des Blutes
durch die als homogen verteilt angenommene Aktivitat im Ganzkorper (GK), das heifit im restlichen
Korper (rs = GK), die hauptséichlich durch langreichweitige y-Strahlung erfolgt. Damit ldsst sich
Gleichung 2.15 vereinfachen zu:

Dpiut(Tp) = Ao - (TB1ut(TD) - SBlut—BIut + TaK(ID) - SBlut—CK) (2.17)

Zur Berechnung von Spgiut. Bt kann angenommen werden, dass die gesamte Energie der a-
beziehungsweise $-Strahlung im Blut deponiert wird, wéhrend der Beitrag der y-Strahlung aufgrund
der geringen Wechselwirkungswahrscheinlichkeit im betrachteten Blutvolumen vernachléssigt
werden kann. Zur Berechnung des S-Wertes fiir den Ganzkorper hingegen wird ausschliefSlich die
v-Komponente beriicksichtigt und es kann von der Naherung Spjut« gk & SgKkQK ausgegangen
werden. Zusatzlich kann unter Verwendung der in OLINDA /EXM [35] hinterlegten S-Werte eine
Anpassung auf das Gewicht des Patienten (wt) vorgenommen werden, sodass gilt:

SGK«GK
SBlut—GK = w23 (2.18)
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2 Theoretische und methodische Grundlagen

Die Bestimmung der TIACs g1yt und 7k erfolgt mithilfe von Zeit-Aktivitats-Kurven fiir das Blut
und den Ganzkorper. Es ist zu beachten, dass sich 7gj,t auf einen Milliliter Blut bezieht und die
Einheit daher hml™! ist, wihrend ¢k in der Einheit h angegeben wird. Zur Erstellung der Zeit-
Aktivitdts-Kurven des Blutes wird die Aktivitat in zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommenen
Blutproben mithilfe eines Germanium-Detektors bestimmt (siehe Abschnitt 2.3.2). Zur Bestimmung
des Aktivitatsverlaufs im Ganzkorper werden Messungen der Dosisleistung, teilweise in Kombination
mit Gammakameramessungen, zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt (siehe Abschnitt
2.3.3). Der zeitliche Verlauf der Aktivitdtskurven des Blutes und des Ganzkorpers lasst sich durch
eine Summe von Exponentialfunktionen beschreiben und es folgt demnach eine mono- (n = 1), bi-
(n = 2) oder tri- (n = 3) exponentielle Kurvenanpassung

== = ajexp(—\it) (2.19)
i=1

mit den Fitparametern a; und A;. Die Zerfallsrate \; beinhaltet den physikalischen und den
biologischen Zerfall, das heifit A\; = Aphys + Ai piol. Zur Bestimmung der TIACs muss Gleichung
2.19 tiber die Zeit von t = 0 bis t = Tp integriert werden:

m(Tp) = i — (1 —exp(=A\iTp)) (2.20)

>/

Wird das Blut nicht im Koérper, sondern ez vivo bestrahlt, entfillt die zweite Komponente aus
Gleichung 2.17, die den Ganzkoérper-Anteil beschreibt, und es muss nur die Selbstbestrahlung des
Blutes wihrend der Inkubationsdauer 77 beriicksichtigt werden. Der TIAC gy (77) reduziert sich
in diesem Fall auf den (monoexponentiellen) physikalischen Zerfall des Radionuklids. Es gilt somit:

Dgiut(T7) = Ao - 1t (T7) - SBluteBlut = A - dBrut (T7) (2.21)

Hierbei ist A* die nach Gleichung 2.14 berechnete Aktivitatskonzentration in der ex vivo bestrahlten
Blutprobe. Der Dosiskoeffizient dpjy(77) ist definiert als:

1
~ (1 —exp (=ATy)) - SBlut«Blut (2.22)

dpiut(T7) = h

Die Zerfallskonstante A = Apys bezieht sich in diesem Fall auf den physikalischen Zerfall.

2.5 Biologische Dosimetrie

2.5.1 Biomarker zum Nachweis von ionisierender Strahlung

Ergénzend zur physikalischen Dosimetrie kann die biologische Dosimetrie einen wichtigen Beitrag
zum Strahlenschutz, zur Risikobewertung und vor allem zum besseren Verstdndnis der Wirkung
von ionisierender Strahlung auf Zellen und Organismen leisten. Dariiber hinaus kénnen damit
auch Unterschiede in der individuellen Strahlenempfindlichkeit erforscht werden [36]. Fiir die
biologische Dosimetrie werden Proben auf bestimmte biologische Marker untersucht, welche sich
zum Nachweis von Strahlenexpositionen und zur Quantifizierung von Strahlenschéden eignen.
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2.5. Biologische Dosimetrie

Es gibt eine Vielzahl an biologischen Proben, die sich fiir die Analyse von Biomarkern eignen
[37]. Sehr hiufig werden jedoch PBMCs und insbesondere die darin enthaltenen Lymphozyten
untersucht, da diese verhéltnismafig einfach durch Blutentnahmen gewonnen werden kénnen. Ein
weiterer Vorteil in der Verwendung von Lymphozyten liegt darin, dass sie sich in der Gg-Phase
des Zellzyklus befinden und Zellzykluseffekte daher nicht gesondert beriicksichtigt werden miissen
[15, 36].

Auflerdem gibt es eine Vielzahl an unterschiedlichen Biomarkern zum Nachweis von ionisierender
Strahlung. Haufig werden zytogenetische Biomarker eingesetzt, die sich auf Chromosomenverédnde-
rungen im Zellkern beziehen [37, 38]. Aufgrund ihrer hohen Spezifitdt und Sensitivitat werden
einige zytogenetische Endpunkte routineméflig untersucht, um Strahlenexpositionen nachzuweisen
[37]. Als Goldstandard in der biologischen Dosimetrie gilt die Analyse dizentrischer Chromosomen.
Dizentrische Chromosomen besitzen im Gegensatz zu unbeschidigten Chromosomen zwei Zentro-
mere und werden fast ausschliefilich durch ionisierende Strahlung induziert. In sich nicht teilenden
Zellen (wie beispielsweise Lymphozyten) sind sie bestandig, ihre Anzahl nimmt jedoch mit dem
Zellaustausch ab [37]. Fir linger zuriickliegende Expositionen eignen sich Translokationen als
Biomarker, da sie auch Jahre nach einer Strahlenexposition in den Lymphozyten des peripheren
Blutes nachgewiesen werden konnen [37]. Eine Translokation liegt vor, wenn ein gebrochener Chro-
mosomenabschnitt mit einem anderen Chromosomenstiick fusioniert. Diese Umlagerungen kénnen
beispielsweise durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) als Farbspriinge sichtbar gemacht
und analysiert werden [38]. FISH mit verschiedenen Farbstoffen erméglicht aufierdem den Nachweis
von komplexen Chromosomenaberrationen, die mindestens drei Chromosomenbriiche in zwei oder
mehr Chromosomen beinhalten und als Kombination von mehreren einfachen Aberrationen (wie
beispielsweise dizentrische Anordnungen und Translokationen) beschrieben werden koénnen [37].
Ein weiterer haufig verwendeter zytogenetischer Biomarker sind Mikrokerne. Mikrokerne bilden
sich, wenn ganze Chromosomen oder Chromosomenfragmente nach der Zellteilung im Zytoplasma
verbleiben und nicht in den Zellkern der Tochterzelle aufgenommen werden [37, 38]. Im Vergleich
zu den anderen genannten Techniken ist die Analyse von Mikrokernen zwar im Allgemeinen mit
weniger Aufwand verbunden, der Biomarker weist jedoch eine geringere Spezifitidt und Sensitivitit
fiir ionisierende Strahlung auf [37]. Generell lassen sich mit den genannten zytogenetischen Bio-
markern nur Strahlenexpositionen in einem Dosisbereich > 100 mGy zuverléssig nachweisen [37].
Ein Biomarker, der in den letzten Jahren zunehmend auch insbesondere fiir die Untersuchung von
Strahlenschédden nach Niedrigdosisbestrahlung < 100 mGy eingesetzt wurde, ist 7-H2AX [39-41].
v-H2AX wird in Kombination mit dem Biomarker 53BP1 auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet.
Im folgenden Abschnitt werden diese, auf DNA-Schiden bezogene Biomarker daher ausfiihrlicher
diskutiert.

2.5.2 y-H2AX und 53BP1 als Biomarker fiir DNA-Schaden

Ionisierende Strahlung kann sowohl direkt als auch indirekt {iber reaktive Sauerstoffspezies
(ROS fiir engl. ,reactive oxygen species®) unterschiedliche Arten von DNA-Schiden verursachen
[37]. Dazu gehoren Basenschidden, Einzelstrangbriiche und Doppelstrangbriiche. Hierbei gehoren
Doppelstrangbriiche zu den kritischsten DNA-Schéden, da ihre Reparatur schwierig ist und teilweise
fehlerhaft sein kann oder gar nicht durchgefiihrt werden kann. Unter allen DNA-Schiden haben
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2 Theoretische und methodische Grundlagen

Doppelstrangbriiche daher die hochste Wahrscheinlichkeit Mutationen, Chromosomenschidden oder
auch den Zelltod zu induzieren [42]. Die Anzahl der entstehenden Doppelstrangbriiche nach einer
Bestrahlung mit 1 Gy 7-Strahlung wird auf ca. 40 geschétzt [37, 43]. Bei der Verwendung von
auf DNA-Schéden bezogenen Biomarkern muss jedoch beachtet werden, dass die Entstehung von
DNA-Schéden nicht spezifisch mit ionisierender Strahlung zusammenhéngt, sondern durch viele
Faktoren beeinflusst wird [37].

Direkt nach der Entstehung eines Doppelstrangbruchs wird das Histon H2AX an Serin 139 phos-
phoryliert. Die phosphorylierte Form von H2AX, die erstmalig nach Bestrahlung mit v-Strahlung
nachgewiesen werden konnte, wird 7-H2AX genannt [6]. Durch Immunfluoreszenzfarbung und
Mikroskopie ldsst sich das den Doppelstrangbruch umgebende v-H2AX als Focus sichtbar machen.
Da die Anzahl der entstehenden Foci im Dosisbereich < 1 Gy proportional zur Anzahl der Doppel-
strangbriiche ist, ist durch Zahlen der Foci ein quantitativer Nachweis moglich [44-46]. Die Bildung
des v-H2AX setzt bereits 1 min nach einer Bestrahlung ein und erreicht nach 10 min bis 60 min
ihr Maximum [37, 44, 47]. Anschliefend ist ein Riickgang der Anzahl der Foci zu beobachten,
der mit der Reparatur der Doppelstrangbriiche zusammenhéngt [48, 49]. Dosisabschatzungen
und der Nachweis von Strahlenexpositionen mittels des v-H2AX-Assays sind daher nur méglich,
wenn Zeitpunkt der Exposition bekannt ist und nur maximal einige Stunden zuriickliegt. Durch
die Analyse des zeitlichen Verlaufs der y-H2AX-Foci kann jedoch auch die DNA-Reparatur und
die individuelle Strahlenempfindlichkeit untersucht werden [37, 38]. Der Riickgang der Foci als
Funktion der Zeit nach der Bestrahlung kann als zweiphasiger Prozess durch eine biexponentielle
Funktion beschrieben werden, wie Horn et al. und Mariotti et al. fiir mit Rontgenstrahlung
exponierte Lymphozyten beziehungsweise Fibroblasten zeigten [50, 51]|. Die zwei Phasen beste-
hen aus einer schnellen und einer langsamen Komponente, was das Konzept unterstiitzt, dass
Doppelstrangbriiche tiber einen schnellen und einen langsamen Signalweg repariert werden [50-52].

Eine weitere direkte zelluldre Antwort auf einen entstehenden Doppelstrangbruch ist die Anreiche-
rung des Signalproteins 53BP1 an dem den Doppelstrangbruch umgebenden Chromatin [7]. Es
wurde gezeigt, dass 53BP1 sehr verldsslich mit v-H2AX kolokalisiert [5, 50, 51, 53]. Im Rahmen
dieser Arbeit wird daher eine Kombination aus beiden Biomarkern verwendet und kolokalisierende
Signale ausgewertet, um die Testgenauigkeit zu erhéhen [8].

Der v~-H2AX+53BP1-Assay wird in dieser Arbeit zum quantitativen Nachweis von DNA-Doppel-
strangbriichen in PBMCs verwendet, die aus Blutproben von Patienten sowie gesunden Versuchsper-
sonen isoliert werden. Auf das Vorgehen bei der Probenaufbereitung fiir den v-H2AX+53BP1-Assay
und die anschlieende Auswertung wird im folgenden Abschnitt 2.5.3 eingegangen.

2.5.3 Probenaufbereitung fiir den y-H2AX+53BP1-Assay

Separation der PBMCs und Immunfluoreszenzfarbung

Zur Separation der PBMCs, das heifit der Lymphozyten und Monozyten des Blutes, werden
ca. 3ml bis 4ml Blut in BD Vacutainer® CPT™ Rohrchen pipettiert, die ein kombiniertes
Dichtetrennsystem aus Ficoll und Gel enthalten (Abbildung 2.3A). Den Angaben des Herstellers
entsprechend wird das Blut bei Raumtemperatur 20 min mit 1500 g zentrifugiert. Nach der Trennung
werden die PBMCs in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen (Greiner Bio-One GmbH) tberfithrt und
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darin mit ca. 12ml phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und anschliefend durch
Zentrifugieren (10 min mit 400 g) sedimentiert. Dieser Waschschritt wird nach Abnahme des
PBS-Uberstands und Resuspension der Zellen ein zweites Mal wiederholt. Daraufhin wird der
PBS-Uberstand erneut verworfen und die Zellen in 300l PBS resuspendiert. Direkt im Anschluss
erfolgt die Fixierung der Zellen durch Zugabe von 700 ul Ethanol (99%, unvergéllt) bei 0 °C, sodass
sich eine 70%ige Ethanollosung ergibt. Die fixierten PBMCs werden dann bei —20 °C aufbewahrt.

Die Immunfluoreszenzfirbung und die Quantifizierung der Doppelstrangbriiche mittels des ~-
H2AX+53BP1-Assays erfolgen durch den Kooperationspartner am Institut fiir Radiobiologie
der Bundeswehr. Die fixierten Zellen werden dafiir auf Eis in das Partnerinstitut nach Miinchen
versendet. Dort wird zunichst die Immunfluoreszenzfdrbung mit Antikorpern fiir v-H2AX und
53BP1 ausgefiihrt, analog zur durch Lassmann et al. beschriebenen Vorgehensweise [5]. Als primére
Antikérper werden mouse anti-y-H2AX (Merck) und rabbit anti-53BP1 (Novus) verwendet. Als
sekundére Antikorper fiir die Detektion werden goat anti-mouse Alexa-488 (Mobitec) und donkey
anti-rabbit Cy3 Fab (Dianova) verwendet [28]. Die DNA und damit die Zellkerne werden mit
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefarbt.

Quantifizierung der y-H2AX+53BP1 Foci und Spuren

Die Quantifizierung der kolokalisierenden v-H2AX+53BP1-Foci erfolgt manuell durch immer den
selben erfahrenen Wissenschaftler unter Verwendung eines Zeiss Axioimager 2i Fluoreszenzmi-
kroskops, das mit Einzelbandpassfluoreszenzfiltern und mit einem rot/griin Doppelbandpassfilter
(AHF Analysentechnik) ausgestattet ist. Ein Ausschnitt eines typischen Mikroskopbildes ist in
Abbildung 2.3B gezeigt. In den mit DAPI blau gefiarbten Zellkernen sind v-H2AX (griin) und

Blutprobe vor dem Blutprobe nach dem
Zentrifugieren Zentrifugieren

Zentrifugierung
20 min bei 1500 g

Antikoaguliertes

(radioaktives) Plasma
Blut Lymphozyten
und Monozyten P
Gelbarriere -
Gelbarriere
Dichte- Erythrozyten
gradienten- und Neutrophile
medium
A B

Abb. 2.3: A: Schematische Darstellung der Trennung der Blutbestandteile mithilfe des BD Vacutai-
ner® CPT™ Systems. B: Ausschnitt eines Mikroskopbildes, in dem v-H2AX (griin) und 53BP1 (rot)
enthaltende Foci in den runden Zellkernen (blau) der PBMCs sichtbar sind. Kolokalisierende Foci erscheinen
gelblich beziehungsweise orange. Die in diesem Beispiel abgebildeten Zellen stammen aus einer Blutprobe,
die ex vivo mit '""Lu bestrahlt wurde, resultierend in einer Energiedosis im Blut von 50 mGy.
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53BP1 (rot) enthaltende Foci sichtbar, die bei Kolokalisierung gelblich beziehungsweise orange
erscheinen. Die abgebildeten Zellen stammen aus einer Blutprobe, die ez vivo mit " Lu bestrahlt
wurde, resultierend in einer Energiedosis im Blut von 50 mGy. In der Regel werden 100 Zellen pro
Probe analysiert. In wenigen Féllen werden bis zu 200 Zellen ausgewertet. Zellen mit geschadigter
Morphologie werden von der Analyse ausgeschlossen.

Die Berechnung der Standardabweichung der durchschnittlichen Anzahl der Foci pro Zelle (S Dpoci)
erfolgt unter Annahme einer Poissonverteilung:

v/Gesamtzahl der Foci
S Droci = 2.23
Foch = “Anzahl der gezahlten Zellen ( )

Zur Berechnung der strahlungsinduzierten Foci (RIF fiir engl. ,radiation-induced foci“) pro
Zelle wird der individuelle Nullwert, das heifit die Anzahl der gezédhlten Foci in der jeweiligen
unbestrahlten Probe, abgezogen. Zur Berechnung der Standardabweichung der Anzahl der RIF
pro Zelle wird entsprechend eine Fehlerfortpflanzung durchgefiihrt.

Waiéhrend in den mit - und y-Emittern bestrahlten Zellen ausschliellich einzeln verteilte Foci mit
Durchmessern < 1,1 pm erkennbar sind, konnen in den mit a-Emittern bestrahlten Zellen zusétzlich
auch grofiere Foci mit Durchmessern > 1,1 pm sowie dicht aneinander gereihte und teilweise nicht
mehr einzeln auflésbare Foci detektiert werden [28]. Diese v-H2AX+53BP1 enthaltenden Foci-
Spuren kennzeichnen die DNA-Schéden, die entlang der Trajektorie von dicht ionisierenden
Teilchen entstehen, wenn sie den Zellkern durchqueren [54, 55]. Sie werden im Folgenden als
a-Spuren bezeichnet und in Abschnitt 3.3.1 genauer charakterisiert. Analog zum Vorgehen bei
den mit - und v-Emittern bestrahlten Proben werden 100 Zellen pro Probe ausgewertet und die
Standardabweichung der Anzahl der a-Spuren unter der Annahme einer Poissonverteilung analog
zu Gleichung 2.23 berechnet.

2.6 Auswertung der Daten und statistische Analyse

Fir die Datenanalyse und die graphische Darstellung der Daten wird die Software OriginPro
(OrginLab Corporation) verwendet. Des Weiteren werden alle statistischen Analysen mit OriginPro
durchgefiihrt.

Um Datensétze auf Normalverteilung zu priifen, wird der Shapiro-Wilk-Test angewendet. Zum Test
auf Korrelationen wird der Pearson’sche Korrelationskoeffizient r bestimmt, bei Normalverteilung
und unter der Annahme eines linearen Zusammenhangs. Sind diese Voraussetzungen nicht erfiillt,
wird der Spearman’sche Korrelationskoeffizient p verwendet. Um zu testen, ob zwei normalverteilte
Datensétze signifikant unterschiedlich sind, werden ¢-Tests durchgefiihrt. Ist einer der Datensétze
nicht normalverteilt, wird der Mann-Whitney-U-Test bei voneinander unabhéngigen Stichproben
und der Wilcoxon-Test bei gepaarten Stichproben angewendet.

Generell wird das Signifikanzniveau auf 5% gesetzt. Die Nullhypothese wird abgelehnt und
Ergebnisse gelten als signifikant, wenn p < 0,05 gilt.

Allgemein, wenn nicht anders beschrieben, sind Mittelwerte mit Standardabweichungen angegeben.
Liegt keine Normalverteilung vor, ist der Median, der minimale (min.) und der maximale (max.)
Wert des Datensatzes aufgefithrt. Bei aus Kurvenanpassungen resultierenden Fitparametern sind
Standardfehler angegeben.
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3 Dosisabhangige Induktion von DNA-Schaden
nach interner Ex-vivo-Bestrahlung

3.1 Einleitung

Durch die interne Bestrahlung von Blutproben mit den Radionukliden ¥'T und ""Lu konnte
bereits gezeigt werden, dass ein linearer Zusammenhang zwischen den strahlungsinduzierten
~v-H2AX+53BP1-Foci und der Energiedosis im Blut besteht [9]. Diese Ez-vivo-Kalibrierkurve, die
bisher nur fir die beiden S~ -Emitter erstellt wurde, sollte im Rahmen dieser Arbeit auf weitere
Radionuklide mit unterschiedlichen Emissionseigenschaften ausgeweitet werden.

Aufgrund des steigenden Interesses am Einsatz von a-Emittern fir die nuklearmedizinische
Therapie sollte in dieser Arbeit insbesondere auch erstmalig eine Kalibrierkurve fiir a-Emitter
erstellt werden. Die Ergebnisse dieser Teilstudie wurden 2018 in ,Scientific Reports“ [28] und in
»wEJNMMI Research“ [30] veroffentlicht.

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchspersonen und Versuchsreihen

Fiir die Durchfithrung von Ez-vivo-Bestrahlungen wurden acht gesunden Versuchspersonen (V1-V8)
ein- oder mehrmalig Blutproben entnommen. Eine Ubersicht der demographischen Daten der
Versuchspersonen ist in Tabelle 3.1 gegeben.

Insgesamt wurden 25 Versuchsreihen mit den in Abschnitt 2.2.5 charakterisierten Radionukliden
durchgefiihrt. Tabelle 3.2 zeigt eine Ubersicht der durchgefiihrten Versuchsreihen.

Tab. 3.1: Ubersicht der demographischen Daten der Versuchspersonen. Da einigen Versuchspersonen mehr-
fach in einem Zeitraum von bis zu vier Jahren Blutproben entnommen wurden, sind teilweise Altersspannen
angegeben.

Versuchsperson V1 V2 V3 V4 Vb5 V6 V7 V8

Geschlecht m m f f f f m m
Alter (a) 59-61 29-31 28-30 33-37 21-22 62 22 29
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Tab. 3.2: Ubersicht der durchgefiihrten Versuchsreihen.

Nuklid Anzahl der Versuchsreihen Versuchspersonen

223Ra 6 V1, V4-8
224Rga 3 V1, V4-5
T 4 V1-4
0y 4 V1-4
68Ga 4 V1-4
99mme 4 V1-4

3.2.2 Ex-vivo-Bestrahlung der Blutproben

Zur Bestrahlung ex vivo wurde den Versuchspersonen bis zu 30 ml Blut in Li-Heparin Blutent-
nahmerohrchen (S-Monovette®, Sarstedt) entnommen und in sechs bis sieben Proben zu je 3,5ml
aufgeteilt. Fir die Bestimmung des individuellen Nullwerts, das heiffit der Anzahl an bereits ohne
Strahlenexposition vorliegenden Foci, wurde jeweils eine Probe pro Versuchsperson unbestrahlt be-
lassen und direkt aufbereitet. Den restlichen Proben wurde in 5 ml-Rundbodenrdhrchen (Sarstedt)
jeweils 1 ml in PBS verdiinnte radioaktive Losung mit unterschiedlichen Aktivitédtskonzentrationen
hinzugegeben. Die Aktivitdtskonzentrationen wurden dabei so gewéhlt, dass Energiedosen im Blut
zwischen 6 mGy und maximal 150 mGy erreicht wurden. Um eine gleichméfige Bestrahlung der
Blutproben zu gewéhrleisten, die mit der In-vivo-Bestrahlung nach Verabreichung von Radiophar-
maka vergleichbar ist, folgte eine einstiindige Inkubation (77 = 1h) der Proben bei 37 °C auf einem
Rollenmischer. Direkt im Anschluss wurden 100l bis maximal 1 ml des Blutes als Messprobe
zur Bestimmung der exakten Aktivitdtskonzentration in ein weiteres 5 ml-Rundbodenréhrchen
iiberfithrt und, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, im Germanium-Detektor gemessen, wiahrend
der restliche Teil der Blutprobe, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, fiir die Quantifizierung der
DNA-Doppelstrangbriiche mittels des v-H2AX+53BP1-Assays aufbereitet wurde.

3.2.3 Berechnung der Energiedosis im Blut

Zunichst wurden Dosiskoeffizienten gemafl Gleichung 2.22 fiir 77 = 1h fiir alle verwendeten
Radionuklide bestimmt. Durch Multiplikation des entsprechenden Dosiskoeffizienten mit der
nach Gleichungen 2.13 und 2.14 bestimmten Aktivitdt A* pro Milliliter Blut zum Zeitpunkt der
Entnahme erfolgte dann die Berechnung der Energiedosis im Blut geméfl Gleichung 2.21.

Die S-Werte Sgiutplut fiir die 3- beziehungsweise v-emittierenden Radionuklide %8Ga, 17"Lu, 20Y
und P Tc wurden dabei unter Verwendung der von Hinscheid et al. publizierten Daten [56]
ermittelt. Hanscheid et al. verwendeten Monte-Carlo-Simulationen, um die Energiedeposition in
Blutgefifien unterschiedlicher Gréfle fiir einige in der Nuklearmedizin haufig eingesetzte Radionuk-
lide zu berechnen. Ausgehend von den von Eckerman und Endo publizierten Zerfallsdaten [29]
wurde dabei der Energiebeitrag aller Elektronen und aller Photonen separat beriicksichtigt [56].
Fiir diese Arbeit wurden die Daten von Hénscheid et al. [56] auf die Geometrie des verwendeten
Inkubationsréhrchens mit dem Innenradius » = 4,75 mm angepasst. Zur Ermittlung von Sgiut Blut
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3.3. Ergebnisse

fir die a-Emitter 22Ra und ??*Ra wurde die Annahme gemacht, dass die Energie der emittierten
Teilchen E(«) und E(f) aller Zerfallsprodukte lokal deponiert wird, wihrend die Energie der
emittierten Photonen E(7v) vernachléssigt werden kann (siehe Abbildung 2.1). Die Zerfallsdaten
wurden ebenfalls den von Eckerman und Endo publizierten Tabellen [29] entnommen und der
Anteil aller a-Teilchen und aller Elektronen wurde separat beriicksichtigt.

Zur Abschétzung der Unsicherheit der Energiedosis im Blut § Dyt wurde eine Fehlerfortpflanzung
durchgefithrt. Als unabhéngige fehlerbehaftete Grofien wurden dabei die Aktivitat A, die Zeit
zwischen der Zugabe der radioaktiven Losung und der Messung im Germanium-Detektor At, das
Messvolumen V' und der Dosiskoeffizient dpj,; mit den jeweiligen Messunsicherheiten w4, uas, uy
und ugqy,,, berticksichtigt.

dDpiys \ dDpiys \ > dDpys \ 2 dDpiy \ >
5DBM:\/( oA ) '“3‘+( 6At) et (Tav ) G ) e GV

Die Abschitzung von ua erfolgte aus der Anzahl der registrierten Impulse, unter Annahme

einer Poissonstatistik. Wenn mehrere y-Linien zur Quantifizierung der Aktivitdt ausgewertet
wurden, wurde die Unsicherheit des Mittelwerts verwendet. Des Weiteren wurden ua; = 1 min
und uy = 0,5pl angenommen. Ein Wert fiir ug, , wurde nuklidspezifisch auf 1% bis 2% des
entsprechenden Dosiskoeffizienten dp),; abgeschétzt.

Eine Ausnahme bildete die Berechnung der Energiedosis bei den Testreihen mit °Y. Wie in
Abschnitt 2.3.2 beschrieben, konnte die Aktivitdtskonzentration in diesem Sonderfall nicht direkt
in den einzelnen Blutproben bestimmt werden. Fiir die mit °Y bestrahlten Blutproben wurde
daher generell eine Unsicherheit von 10% fiir die Energiedosis im Blut angenommen.

Die berechneten Unsicherheiten sind in den Abbildungen in den folgenden Abschnitten als Fehler-
balken dargestellt und wurden fiir die linearen Anpassungen berticksichtigt.

3.2.4 v-H2AX+53BP1-Assay

Die Probenaufbereitung fiir den y-H2AX+53BP1-Assay und die Quantifizierung der Foci und
Spuren erfolgte wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben. Zuséatzlich wurde die Gréfle der runden Foci
ermittelt. Dazu wurde pro Nuklid der Durchmesser von 100 bis 107 runden y-H2AX+53BP1
enthaltenden Foci in digitalen RGB-Bildern, die in der Brennebene der Foci aufgenommen wurden,
mit Hilfe der Funktionen ,length measurement und ,signal normalization“ des ISIS-Bildaufnahme-
Systems (MetaSystems Hard & Software GmbH) bestimmt.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 yv-H2AX+53BP1 Foci und Spuren

Zur Quantifizierung der DNA-Schdden wurden, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, 100 Zellen
pro Probe ausgewertet. Wahrend in den mit 8- und «-Emittern bestrahlten Zellen kleine, einzeln
verteilte Foci sichtbar waren, waren in den mit a-Emittern bestrahlten Zellen zuséatzlich Foci-
Spuren (a-Spuren) sowie groflere Foci detektierbar (siehe Abschnitt 2.5.3). Abbildung 3.1 zeigt
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3 Dosisabhingige Induktion von DNA-Schdden nach interner Ez-vivo-Bestrahlung

eine zusammengestellte Ubersicht von Zellkernen aus einer mit 2?3Ra bestrahlten Probe mit
unterschiedlichen Schadensgeometrien. Spuren von a-Teilchen sind in den beiden rechten Zellkernen
zu erkennen. Die Verteilung der beiden Biomarker innerhalb der Spuren war haufig unterschiedlich;
moglicherweise aufgrund unterschiedlicher Chromatindichten. In seltenen Féllen war, mit Ausnahme
eines schwachen Hintergrunds, kein 53BP1 in einzelnen Spuren enthalten, wie im Zellkern oben
rechts im Bild. Diese Spuren zeigten oft eine breitere Verteilung des v-H2AX verglichen zu den
Spuren, die beide Biomarker enthielten. Ein grofler Focus mit einem Durchmesser > 1,1 pm ist
im Zellkern in der Mitte (mit Pfeil) zu erkennen. Foci dieser Grofie waren ausschliefllich in mit
a-Emittern bestrahlten Zellen zu finden (Abbildung 3.2A), was darauf hindeutet, dass es hierbei
um Spuren von «-Teilchen handelt, die senkrecht zur Bildebene verliefen. Sie wurden daher auch
als a-Spuren gezdhlt. Kleine, runde Foci mit Durchmessern < 1,1 pm wie in den Zellkernen in
Abbildung 3.1 links oben (mit Pfeilspitzen) und in dem Ausschnitt links unten (gelb umrahmt), der

Zellen aus einer mit '""Lu bestrahlten Probe zeigt, waren hingegen in allen Proben zu erkennen
(Abbildung 3.2A).

In den mit a-Emittern bestrahlten Proben war im untersuchten Dosisbereich selten mehr als eine
a-Spur pro Zelle detektierbar. In den mit 2?3Ra bestrahlten Proben enthielten nur acht von 3000
Zellen zwei a-Spuren. In den mit 8- oder y-Emittern bestrahlten Proben waren maximal 7 Foci in
einer Zelle (in zwei von 9800 bestrahlten Zellen) detektierbar. Die Anzahl der Zellen, die einen
Focus oder mehrere Foci enthielten, d&nderte sich in Abhéngigkeit von der Energiedosis im Blut
(Abbildung 3.2B). Wiahrend in den unbestrahlten Proben 81% der Zellen keine Foci zeigten, war
dies nach Bestrahlung mit einer nominellen Energiedosis im Blut von 50 mGy in nur 41% der
Zellen der Fall.

merge 223Rq

Abb. 3.1: Zusammengestellte Ubersicht von Zellkernen (DAPI, blau) nach Bestrahlung mit >3 Ra mit
a-Spuren (rechts), einem grofien Focus (mittig, mit Pfeil) und kleinen Foci (links, mit Pfeilspitzen).
AusschlieBlich letztere sind auch in mit - und y-Emittern bestrahlten Zellen zu beobachten, wie im
gelb umrahmten Bereich unten links am Beispiel einer mit '""Lu bestrahlten Probe gezeigt. Im linken
Teil ist das tiberlagerte Bild aller Kanale abgebildet, wahrend in der Mitte nur der rote Kanal, der das
53BP1-Fluoreszenzsignal zeigt, und im rechten Teil nur der griine Kanal, der das v-H2AX-Fluoreszenzsignal
zeigt, sichtbar sind. Der im linken Bild eingezeichnete VergréBerungsbalken entspricht 10 pm. Aus [28].
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Abb. 3.2: Grife und Verteilung der v-H2AX+53BP1 Foci. A: Haufigkeitsverteilung der Durchmesser der
Foci nach Bestrahlung mit unterschiedlichen Nukliden. Foci mit Durchmessern > 1,1 mm sind ausschlief3lich
in den mit 222Ra bestrahlten Proben zu finden, was darauf hindeutet, dass es sich hierbei um Spuren von
a-Teilchen handelt, die senkrecht zur Bildebene verlaufen. B: Haufigkeitsverteilungen der Anzahl der Foci
pro Zelle in Abhdngigkeit des verwendeten [3- oder ~y-emittierenden Nuklids in den unbestrahlten Proben
sowie nach Bestrahlung mit einer nominellen Energiedosis im Blut von 25 mGy, 50 mGy und 75 mGy.

Vereinzelt konnten geringfiigige nuklidabhéngige Unterschiede beobachtet werden (Abbildung
3.2B), welche moglicherweise mit unterschiedlichen Abweichungen von der nominellen Energiedosis
im Blut zusammenhéngen.

3.3.2 Ex-vivo-Kalibrierkurve fiir 3- und y-Emitter

Fiir die 8- beziehungsweise y-Emitter '""Lu, P°Y, 8Ga und %™Tc wurden die in Tabelle 3.3
aufgefiihrten S-Werte und Dosiskoeffizienten berechnet. Die berechneten Energiedosen im Blut

betrugen zwischen 5,47 mGy und 109,15 mGy in allen bestrahlten Proben.

Die durchschnittliche Anzahl an Foci pro Zelle in den unbestrahlten Proben betrug im Median

Tab. 3.3: S-Werte und Dosiskoeffizienten fiir die - und y-Emitter '7"Lu, °Y, 8Ga und **™Tc, die unter
Verwendung der von Héanscheid et al. publizierten Daten [56] fiir die Geometrie des Inkubationsréhrchens
berechnet wurden.

Nuklid SBlutBlut (Gys Bq~!ml) dplut(1h) (mGyml MBq™)
Elektronen Photonen Gesamt Elektronen Photonen Gesamt
TTu  2,31-1001 1,32-1071 232.10° 1 82,87 0,47 83,34
0y 1,02-10710 - 1,02-10710 366,80 — 366,80
68Ga  895-10"11 299.10712 9.25.10~11 240,81 8,05 248,86
9mTe  258.10712 4,18-10713  3,00-10712 8,78 1,42 10,20
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3 Dosisabhingige Induktion von DNA-Schdden nach interner Ez-vivo-Bestrahlung

0,24 (min.: 0,14, max.: 0,58). Die individuellen Nullwerte der Versuchspersonen sind in Abbildung
3.3A dargestellt. Grundsétzlich glichen sich die Werte der jeweiligen Versuchsperson und waren
nicht abhéngig von der Versuchsreihe, das heifit dem Tag der Durchfithrung des Experiments.
Eine Ausnahme bildete der zur ?°Y-Versuchsreihe gehorige Nullwert von Versuchsperson V4,
der als Ausreifler gewertet werden kann. Da jedoch in allen Proben dieser Versuchsreihe iiber-
durchschnittlich viele v-H2AX+53BP1-Foci detektiert werden konnten, ist davon auszugehen,
dass dies mit einer technischen Variation, zum Beispiel durch eine verhéltnisméflig ausgeprégtere
Immunfluoreszenzfarbung, zu erklaren ist. Unter der Annahme, dass eine gleichméfig erhéhte
Immunfluoreszenzfarbung aller Proben innerhalb einer Versuchsreihe die durchschnittliche Anzahl
der RIF pro Zelle nicht mafigeblich beeinflusst, wurde trotz des Ausreifiers von einem Ausschluss
dieser Versuchsreihe abgesehen.

Die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle in Abhéngigkeit von der berechneten Energiedosis
im Blut ist in Abbildung 3.3B gezeigt. In Ubereinstimmung mit den veréffentlichten Daten von
Eberlein et al. war ein linearer Anstieg der Anzahl der RIF mit steigender Energiedosis im Blut
zu beobachten [9].

Um zu untersuchen, ob es nuklid- oder versuchspersonenspezifische Unterschiede in der dosisab-
héngigen Induktion der DNA-Doppelstrangbriiche gibt, wurden individuelle lineare Anpassungen
fiir jede der 16 Versuchsreihen durchgefithrt und die Steigungen auf signifikante Unterschiede
iiberpriift. Die resultierenden Fitparameter der individuellen Anpassungsgeraden sind in Tabelle
3.4 aufgefiihrt. Zur Uberpriifung, inwiefern die Induktion der RIF abhiingig von der Versuchsperson
ist, wurden die Steigungen nach Versuchspersonen sortiert und es wurde durch den Shapiro-Wilk-
Test bestéatigt, dass eine Normalverteilung in jeder der vier Gruppen vorliegt. Vergleiche aller
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Abb. 3.3: Ergebnisse der Ez-vivo-Bestrahlungen mit 3- und y-Emittern. A: Nullwerte der Versuchsperso-
nen in den jeweils vier durchgefiihrten Versuchsreihen. Alle gezeigten Werte beziehen sich auf unbestrahlte
Proben und das in der Legende angegebene Nuklid kennzeichnet ausschlieflich die Zugehérigkeit zur
entsprechenden Versuchsreihe. B: FEx-vivo-Kalibrierkurve fiir 5- und ~y-Emitter: Anzahl der RIF pro Zelle
als Funktion der Energiedosis im Blut mit linearer Anpassungskurve und 95% Konfidenzband.
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3.3. Ergebnisse

Tab. 3.4: Fitparameter der individuellen linearen Anpassungskurven fiir die 16 mit - beziehungsweise
~v-Emittern durchgefiihrten Versuchsreihen.

Nuklid Versuchsperson —Schnittpunkt mit der y-Achse Steigung (mGy 1)

Ty V1 0,1660 + 0,0753 0,0127 + 0,0018
Ty V2 —0,0430 + 0,0405 0,0089 + 0,0009
1Ty V3 —0,0568 + 0,0418 0,0125 + 0,0012
B V4 0,0229 + 0,0551 0,0123 + 0,0013
0y Vi —0,0141 40,0644 0,0122 + 0,0019
0y V2 0,0173 £+ 0,0434 0,0110 + 0,0016
0y V3 0,0591 + 0,0433 0,0098 + 0,0016
0y V4 0,0295 + 0,0799 0,0180 + 0,0028
68Ga V1 —0,0954 + 0,0511 0,0122 + 0,0014
68Ga V2 —0,0259 + 0,0429 0,0099 + 0,0012
68Ga V3 —0,0225 + 0,0400 0,0106 + 0,0010
68Ga V4 —0,0554 + 0,0647 0,0112 + 0,0018
99m e Vi 0,1082 + 0,0510 0,0102 + 0,0012
99ImTe V2 0,0173 £ 0,0437 0,0111 + 0,0012
9ImTe V3 0,0563 + 0,0402 0,0118 + 0,0010
99ImTe V4 0,0986 + 0,0530 0,0102 40,0013

Gruppen untereinander durch sechs unabhéngige t-Tests ergaben, dass kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Mittelwerten der vier Gruppen besteht. Analog dazu wurden die Steigungen
nach den verwendeten Radionukliden sortiert, um zu iiberpriifen, ob eine Nuklidabhingigkeit der
Induktion der RIF vorliegt. Da fiir eine der vier Gruppen, fiir die Versuchsreihen mit '""Lu, keine
Normalverteilung bestétigt werden konnte, wurde in diesem Fall der Mann-Whitney-U-Tests zum
Vergleich angewendet. Dieser ergab, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
besteht. Die Induktion der RIF ist damit weder abhéngig von der Versuchsperson noch von dem
Radionuklid, das fiir die Bestrahlung verwendet wurde.

Zur Erstellung einer allgemeinen Fz-vivo-Kalibrierkurve fiir 8- und y-Emitter, welche die Dosisab-
héangigkeit der RIF beschreibt, wurden daher alle Datenpunkte zusammengefasst und eine lineare
Anpassung durchgefiihrt. Die resultierende Anpassungsgerade mit einem 95% Konfidenzband ist
in Abbildung 3.3B gezeigt. Der Korrelationskoeffizient lag bei » = 0,94. Die Geradengleichung der
Kalibrierkurve ist gegeben durch:

@ Anzahl an RIF pro Zelle = (0,0112 + 0,0004) mGy ™! - Dgjy + (0,0015 + 0,0143) (3.2)

3.3.3 Ex-vivo-Kalibrierkurve fiir o-Emitter

Fiir die a-Emitter ??Ra und ??Ra wurden die in Tabelle 3.5 aufgefiihrten S-Werte und Dosisko-
effizienten berechnet. Die Dosiskoeffzienten dpjy(1h) fiir a-Teilchen und fiir Elektronen wurden
verwendet, um den Beitrag der a-Teilchen zur Energiedosis im Blut (a-Dosis Dpjyt,o) und den
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3 Dosisabhingige Induktion von DNA-Schdden nach interner Ez-vivo-Bestrahlung

Tab. 3.5: S-Werte und Dosiskoeffizienten fiir die a-Emitter 223Ra und 2?*Ra.

Nuklid SBluteBlut (Gys ! Bq !ml) dplut(1h) (mGymlkBq 1)
a-Teilchen Elektronen Gesamt a-Teilchen Elektronen Gesamt

22Ra 4,30-107Y 1,67-10710 4,46-107° 15,45 0,60 16,05

224Ra 4,34-107° 1,45-107'0 4.48.107° 15,56 0,52 16,08

Beitrag der Elektronen zur Energiedosis im Blut (5-Dosis Dgiyt,3) gemé Gleichung 2.21 separat
zu berechnen.

Im Zuge der Aktivitdtsbestimmung wurde iiberpriift, ob ein Gleichgewicht zwischen dem Mut-
ternuklid und den Tochternukliden vorherrscht. Dadurch wurde festgestellt, dass wahrend der
Durchfiihrung der ersten Versuchsreihe mit ?24Ra (V4) kein Gleichgewicht bestand und die Ak-
tivitdtskonzentration in den Blutproben daher nicht zuverldssig bestimmt werden konnte. Diese
Messreihe wurde daher von weiteren Analysen ausgeschlossen und bei der Erstellung der Kali-
brierkurve nicht beriicksichtigt. Fiir alle anderen Messreihen konnte das Gleichgewicht durch die
Auswertung des Gammaspektrums bestétigt werden.

In den jeweils 100 ausgewerteten Zellen der unbestrahlten Proben lief} sich nur bei einer Versuchsper-
son (V8) eine einzelne a-Spur nachweisen. Die unbestrahlten Proben der anderen Versuchspersonen
enthielten keine a-Spuren. Hingegen liefen sich in allen bestrahlten Proben a-Spuren nachweisen.
Bei der hochsten untersuchten Dosis von 136 mGy wurde das Maximum von 30 a-Spuren in 100
Zellen erreicht. Die Anzahl der a-Spuren in Abhéngigkeit der a-Dosis ist in Abbildung 3.4A
gezeigt. Analog zum Vorgehen bei den Versuchsreihen, die mit 5- und y-emittierenden Nukliden
durchgefithrt wurden, wurden individuelle lineare Anpassungen fiir jede der Versuchsreihen durch-
gefiihrt. Die resultierenden Fitparameter der individuellen Anpassungsgeraden sind in Tabelle 3.6
aufgefiihrt.

Eine Uberpriifung, inwiefern die Induktion der a-Spuren abhingig von der Versuchsperson oder dem

Tab. 3.6: Fitparameter der individuellen linearen Anpassungskurven fiir die acht mit a-Emittern durch-
gefiihrten Versuchsreihen.

Nuklid Versuchsperson —Schnittpunkt mit der y-Achse Steigung (mGy 1)

223Ra Vi 0,651 + 0,863 0,191 + 0,042
223Ra V4 —0,398 + 0,781 0,205 + 0,024
223Ra V5 —0,061 + 0,868 0,240 + 0,037
223Ra V6 0,327 + 0,975 0,239 + 0,028
223Ra V7 0,057 + 0,868 0,203 + 0,034
223Ra 1% 1,263 + 0,924 0,242 + 0,036
224Ra V1 0,479 4+ 0,924 0,205 + 0,033
224Ra V5 0,424 4+ 0,935 0,235 4+ 0,035
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Abb. 3.4: Ergebnisse der Ex-vivo-Bestrahlungen mit a-Emittern. A: Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir a-Emitter:
Anzahl der a-Spuren in 100 Zellen als Funktion der a-Dosis (= Beitrag der a-Teilchen zur Energiedosis im
Blut) mit linearer Anpassungskurve und 95% Konfidenzband. B: Durchschnittliche Anzahl an Foci pro Zelle
in den unbestrahlten Proben (griine Balken) und den bestrahlten Proben (graue Balken) der jeweiligen
Versuchsperson. Die durchschnittliche Anzahl an Foci pro Zelle in den bestrahlten Proben korreliert nicht
mit der berechneten [3-Dosis (= Beitrag der Elektronen zur Energiedosis im Blut), die in der Legende
angegeben ist, sondern gleicht in den meisten Féllen dem entsprechenden Hintergrundwert.

verwendeten Nuklid ist, war aufgrund der geringen Anzahl an Versuchsreihen pro Versuchsperson
und der unterschiedlichen Anzahl an Versuchsreihen pro Nuklid nicht analog zum Vorgehen bei den
mit 8- und y-Emittern bestrahlten Proben moglich. Eine lineare Anpassung der zusammengefassten
Daten aller mit 2?3Ra durchgefiihrten Testreihen ergab folgende Geradengleichung mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,97:

Anzahl an a-Spuren in 100 Zellen = (0,222 + 0,014) mGy ™" - Do + (0,199 + 0,354)  (3.3)

Eine lineare Anpassung der zusammengefassten Daten aller mit ?24Ra durchgefiihrten Testreihen
ergab folgende Geradengleichung mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,96:

Anzahl an a-Spuren in 100 Zellen = (0,220 £ 0,014) mGy ' - Dyt o + (0,447 £ 0,657)  (3.4)

Da die Steigungen beider Geraden identisch sind, ist davon auszugehen, dass die Anzahl der
a-Spuren nicht vom verwendeten Isotop abhiingig ist, sondern, in Ubereinstimmung mit den
Beobachtungen nach Bestrahlungen mit 8- und «-emittierenden Nukliden, eine nuklidunabhéngige
Induktion von DNA-Schiden vorliegt, die mit der Energiedosis im Blut korreliert. Zur Erstel-
lung einer allgemeinen Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir a-Emitter, welche die Dosisabhéngigkeit der
a-Spuren beschreibt, wurden daher alle Datenpunkte zusammengefasst und eine lineare Anpassung
durchgefithrt. Die resultierende Anpassungsgerade mit einem 95% Konfidenzband ist in Abbildung
3.4A gezeigt. Der Korrelationskoeffizient lag bei 7 = 0,97. Die Geradengleichung der Kalibrierkurve
ist gegeben durch:

Anzahl an a-Spuren in 100 Zellen = (0,221 £ 0,012) mGy ™" - Do + (0,253 £ 0,311)  (3.5)
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3 Dosisabhingige Induktion von DNA-Schdden nach interner Ez-vivo-Bestrahlung

Zusétzlich zu den a-Spuren wurden auch die kleinen, runden Foci (mit Durchmessern < 1,1 pm)
in den Zellkernen gezahlt und tiberpriift, ob ihre Anzahl, analog zu dem nach Bestrahlung mit
reinen (- oder y-emittierenden Nukliden beobachteten Verhalten, mit der f-Dosis korreliert.
Eine Korrelation zwischen der Anzahl an kleinen Foci und der berechneten S-Dosis konnte nicht
gefunden werden; méglicherweise aufgrund der niedrigen Dosiswerte im Bereich von 0,24 mGy bis
maximal 5,30 mGy. Im Rahmen der Messgenauigkeit entsprach die durchschnittliche Anzahl an
kleinen Foci pro Zelle in der Regel dem Hintergrundwert der unbestrahlten Probe (Abbildung
3.4B).

3.4 Zusammenfassung und Diskussion

Durch interne Fx-vivo-Bestrahlung von Blutproben mit unterschiedlichen Radionukliden konn-
te im Rahmen dieser Studie der Zusammenhang zwischen der Energiedosis im Blut und der
Induktion der mittels des v-H2AX+53BP1-Assays quantifizierten strahlungsinduzierten DNA-
Doppelstrangbriiche in PBMCs von Versuchspersonen untersucht werden. Unabhéngig vom ver-
wendeten Nuklid konnte generell gezeigt werden, dass die Induktion von DNA-Schéden abhéngig
von der Energiedosis im Blut ist und in dem hier untersuchten, wéhrend nuklearmedizinischer
Therapien relevanten Dosisbereich von 5 mGy bis 136 mGy linear mit dieser ansteigt. Wahrend die
Anzahl der strahlungsinduzierten 7-H2AX+53BP1-Foci (RIF) als Biodosimeter nach Expositionen
mit 3- beziehungsweise y-Emittern verwendet werden kann, ist die Anzahl der v~-H2AX und 53BP1
enthaltenden Spuren (a-Spuren) ein geeigneter Parameter fiir die Biodosimetrie nach Expositionen
mit a-emittierenden Nukliden.

Um die In-vivo-Bestrahlung im Patienten wéhrend nuklearmedizinischer Therapien oder Diagnostik
moglichst passend ez vivo zu simulieren und gleichzeitig die Vergleichbarkeit zu fritheren Studien
[9] zu gewdhren, wurde fiir die hier durchgefiithrten Versuche eine homogene Bestrahlung durch
Inkubation auf einem Rollenmischer mit einer Bestrahlungsdauer von 1h gewéhlt. Kiirzere Bestrah-
lungsdauern wéaren weiter entfernt von der kontinuierlichen internen Bestrahlung im Patienten und
hétten zur Folge, dass hohere Aktivitdtsmengen eingesetzt werden miissten, um die gewiinschten
Energiedosiswerte im Blut zu erreichen [15]. Bei langeren Bestrahlungsdauern, die eine Bestrahlung
in vivo moglicherweise besser nachbilden wiirden, wére die Verarbeitung einer geringeren Anzahl
an Proben pro Versuchsreihe moglich gewesen, was zu einer Verringerung der Genauigkeit der
Kalibrierkurven gefithrt hétte. Des Weiteren wiirde die wiahrend der Bestrahlung einsetzende
Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche das Ergebnis moglicherweise beeinflussen [15, 48, 49].

Im Rahmen der Studie wurden in der Nuklearmedizin verwendete Nuklide mit unterschiedlichen
Emissionseigenschaften eingesetzt. Ein Vergleich der Schadensinduktion der unterschiedlichen (-
und y-emittierenden Radionuklide zeigte, dass die durchschnittliche Anzahl der RIF nicht von
dem zur Bestrahlung verwendeten Nuklid abhéngt. Auch nuklidabhingige Unterschiede in der
GroBie und Geometrie der Foci konnten nach Bestrahlung mit 8- und y-Emittern nicht festgestellt
werden. Hingegen kann durch Analyse der Gréfie und Geometrie der v-H2AX+53BP1-Foci und
Spuren eindeutig unterschieden werden, ob die Zellen mit - beziehungsweise v-Emittern oder mit
a-Emittern bestrahlt wurden.
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Fiir die 8~-Emitter 3T und ""Lu wurde von Eberlein et al. bereits 2015 eine Kalibrierkurve
unter Verwendung der gleichen Methodik erstellt [9]. Der Wert der im Rahmen dieser Arbeit
bestimmten Geradensteigung liegt mit (0,0112+0,0004) mGy~! leicht unterhalb des von Eberlein et
al. verdffentlichten Wertes von (0,0147 £0,0006) mGy ! [9]. Mégliche Griinde fiir diese Abweichung
konnten in dem erweiterten Versuchspersonen- und Nuklidkollektiv in dieser Studie sowie der
erh6hten Anzahl an Proben insgesamt liegen. Zur Erstellung der Kalibrierkurve wurden aulerdem
zusatzlich die Unsicherheiten der Energiedosis im Blut berticksichtigt. Zudem lassen sich auch
kleinere methodische Schwankungen nicht vollsténdig ausschliefen. Verglichen mit dem Wert
der Steigung einer In-vivo-Kalibrierkurve von (0,0117 4+ 0,0006) mGy !, die aus Daten erstellt
wurde, welche wéihrend der ersten Stunden nach Radioiodtherapien erhoben wurden [11], zeigt der
ermittelte Wert eine sehr gute Ubereinstimmung.

Neben den wenigen Studien, in denen v-H2AX- und/oder 53BP1-Biomarker zur Quantifizierung
von DNA-Schéden nach interner Exposition eingesetzt wurden, gibt es eine Vielzahl an Unter-
suchungen der dosisabhédngigen Induktion von Doppelstrangbriichen nach externer Bestrahlung.
Kalibrierkurven konnten nach externer Fz-vivo-Bestrahlung von Blutproben durch Rontgenstrah-
lung oder 7-Strahlung fiir einen &hnlichen Dosisbereich wie in dieser Studie erstellt werden [40,
57-59]. Die Proben wurden dazu 15 min bis 45 min nach der Bestrahlung, die mit einer vergleichs-
weise sehr viel hoheren Dosisleistung von 0,01 Gy min~" bis 0,5 Gy min~! erfolgte, ausgewertet und
~v-H2AX-Foci in Lymphozyten quantifiziert [40, 57-59]. Trotz der Unterschiede in der Methodik,
die sowohl die Bestrahlung und Dosisbestimmung als auch die Aufbereitung und Auswertung
der Blutproben betreffen, zeigt der Vergleich mit den hier aufgefithrten Kalibrierkurven nach
externer Bestrahlung eine weitgehende Ubereinstimmung: Im Bereich zwischen 20 mGy und 1 Gy
ermittelten Roch-Lefévre et al. eine Kalibrierkurve mit einer Steigung von (0,010740,0005) mGy !
nach Bestrahlung mit %0Co-v-Strahlung mit einer Dosisleistung von 0,5 Gy min ! [58]. In einer von
Golfier et al. durchgefithrten Studie lag der entsprechende Wert bei (0,0074 +0,0001) mGy ! nach
der Bestrahlung von Blutproben in einem CT-Scanner mit einer Dosisleistung von 0,3 Gy min~!
[59]. Redon et al. ermittelten eine Steigung von (0,0115 % 0,0008) mGy~! fiir den Dosisbereich
zwischen 20 mGy und 2 Gy nach externer v-Bestrahlung der Blutproben. Sie zeigten jedoch, dass
im Bereich niedriger Dosen, von 20mGy bis 100 mGy, eine verhéaltnismé&fig hohere Anzahl an
Foci induziert wird, resultierend in einer Steigung der Kalibrierkurve von 0,0147mGy~! [57].
Auch Beels et al. beobachteten eine erhohte Foci-Induktion im Niedrigdosisbereich bis 10 mGy
(Steigung von 0,10 mGy !) im Vergleich zum Dosisbereich von 10 mGy bis 500 mGy (Steigung von
0,011 mGy 1), jedoch ausschlieflich nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung mit 0,02 Gy min—!
bis 0,04 Gy min~! und nicht in durch eine *°Co-Quelle bestrahlten Proben. Nach y-Bestrahlung
mit Dosisleistungen von 0,01 Gy min~! bis 0,3 Gy min ! ergab sich eine Kalibrierkurve mit einer
Steigung von 0,0086 mGy~! [40]. Ein zweiphasiges Verhalten, wie von Redon et al. und Beels
et al. beschrieben, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet. Da fiir die Erstellung der
Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir 5- und ~y-emittierende Nuklide jedoch ausschlieflich der Dosisbereich
von 5,47 mGy bis 109,15 mGy untersucht wurde, kann daraus nicht geschlossen werden, ob sich

die Induktion der Foci bei deutlich niedrigeren beziehungsweise héheren Energiedosen éndert.

Im Bereich der Nuklearmedizin gibt es neben der bereits diskutierten Untersuchung von Eberlein
et al. [9] nur eine weitere 2019 veroffentlichte Studie, die DNA-Schéden nach der Bestrahlung von
Blutproben ex vivo durch Inkubation mit unterschiedlichen Radionukliden beschreibt: Schmeiser
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et al. verwendeten den a-Emitter 22°Ac, die 3~ -Emitter ""Lu und °Y sowie die fT-Emitter 8F
und %8Ga, jeweils in mehreren unterschiedlichen Aktivitiatskonzentrationen, um DNA-Schiden
mit Hilfe von Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) zu quantifizieren [60]. Die Inkubations-
dauer betrug fiinf Tage (zur Bestrahlung mit 2?°Ac, '""Lu und °Y) beziechungsweise 24 h (zur
Bestrahlung mit '®*F und %®Ga). Fiir alle Nuklide war ein Anstieg der DNA-Schéden mit steigender
Aktivitdtskonzentration im Blut zu beobachten. Ein direkter Vergleich zwischen den Nukliden
und auch mit den Daten aus dieser Arbeit ist aufgrund der fehlenden Dosimetrie nicht méglich.
Aus dem Vergleich der durch Zugabe von 2kBqml ! induzierten DNA-Schiden berechneten die
Autoren jedoch, dass der durch den a-Emitter 22°Ac induzierte Schaden 200-fach héher ist als der
durch den B~-Emitter '""Lu induzierte Schaden [60].

Um DNA-Schiden nach interner Bestrahlung mit a-Emittern zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit die Radiumisotope 2?3Ra und ??*Ra verwendet. Die Trajektorien der emittierten a-Teilchen
waren als 7-H2AX+53BP1 enthaltende a-Spuren in den Zellkernen zu erkennen. In Ubereinstim-
mung mit den Beobachtungen von Ding et al. war die Verteilung der beiden Biomarker innerhalb
der Spuren dabei oft unterschiedlich und in der Regel weniger 53BP1 vorhanden [61]. In seltenen
Féllen war in einzelnen, meist breiter verteilten Spuren kein 53BP1 enthalten. Dies kdnnte mit
unterschiedlichen Chromatindichten zusammenhéngen oder damit, dass Entscheidungen tiber den
Signalweg der DNA-Reparatur bereits getroffen wurden und daher kein 53BP1 mehr vorhanden war
[62]. Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige Zellen kein 53BP1 exprimierten.
Unterschiede in der Morphologie der a-Spuren kénnten mit einer zeitlichen Verdnderung der den
Doppelstrangbruch enthaltenden Chromatindoménen zusammenhéngen [55].

Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der a-Spuren linear mit der Energiedosis im Blut
zunimmt. Das Ergebnis, dass die Anzahl der a-Spuren einen geeigneten Parameter fiir biologische
Dosisabschétzungen darstellt, ist in guter Ubereinstimmung mit den Resultaten von Studien,
die a-Spuren nach Bestrahlung mit gasformigem 222Rn untersuchten [61, 63]. Nach der Ez-vivo-
Bestrahlung von Lymphozyten von Versuchspersonen mit Radongas quantifizierten Ding et al.
0,10 v-H2AX enthaltende a-Spuren in 100 Zellen pro Milligray und damit nur etwa halb so viele
wie in dieser Arbeit [61]. Der untersuchte Dosisbereich war jedoch mit 1,74 mGy bis 6,85 mGy
niedriger als der hier untersuchte Dosisbereich von 6 mGy bis 136 mGy, was einen direkten Vergleich
verhindert. Auch die Unterschiede in der Bestrahlung und der Dosisbestimmung erschweren die
Vergleichbarkeit [61].

Da durch konventionelle Lichtmikroskopie nicht aufgelost werden konnte, wie viele Foci in einer
a-Spur enthalten sind, ist es durch diese Auswertung nicht méglich, einen Faktor fiir die biologische
Wirksamkeit von a-Emittern im Vergleich zu - beziehungsweise y-Emittern zu bestimmen. Eine
genauere Analyse der a-Spuren kann nur mithilfe hochauflésender Mikroskopieverfahren erfolgen.
Scherthan et al. untersuchten die Nanostruktur der DNA-Schéden in einer der im Rahmen dieser
Arbeit mit 223Ra bestrahlten Probe mittels Single Molecule Localization Microscopy (SMLM) [64].
Die minimale Anzahl der pro a-Spur enthaltenen Doppelstrangbriiche konnte damit auf 12 + 9
abgeschétzt werden, da durchschnittlich diese Anzahl an MRE11-Nano-Clustern in einer typischen
a-Spur detektiert werden konnten [64].

Neben den a-Spuren waren auch in den mit den Radiumisotopen bestrahlten Zellen kleine, einzeln
verteilte Foci, wie nach Bestrahlung mit - oder yv-Emittern, detektierbar. Eine Korrelation mit
der berechneten B-Dosis konnte jedoch nicht gefunden werden. Im Rahmen der Messgenauigkeit
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entsprach die durchschnittliche Anzahl der kleinen Foci pro Zelle vielmehr dem individuellen Null-
wert der Versuchsperson, was moglicherweise mit den sehr niedrigen -Dosen von < 6 mGy oder
auch erhohten statistischen Unsicherheiten in diesem Niedrigdosisbereich zusammenhangen konnte.
Da dieser Dosisbereich in den mit 8- und y-Emittern durchgefithrten Fz-vivo-Versuchsreihen nicht
untersucht wurde, ist ein Vergleich der Ergebnisse nicht moglich. Des Weiteren ist bisher nicht
bekannt, ob sich die Induktion von Doppelstrangbriichen bei interner Bestrahlung mit Nuklidge-
mischen, das heifit beispielsweise bei gleichzeitiger Bestrahlung mit a-, 8- und y-emittierenden
Radionukliden, die in den Zerfallsketten der Radiumisotope vorkommen, dndert. Sollazzo et al.
konnten zeigen, dass Zellen nach gemischter externer Bestrahlung mit hohem und niedrigem LET
(a-Teilchen und Rontgenstrahlung) die DNA-Schiaden auf eine Weise verarbeiten, die durch die
Annahme einer einfachen additiven Wirkung beider Strahlungsarten nicht vorhergesagt werden
kann [65]. Auch Ding et al. analysierten neben den durch Radongas induzierten a-Spuren die
Induktion von einzelnen v-H2AX-Foci und fanden, im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie,
auch bei der niedrigsten Dosis von 1,74 mGy eine signifikant erh6hte Anzahl an v-H2AX-Foci
gegeniiber dem Nullwert [61]. Sie unterschieden jedoch nicht zwischen Foci mit kleinem Durchmes-
ser und groferem Durchmesser (zum Beispiel > 1,1 pm), welche hier als Spuren von a-Teilchen
gewertet wurden, die senkrecht zur Bildebene verliefen. Des Weiteren berechneten Ding et al. die
angegebenen Energiedosen aus Messungen mit einem CR-39 Kernspurdetektor und beriicksich-
tigten somit keinen separaten (-Beitrag zur Energiedosis [61]. Insgesamt zeigen die Ergebnisse,
dass insbesondere der Bereich sehr niedriger Dosen < 6 mGy, in dem die Unsicherheiten in der
Dosisbestimmung und der Quantifizierung der DNA-Schéden in der Regel erhoht sind, einige
Kontroversen aufwirft und weiterer Forschungsbedarf besteht. Zudem kénnten die bisher noch
fehlenden Untersuchungen nach gemischten Bestrahlungen von besonderem Interesse sein, da
Radionuklidgemische auch fiir nuklearmedizinische Therapien in Zukunft vermehrt eingesetzt
werden konnten [66].
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4 Zeit- und Dosisabhangigkeit von
DNA-Schaden wahrend Therapie mit
[Y"Lu]Lu-PSMA

4.1 Einleitung

PSMA ist in Prostatakarzinomzellen stark iberexprimiert, was es zu einem besonders geeigneten
Zielantigen fiir therapeutische Wirkstoffe sowie die diagnostische Bildgebung macht [2, 3]. In den
letzten Jahren wurden PSMA-bindende Liganden in einer zunehmenden Anzahl an medizinischen
Zentren weltweit fiir die Behandlung des metastasierten, kastrationsresistenten Prostatakarzinoms
eingesetzt. Verschiedene Studien haben vielversprechende Ergebnisse gezeigt, darunter hohe
Ansprechraten, ein giinstiges Sicherheitsprofil und Schmerzreduktion [67-72].

Trotz der steigenden Anzahl an Therapien mit '7"Lu markierten PSMA-Liganden wurden DNA-
Schéden im Blut der Patienten wéhrend dieser Therapie bisher noch nicht untersucht. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte daher die Zeit- und Dosisabhéngigkeit der Induktion und Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen in PBMCs von Prostatakarzinom-Patienten wahrend ihres ersten
Therapiezyklus mit ['7"Lu]Lu-PSMA untersucht werden. Die Ergebnisse wurden 2019 im ,, European
Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging“ (EJNMMI) veroffentlicht [73].

4.2 Methoden

4.2.1 Patienten

16 Prostatakarzinom-Patienten, die ihre erste Therapie mit [*7"Lu]Lu-PSMA erhielten, wurden in
die Studie eingeschlossen. Die Verabreichung einer Standardaktivitit von 6 GBq des mit 7"Lu
(EndolucinBeta®, I'TM Isotopen Technologien Miinchen AG) markierten PSMA-Liganden (PSMA
1&T, SCINTOMICS GmbH) erfolgte intravents mit Hilfe eines Perfusors iiber einen Zeitraum von
20 min. Das Ende der Injektion wurde als Start- und Referenzzeitpunkt fiir diese Studie gewéahlt.
Nach der Verabreichung wurden die Patienten fiir zwei Tage stationdr aufgenommen. Vor und
nach der Therapie wurden bei allen Patienten diagnostische PET/CT-Untersuchungen mit %Ga
gelabelten PSMA-Liganden zur Uberpriifung des Uptakes und zum Staging beziehungsweise Resta-
ging sowie eine Nierenszintigraphie mit [*™Tc]Tc-Mercaptoacetyltriglycin (MAG3) durchgefiihrt.
Des Weiteren wurde die Konzentration des prostataspezfischen Antigens (PSA) im Serum vor und
nach der Therapie bestimmt. Die Evaluation des Therapieerfolgs basierte auf den Ergebnissen
der Bildgebung, gemaf der ,Modified Positron Emission Tomography Response Criteria in Solid
Tumors“ mPERCIST und ,,Response Evaluation Criteria in Solid Tumors“ RECIST1.1 [74, 75],
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und auf der Anderung der PSA-Konzentration im Serum, geméf der ,,Prostate Cancer Group 3“
(PCWGS3) Kriterien [76].

4.2.2 Blutentnahmen und Dosisleistungsmessungen

Blutproben wurden vor Verabreichung des Radiopharmakons (Zeitpunkt ¢, zur Bestimmung
des individuellen Nullwerts) und nominell 1h (¢1), 2h (t2), 3h (t3), 4h (t4), 24h (¢5), 48h
(tg) und 96 h (¢7) nach Verabreichung entnommen. Fiir die Blutentnahmen wurden Li-Heparin
Blutentnahmerdhrchen (S-Monovette®, Sarstedt) verwendet. Direkt nach der Entnahme wurden
die Blutproben wie in 2.5.3 beschrieben fiir die Auswertung mittels des 7-H2AX+53BP1-Assays
aufbereitet. Ein Teil jeder Blutprobe wurde zur Bestimmung der Aktivitdtskonzentration im Blut
im Germanium-Detektor gemessen, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben.

Zur Bestimmung des Aktivitatsverlaufs im Ganzkoérper wurden, wie in Kapitel 2.3.3 erlautert,
wiederholt Messungen der Dosisleistung und Ganzkoérperaufnahmen mit der Gammakamera durch-
gefithrt. Am Tag des Therapiebeginns wurde die Dosisleistung direkt nach Verabreichung (vor
der ersten Miktion und Defikation) und etwa 2h, 4h und 7h danach gemessen, gefolgt von
taglichen Routinemessungen alle 12 h bis zur Entlassung des Patienten aus der Therapiestation.
Gammakameramessungen erfolgten nominell 4h, 24h, 48h und 96 h nach Verabreichung. Eine
Beschreibung der Auswertung und Normierung der Messungen findet sich in Kapitel 2.3.3. 24 h
oder 48 h nach Verabreichung wurde zudem eine SPECT/CT-Aufnahme (Symbia T2 oder Symbia
Intevo Bold, Siemens Healthineers) gemacht, die fiir diese Studie jedoch nicht weiter ausgewer-
tet wurde. Um eine Beeinflussung der Anzahl der v-H2AX+53BP1-Foci durch die zusétzliche
Strahlenexposition durch die CT zu vermeiden, wurde die entsprechende Blutprobe immer vor der
SPECT/CT-Untersuchung entnommen.

4.2.3 Berechnung der Energiedosis im Blut

Die Berechnung der Energiedosis im Blut erfolgte wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben. Gleichung
2.17 wurde mit den S-Werten fiir ""Lu (aus [10, 35]) und, zur besseren Ubersicht, mit tp =t
verwendet:

Gy ml 0,00185 Gy kg?/3
D = A - = i : i 4.1
Blut (t) = Ao (85,3 GBqh (TB1ue(t) + TBuc) + = o7 GBqh (rax(t) +7ax,i) | (4.1)

Die TIACs g1yt und gk wurden patientenspezifisch aus den Zeit-Aktivitdts-Kurven des Blutes und
des Ganzkorpers (siehe Kapitel 2.4.2) nach Gleichungen 2.19 und 2.20 berechnet. Zusétzlich wurde
mit 7RIy, und 7ok ; die 20-miniitige Injektionsphase berticksichtigt. Dazu wurde ein linearer Uptake
fiir —20min < ¢ < 0 bis zu den Werten 71,4 (t = 0) beziehungsweise Tgk (t = 0) angenommen.
Die entsprechende Dosisleistung im Blut DBlut(t) ist definiert als die zeitliche Ableitung der
Energiedosis im Blut.

Von einer Abschitzung der Unsicherheiten der Energiedosis im Blut beziehungsweise der ent-
sprechenden Dosisleistung, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, wurde in dieser Studie abgesehen.
Die Unsicherheiten der Energiedosis im Blut beziehungsweise der entsprechenden Dosisleistung
wurden bei den durchgefiihrten Analysen, beispielsweise den linearen Anpassungen, demnach nicht
berticksichtigt und die entsprechenden Fehlerbalken sind nicht aufgefiihrt.
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4.2.4 v-H2AX+53BP1-Assay

Die Quantifizierung der kolokalisierenden v-H2AX+53BP1-Foci und Berechnung der RIF erfolgte
wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Patienten

Insgesamt wurden 16 Patienten (LuP1-LuP16) in einem durchschnittlichen Alter von (70 + 9)
Jahren in die Studie eingeschlossen. Die verabreichte Aktivitiat lag im Mittel bei (5,9 + 0,2) GBq
['""Lu]Lu-PSMA I&T. Die individuellen Daten der Patienten sind in Tabelle 4.1 gelistet.

Die diagnostische PET /CT-Untersuchung wurde in einem Zeitraum von 7 bis 106 Tagen vor der
Therapie und zwischen 39 und 114 Tagen nach der Therapie durchgefiihrt. Die Nierenszintigraphie
erfolgte 3 bis 31 Tage vor der Therapie, aufler bei den Patienten LuP2 und LuP4, bei denen
der Scan (mit < 100 MBq [*™Tc]Tc-MAG3) am Tag des Therapiebeginns, mindestens 3h vor
Verabreichung der Therapieaktivitdt, durchgefithrt wurde.

Aufgrund des individuellen Patientenmanagements konnten die nominellen Zeitpunkte fiir die
Blutentnahmen und Messungen nicht immer genau eingehalten werden oder mussten in einzelnen
Féllen entfallen. Zum letzten Zeitpunkt, 96 h nach Verabreichung, war bei den Patienten LuP5,
LuP8 und LuP12 keine Blutentnahme und keine Gammakamera-Aufnahme méglich. Bei LuP5

Tab. 4.1: Demographische und klinische Daten der 16 Patienten LuP1 bis LuP16.

Patienten Alter Gewicht Verabreichte Gleason- PSA (ngml™1)
ID (a) (kg) Aktivitdt (MBq)  Score  vor Therapie mnach Therapie
LuP1 69 78 6020 3-+4 48 25
LuP2 64 80 6015 4-+4 0,1 0,07
LuP3 68 100 5907 4+3 6 6
LuP4 7 7 5785 3+5 58 24
LuP5 69 83 6215 3+4 89 18
LuP6 70 79 5989 o+4 181 683
LuP7 66 85 5758 4+5 151 243
LuP8 68 83 5893 445 42 -
LuP9 74 (s 6020 4+5 1020 529
LuP10 81 71 5703 4+4 252 199
LuP11 56 94 5860 4+4 158 140
LuP12 65 140 5960 4+4 147 144
LuP13 71 69 5476 3+4 3130 914
LuP14 54 86 5882 4+4 134 138
LuP15 80 104 5640 4+4 260 174
LuP16 71 85 6318 4+5 2810 13200
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wurde der Scan stattdessen etwa 68 h nach Verabreichung durchgefiihrt. Bei Patient LuP11 war
die zum Zeitpunkt ¢3 (3h nach Verabreichung) entnommene Blutprobe nicht auswertbar.

Alle Patienten hatten mehrere Vorbehandlungen. Zu diesen Vorbehandlungen gehérten opera-
tive Eingriffe (radikale Prostatektomie, Prostatovesiculektomie, Lymphadenectomie, Orchiek-
tomie), externe Strahlentherapie, Therapie mit [*?3RaJRaCly, Therapie mit LHRH-Agonisten
und -Antagonisten (Leuprorelin, Degarelix), Antiandrogentherapie (Abirateron, Bicalutamid,
Enzalutamid, Flutamid), Chemotherapie (Docetaxel, Cabazitaxel) und Therapie mit Denosumab.

Von den 16 Patienten zeigten 15 (alle aufier LuP2) Knochenmetastasen und zwolf (alle aufier LuP3,
LuP7, LuP10 und LuP14) Lymphknotenmetastasen. Drei der Patienten (LuP8, LuP9 und LuP16)
zeigten zusatzlich Lebermetastasen. Des Weiteren wies LuP9 auch Metastasen in der Pleura, der
Nebenniere und den Muskeln auf.

Nach dem ersten Therapiezyklus wurde bei vier Patienten (LuP2, LuP4, LuP5 und LuP13) ein
partielles Ansprechen festgestellt. Ein gemischtes Ansprechen zeigten zwei Patienten (LuP10 und
LuP14). Bei drei Patienten (LuP1, LuP12 und LuP15) wurde die Krankheit als stabil eingeschétzt,
wéahrend fiinf der Patienten (LuP3, LuP6, LuP7, LuP9 und LuP11) einen progredienten Verlauf
zeigten. Zwei Patienten (LuP8 und LuP16) verstarben nach dem ersten Therapiezyklus.

4.3.2 Dosimetrie

Die Energiedosen im Blut zu den unterschiedlichen Zeitpunkten ¢t wurden mit Gleichung 4.1
berechnet. Zur Berechnung der patientenspezifischen TIACs 71y (f) und 7k (t) wurden die
entsprechenden Zeit-Aktivitdts-Kurven bis zum Zeitpunkt ¢ integriert. Zur Beschreibung des
zeitlichen Verlaufs der Aktivitdtskonzentration im Blut wurden triexponentielle Fitfunktionen
gewdhlt, wihrend zur Beschreibung der Ganzkoérper-Retention biexponentielle Fitfunktionen
ausreichten und kleinere Fehler der Fitparameter aufzeigten.

Die Energiedosis im Blut direkt nach der Verabreichung, nach der 20-miniitigen Injektionsphase, be-
trug im Mittel (3,2+0,6) mGy. Die mittlere Gesamtdosis, die durch Integration bis ¢ = oo berechnet
wurde, lag bei (109 £ 28) mGy. Der niedrigste Wert fiir die Gesamtdosis betrug 76 mGy (LuP3 und
LuP11), der hochste Wert lag bei 164 mGy (LuP9). Zu den Zeitpunkten ¢;, t2, t3 und ¢4 betrug die
Energiedosis im Blut im Durchschnitt (17+6) mGy, (27+7) mGy, (34 £ 8) mGy und (40+9) mGy.
Zu spéateren Zeitpunkten wurden Unterschiede in der Biokinetik der einzelnen Patienten deutlicher
und die Dosiswerte unterlagen keiner Normalverteilung. Zu den Zeitpunkten ts5, tg und ¢;7 betrug die
Energiedosis im Blut im Median 71 mGy (min.: 52mGy, max.: 129 mGy), 80 mGy (min.: 61 mGy,
max.: 144 mGy) und 88 mGy (min.: 69 mGy, max.: 155 mGy). Die Gesamtdosis war zum letzten Ab-
nahmezeitpunkt ¢;7 bei allen Patienten zu mehr als 80% erreicht, mit Ausnahme von Patient LuP9.
Aufgrund der verhiltnisméBig hohen Dosisleistung im Blut zu diesem Zeitpunkt (0,41 mGy h~!) war
die berechnete Gesamtdosis bei LuP9 nur zu 56% erreicht. Insgesamt lag die Dosisleistung im Blut,
die als zeitliche Ableitung der Energiedosis im Blut (Gleichung 4.1) definiert ist, zu den Zeitpunkten
t1 bis t7 im Mittel bei (11,59+2,98) mGy h™! (¢1), (7,83+2,11) mGy h™! (¢2), (6,03+1,85) mGy h~!
(t3), (4,84 + 1,57)mGyh~! (t4), (0,72 £+ 0,26) mGyh~! (¢5), (0,29 £+ 0,14) mGyh~! (t¢) und
(0,14 + 0,10) mGy h~! (¢7).

Der zeitliche Verlauf der Energiedosis im Blut sowie der entsprechenden Dosisleistung im Blut ist
in Abbildung 4.1A und in Abbildung 4.1B fiir finf ausgewéahlte Patienten gezeigt. Ein typischer
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Abb. 4.1: Ergebnisse von fiinf ausgewéhlten Patienten: ein Patient mit durchschnittlichen Parametern
(LuP1); der einzige Patient, der einen direkten Riickgang der RIF zeigte (LuP8); der Patient mit der
héchsten Dosisleistung zum Zeitpunkt tr (LuP9); der Patient mit der héchsten Energiedosis im Blut zum
Zeitpunkt t7 (LuP10) und der Patient mit der niedrigsten Energiedosis im Blut zum Zeitpunkt t; (LuP11).
A: Zeitlicher Verlauf der Energiedosis im Blut. B: Zeitlicher Verlauf der entsprechenden Dosisleistung im
Blut. C: Zeitlicher Verlauf der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle. D: Durchschnittliche Anzahl an
RIF pro Zelle in Abhéngigkeit von der Energiedosis im Blut. Nach [73].

zeitlicher Verlauf war bei den Patienten LuP1 und LuP8 zu beobachten, deren Gesamtdosis im Blut
von 103 mGy beziehungsweise 125 mGy fast dem durchschnittlichen Wert entsprechen. Ein deutlich
langsamerer und steilerer Anstieg der Energiedosis im Blut und somit eine verhaltnisméfig hohe
Dosisleistung auch zu spateren Zeitpunkten war bei LuP9 zu erkennen. Ein &dhnlicher zeitlicher
Verlauf war bei den Patienten LuP13 und LuP14 zu beobachten. Die maximale beziehungsweise
minimale Energiedosis im Blut zum letzten untersuchten Zeitpunkt ¢; wurde bei LuP10 (155 mGy)
beziehungsweise LuP11 (69 mGy) erreicht.

4.3.3 yv-H2AX+53BP1 Foci

Der Nullwert der Patienten lag im Mittel bei 0,32 £+ 0,11 Foci pro Zelle. Er unterschied sich
signifikant von den Foci-Werten zu den Zeitpunkten ¢; bis ¢7 nach Verabreichung, wie abhéngige
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t-Tests zeigten. Die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle lag zu den Zeitpunkten tq, to,
t3, ta4, 15, tg und t7 im Mittel bei 0,29 £+ 0,14, 0,39 + 0,15, 0,38 £ 0,09, 0,38 £ 0,17, 0,27 £ 0,13,
0,21 £ 0,14 und 0,10 £ 0,13. Die individuellen Werte aller Patienten sind in Abbildung 4.2 gezeigt.
Allgemein stieg die durchschnittliche Anzahl an RIF von t; bis t4 an oder blieb konstant. Ein
signifikanter Anstieg war von ¢; nach t2 zu verzeichnen. Nur bei einem Patienten (LuP8) konnte
ein kontinuierlicher Riickgang der durchschnittlichen Anzahl an RIF innerhalb der ersten vier
Stunden nach Verabreichung beobachtet werden (Abbildung 4.1C). Nach Zeitpunkt ¢4 nahm
die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle bei allen Patienten signifikant ab. 96 h nach
Verabreichung, zum letzten Abnahmezeitpunkt t7, war die durchschnittliche Anzahl an RIF pro
Zelle bei sieben von 13 Patienten (LuP1, LuP2, LuP3, LuP4, LuP6, LuP11 und LuP15) auf den
Nullwert zuriickgegangen, wihrend sie bei sechs Patienten (LuP7, LuP9, LuP10, LuP13, LuP14,
LuP16) noch erhoht war. Der héchste Wert zu diesem Zeitpunkt konnte bei LuP9 beobachtet
werden (Abbildung 4.1C).

Die Abhéngigkeit der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle von der berechneten Energiedosis
im Blut Dpgyyy ist in Abbildung 4.3 gezeigt. Fiir die ersten drei Zeitpunkte (o, t1 und ¢9; bis 2,6 h
nach Verabreichung) wurde ein linearer Zusammenhang angenommen und eine Anpassungsgerade
durch die zusammengefassten Datenpunkte gelegt (Abbildung 4.3B). Der Determinationskoeffizient
lag bei 72 = 0,58 und die Geradengleichung ist gegeben durch:

@ Anzahl der RIF pro Zelle = (0,0122 + 0,0015) mGy ™" - Dpiy + (0,0336 +0,0258)  (4.2)

Die Steigung dieser In-vivo-Kalibrierkurve ist in sehr guter Ubereinstimmung mit der ermittelten
Ex-vivo-Kalibrierkurve fiir 5- und y-Emitter (siehe Abschnitt 3.3.2). Zum Vergleich ist diese in
Abbildung 4.3B zusétzlich eingezeichnet.

Die Abhéngigkeit der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle von der berechneten Dosisleistung
im Blut Dpuy ist in Abbildung 4.4 gezeigt. Zu den letzten beiden Zeitpunkten tg und ¢7 betrug die
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Abb. 4.2: Zeitlicher Verlauf der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle nach Verabreichung von
[1""Lu]Lu-PSMA I&T. A: Vollstindige Ubersicht. B: Detaillierter Ausschnitt der Daten zu den Zeitpunkten
to bis t4. Nach [73].
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Abb. 4.3: Durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle in Abhéngigkeit von der Energiedosis im Blut nach
Verabreichung von [}7"Lu]Lu-PSMA I&T. A: Vollstindige Ubersicht. B: Detaillierter Ausschnitt der Daten
zu den Zeitpunkten to bis to (bis maximal 2,6 h nach Verabreichung) mit einer linearen Anpassungskurve
durch die zusammengefassten Daten (durchgezogene Linie) einschliefilich eines 95% Konfidenzbands (graue
Fliche). Zum Vergleich ist zusétzlich die Ex-vivo-Kalibrierkurve (sieche Abschnitt 3.3.2) eingezeichnet
(gestrichelte Linie). Nach [73].

Dosisleistung weniger als 0,6 mGyh~! (Abbildung 4.4B). Fiir diese Zeitpunkte wurde, unter der
Annahme einer linearen Beziehung zwischen der durchschnittlichen Anzahl der noch vorhandenen
RIF pro Zelle und DBluty eine Anpassungsgerade durch die zusammengefassten Datenpunkte gelegt
(Abbildung 4.4B). Die drei Patienten mit fehlenden Daten zum Zeitpunkt ¢; (LuP5, LuP8 und
LuP12) wurden von der Analyse ausgeschlossen. Der Determinationskoeffizient lag bei r2 = 0,56
und die Geradengleichung ist gegeben durch:

@ Anzahl der RIF pro Zelle = (0,6895 + 0,1248) hmGy ™! - Dyt 4 (—0,0066 + 0,0236)  (4.3)

Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis ergab eine Korrelationsanalyse eine signifikante positive
Korrelation zwischen der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle und der Dosisleistung im
Blut zu den Zeitpunkten tg (r = 0,642; p = 0,007) und t7 (r = 0,705; p = 0,007).

4.3.4 Korrelationen mit klinischen Parametern

Um eine mogliche Verbindung zwischen den klinischen Parametern der Patienten und dem Ver-
lauf der Energiedosis im Blut beziehungsweise der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle
zu testen, wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Diese ergaben eine signifikante positive
Korrelation zwischen dem PSA-Wert vor Therapie und DBlut(ty) (n =13; p=0,819; p = 0,001).
Eine schwéchere, aber dennoch signifikante Korrelation konnte auflerdem zwischen dem PSA-Wert
nach Therapie und DBlut(t7) (n=13; p =0,659; p = 0,014) und zwischen dem PSA-Wert nach
Therapie und der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle zum Zeitpunkt ¢7 (n = 13; p = 0,619;
p = 0,024) festgestellt werden. Keine signifikanten Korrelationen konnten zwischen der Anzahl der
Knochenmetastasen und DBlut(t7) beziehungsweise der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle
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Abb. 4.4: Durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle in Abhéngigkeit von der Dosisleistung im Blut
nach Verabreichung von ['""Lu]Lu-PSMA 1&T. A: Vollstindige Ubersicht. B: Detaillierter Ausschnitt der
Daten zu den Zeitpunkten tg bis t7 (48 h und 96 h nach Verabreichung) mit einer linearen Anpassungskurve
durch die zusammengefassten Daten (durchgezogene Linie) einschliefilich eines 95% Konfidenzbands (graue
Flache). Die Daten der drei Patienten (LuP5, LuP8 und LuP12) mit fehlenden t;-Werten wurden von der
Analyse ausgeschlossen und sind nicht gezeigt. Nach [73].

zum Zeitpunkt ¢7 gefunden werden. Auch Nierenfunktionsparameter (Kreatinin- und MAG3-Werte
vor Therapie) korrelierten nicht mit Dpyy(t7) beziehungsweise der durchschnittlichen Anzahl an
RIF pro Zelle zum Zeitpunkt t7.

4.4 Zusammenfassung und Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurde erstmalig die zeit- und dosisabhéngige Induktion und Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen in PBMCs von Patienten withrend ihrer ersten Therapie mit ['77Lu]Lu-
PSMA I&T untersucht. Zur Quantifizierung der strahlungsinduzierten Doppelstrangbriiche wurde
der v-H2AX+53BP1-Assay verwendet.

Allgemein war ein Anstieg der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle wihrend der ersten
Stunden nach Therapiebeginn zu verzeichnen, gefolgt von einem Riickgang zu spéateren Zeitpunkten.
Dieses zeitabhéngige Verhalten gleicht dem Verlauf der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle
in PBMCs von Patienten wihrend Radioiodtherapie [5, 11] und wihrend Therapie mit [*7"Lu]Lu-
DOTATATE/DOTATOC [10]. Im Gegensatz zur externen Bestrahlung, wie beispielsweise in der
Strahlentherapie, ist die interne Exposition wahrend nuklearmedizinischer Therapien charakterisiert
durch eine kontinuierliche Bestrahlung mit abnehmender Dosisleistung. Durch die abnehmende
Dosisleistung ist der beobachtete Riickgang der RIF trotz weiterhin ansteigender Energiedosis im
Blut an den Folgetagen nach Therapiebeginn zu erkldren. Wéihrend in den ersten Stunden nach
Verabreichung des Radiopharmakons die Induktion der Doppelstrangbriiche {iberwiegt, dominiert
zu spéteren Zeitpunkten ihre Reparatur. Eine weitere mogliche Erklarung fiir den Riickgang der
RIF im Therapieverlauf liegt in der bevorzugten Eliminierung geschadigter Zellen. Studien zeigten,
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dass Photonenbestrahlung von Blutproben ex vivo mit hoher Dosisleistung den apoptotischen
Zelltod induzieren kann [77, 78]. Auch in Blutzellen von Gottinger Minischweinen, die einer 49 Gy-
Teilkorperexposition durch ®°Co-v-Strahlung ausgesetzt waren, konnte eine erhohte Anzahl an
Apoptosen festgestellt werden [79]. In den hier untersuchten PBMCs der Patienten wurden jedoch
nur gelegentlich apoptotische Zellen registriert und die Energiedosis und die Dosisleistung waren
vergleichsweise sehr niedrig. Daher ist es eher unwahrscheinlich, dass eine bevorzugte Eliminierung
geschadigter Zellen den beobachteten Riickgang der RIF mafigeblich beeinflusst hat.

Nach der Verabreichung von (5,9 4 0,2) GBq ['""Lu]Lu-PSMA I&T lag die gesamte Energiedosis
im Blut im Mittel bei (109 4+ 28) mGy. 48 h nach Verabreichung war ein Median von 80 mGy (min.:
61 mGy, max.: 144 mGy) erreicht. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Eberlein et al.,
die eine Energiedosis im Blut von (79 + 16) mGy 48 h nach Verabreichung von (7,2 + 0,4) GBq
[1""Lu]Lu-DOTATATE/DOTATOC berechneten [10]. Die Gesamtdosis konnte von Eberlein et al.
nicht bestimmt werden, da keine Daten zu spéteren Zeitpunkten (> 48h nach Verabreichung)
vorlagen [10].

Der Anstieg der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle mit steigender Energiedosis im
Blut Dpgyy in den ersten 2,6 h nach Verabreichung (Zeitpunkte tg, ¢; und t2) konnte durch eine
lineare Anpassungsgerade beschrieben werden. Ein entsprechender linearer Zusammenhang war
auch in den ersten zwei Stunden nach Verabreichung von '3'I [11] und bis zu fiinf Stunden nach
Verabreichung von [17"Lu|Lu-DOTATATE/DOTATOC [10] erkennbar. Die hier ermittelte Steigung
der linearen Anpassungskurve von (0,0122 4+ 0,0015) mGy~! stimmt sehr gut mit den von Eberlein
et al. bestimmten Steigungswerten von (0,0117 + 0,0006) mGy ! fiir 31 [11] und von (0,0127 +
0,0009) mGy ! fiir [17"Lu]Lu-DOTATATE/DOTATOC [10] iiberein. Des Weiteren entspricht die
Steigung im Rahmen des angegebenen Fehlerintervalls der in dieser Arbeit ermittelten Steigung
der Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir 5- und «-Emitter (siehe Kapitel 3.3.2), was die Vergleichbarkeit
zwischen der gewéhlten Bestrahlung ex vivo und der In-vivo-Bestrahlung im Patienten wéhrend
der ersten Stunden nach Therapiebeginn bestétigt.

Wahrend die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle innerhalb der ersten Stunden nach Verabrei-
chung mit der Energiedosis im Blut Dgjyt korreliert, ist die entsprechende Dosisleistung DBlut der
entscheidende Faktor fiir deren Verlauf zu spateren Zeitpunkten, 48 h und 96 h nach Verabreichung.
Zu diesen Zeltpunkten war ein linearer Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Anzahl an
RIF pro Zelle und DBlut erkennbar. Patienten, bei welchen DBlut zu den Zeitpunkten tg und tv
verhéltnisméfig hoch war, weisen folglich entweder langsamere Reparaturkinetiken auf oder eine
auch zu spéten Zeitpunkten erhohte Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen. Besonders deutlich
wird dieser Zusammenhang am Beispiel von Patient LuP9: Er zeigte zu den Abnahmezeitpunkten
> 48h die hochste Dosisleistung und hochste Anzahl an RIF. Eine Abhéngigkeit der Anzahl
der RIF von der Dosisleistung berichten auch Lassmann et al., die Patienten mit differenziertem
Schilddriisenkarzinom wahrend Radioiodtherapie untersuchten [5]. In anderen Studien, die den
Verlauf von v-H2AX- und/oder 53BP1-Foci wihrend Radionuklidtherapien untersuchten, wurden
Abhéngigkeiten von der Dosisleistung nicht betrachtet [10, 11, 80, 81].

Eine Verbindung zwischen der Dosisabhéingigkeit wéihrend der ersten Stunden nach Verabrei-
chung und der Abhéngigkeit von der entsprechenden Dosisleistung zu spéteren Zeitpunkten nach
Therapiebeginn und somit eine vollstdndige Beschreibung des Verlaufs der durchschnittlichen
Anzahl an RIF pro Zelle konnte zukiinftig durch eine Modellierung der zeit- und dosisabhéngigen
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Induktion und Abnahme erreicht werden. Diese kdnnte auch dazu beitragen, patientenspezifische
Unterschiede besser zu beschreiben und zu verstehen. Entsprechende Modellierungen nach externer
[50, 51] sowie interner [10, 11] Bestrahlung zeigten, dass der Riickgang der Foci als Funktion
der Zeit als zweiphasiger Prozess durch eine biexponentielle Funktion beschrieben werden kann
(vergleiche Kapitel 2.5.2).

Insbesondere zu spéateren Zeitpunkten im Therapieverlauf zeigte sich eine hohe Variabilitdt der
Daten der individuellen Patienten, die sich in einer breiteren Verteilung der durchschnittlichen
Anzahl an RIF pro Zelle und einer schwicheren Korrelation fiir die In-vivo-Kalibrierkurve im
Vergleich zu den bereits diskutierten, dhnlichen Studien [10, 11] widerspiegelt. Eine mégliche
Erklarung hierfiir konnte in der vergleichsweise langeren medizinischen Vorgeschichte und die
damit einhergehenden umfangreichen und individuell sehr unterschiedlichen Vorbehandlungen der
Prostatakarzinom-Patienten liegen.

Um einen Zusammenhang zwischen klinischen Endpunkten und der variablen Effektivitdt der
DNA-Reparatur beziehungsweise des unterschiedlichen Verlaufs der Energiedosis im Blut zu
finden, wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt, die signifikante Korrelationen zwischen der
durchschnittlichen Anzahl an RIF zum Zeitpunkt ¢; beziehungsweise DBlut(t7) und den PSA-
Werten ergaben. Bei Patienten, bei welchen hohere PSA-Konzentrationen im Serum gemessen
wurden, war die Dosisleistung im Blut und die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle 96 h nach
Verabreichung signifikant erhéht. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass durch Auswertung
bestimmter klinischer Parameter Riickschliisse auf den individuellen Verlauf der Energiedosis
sowie die individuelle Effektivitdt der DNA-Reparatur gezogen werden kénnten. Aufgrund der
verhdltnisméfig geringen Anzahl an Daten fiir die Korrelationsanalyse (n = 13) sind die Ergebnisse
dieser Studie jedoch ausschlieflich als erste Hinweise fiir diesen Zusammenhang zu werten. Um
die Ergebnisse zu validieren und mogliche Storfaktoren, wie beispielsweise den Einfluss der
stark variierenden Vorbehandlungen der Patienten, auszuschlieflen, miissten zukiinftig gezielte
Untersuchungen mit einer weitaus hoheren Patientenzahl durchgefiihrt werden.
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5 Zeit- und Dosisabhangigkeit von
DNA-Schdaden wahrend PET /CT-Diagnostik
mit [°3Ga]Ga-PSMA

5.1 Einleitung

PSMA-Liganden kénnen nicht nur mit zu therapeutischen Zwecken eingesetzten S~ -Emittern
markiert werden, sondern auch mit S*-Emittern, welche in der nuklearmedizinischen Diagnostik
verwendet werden. Die PET /CT-Untersuchung mit PSMA-Liganden ist eine nichtinvasive Technik
der Bildgebung, die in der Diagnostik des Prostatakarzinoms steigenden Einsatz findet.

Unter Verwendung des y-H2AX-Assays wurden DNA-Schiden im Blut von Patienten nach diagno-
stischen PET(/CT)-Untersuchungen bisher nur in wenigen Studien und bislang ausschliefilich nach
Verabreichung des Radiopharmakons [**F]Fluordesoxyglucose (FDG) untersucht [82-86], nicht aber
nach Applikation von PSMA-Liganden. Des Weiteren konnte in keiner der bereits veréffentlichten
Studien eine Beziehung zwischen der Schadensinduktion und der Energiedosis hergestellt werden
[82-86]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Zeit- und Dosisabhéngigkeit der Induktion und
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in PBMCs von Prostatakarzinom-Patienten wahrend
PET/CT-Diagnostik mit [%*Ga]Ga-PSMA untersucht werden. Neben der Berechnung der durch
das [®®*Ga]Ga-PSMA resultierenden Energiedosis im Blut und der Quantifizierung der dadurch
induzierten DNA-Doppelstrangbriiche sollte dabei auch zusétzlich der Einfluss der CT und des
iodhaltigen Kontrastmittels untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Studie wurden 2020 in
»Cancers® veroffentlicht [87].

5.2 Methoden

5.2.1 Patienten

15 Prostatakarzinom-Patienten, die diagnostische PET/CT-Untersuchungen mit [**Ga]Ga-PSMA
erhielten, wurden in die Studie eingeschlossen. Indikationen fiir die Untersuchungen waren Staging
beziehungsweise Restaging, PSA-Rezidiv oder progredienter Krankheitsverlauf. Die intravendse
Verabreichung einer Standardaktivitit von 150 MBq des mit ®Ga markierten PSMA-Liganden
(PSMA 1&T, SCINTOMICS GmbH) erfolgte etwa eine Stunde vor dem PET/CT-Scan (Biograph
mCT, Siemens Healthineers). Das Ende der Injektion wurde als Start- und Referenzzeitpunkt fiir
diese Studie gewéhlt. Allen Patienten wurden zudem 10 mg Furosemid (Lasix®, Sanofi- Aventis) oral
verabreicht, um die Energiedosis in der Blase zu reduzieren, sowie 30 ml Peritrast® (Dr. Franz Koéhler
GmbH), um den CT-Kontrast im Verdauungstrakt zu erhéhen. Direkt vor dem CT-Scan wurde 1 ml

45



5 Zeit- und Dosisabhéngigkeit von DNA-Schéiden wéihrend PET/CT-Diagnostik mit [°®Ga]Ga-PSMA

pro Kilogramm Koérpergewicht eines iodhaltigen Kontrastmittels (Ultravist®-370, Bayer) injiziert.
Der CT-Scan wurde bei einer Spannung von 120 kV und mit einem Rhrenstrom-Zeit-Produkt von
210mA s als Referenz unter Verwendung einer Anatomie-basierten Réhrenstrommodulation (Care
Dose) durchgefiithrt. Zusétzlich erfolgte eine Niedrigdosis-CT des Thorax bei 120kV und 80 mA s.

5.2.2 Blutentnahmen und Dosisleistungsmessungen

Blutproben wurden vor Verabreichung des Radiopharmakons (Zeitpunkt to, zur Bestimmung des
individuellen Nullwerts) und nominell 15 min nach Verabreichung (¢;), direkt vor der PET/CT-
Untersuchung (¢2; etwa 60 min nach Verabreichung), direkt nach der PET/CT-Untersuchung (¢3),
und 90 min bis 120 min nach dem Scan (t4) entnommen. Fiir die Blutentnahmen wurden Li-Heparin
Blutentnahmerdhrchen (S-Monovette®, Sarstedt) verwendet. Direkt nach der Entnahme wurden
die Blutproben wie in 2.5.3 beschrieben fiir die Auswertung mittels des y-H2AX+53BP1-Assays
aufbereitet. Ein Teil jeder Blutprobe wurde zur Bestimmung der Aktivitdtskonzentration im Blut
im Germanium-Detektor gemessen, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben.

Zur Bestimmung des Aktivitdtsverlaufs im Ganzkoérper wurden, wie in Kapitel 2.3.3 erlautert,
wiederholt Messungen der Dosisleistung durchgefiihrt. Die insgesamt drei bis vier Messungen
erfolgten in der Regel direkt vor oder direkt nach der jeweiligen Blutentnahme. Die erste Messung,
die, wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben, zur Normierung aller Werte verwendet wurde, erfolgte vor
der ersten Miktion und Defikation.

5.2.3 Berechnung der Energiedosis im Blut

Die Berechnung der Energiedosis im Blut erfolgte wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben. Gleichung 2.17
wurde mit den S-Werten fiir ®®Ga und, zur besseren Ubersicht, mit tp = ¢ verwendet:

(5.1)

Gy ml 0,0459 Gy kg?/3
D = Ag- |42 : .
Blut(t) = Ao < 5 GBqh Bt (t) + 5 GBqh ak(t)

Zur Berechnung des S-Wertes fiir die Selbstbestrahlung des Blutes wurden die von Eckerman und
Endo publizierten Zerfallsdaten verwendet [29]. Die TIACs 71yt und 7gx wurden patientenspezi-
fisch aus den Zeit-Aktivitdts-Kurven des Blutes und des Ganzkorpers (siehe Kapitel 2.4.2) nach
Gleichungen 2.19 und 2.20 berechnet.

Die nach Gleichung 5.1 berechnete Energiedosis im Blut Dpy(t) bezieht sich ausschlieflich
auf den Beitrag des verabreichten %8Ga. Der zusitzliche Beitrag durch die CT ist hierbei nicht
beriicksichtigt. Die entsprechende Dosisleistung im Blut DBlut(t) ist definiert als die zeitliche
Ableitung der Energiedosis im Blut.

Von einer Abschitzung der Unsicherheiten der Energiedosis im Blut beziehungsweise der ent-
sprechenden Dosisleistung, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, wurde in dieser Studie abgesehen.
Die Unsicherheiten der Energiedosis im Blut beziehungsweise der entsprechenden Dosisleistung
wurden bei den durchgefiihrten Analysen, beispielsweise der linearen Anpassung, demnach nicht
berticksichtigt und die entsprechenden Fehlerbalken sind nicht aufgefiihrt.
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5.2.4 Ex-vivo-Kalibrierung zur Abschatzung der CT-Dosis

Um den Dosisbeitrag der CT Dgyyt,cr in der Patientenstudie durch eine Kalibrierkurve abschétzen
zu kénnen, wurden erginzende Versuchsreihen ex vivo durchgefiihrt. Dazu wurden fiinf gesunden
Versuchspersonen jeweils 36 ml Blut in Li-Heparin Blutentnahmerdhrchen (S-Monovette®, Sarstedt)
entnommen. Bei den fiinf Versuchspersonen handelte es sich um V1, V2, V3 und V4 (siehe Kapitel
3.2.1), sowie eine zusétzliche Versuchsperson V9 (ménnlich, 23 Jahre). Nach der Entnahme
wurde das Blut in acht Proben zu je 4,5ml aufgeteilt und dazu in 5 ml-Rundbodenréhrchen
(Sarstedt) pipettiert. Um einen moglichen zusétzlichen Einfluss des iodhaltigen Kontrastmittels
zu beriicksichtigen, wurde direkt vor der Bestrahlung zu vier der Proben 67,5l des iodhaltigen
Kontrastmittels (Ultravist®-370, Bayer) zugegeben, wihrend die restlichen vier Proben mit der
gleichen Menge PBS versetzt wurden. Die Konzentration des Kontrastmittels entsprach damit 15 ul
pro Milliliter Blut und wurde so gewahlt, dass sie, unter Annahme eines Blutvolumens von 51 bei
75 kg Korpergewicht, mit der Kontrastmittelkonzentration im Blut der Patienten iibereinstimmt.

Zur Bestrahlung im Computertomographen wurde jeweils eine Probe mit Kontrastmittel (KM) und
eine Probe ohne Kontrastmittel (noKM) auf definierte Positionen auf der Patientenliege angebracht,
wie in Abbildung 5.1 gezeigt. Die CT-Einstellungen wurden analog zur Patientenstudie gewéhlt.
Die Rohrenspannung wurde konstant auf 120 kV eingestellt und nur das Rohrenstrom-Zeit-Produkt
(mAs-Produkt) wurde variiert, um drei verschiedene Energiedosen Dpiy,cT zu erreichen: D1 mit
60mA s, D2 mit 110mA s und D3 mit 180 mA s. Ein Probenpaar pro Versuchsperson wurde zur
Bestimmung des individuellen Nullwerts unbestrahlt belassen (D0). Um das Vorgehen moglichst
genau an den Ablauf der Patientenstudie anzupassen, begann die Separation der PBMCs aus den
Blutproben 20 min nach der Bestrahlung im CT.

2 x 4,5 ml Blut:

1 Probe mit
Kontrastmittel

1 Probe ohne
Kontrastmittel

Rohrchen mit
Blut-Phantom

lonisationskammer

R

Abb. 5.1: Versuchsaufbau zur Ez-vivo-Bestrahlung der Blutproben im Computertomographen. Fiir jede
Bestrahlung wurden jeweils eine Probe mit Kontrastmittel und eine Probe ohne Kontrastmittel sowie das
Rohrchen mit integriertem Blut-Phantom auf definierte Positionen auf der Patientenliege angebracht. Die
Ionisationskammer wurde in das Blut-Phantom eingebracht und mit dem Universaldosimeter verbunden.
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Zusitzlich zu den zwei mit Blut gefiillten Rundbodenréhrchen wurde jeweils ein weiteres R6hrchen
mit integriertem Blut-Phantom und einer darin angebrachten Ionisationskammer (PTW Typ
23323) zur Bestimmung der Dosis mitbestrahlt (Abbildung 5.1). Das Blut-Phantom wurde durch
3D-Druck so erstellt, dass es exakt in die verwendeten 5 ml-Rundbodenréhrchen passte und die
Ionisationskammer zentral darin positioniert werden konnte. Als Material fiir das Phantom wurde
Polyamid 12 gewihlt, das eine eine dhnliche Dichte wie Blut hat (1,01 gcm™3). Die Ionisations-
kammer wurde mit einem kalibrierten Universaldosimeter (UNIDOS, PTW) verbunden. Bei der
Tonisationskammer handelte es sich um ein Modell, das in der Strahlentherapie fiir Afterloading-
Behandlungen im Rektum eingesetzt wird. Es kann sowohl fiir Messungen in Luft als auch in
Fliissigkeiten eingesetzt werden. Der Messbereich der Ionisationskammer liegt zwischen 0,5 mGy
und 5,8 Gy, mit einer Aufléosung der Digitalanzeige von mindestens 0,5% des Messbereichs laut
Herstellerangabe [88]. Vor den eigentlichen Bestrahlungen und Messungen wurde die Ionisations-
kammer zunéchst mit 240 mA s vorbestrahlt und es wurde ein Nullabgleich durchgefiihrt. Nach
jeder Bestrahlung konnte der unter Verwendung der ,,Low-dose“-Einstellung (0,5 mGy bis 58 mGy)
gemessene Wert Dpjy¢ cr am Dosimeter abgelesen werden.

5.2.5 y-H2AX+53BP1-Assay

Die Quantifizierung der kolokalisierenden v-H2AX+53BP1-Foci und Berechnung der RIF erfolgte
wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Patienten

Insgesamt wurden 15 Patienten (GaP1-GaP15) in einem durchschnittlichen Alter von (71£6) Jahren
in die Studie eingeschlossen. Die verabreichte Aktivitit lag im Mittel bei (140 +21) MBq [*®®*Ga]Ga-
PSMA I&T. Der angegebene Computed Tomography Dose Index (CTDI,,) der Ganzkérper-CT
betrug im Mittel (14,3 + 2,9) mGy. Der CTDI,,; der Niedrigdosis-CT des Thorax lag bei allen
Patienten bei 6,1 mGy. Die individuellen Daten der Patienten sind in Tabelle 5.1 gelistet.

Die Entnahmen der Blutproben erfolgten vor Verabreichung (#p) und (18 +5) min (¢1), (564 10) min
(t2), (90 £ 16) min (¢3) und (185 £ 15) min (¢4) nach Verabreichung. Aufgrund des individuellen
Patientenmanagements konnten die nominellen Zeitpunkte fiir die Blutentnahmen und Messungen
nicht immer genau eingehalten werden oder mussten in einzelnen Fillen entfallen. Zum Zeitpunkt
to war bei Patient GaP8 keine Blutentnahme méglich. Nicht auswertbar waren die bei Patient
GaP7 zum Zeitpunkt to und bei Patient GaP9 zum Zeitpunkt t3 entnommenen Blutproben.
Zwischen der Blutentnahme und dem Beginn der Verarbeitung der Blutproben, das heifit der
Separation der PBMCs, vergingen durchschnittlich (8 + 3) min. Zwischen dem CT-Scan und dem
Beginn der Verarbeitung der Blutproben danach lagen im Mittel (19 & 5) min. Fiir dosimetrische
Berechnungen wurde immer der Beginn der Verarbeitung der Blutproben als Referenzzeitpunkt
verwendet. Dieser war (24 + 5) min (1), (64 & 11) min (¢2), (101 £ 14) min (¢3) und (193 + 15) min
(t4) nach Verabreichung.
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Tab. 5.1: Demographische und klinische Daten der 15 Patienten GaP1-GaP15. Zudem ist der CTDI,,; der
Ganzkorper-CT gelistet. Der C'T'DI,,,; der Niedrigdosis-CT des Thorax lag bei allen Patienten bei 6,1 mGy
und ist hier nicht aufgefiihrt.

Patienten Alter Gewicht Verabreichte Gleason- PSA CTDI,q

ID (a) (kg) Aktivitit (MBq)  Score  (ngml 1) (mGy)
GaP1 70 79 158 4+4 10 13,45
GaP?2 73 80 147 4+5 0,3 12,31
GaP3 69 113 134 4+3 0,8 18,41
GaP4 73 7 127 4+4 31 11,52
GaP5 74 77 121 4+5 100 12,42
GaP6 64 74 174 3+4 35 13,10
GaP7 73 90 110 - 0,2 14,49
GaP8 72 80 121 3+3 36 11,95
GaP9 67 118 121 4+5 33 20,15
GaP10 56 100 163 4+4 12 18,18
GaP11 73 83 175 344 1.9 12,96
GaP12 73 106 144 4+4 0,3 17,48
GaP13 69 87 143 444 1,0 14,02
GaP14 82 87 137 - 12 10,95
GaP15 81 78 118 3+4 - 12,66

5.3.2 Dosimetrie

Die durch die Verabreichung des ®®Ga resultierenden Energiedosen im Blut zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten ¢ wurden mit Gleichung 5.1 berechnet. Zur Berechnung der patientenspezifischen
TIACs Tyt (t) und 7gk (t) wurden die entsprechenden Zeit-Aktivitits-Kurven bis zum Zeitpunkt
t integriert. Zur Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Aktivitdtskonzentration im Blut wurden
biexponentielle Fitfunktionen mit ausschliellich physikalischem Zerfall fiir die zweite Komponente
gewahlt, wihrend zur Beschreibung der Ganzkorper-Retention monoexponentielle Fitfunktionen

verwendet wurden.

Zu den Zeitpunkten ti, to, t3 und t4 betrug die Energiedosis im Blut Dgjy(t) im Durchschnitt
(1,0 £ 0,3) mGy, (1,8 £ 0,5) mGy, (2,1 £ 0,5) mGy und (2,6 + 0,7) mGy. Dpy(t3) lag in allen
Patienten unterhalb von 3 mGy, wihrend Dgjy(t4) weniger als 4 mGy betrug. Von der Berechnung
einer Gesamtdosis Dpjyt(00) wurde aufgrund der geringen Anzahl an Datenpunkten abgesehen.

Der zeitliche Verlauf der Energiedosis im Blut sowie der entsprechenden Dosisleistung im Blut

ist in Abbildung 5.2A und in Abbildung 5.2B fiir einen ausgewéhlte Patienten (GaP14) mit
durchschnittlichen Fitparametern gezeigt.
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Abb. 5.2: Zeitlicher Verlauf der Energiedosis im Blut sowie der entsprechenden Dosisleistung nach
Verabreichung von [*®*Ga]Ga-PSMA 1&T am Beispiel eines ausgewéhlten Patienten (GaP14) mit durch-
schnittlichen Fitparametern. A: Zeitlicher Verlauf der Energiedosis im Blut. B: Zeitlicher Verlauf der
entsprechenden Dosisleistung im Blut.

5.3.3 y-H2AX+53BP1 Foci

Der Nullwert der Patienten lag im Mittel bei 0,40 + 0,17 Foci pro Zelle. Er unterschied sich
signifikant von den Foci-Werten zu den Zeitpunkten ¢; bis 4 nach Applikation, wie abhédngige
t-Tests zeigten. Die durchschnittliche Anzahl an Foci pro Zelle lag zu den Zeitpunkten t1, to, t3
und t4 im Mittel bei 0,56 + 0,16, 0,62 + 0,20, 0,81 £+ 0,16 und 0,75 £+ 0,19, wie im Boxplot in
Abbildung 5.3A dargestellt. Auch von t; zu ts und von ts zu t3 war eine signifikante Zunahme
der durchschnittlichen Anzahl an Foci zu verzeichnen. Von t3 zu t4 blieb die durchschnittliche
Anzahl an Foci pro Zelle bei der Mehrheit der Patienten im Rahmen der Messunsicherheit konstant.
Nur bei einem Patienten (GaP12) war eine deutliche Zunahme und bei zwei Patienten (GaP6
und GaP14) eine deutliche Abnahme zu beobachten. Der Verlauf bei GaP9 konnte aufgrund
der fehlenden t¢3-Probe in dieser Hinsicht nicht ausgewertet werden. Der zeitliche Verlauf der
durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle ist fiir alle Patienten in Abbildung 5.3B gezeigt.

Die Abhéngigkeit der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle von der berechneten Energiedosis
im Blut Dgpyt ist in Abbildung 5.4 gezeigt. Fiir die ersten drei Zeitpunkte (¢g, t1 und to; vor der
CT-Untersuchung) wurde ein linearer Zusammenhang angenommen und eine Anpassungsgerade
durch die zusammengefassten Datenpunkte gelegt (Abbildung 5.4B). Der Determinationskoeffizient
lag bei 72 = 0,56 und die Geradengleichung ist gegeben durch:

@ Anzahl der RIF pro Zelle = (0,130 + 0,018) mGy ™' - Dpyy¢ + (0,011 + 0,020) (5.2)

Die Steigung dieser In-vivo-Kalibrierkurve ist mehr als zehnfach héher im Vergleich zu der
ermittelten Fz-vivo-Kalibrierkurve fiir 5- und «-Emitter (siehe Abschnitt 3.3.2) sowie der In-vivo-
Kalibrierkurve wihrend Therapie mit ['7"Lu]Lu-PSMA (siche Abschnitt 4.3.3).

Die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle zu allen vier Zeitpunkten nach Verabreichung ist
im Boxplot in Abbildung 5.4B gezeigt. Die entsprechenden mittleren Energiedosen im Blut sind in
der Legende angegeben.
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Abb. 5.3: Zeitlicher Verlauf der durchschnittlichen Anzahl an Foci beziehungsweise RIF pro Zelle nach
Verabreichung von [*®Ga]Ga-PSMA I&T. A: Boxplot der durchschnittlichen Anzahl an Foci pro Zelle zu
den fiinf Zeitpunkten to bis ty. Gegeniiber dem Nullwert zum Zeitpunkt to ist die durchschnittliche Anzahl
an Foci pro Zelle zu allen Zeitpunkten nach Verabreichung signifikant erhéht. Eine signifikante Zunahme ist
des Weiteren von t1 zu ty und von ty zu ts zu beobachten. B: Verlauf der individuellen, patientenspezifischen
Werte.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Zeitpunkte t, t; und t, = GaP1
4+ GaP2
0,6 e GaP3 i
GaP4

T T
[t (1,0 £0,3) mGy (®Ga)
1,0 F[CJt,: (1,8 £0,5) mGy (*®Ga) E
[ t,: (2,1 +0,6) mGy (**Ga) + (11,8 £ 4,7) mGy (CT) | |
v GaP5 [ t,: (2,6 £0,7) mGy (}Ga) + (11,8 + 4,7) mGy (CT)
<« GaPé
T + GaP7
04 ; T + GaP8 .
» GaP9
= GaP10
GaP11
* GaP12
GaP13
v GaP14
<« GaP15
Lineare Anpassung
95% Konfidenzband

o
[}
T
1

o
~
T
1

02

o
N
T
b
1

0,0 |-

Durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle
Durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 t, t, t t,
Energiedosis im Blut (mGy)

Zeitpunkt

>
o)

Abb. 5.4: Durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle in Abhéngigkeit von der Energiedosis im Blut
nach PET/CT-Untersuchungen mit [*®Ga]Ga-PSMA I&T. A: Ausschnitt der Daten zu den Zeitpunkten
to bis ta (vor dem PET/CT-Scan) mit einer linearen Anpassungskurve durch die zusammengefassten
Daten (durchgezogene Linie) einschlieBlich eines 95% Konfidenzbands (graue Fliche). B: Boxplot der
durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle zu den vier Zeitpunkten t1 bis t4. Die entsprechenden mittleren
Energiedosen im Blut sind in der Legende angegeben.
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5.3.4 Ex-vivo-Kalibrierung zur Abschdtzung der CT-Dosis

Die wahrend der Ez-vivo-Bestrahlung gemessenen Dosiswerte fiir die drei unterschiedlichen CT-
Einstellungen lagen im Mittel bei D1 = (10,6 + 0,5) mGy, D2 = (20,3 + 1,1) mGy und D3 =
(31,2 £ 2,1) mGy. In den unbestrahlten Proben (DO0) lag die durchschnittliche Anzahl an Foci
pro Zelle im Mittel bei 0,28 + 0,06, wenn kein Kontrastmittel zugegeben wurde (noKM) und bei
0,28 + 0,18 bei Kontrastmittelzugabe (KM). In den bestrahlten Proben lag die durchschnittliche
Anzahl an Foci pro Zelle im Mittel bei 0,45 + 0,10 (D1, noKM) und 0,46 + 0,09 (D1, KM), bei
0,50 £0,09 (D2, noKM) und 0,59 £+ 0,06 (D2, KM) und bei 0,62 £+ 0,13 (D3, noKM) und 0,81 4+ 0,07
(D3, KM), wie in Abbildung 5.5A dargestellt. Im Gegensatz zu allen anderen Datensitzen waren
die KM-Werte bei der hochsten Dosis D3 nicht normalverteilt. In diesem Fall lag der Median der
durchschnittlichen Anzahl an Foci pro Zelle bei 0,85 (min.: 0,69, max.: 0,85). Ein Vergleich der
Anzahl der Foci in den Proben mit und ohne Kontrastmittel durch abhéngige t-Tests ergab bei
den Dosen D1 und D2 keine signifikanten Unterschiede. Bei der Dosis D3 zeigte der Wilcoxon-Test,
dass der Unterschied in der Anzahl der Foci in den Proben mit Kontrastmittel im Vergleich zu
den Proben ohne Kontrastmittel nicht signifikant war.

Die durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle in Abhéngigkeit von der gemessenen Energiedosis
im Blut Dgjut,ct ist in Abbildung 5.5B dargestellt. Lineare Anpassungskurven wurden durch
die zusammengefassten Datenpunkte gelegt, wobei der noKM-Datensatz und der KM-Datensatz
separat beriicksichtigt wurden. Die Determinationskoeffizienten lagen bei r? = 0,78 (noKM)
beziehungsweise 72 = 0,79 (KM) und die Geradengleichungen sind gegeben durch:

@ Anzahl der RIF pro Zelle (noKM) = (0,010 + 0,001) mGy ! - Dgjus,cr + (0,021 £0,022) (5.3)
@ Anzahl der RIF pro Zelle(KM) = (0,017 £ 0,002) mGy ™" - Dppy.c + (0,003 £ 0,034) (5.4)

Durch das Akaike Informationskriterium und einen F-Test konnte nachgewiesen werden, dass sich
die Steigungen der zwei Geraden signifikant unterscheiden.

Basierend auf der somit erstellten Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir die Proben mit Kontrastmittel (Glei-
chung 5.4) konnte der mittlere Beitrag der CT zu der Energiedosis im Blut in der Patientenstudie
auf Dpyt,cT = (11,8 £ 4,7) mGy abgeschétzt werden. Fiir diese Abschétzung wurde vereinfacht
angenommen, dass die Differenz der durchschnittlichen Anzahl an RIF pro Zelle zwischen Zeitpunkt
to und Zeitpunkt t3 (ARIF3_,2) in der Patientenstudie ausschliefllich durch die Strahlung der
CT verursacht wurde. Ein méglicher zusitzlicher Beitrag durch das %®Ga wurde aufgrund der
nur noch sehr geringen Dosisleistung zum Zeitpunkt der CT (vergleiche Abbildung 5.2) in dieser
vereinfachten Abschédtzung als vernachléassigbar angenommen. Das patientenspezifische ARIF3 o
wurde in Gleichung 5.4 eingesetzt und der individuelle Dosisbeitrag der CT berechnet. Zwei
Patienten (GaP3 und GaP15) wurden von der Analyse ausgeschlossen, da ein Riickgang der RIF
nach der CT zu beobachten war, das heifit ARIF3_,5 < 0. Drei weitere Patienten (GaP7, GaP8
und GaP9) mussten wegen fehlenden Proben zu den Zeitpunkten ¢y beziehungsweise t3 von der
Analyse ausgeschlossen werden. Bei allen anderen Patienten lag der individuelle Beitrag der CT
zur Energiedosis im Blut zwischen 3,9 mGy und 19,2 mGy.
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Abb. 5.5: Durchschnittliche Anzahl an Foci beziehungsweise RIF pro Zelle in ex vivo im Computertomo-
graphen bestrahlten Proben in Abhéngigkeit von der Energiedosis im Blut und der Kontrastmittelzugabe.
A: Boxplot der durchschnittlichen Anzahl an Foci pro Zelle nach Bestrahlung mit unterschiedlichen
CT-Einstellungen resultierend in den Energiedosen DO (keine Bestrahlung), D1 = (10,6 £+ 0,5) mGy,
D2 = (20,3 + 1,1) mGy und D3 = (31,2 + 2,1) mGy. B: Durchschnittliche Anzahl an RIF pro Zelle mit
einer linearen Anpassungskurve durch die zusammengefassten Daten (durchgezogene Linie) einschlielich
eines 95% Konfidenzbands (graue Fliche).

5.4 Zusammenfassung und Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurde erstmalig die zeit- und dosisabhéngige Induktion und Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen in PBMCs von Patienten wihrend PET/CT-Diagnostik mit [®Ga]Ga-
PSMA I&T untersucht. Zur Quantifizierung der strahlungsinduzierten Doppelstrangbriiche wurde
der v-H2AX+53BP1-Assay verwendet.

Insgesamt konnte auch bei Energiedosen im Blut im Bereich von 0,5 mGy bis 2,8 mGy eine ge-
geniiber dem Nullwert signifikant erh6hte Anzahl an Foci beobachtet werden. Die Steigung der

L etwa

fiir diesen Dosisbereich etablierten linearen Anpassungskurve lag mit (0,130 + 0,018) mGy
zehnfach hoher im Vergleich zu der ermittelten FEx-vivo-Kalibrierkurve fiir 8- und y-Emitter
(siehe Abschnitt 3.3.2) sowie den In-vivo-Kalibrierkurven, welche die Induktion der RIF in den
ersten Stunden wihrend Therapien mit ['7'Lu]Lu-PSMA (siehe Abschnitt 4.3.3), ['""Lu|Lu-
DOTATATE/DOTATOC [10] und '3!T beschreiben [11]. Jedoch decken die genannten bisherigen
Studien hauptséichlich den Dosisbereich zwischen 6 mGy und 100 mGy ab und enthalten keine
Daten fiir den hier untersuchten Bereich < 3mGy [10, 11, 73]. Das Ergebnis der etwa zehnfach
hoéheren Steigung bei sehr niedrigen Energiedosen deutet auf eine vermehrte Induktion von Doppel-
strangbriichen in diesem Dosisbereich hin und kann als Hypersensitivitdt im Niedrigdosisbereich
interpretiert werden. Da die Zahlfehler mit abnehmender Anzahl von Ereignissen zunehmen (siehe
Kapitel 2.5.3), ist die Auswertung von v-H2AX+53BP1-Foci in diesem sehr niedrigen Dosisbereich
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit jedoch fehleranféilliger als in hoheren Dosisbereichen.
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Eine etwa zehnfach erhohte Steigung (0,10 Foci pro mGy) der dosisabhéngigen y-H2AX-Foci im
Niedrigdosisbereich (< 10 mGy) berichten auch Beels et al.; jedoch ausschliefllich fiir Blutproben,
die mit Rontgenstrahlen bestrahlt wurden und nicht fiir Proben, die ®°Co-v-Strahlung ausgesetzt
waren [40]. Eine dhnliche Hypersensitivitét im Niedrigdosisbereich wird auch in zwei anderen von
Beels et al. veroffentlichten Studien beschrieben [89, 90]. Die Autoren schildern ein biphasisches
Verhalten der Dosisreaktion: Ein steiler linearer Anstieg der 7-H2AX-Foci bis 6 mGy [89] oder
10 mGy [90], gefolgt von einem flacheren linearen Anstieg bei hoheren Dosen. Auch Vandevoorde
et al. beobachteten eine Hypersensitivitdt im Niedrigdosisbereich als sie DNA-Schéden in den
Blutzellen von péadiatrischen Patienten mittels des v-H2AX-Assays quantifizierten [91]. Trotz
sehr niedriger Energiedosen im Blut zwischen 0,14 mGy und 8,85 mGy ergab sich nach CT-
Untersuchungen ein statistisch signifikanter Anstieg von 0,13 Foci pro Zelle im Median. Dieser
Anstieg war deutlich hoher als nach einer linearen Extrapolation des Kurvenverlaufs von héheren
auf niedrigere Energiedosen zu erwarten gewesen wére [91].

Eine mogliche Erklarung fiir die erhhte Anzahl an Doppelstrangbriichen bei sehr niedrigen Dosen
sind Bystander-Effekte in Zellen, die nicht direkt getroffen wurden [92]. Alternativ dazu konnte die
relativ hohe Anzahl an Doppelstrangbriichen auch mit einer verminderten Reparaturwirksamkeit
bei sehr niedrigen Dosen zusammenhéngen. Dies wird in mehreren Studien berichtet, welche
die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in kultivierten menschlichen Fibroblasten und
im Gewebe von Mausen nach Rontgenbestrahlung untersuchten [39, 41, 93]. Eine verminderte
Reparaturwirksamkeit im Niedrigdosisbereich wiirde zu einer Anreicherung und Persistenz der
induzierten Foci fithren.

Bislang gab es keine Patientenstudie, in der ein Zusammenhang zwischen DNA-Schéden und
der Energiedosis im Blut nach Verabreichung von Radiopharamaka in diesem diagnostischen
Niedrigdosisbereich hergestellt werden konnte, sondern hauptséchlich einige wenige Studien, welche
iiber die Induktion von Doppelstrangbriichen nach Verabreichung von ["®F]JFDG berichten [82-84,
86]. May et al. waren die ersten, die die Induktion und den Riickgang von -H2AX-Foci in
Patienten nach PET/CT-Untersuchungen mit ["®F]JFDG untersuchten [82]. Sie quantifizierten
~v-H2AX-Foci in den Lymphozyten von 33 Patienten nach Verabreichung von 138 MBq bis 354 MBq
[®F]FDG und einem oder zwei diagnostischen CT-Scans und berichten, dass ein Median von
0,11 Foci pro Zelle durch das ['*F]FDG induziert wurde, withrend die Ganzkérper-CT zu einer
Induktion von 0,17 Foci im Median fithrte [82]. Die deutlich hohere Anzahl der durch die CT
induzierten Foci steht in guter Ubereinstimmung mit dieser Studie, in der ein Anstieg von 0,15
Foci pro Zelle im Median (18 4 5) Minuten nach [®*Ga]Ga-PSMA I&T-Verabreichung und ein
Anstieg von 0,21 Foci pro Zelle im Median als Differenz zwischen dem Zeitpunkt direkt nach dem
CT-Scan (t3) und dem Zeitpunkt direkt vor dem CT-Scan (t2) beobachtet werden konnten. Da
jedoch unterschiedliche Radiopharmaka verwendet wurden und in der Studie von May et al. keine
Dosimetrie durchgefiihrt wurde, sind die Ergebnisse nicht direkt vergleichbar. Zudem erschwert
das unterschiedliche Vorgehen zur Isolierung und Fixierung der Blutzellen und die Tatsache, dass
in der vorliegenden Studie kolokalisierende v-H2AX+453BP1-Foci ausgewertet wurden, ebenfalls
die Vergleichbarkeit der absoluten Anzahl an induzierten Foci. In einer 2020 veréffentlichten
Studie konnten auch Brix et al. zeigen, dass die Anzahl an y-H2AX-Foci in den Lymphozyten
von gesunden Versuchspersonen nach Verabreichung von (338 & 42) MBq ['*®F|FDG signifikant
erhoht ist [86]. Die Autoren geben an, dass die Energiedosen eine Stunde nach Injektion im Bereich
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zwischen 1,5mGy und 3,3 mGy lagen, was gut mit den in dieser Arbeit berechneten Energiedosen
iibereinstimmt. Ein direkter Vergleich der dosisabhéngigen In-vivo-Induktion der Foci ist jedoch
nicht moglich, da Brix et al. keine absoluten Foci-Werte angeben und eine Korrelation mit den
berechneten Energiedosen nicht durchgefithrt wurde [86].

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen fanden andere Autoren, die mittels Durchflusszytometrie
v-H2AX-Fluoreszenzintensititen in den Lymphozyten von Patienten sowohl vor als auch nach
[®*F]FDG-Applikation bestimmten, keine signifikanten Verdinderungen [83, 84]. Schnarr et al.
beobachteten variierende Reaktionen in den Lymphozyten von zehn Patienten [83]. Prasad et
al. beobachteten einen Anstieg des Signals nach dem PET/CT-Scan, der jedoch aufgrund der
hohen interindividuellen Variation in den 25 Patienten nicht signifikant war [84]. Dies deutet
darauf hin, dass die Analyse von v-H2AX-Fluoreszenzintensitdten mittels Durchflusszytometrie
moglicherweise nicht empfindlich genug ist, um DNA-Schiden nach Expositionen im Bereich sehr
niedriger Energiedosen zu bestimmen, wihrend die Quantifizierung von v-H2AX enthaltenden
Foci auch in diesem Dosisbereich ein geeigneter Ansatz zu sein scheint.

Andere Arbeitsgruppen verwendeten den Comet-Assay, um DNA-Schédden nach PET/CT-Untersu-
chungen zu quantifizieren. Schmeiser et al. untersuchten das Blut von jeweils zehn Patienten nach
Verabreichung von 206 MBq bis 254 MBq ['®F]FDG und auch 108 MBq bis 262 MBq [*®*Ga]Ga-
PSMA-11, konnten aber keinen Anstieg der DNA-Schiden gegeniiber dem Hintergrundwert
beobachten. Eine Berechnung der Energiedosen im Blut erfolgte nicht [60]. Unter Verwendung des
Comet- und des Mikrokern-Assays untersuchten Nautiyal et al. DNA-Schéiden in 84 Patienten
nach PET/CT-Untersuchungen mit ['F]FDG und konzentrierten sich dabei auf den Einfluss des
iodhaltigen Kontrastmittels, das einem Teil der Patienten zusatzlich verabreicht wurde [85]. Als
Ergebnis beschreiben sie eine signifikant erhohte Anzahl an DNA-Schéden in der Patientengruppe,
der Kontrastmittel verabreicht wurde, im Vergleich zu der Patientengruppe, die kein Kontrast-
mittel erhielt [85]. Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefithrten Fz-vivo-Studie iiberein.

Um die Induktion von DNA-Schiden in Blutzellen nach CT-Scans und insbesondere den Einfluss
von iodhaltigen Kontrastmitteln sowohl ez vivo als auch in vivo zu untersuchen, wurde auch
der y-H2AX-Assay in zahlreichen Studien verwendet [90, 94-101]. In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen dieser Ez-vivo-Studie wurde in der Mehrheit der Studien eine erhéhte Anzahl
an DNA-Schédden in Proben mit Kontrastmittel berichtet. Wéahrend in einigen der FEz-vivo-
Studien beobachtet wurde, dass der Anstieg der DNA-Schédden nur bei hohen Konzentrationen
der verwendeten Kontrastmittel (bis zu 50 mgml~!) oder hohen Dosen (bis zu 1 Gy) signifikant
ist, jedoch nicht in einem fiir diagnostische Verfahren klinisch relevanten Bereich [95, 99], zeigen
viele Patientenstudien, dass es bei der Anwendung von Kontrastmitteln zu einer 30 bis 107%igen
Zunahme der DNA-Schéden im Vergleich zu Untersuchungen ohne Kontrastmittel kommt [96, 97,
99-101].

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Ez-vivo-Versuchsreihen zur Abschitzung der
CT-Dosis und des Kontrastmitteleinflusses wurden die CT-Einstellungen sowie die Konzentrati-
on des Kontrastmittels moglichst genau auf die entsprechenden Parameter der Patientenstudie
abgestimmt. Es wurde ein Dosisbereich zwischen 10 mGy und 30 mGy gewéahlt und die Kon-
trastmittelkonzentration wurde auf 5,5mgml™! Iod im Blut festgelegt. Insgesamt konnte eine
steigende Anzahl an v-H2AX+53BP1-Foci mit zunehmender Dosis beobachtet werden. Vergleicht
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man die Steigungswerte der ermittelten Ez-vivo-Kalibrierkurven, so war die Steigung fiir die
KM-Proben 1,7-mal héher als die Steigung fiir die noKM-Proben. Die Zunahme der DNA-Schiden
nach der Verabreichung von iodhaltigen Kontrastmitteln konnte durch eine erhohte Energiede-
position, das heifit, durch ein ,,dose enhancement* verursacht werden. Harbron et al. fiihrten
Monte-Carlo-Simulationen durch, um ,dose enhancement factors* (DEFs) im Blut fiir verschiedene
Blutgefafimodelle und Iodkonzentrationen zu bestimmen [102]. Fir eine Iodkonzentration von
5,0mg ml~! berechneten sie einen DEF von 1,63 fiir den intraluminalen Teil eines Arterienmodells
bei 120kV Réhrenspannung [102]. Jost et al. berechneten ebenfalls DEFs fiir 5,0 mgml ! Tod im
Blut und erhielten einen DEF von 1,56 [95]. Die Ergebnisse beider Gruppen stimmen sehr gut mit
den experimentellen Ergebnissen dieser Studie {iberein, die einen DEF von 1,7 bei 5,5 mgml~' Iod
im Blut nahelegen.

Der Vergleich des Beitrags der CT zur Energiedosis im Blut der Patienten, der im Durchschnitt
(11,8 + 4,7) mGy betrug, und des Beitrags des %®Ga von < 4mGy, lisst schlieen, dass bei dieser
Hybrid-Bildgebung hauptsichlich die CT zur Energiedosis im Blut beitragt. Die Abschitzung
der CT-Dosis auf Grundlage der Ez-vivo-Versuche ist jedoch eine Vereinfachung mit einigen
Einschrankungen: Zunéchst kann nicht sichergestellt werden, dass jede t3-Probe genau zu dem
Zeitpunkt verarbeitet wurde, an dem das Maximum der durch die CT induzierten RIF erreicht
wurde. Der durchschnittliche Zeitunterschied zwischen dem CT-Scan und der Verarbeitung der
Blutproben betrug (19+5) min, was im Allgemeinen in dem Zeitintervall liegt, in dem das Maximum
der Foci nach externer Bestrahlung zu erwarten ist [37, 44, 47]. Abweichende Zeitunterschiede bei
einzelnen Patienten konnen jedoch der Grund fiir die Variabilitdt in der Anzahl an RIF nach dem
CT-Scan sein. Insbesondere die Abnahme der RIF nach der CT bei Patient GaP3 kénnte damit
zusammenhéingen, dass die Zeit fiir die Induktion der Foci nicht ausreichte, da bei diesem Patienten
die Zeitdifferenz zwischen dem CT-Scan und der Blutprobenverarbeitung das Minimum von nur
9min betrug. Abgesehen davon ist bekannt, dass die Kinetik der Doppelstrangbruch-Reparatur
von Patient zu Patient variiert [10, 11, 73]. Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass es
trotz der niedrigen Dosisleistung im Blut zum Zeitpunkt des CT-Scans (siche Abbildung 5.2B) noch
zu einer Induktion von Doppelstrangbriichen durch das noch vorhandene %3Ga kommt. AuBerdem
ist anzumerken, dass die durchgefithrten Ez-vivo-Bestrahlungen nur den Dosisbereich zwischen
10 mGy und 30 mGy abdecken. Dieser Dosisbereich wurde passend zu den CTDI,,-Werten einer
Ganzkorper-CT mit den in dieser Studie verwendeten Einstellungen gewéhlt. Es ist jedoch nicht
vollstandig auszuschliefSen, dass die Anzahl der RIF im Niedrigdosisbereich héher sein kénnte
als nach der Extrapolation zu erwarten, wie es nach der %®Ga-Exposition in dieser Studie zu
beobachten war. Dies konnte zu einer Uberschiitzung des Beitrags der CT zur Energiedosis im
Blut gefithrt haben. Da der Wert fiir die CT-Dosis allerdings gut mit dem angezeigten CTDI,
des Ganzkorper-CT von (14,3 + 2,9) mGy im Durchschnitt iibereinstimmt, ist dies jedoch eher
unwahrscheinlich.

Insgesamt zeigt diese Studie, dass mithilfe des v-H2AX+53BP1-Assays strahlungsinduzierte
DNA-Doppelstrangbriiche auch im Bereich sehr niedriger Energiedosen < 3 mGy nachgewiesen
werden konnen. Das Ergebnis, dass mehr DNA-Schidden detektiert wurden als nach linearer
Extrapolation des Verhaltens bei hoheren Dosen erwartet, unterstreicht die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen zur Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen nach interner Bestrahlung
im Rahmen diagnostischer Untersuchungen.
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6.1 Einleitung

Zur Behandlung von Knochenmetastasen bei fortgeschrittenem Prostatakarzinom kénnen auch
o-Emitter eingesetzt werden. Nachdem 2013 in der ALSYMPCA-Studie gezeigt wurde, dass
die Lebensdauer von Patienten durch Therapie mit [*?3Ra]RaCly signifikant verliingert werden
kann, fithrte dies zur Marktzulassung von [?2*Ra]JRaCly (Xofigo®) als erstes a-emittierendes
Radiopharmakon zur Behandlung des metastasierten Prostatakarzinoms [21, 22].

Da bislang noch keine Daten zur Zeit- und Dosisabhéngigkeit von DNA-Schiden wahrend Therapie
mit [?**Ra]RaCly vorliegen, sollten diese im Rahmen dieser Studie erhoben und mit den Ez-vivo-
Daten aus Kapitel 3 verglichen werden.

6.2 Methoden

6.2.1 Patienten

Neun Prostatakarzinom-Patienten, die ihre erste Therapie mit [?**Ra]RaCly erhielten, wurden in
die Studie eingeschlossen. Die Verabreichung einer nominellen Aktivitit von 55kBq [??*Ra]RaCly
(Xofigo®, Bayer) pro Kilogramm Korpergewicht erfolgte intravenos.

6.2.2 Blutentnahmen

Blutproben wurden vor Verabreichung des Radiopharmakons (Zeitpunkt ¢, zur Bestimmung
des individuellen Nullwerts) und nominell 1,5h (¢1), 3h (t2), 4h (¢3), 24h (t4), 48 h oder alter-
nativ 96 h (¢5) und vier Wochen () nach Verabreichung entnommen. Fiir die Blutentnahmen
wurden Li-Heparin Blutentnahmershrchen (S-Monovette®, Sarstedt) verwendet. Direkt nach
der Entnahme wurden die Blutproben wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben fiir die Auswertung mit-
tels des 7-H2AX+53BP1-Assays aufbereitet. Ein Teil jeder Blutprobe wurde zur Bestimmung
der Aktivitdtskonzentration im Blut im Germanium-Detektor gemessen, wie in Kapitel 2.3.2
beschrieben.
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6.2.3 Berechnung der Energiedosis im Blut

Die Berechnung der Energiedosis im Blut erfolgte wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben. Es wurde
angenommen, dass die Energie aller a-Teilchen lokal im Blut deponiert wird, wahrend der Beitrag
der Elektronen und der Beitrag der «-Strahlung vernachléssigt wurde. Fiir die Berechnung nach
Gleichung 2.17 wurde damit ausschliefSlich der Beitrag der Selbstbestrahlung des Blutes durch
a-Teilchen beriicksichtigt und der entsprechende S-Wert aus Kapitel 3.3.3, Tabelle 3.5 verwendet.
Zur besseren Ubersicht wurde auBerdem tp = ¢ gesetzt:

mGy ml

Dt (1) = Ag - 15,5 0y 2
Blut (1) 0-15,5 kBqh

* TBIut (t) (6.1)

Der TIAC 7gyy wurde patientenspezifisch aus den Zeit-Aktivitats-Kurven des Blutes (siehe Kapitel
2.4.2) nach Gleichungen 2.19 und 2.20 berechnet.

Von einer Abschétzung der Unsicherheiten der Energiedosis im Blut, wie in Kapitel 3.2.3 beschrie-
ben, wurde in dieser Studie abgesehen. Die Unsicherheiten der Energiedosis im Blut wurden bei
den durchgefithrten Analysen demnach nicht beriicksichtigt und die entsprechenden Fehlerbalken
sind nicht aufgefiihrt.

6.2.4 v-H2AX+53BP1-Assay

Die Quantifizierung der v-H2AX+53BP1-Spuren erfolgte wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben. Wie in
Kapitel 3.3.1 erldutert, wurden auch grofie Foci mit Durchmessern > 1,1 pm als a-Spuren gezéhlt,
da angenommen werden kann, dass es hierbei um Spuren von a-Teilchen handelt, die senkrecht
zur Bildebene verliefen. Kleine, runde Foci mit Durchmessern < 1,1 pm wurden fiir diese Studie
nicht quantifiziert.

6.3 Ergebnisse

6.3.1 Patienten

Insgesamt wurden neun Patienten (RaP1-RaP9) in einem durchschnittlichen Alter von (71 £+ 7)
Jahren in die Studie eingeschlossen. Die verabreichte Aktivitéit lag zwischen 3,3 MBq und 5,6 MBq
[?2%Ra]RaCls,. Die individuellen Daten der Patienten sind in Tabelle 6.1 gelistet.

Aufgrund des individuellen Patientenmanagements konnten die nominellen Zeitpunkte fiir die
Blutentnahmen nicht immer genau eingehalten werden oder mussten in einzelnen Féllen entfallen.
Da es sich um eine Therapie handelt, die ambulant durchgefithrt wird, und es nicht allen Patienten
moglich war, an Folgetagen wiederzukommen, waren Blutentnahmen zu spéten Zeitpunkten (= 24 h
nach Verabreichung) nur bei den Patienten RaP1, RaP7, RaP8 und RaP9 moglich.

Zu den Vorbehandlungen der Patienten gehorten die operative Entfernung der Prostata, externe
Strahlentherapie, Androgendeprivation und Chemotherapie.
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Tab. 6.1: Demographische und klinische Daten der neun Patienten RaP1 bis RaP9.

Patienten Alter Gewicht Verabreichte Gleason- Anzahl der
ID (a) (kg) Aktivitdt (MBq)  Score  Knochenmetastasen
RaP1 63 95 5,5 9 > 50
RaP2 72 103 5,6 8 ~5
RaP3 76 78 4,6 9 > 50
RaP4 78 63 3,3 8 > 50
RaP5 57 85 4,6 9 > 50
RaP6 72 89 4,9 9 > 50
RaP7 72 90 4,9 9 > 20
RaP8 76 73 4,0 9 ~ 10
RaP9 70 7 4,2 7 > 200

6.3.2 Dosimetrie

Die Energiedosen im Blut zu den unterschiedlichen Zeitpunkten ¢ wurden mit Gleichung 6.1
berechnet. Zur Berechnung des patientenspezifischen TTACs 71y (t) wurde die entsprechende Zeit-
Aktivitats-Kurve bis zum Zeitpunkt ¢ integriert. In Abhéngigkeit von der Anzahl der Datenpunkte
wurden zur Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Aktivitdtskonzentration im Blut entweder
mono- oder biexponentielle Fitfunktionen gewéhlt. Nur, wenn Daten zu mindestens zwei spaten
Zeitpunkten (24 h und 48 h oder 96 h nach Verabreichung) vorlagen, das heifit bei den Patienten
RaP1, RaP7 und RaP8, wurden biexponentielle Fitfunktionen mit ausschliellich physikalischem
Zerfall fir die zweite Komponente verwendet.

Insgesamt lag die Aktivititskonzentration in den Blutproben zwischen 0,4 Bqml~! (RaP8, 96 h nach
Verabreichung) und 87,4 Bqml~! (RaP1, 1,5 h nach Verabreichung). 4 h nach Verabreichung war im
Median noch 0,4% (min.: 0,3%, max.: 0,7%) der verabreichten Aktivitdt pro Liter Blut vorhanden.
Nach 24 h ging dieser Wert auf 0,1% (min.: 0,04%, max.: 0,16%) zuriick. Die Aktivitatskonzentration
im Blut in Abhéngigkeit von der Zeit nach Verabreichung ist in Abbildung 6.1A gezeigt.

Zu den Zeitpunkten 1,5h, 3h und 4 h nach Verabreichung betrug die Energiedosis im Blut Dpjy(t)
im Median 1,0mGy (min.: 0,5 mGy, max.: 3,2mGy), 1,8 mGy (min.: 0,9mGy, max.: 4,6 mGy)
und 2,1 mGy (min.: 1,2mGy, max.: 5,2mGy). 4 h nach Verabreichung lag die Energiedosis im Blut
somit bei allen Patienten unterhalb von 6 mGy.

Die Gesamtdosis (Integration bis ¢ = c0) wurde nur fiir die Patienten RaP1, RaP7 und RaP8
berechnet und betrug 16,5mGy (= 3mGy MBq~™!) bei RaP1, 6,4mGy (= 1,3mGy MBq™!) bei
RaP7 und 4,0mGy (= 1,0mGy MBq™!) bei RaP8. Bei allen anderen Patienten wurde aufgrund
der geringen Anzahl an Datenpunkten von der Berechnung einer Gesamtdosis abgesehen.
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Abb. 6.1: Zeitlicher Verlauf der Aktivitatskonzentration im Blut sowie der Anzahl an a-Spuren nach
Verabreichung von [??3Ra]RaCly. A: Zeitlicher Verlauf der Aktivititskonzentration im Blut. B: Zeitlicher
Verlauf der Anzahl an «-Spuren in 100 Zellen.

6.3.3 y-H2AX+53BP1 Foci

In den jeweils 100 ausgewerteten Zellen der unbestrahlten Proben lie8 sich nur bei einem Patienten
(RaP9) eine einzelne a-Spur nachweisen. Die unbestrahlten Proben der anderen Patienten enthielten
keine a-Spuren.

In den nach Verabreichung entnommenen Proben konnten zwischen 0 und 7 a-Spuren pro 100
Zellen quantifiziert werden. Zu den Zeitpunkten 1,5h, 3h und 4 h nach Verabreichung betrug die
Anzahl an a-Spuren in 100 Zellen im Median 1 (min.: 0, max.: 4), 2 (min.: 1, max.: 4) und 2
(min.: 0, max.: 7). Im Vergleich zum Nullwert war die Anzahl an a-Spuren 3h (p = 0,008) und
4h (p = 0,016) nach Verabreichung signifikant erhoht. Auch zu spéteren Zeitpunkten (24 h bis
zu vier Wochen nach Verabreichung) konnte eine erhthte Anzahl an a-Spuren (min.: 1, max.: 6)
nachgewiesen werden. Die individuellen Werte aller Patienten sind in Abbildung 6.1B gezeigt.

Insgesamt zeigten die a-Spuren variable Morphologien, wie in der zusammengestellten Ubersicht
in Abbildung 6.2 veranschaulicht. Die Spuren der a-Teilchen und in einigen Zellen auch der ganze
Kern waren vorrangig durch y-H2AX markiert, mit 53BP1-Foci beziehungsweise -Clustern entlang
der Spur. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den Beobachtungen in den Ez-vivo-Experimenten
(siche Kapitel 3.3.3) sowie den Ergebnissen weiterer Studien [64, 103].

Die Abhéngigkeit der Anzahl an a-Spuren von der berechneten Energiedosis im Blut Dgyyy ist in
Abbildung 6.3A gezeigt. Aufgrund der geringen Anzahl an a-Spuren bei niedrigen Energiedosen
und den damit verbundenen relativ groflen Unsicherheiten war eine Korrelationsanalyse und damit
die Erstellung einer In-vivo-Kalibrierkurve nicht durchfithrbar. In Abbildung 6.3B sind die Ez-vivo-
Daten aus Kapitel 3.3.3 zum Vergleich mit den In-vivo-Daten der aktuellen Studie dargestellt. Die
eingezeichnete Ez-vivo-Kalibrierkurve (Gleichung 3.3) bezieht sich auf den gesamten untersuchten
Dosisbereich (5 mGy bis 136 mGy), zur besseren Ubersicht sind jedoch ausschlieBlich Datenpunkte
bis zu einer Energiedosis im Blut von 50 mGy dargestellt. Zudem sind ausschliellich die In-vivo-
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6.3. Ergebnisse

Abb. 6.2: Zusammengestellte Ubersicht von Zellkernen (DAPI, blau) mit v-H2AX+53BP1 enthaltenden
a-Spuren zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Verabreichung von [*23Ra]RaCly. Die gezeigten Zellen
stammen von verschiedenen Patienten und spiegeln die variablen Morphologien der DNA-Schadensmarker
entlang der a-Spuren wider. Zum Vergleich sind links Zellkerne aus einer unbestrahlten Probe, die vor
Verabreichung abgenommen wurde, ohne a-Spuren gezeigt (0). Mit freundlicher Genehmigung von Prof.
Harry Scherthan.

Daten bis 4 h nach Verabreichung gezeigt, da die Dauer der Bestrahlung mit dem einstiindigen
Bestrahlungsprozess ex vivo vergleichbar ist. Verglichen mit der linearen Ez-vivo-Kalibrierkurve
scheint die Haufigkeit der a-Spuren im Dosisbereich < 6 mGy in vivo héher zu sein als erwartet,
zeigt jedoch grofie patientenspezifische Variationen.
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Abb. 6.3: Durchschnittliche Anzahl an a-Spuren in 100 Zellen in Abhéngigkeit von der Energiedosis
im Blut nach Verabreichung von [***Ra]RaCly. A: Vollstindige Ubersicht. B: Detaillierter Ausschnitt der
Daten bis 4h nach Verabreichung (blaue Punkte). Zum Vergleich sind zusétzlich die Ex-vivo-Daten bis zu
einer Energiedosis im Blut von 50 mGy (dunkelrote Punkte) sowie die Ex-vivo-Kalibrierkurve (schwarze
Linie) eingezeichnet (vergleiche Kapitel 3.3.3).
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6.4 Zusammenfassung und Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurde erstmalig die zeit- und dosisabhéngige Induktion von DNA-
Doppelstrangbriichen in PBMCs von Patienten wihrend ihrer ersten Therapie mit [?22Ra]RaCly
untersucht. Zur Quantifizierung wurde der v-H2AX+53BP1-Assay verwendet und mikroskopisch
sichtbare Spuren der a-Teilchen, a-Spuren, wurden ausgewertet.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen in der Ez-vivo-Studie (vergleiche Kapitel 3.3.3) sowie
den Ergebnissen weiterer Studien [64, 103], wiesen die beobachteten a-Spuren hiufig eine variable
Morphologie mit v-H2AX als verlésslichsten Marker auf.

3h und 4h nach Verabreichung des Radiopharmakons konnte ein signifikanter Anstieg in der
Frequenz der detektierten a-Spuren gegeniiber dem Nullwert festgestellt werden. Die berechneten
Energiedosen im Blut lagen dabei im sehr niedrigen Dosisbereich, bei < 6 mGy bis 4 h nach Verab-
reichung. Die maximale Gesamtdosis betrug 16,5 mGy. Die Genauigkeit in der Dosisbestimmung
ist in dieser Studie jedoch limitiert durch die geringe Anzahl an Datenpunkten sowie durch die

relativ geringen Aktivitdtskonzentrationen im Blut.

Hinsichtlich der Aktivitdtskonzentrationen im Blut konnten grofle interindividuelle Unterschiede
zwischen den Patienten beobachtet werden, was eine entsprechende Variation in den Werten der
Energiedosis im Blut zur Folge hat. Die insgesamt schnelle Ausscheidung des [***Ra]RaClsy aus
dem Blut steht in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Carrasquillo et al., die die
Pharmakokinetik und Biodistribution von [??*Ra]RaCly in zehn Patienten untersuchten [104]. Sie
beobachteten, dass 4h nach Verabreichung ein Median von 2,0% (min.: 1,6%, max.: 3,9%) der
verabreichten Aktivitdt noch im Plasma der Patienten vorhanden war. 24 h nach Verabreichung
war dieser Wert auf einen Median von 0,55% (min.: 0,37%, max.: 1,0%) gesunken. Ausgehend von
einem Plasmavolumen von 3,21 und einem Verhéltnis der Aktivitdtskonzentration von Plasma zu
Blut von 1,5, wie in der Publikation angegeben, sind 4 h beziehungsweise 24 h nach Verabreichung
im Median noch 0,4% beziehungsweise 0,1% der verabreichten Aktivitat pro Liter Blut im Kreislauf
vorhanden [104]. Diese Werte stimmen genau mit den in dieser Arbeit erhaltenen Werten {iberein,
was die Zuverlassigkeit der ermittelten Aktivitdtskonzentrationen, die fiir die Bestimmung der

Energiedosen verwendet wurden, unterstreicht.

Im Vergleich zu der in Kapitel 3.3.3 erstellten Ez-vivo-Kalibrierkurve fiir 2> Ra war die Anzahl der
a-Spuren in vivo im Dosisbereich < 6 mGy hoher als erwartet. Dieses Ergebnis konnte auf eine
Hypersensitivitit im Niedrigdosisbereich hinweisen, wie bereits nach Verabreichung von [*®*Ga]Ga-
PSMA I&T fiir diagnostische PET/CT-Untersuchungen vermutet (vergleiche Kapitel 5.4) und
auch in weiteren Studien angedeutet [89, 91]. Insbesondere aufgrund der limitierten statistischen
Aussagekraft im Niedrigdosisbereich, ist jedoch nicht auszuschlieffen, dass die Ergebnisse dieser
Studie durch methodische Einschriankungen beeinflusst wurden. Dariiber hinaus ist anzumerken,
dass ein direkter Vergleich mit den Fz-vivo-Daten schwierig ist, da unterschiedliche Dosisbereiche
untersucht wurden. Die Fz-vivo-Studie deckt den Dosisbereich zwischen 5 mGy und 136 mGy ab
und enthélt keine Daten fiir den Bereich < 5 mGy.

Bislang gibt es nur wenige weitere Studien zu biologischen Effekten nach Bestrahlung mit
[?23Ra]RaCly und eine direkte Vergleichbarkeit ist aufgrund unterschiedlicher Bestrahlungsanord-
nungen, Zelltypen und Dosisbereiche nicht gegeben [105, 106]. In einer 2019 veroffentlichten Studie
untersuchten Runge et al. DNA-Schéiden in Lymphozyten von Prostatakarzinom-Patienten {iber
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sechs Therapiezyklen mit [*?3Ra]RaCly [107]. Dafiir quantifizierten sie v-H2AX-Foci vor jedem
Zyklus, analysierten aber nicht die Induktion von Doppelstrangbriichen wihrend der einzelnen The-
rapiezyklen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit beobachteten Runge et al. vier Wochen
nach der Behandlung, vor dem néchsten Therapiezyklus, keine a-Spuren und schliefen auf eine fast
vollstandige DNA-Reparatur [107]. Die in dieser Arbeit beobachtete geringe, aber dennoch erhéhte
Anzahl an a-Spuren in den wenigen spiaten Proben (24 h bis vier Wochen nach Verabreichung)
deuten jedoch auf eine moglicherweise unvollstdndige oder gehemmte DNA-Reparatur in einigen
zirkulierenden PBMCs hin. Generell gelten von a-Teilchen induzierte DNA-Schéden als besonders
komplex und schwierig zu reparieren [108, 109], was zu einer Persistenz der DNA-Schadensspuren
in langlebigen PBMCs fithren kdnnte. Weitere Untersuchungen zu DNA-Reparaturfaktoren und
-wegen, die entlang der a-Spuren in der DNA aktiv sind, kdnnten zu einem genaueren Verstindnis
der Reparaturprozesse beitragen, wie Untersuchungen mit hochauflésender Lichtmikroskopie [64,
110] oder Transmissionselektronenmikroskopie [111, 112] zeigen.

Stephan et al. bestimmten die Haufigkeit von Chromosomenaberrationen und die Energiedosis
im Blut bei Patienten mit Morbus Bechterew, die mit [??4Ra]RaCly behandelt wurden [113]. Die
Patienten erhielten 10 Injektionen von je 1 MBq wochentlich, resultierend in einer Gesamtaktivitét
von 10 MBq. Stephan et al. konnten zeigen, dass die Anzahl der dizentrischen Chromosomen
von der Energiedosis im Blut abhidngt und mit jeder Injektion ansteigt [113]. Aufgrund der
unterschiedlichen biologischen Endpunkte, und da in dieser Arbeit nur der erste Therapiezyklus
mit bis zu 5,6 MBq [?**Ra]RaCly untersucht wurde, ist ein Vergleich mit den Ergebnissen dieser
Studie nicht direkt méglich. Da die Ez-vivo-Studien mit ??3Ra und ??Ra jedoch gezeigt haben,
dass die Induktion von a-Spuren fiir beide Radiumisotope identisch ist (siehe Kapitel 3.3.3), ist
eine dhnliche Zeit- und Dosisabhéngigkeit fiir beide Isotope auch in vivo zu erwarten.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Studie gezeigt werden, dass der 7-H2AX+53BP1-Assay
geeignet ist, auch im sehr niedrigen Dosisbereich DNA-Schéden nach interner Bestrahlung mit
a-Emittern nachzuweisen. Wesentliche Limitationen dieser Studie sind jedoch die geringe Anzahl
an eingeschlossenen Patienten und die begrenzte Anzahl an Daten zu spéiteren Zeitpunkten nach
Therapiebeginn. Durch diese Einschrankungen war es nicht moglich, Korrelationen zwischen
den induzierten DNA-Schéden und der Energiedosis im Blut sowie klinischen Parametern zu
untersuchen. Des Weiteren bedingt die geringe Anzahl an detektierten a-Spuren (< 7 in 100
Zellen) verhéaltnisméBig grofie Unsicherheiten, da die Z&hlfehler mit abnehmender Anzahl von
Ereignissen zunehmen. Zukiinftig konnte eine Automatisierung der Auswertung es ermdoglichen,
eine groBere Anzahl an Zellen auf a-Spuren zu untersuchen und damit statistische Unsicherheiten
zu reduzieren. Damit kénnte sich der Assay sowohl in Unfallszenarien als auch zur Abschitzung
von DNA-Schéden wiahrend Radionuklidtherapien, auch bei Verwendung neuer a-emittierenden
Radiopharmaka, als niitzlich erweisen.
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7 Zusammenfassung

In der Nuklearmedizin werden radioaktive Substanzen eingesetzt, um zu therapeutischen Zwecken
gezielt bosartiges Gewebe zu zerstéren oder in diagnostischen Anwendungen Stoffwechselvorgéinge
bildlich darzustellen. Die ionisierende Strahlung der eingesetzten Radionuklide kann jedoch auch
DNA-Schiden in gesunden Zellen verursachen. DNA-Doppelstrangbriiche gehéren dabei zu den
kritischsten Lésionen, da sie schwer zu reparieren sind und eine fehlerhafte Reparatur zu Mutationen
oder zum Zelltod fiithren kann. Wahrend Radionuklidtherapien ist daher in Risikoorganen darauf
zu achten, dass die deponierte Energie pro Masse, die Energiedosis, bestimmte Werte nicht
iiberschreitet. Zu diesen Risikoorganen gehort auch das blutbildende System. Da eine Abschétzung
der Energiedosis im Knochenmark héufig iiber die Bestimmung der Energiedosis im Blut als
Surrogat erfolgt, ist deren Kenntnis von besonderem Interesse.

In dieser Arbeit wurden daher Berechnungen der Energiedosis im Blut nach interner Bestrahlung
durchgefithrt und die Ergebnisse mit der Anzahl an strahlungsinduzierten DNA-Doppelstrang-
briichen in PBMCs korreliert. Zur Quantifizierung der DNA-Schéden wurden die Biomarker
v-H2AX und 53BP1 verwendet, die nach Entstehung eines Doppelstrangbruchs um diesen ak-
kumulieren und sich durch Immunfluoreszenzfarbung als mikroskopische Foci sichtbar machen
und quantifizieren lassen. Dadurch erméglicht der v-H2AX+53BP1-Assay einen quantitativen
Nachweis strahlungsinduzierter Doppelstrangbriiche. Somit konnten im Rahmen dieser Arbeit neue
Kenntnisse tiber die Dosisabhéngigkeit von DNA-Schidden in PBMCs wahrend interner Bestrahlung
mit unterschiedlichen Radionukliden sowohl ex vivo als auch in vivo gewonnen werden.

Ezx-vivo-Untersuchungen haben den Vorteil, dass sie unter gleichbleibenden, gut definierten Bedin-
gungen durchgefiihrt werden kénnen und somit eine Analyse der Induktion von Doppelstrangbrii-
chen bei festgelegten Energiedosen und einer konstanten Bestrahlungsdauer erlauben. In dieser
Arbeit wurden Blutproben von gesunden Versuchspersonen durch Zugabe von Radionukliden in
bestimmten Aktivitdtskonzentrationen eine Stunde lang intern bestrahlt. Fiir die Bestrahlung
wurden die a-Emitter 223Ra und ?2*Ra, die 8~ -Emitter 1""Lu und Y, der f+-Emitter %Ga und
der v-Emitter 9™Tc verwendet. Der untersuchte Energiedosisbereich lag zwischen 5mGy und
136 mGy.

Nach der Bestrahlung von Blutproben mit 8- beziehungsweise v-Emittern wurde beobachtet, dass
die Anzahl der strahlungsinduzierten v-H2AX+53BP1-Foci (RIF) in den PBMCs linear mit der
Energiedosis im Blut ansteigt. Zudem zeigte sich, dass die Induktion der RIF unabhéngig vom
verwendeten Radionuklid und unabhéngig von der Versuchsperson ist.

Nach der Bestrahlung von Blutproben mit a-Emittern waren zusétzlich zu den nach Expositionen
mit [- beziehungsweise vy-Emittern beobachteten kleinen, runden Foci auch v-H2AX+53BP1
enthaltende Spuren (a-Spuren) in den Zellkernen erkennbar, welche die Trajektorien der emittierten
a-Teilchen darstellten. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl dieser a-Spuren linear mit der
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Energiedosis im Blut zunimmt und damit ein geeigneter Parameter fiir die Biodosimetrie nach
Expositionen mit a-emittierenden Radionukliden ist.

Auch in vivo wurde die Dosisabhéngigkeit der DNA-Doppelstrangbriiche wihrend der internen Be-
strahlung durch Radionuklide mit unterschiedlichen Emissionseigenschaften untersucht. Aufgrund
der neuen, vielversprechenden Entwicklungen von Radiopharmaka zur Therapie und Diagnostik des
Prostatakarzinoms in den letzten Jahren wurden dafiir Blutproben von Prostatakarzinom-Patienten
withrend Therapie mit [7"Lu]Lu-PSMA I&T, wihrend PET/CT-Diagnostik mit [*3Ga]Ga-PSMA
I&T und withrend Therapie mit [*2*Ra]RaCly untersucht.

Wihrend Therapie mit ['7"Lu|Lu-PSMA I&T zeigte sich, dass die Anzahl der RIF in den ersten
Stunden nach Therapiebeginn durch eine lineare Anpassungskurve angendhert werden kann, die mit
der Energiedosis im Blut ansteigt, gefolgt von einem Riickgang der RIF zu spéteren Zeitpunkten,
der durch die DNA-Reparatur erklart werden kann. Die gesamte Energiedosis im Blut lag im
Mittel bei (109 + 28) mGy. Der linear dosisabhéngige Anstieg der RIF zu Therapiebeginn gleicht
der dosisabhéngigen Induktion der RIF ex vivo nach Bestrahlung mit - und y-emittierenden
Radionukliden und kann gut mit der entsprechenden Fz-vivo-Kalibrierkurve beschrieben werden.
Zu spéteren Zeitpunkten (48 h und 96 h nach Verabreichung) konnte in dieser Arbeit eine lineare
Korrelation zwischen der Anzahl der noch verbleibenden RIF und der Dosisleistung nachgewiesen
werden. Eine signifikante Korrelation der Anzahl der RIF 96h nach Verabreichung mit dem
PSA-Wert deutet zudem darauf hin, dass ein Zusammenhang mit klinischen Parametern besteht.

Ein signifikanter Anstieg der y-H2AX+53BP1-Foci konnte auch nach Verabreichung von [®Ga]Ga-
PSMA I&T fur diagnostische PET /CT-Untersuchungen beobachtet werden, obwohl die Energiedo-
sen im Blut bis zum PET/CT-Scan nur < 3 mGy betrugen. Im Vergleich zur Ez-vivo-Kalibrierkurve
war die Steigung der linearen Anpassungskurve in vivo im Bereich < 3mGy in dieser Studie
etwa um ein Zehnfaches hoher, was auf eine moégliche Hypersensitivitdt im Niedrigdosisbereich
hindeuten kénnte. Der Beitrag der CT zur Energiedosis im Blut konnte durch Fz-vivo-Experimente
auf etwa 12 mGy abgeschitzt werden.

Auch wihrend Therapie mit [??>Ra]RaCly lagen die berechneten Energiedosen im Blut im Niedrig-
dosisbereich < 17mGy. Trotzdem konnten in dieser Studie erstmalig a-Spuren in vivo nach der
Verabreichung eines a-emittierenden Radionuklids quantifiziert werden, deren Anzahl 3h und 4h
nach Verabreichung des Radiopharmakons signifikant erhoht war. Auch zu spaten Zeitpunkten, bis
vier Wochen nach Therapiebeginn, waren noch a-Spuren nachweisbar, was auf eine unvollstdndige
Reparatur der komplexen, durch die a-Teilchen induzierten DNA-Schidden hinweisen kénnte. Leider
erlaubte die geringe Anzahl an Patienten und Datenpunkten keine zuverlédssigen Korrelationen mit
der Energiedosis oder mit klinischen Parametern.

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass DNA-Schéden nach interner Bestrahlung
mit a-, f- und y-emittierenden Radionukliden mit Hilfe des v-H2AX+53BP1-Assays zuverlissig
nachgewiesen und anhand der Schadensgeometrie unterschieden werden kénnen, wére es in Zukunft
interessant, DNA-Schidden auch nach Bestrahlung mit Radionuklidgemischen zu untersuchen. Dies
koénnte sowohl im Hinblick auf den Nachweis von Inkorporationen bei Strahlenunféllen hilfreich sein
als auch zu einem besseren Verstidndnis der Effekte bei Behandlungen mit Radionuklidgemischen
beitragen, welche vielversprechende Moglichkeiten fiir nuklearmedizinische Therapien bieten.
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Zudem zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass insbesondere im fiir die Diagnostik relevanten
Bereich sehr niedriger Energiedosen < 10 mGy weiterer Forschungsbedarf besteht. Durch die
Untersuchung der dosisabhéngigen Reparatur der durch interne Bestrahlung induzierten DNA-
Schéden konnte beispielsweise analysiert werden, ob die Reparaturfdhigkeit im Niedrigdosisbereich
eingeschrankt ist. Auflerdem wéire es gerade im Bereich niedriger Dosen von Interesse, zu unter-
suchen, inwiefern Beobachtungen ex vivo das Verhalten in vivo geeignet repréisentieren. Um die
erhohten statistischen Unsicherheiten im Niedrigdosisbereich zu reduzieren, kénnten zukinftig
Verbesserungen auf dem Gebiet der automatisierten Auswertung der v-H2AX+53BP1 enthaltenden
Foci und Spuren hilfreich sein.

Weitere Ziele zukiinftiger Forschungsvorhaben kénnten gezielte Untersuchungen zu Korrelatio-
nen zwischen der dosisabhéngigen Induktion und Reparatur von DNA-Schidden und klinischen
Parametern sowie die Analyse von DNA-Schidden wiahrend mehrerer Therapiezyklen darstellen.
In Zusammenhang mit der Analyse klinischer Parameter wére es denkbar, dass biodosimetrische
Auswertungen zukiinftig auch zur personalisierten Therapieplanung oder auch zur Vorhersage des
Therapieerfolgs dienen und somit langfristig zu einer Optimierung nuklearmedizinischer Therapien
beitragen kénnten.
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8 Summary

In nuclear medicine, radioactive substances are applied for therapeutic purposes to destroy
malignant tissue, or in diagnostic applications to visualize metabolic processes. However, the
ionizing radiation of the applied radionuclides can also cause DNA damage in healthy cells. Among
these, DNA double-strand breaks belong to the most critical lesions because they are difficult to
repair and misrepair can lead to mutations or cell death. Therefore, during radionuclide therapies,
it is of great importance to ensure that the deposited energy per mass, the absorbed dose, does not
exceed certain values in organs at risk. One of these organs at risk is the hematopoietic system.
As the absorbed dose to the bone marrow is often estimated by determining the absorbed dose to
the blood as a surrogate, knowledge of the latter is of particular interest.

Therefore, in this thesis, calculations of the absorbed dose to the blood after internal irradiation
were performed and the results were correlated with the number of radiation-induced DNA
double-strand breaks in PBMCs. To quantify DNA damage, the biomarkers v-H2AX and 53BP1
were used, which accumulate around a double-strand break after its formation and which can be
visualized and quantified as microscopic foci by immunofluorescence staining. Consequently, the
v-H2AX+53BP1 assay allows a quantitative detection of radiation-induced double-strand breaks.
Thus, by combining absorbed dose calculations with a quantitative analysis of DNA damage
in PBMCs during internal irradiation with various radionuclides both ez vivo and in vivo, new
knowledge was gained in the context of this work.

Ez-vivo examinations have the advantage that they can be carried out under constant, well-defined
conditions and thus allow an analysis of the induction of double-strand breaks at preset absorbed
doses and a constant irradiation duration. In this work, blood samples from healthy test persons
were internally irradiated for one hour by adding radionuclides at defined activity concentrations.
For the irradiation, the a-emitters 223Ra and ?2*Ra, the f -emitters '7"Lu and °Y, the B-emitter
68Ga and the y-emitter %" Tc were used. The absorbed dose ranged from 5 mGy to 136 mGy.

After irradiating blood samples with 8- and vy-emitters, it was observed that the number of
radiation-induced y-H2AX+53BP1 foci (RIF) in the PBMCs increases linearly with the absorbed
dose to the blood. Furthermore, it was shown that the induction of RIF is independent of the
radionuclide applied and the test person.

After irradiating blood samples with c-emitters, in addition to the small round foci observed after
exposure to - and y-emitters, 7-H2AX+53BP1 containing tracks (a-tracks) were visible in the
nuclei, which represented the trajectories of the emitted a-particles. It was shown that the number
of these a-tracks increases linearly with the absorbed dose to the blood and is, therefore, a suitable
parameter for biodosimetry after exposure to a-emitting radionuclides.

The absorbed dose dependence of DNA double-strand breaks during internal irradiation with
radionuclides with different emission properties was also investigated in vivo. Due to the promising
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8 Summary

new developments of radiopharmaceuticals for therapy and diagnostics of prostate cancer in
recent years, blood samples from prostate cancer patients were examined during therapy with
[1""Lu]Lu-PSMA I&T, during PET/CT diagnostics with [*®Ga]Ga-PSMA I&T and during therapy
with [?2*Ra]RaCls.

During therapy with ['”"Lu]Lu-PSMA I&T, it was shown that the number of RIF in the first hours
after therapy start can be approximated by a linear fitting curve, which increases with the absorbed
dose to the blood, followed by a decrease in RIF at later time points, which can be explained by
DNA repair. The total absorbed dose to the blood was (109 + 28) mGy on average. The linear
absorbed dose-dependent increase in RIF at the beginning of therapy is similar to the absorbed
dose-dependent induction of RIF ex vivo after irradiation with - and ~-emitting radionuclides
and can be well described with the corresponding ez-vivo calibration curve. At later time points
(48h and 96 h after administration), a linear correlation between the number of remaining RIF
and the dose rate was demonstrated in this work. A significant correlation of the number of RIF
96 h after administration with PSA levels also suggests a link to clinical parameters.

A significant increase in v-H2AX+53BP1 foci was also observed after administration of [%3Ga]Ga-
PSMA I&T for diagnostic PET/CT examinations, despite the fact that absorbed doses to the blood
were only < 3mGy by the time of the PET/CT scan. Compared to the ez-vivo calibration curve,
the slope of the linear in-vivo fitting curve in the range < 3 mGy in this study was approximately
ten times higher, which may indicate a possible hypersensitivity in the low dose range. The
contribution of the CT to the absorbed dose to the blood was estimated at approximately 12 mGy
by ex-vivo experiments.

During therapy with [*23Ra]RaCly, the calculated absorbed doses to the blood were also in the
low dose range < 17mGy. Nevertheless, this study was the first to quantify a-tracks in vivo after
the administration of an a-emitting radionuclide, with a significantly increased number of a-tracks
3h and 4h after administration of the radiopharmaceutical. Even at late time points, up to four
weeks after therapy start, a-tracks were still detectable, which could indicate incomplete repair of
the complex DNA damage induced by a-particles. Unfortunately, the small number of patients
and data points did not allow reliable correlations with the absorbed dose or clinical parameters.

In this thesis, it was shown that DNA damage after internal irradiation with a-, 5- and y-emitting
radionuclides can be reliably detected by applying the 7-H2AX+53BP1 assay and distinguished
by damage geometry. For future work, it would be of interest to additionally investigate DNA
damage after irradiation with mixtures of radionuclides. This could be helpful for the detection of
incorporations after radiation accidents, and could also contribute to a better understanding of the
effects of therapeutic applications of radionuclide mixtures, which offer promising opportunities
for nuclear medicine therapies.

Furthermore, the results of this work show that there is need for further research, especially in the
very low dose range < 10 mGy, which is relevant for diagnostics. By investigating the absorbed
dose-dependent repair of DNA damage induced by internal irradiation, for example, it could be
analyzed whether the repair capability is limited in the low dose range. Particularly in the range of
low doses, it would also be of interest to investigate to what extent observations ex vivo adequately
represent the behavior in vivo. In order to reduce the increased statistical uncertainties in the
low dose range, future improvements in the field of automated evaluation of v-H2AX+53BP1
containing foci and tracks could be helpful.
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Further objectives of future research projects could be investigations focussing on correlations
between the absorbed dose-dependent induction and repair of DNA damage and clinical parameters
as well as an analysis of DNA damage over several therapy cycles. In the context of the analysis of
clinical parameters, it is conceivable that biodosimetric assessments could enhance personalized
treatment planning or the prediction of therapy success, thus contributing, in the long-term, to an
optimization of nuclear medicine therapies.
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DAPI

DFG
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DOTATATE
DOTATOC
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GK
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MAG3
MIRD
mPERCIST
PBS
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PBMC

PCWGS3
PSA
PSMA
RECIST
RIF
ROS
RSO

SD
SMLM
SPECT

TIAC

Computertomographie

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol

Deutsche Forschungsgemeinschaft

Desoxyribonukleinsdure

DOTA-D-Phe-Tyr3-octreotate
DOTA-D-Phe-Tyr3-octreotide

Fluordesoxyglucose

Ganzkorper

Kontrastmittel

Linearer Energietransfer

Mercaptoacetyltriglycin

Medical Internal Radiation Dose

Modified Positron Emission Tomography Response Criteria in Solid Tumors
Phosphatgepufferte Salzlosung
Positronenemissionstomographie (engl. Positron Emission Tomography)
Mononukleare Zelle des peripheren Blutes

(engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell)

Prostate Cancer Group 3

Prostataspezifisches Antigen

Prostataspezifisches Membranantigen

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
Strahlungsinduzierte Foci (engl. Radiation-Induced Foci)
Reaktive Sauerstoffspezies (engl. Reactive Oxygen Species)
Radiosynoviorthese

Standardabweichung (engl. Standard Deviation)

Single Molecule Localization Microscopy
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie

(engl. Single Photon Emission Computed Tomography)
Time-Integrated Activity Coefficient
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