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1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom stellt mit 24,5 % aller diagizeerten Krebserkrankungen die haufigste
maligne Erkrankung des Mannes in der BRD dar [DengsSesellschaft fir Urologie, 2011].
Allerdings steht das Prostatakarzinom mit 10,3%ratidlich verlaufenden
Tumorerkrankungen in Deutschland hinter Lungemt Darmkrebs an dritter Stelle [Robert
Koch Institut, 2010]. Die altersstandardisierteidienz ist weltweit unterschiedlich und zeigt

fur Europa ein Nord-Sud-Gefalle. So liegen fur Seden Inzidenzen von 90

Erkrankte/100000 Mannern vor, wahrend fur Spanmmedenzen von 35,9 Erkrankte/100000
Mannern angegeben werden [Haas et al., 2008]. Bhsriszeitrisiko eines in der westlichen
Welt geborenen Mannes an einem Prostatakarzinoankzanken, betragt 42%, wahrend nur
9,5% symptomatisch werden und ungefahr 3% darasterben [Scardino et al., 1992].

Manner mit gut differenzierten Tumoren versterbeltes an ihrem Prostatakarzinom,
entscheidender ist hierbei der Einfluss der Begflerkrankungen [Albertson et al., 2005].

Zu den unumstrittenen Risikofaktoren, ein Prost@tzkom zu entwickeln gehdren hohes
Alter [Ries et al., 2007] und positive Familienamase [Johns et al., 2003]. Zu den
Risikofaktoren, die eine Assoziation zum Prostatzkam aufweisen, die jedoch in den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flr Urologis nicht Giberzeugend oder klinisch nicht
relevant angesehen werden, gehoren lokal entzinedieozesse wie Prostatitis, Vasektomie,
Diabetes  mellitus und  Adipositas. Erhohte  Testosieerumwerte, sowie
Testosteronsubstitution gehen nicht mit einem edoRisiko eines Prostatakarzinoms einher
[Deutsche Gesellschaft fir Urologie, 2011]. Allergs zeigen &Reduktasehemmer, die die
Umwandlung von Testosteron in Dihydrotestosteromien, einen viel versprechenden
Ansatz zur Risikoreduktion des Prostatakarzinomsdér 2010 verdffentlichten REDUCE
Studie zeigt sich nach 4-jahrigero-Reduktasehemmertherapie mit Dustasterid eine
Risikoreduktion von 22,8% gegenluber der PlacebgmupAndriole et al. 2010]. In
Deutschland sind &dReduktasehemmer zur Prévention des Prostatakarginamicht
zugelassen, jedoch finden sie vermehrt Anwendung Jeendlichen mit Alopecia
androgenica, sowie bei der benignen Prostatahygeaepim Alter.



1.1.1 Diagnostik des Prostatakarzinoms

Bei Mannern im Alter Gber 40 Jahren und einer m@inchen Lebenserwartung von mehr als
10 Jahren sollte bei dem Wunsch auf eine Prostatiaken-Friherkennungsuntersuchung eine
Bestimmung des PSA Wertes sowie eine digtal-rekiakersuchung empfohlen werden. Diese
jedoch nur nach sorgfaltiger Aufklarung des Paéentiiber deren Aussagekraft und
gegebenenfalls notwendigen Konsequenzen. Die &absbpsie wird durchgefihrt bei PSA
Werten Uber 4 ng/ml, karzinomverdachtigem Ergeldeisdigital-rektalen Untersuchung sowie
auffalligem PSA-Anstieg im Verlauf. [Deutsche Gésghaft fur Urologie, 2011].

In der prospektiv randomisierten européischen [Meftterstudie (ERSPC), bei der die
Todesraten aufgrund von Prostatakarzinom zwischeatiefiRen, die sich einem
Screeningprogramm unterzogen, mit einer Kontropgeu verglichen wurden, konnte eine
Todesratenreduktion aufgrund von Prostatakarzinonm®20% zu Gunsten der Screeninggruppe
gezeigt werden. Bei dieser Studie mussten 1410 Btagescreent werden, um einen Mann vor
dem Tod aufgrund von Prostatakarzinom zu bewah®ehrpder et al. 2009]. Zugleich wird
aber bei diesen 1410 gescreenten Mannern 116 reahidiologisch gesicherte Diagnose
Prostatakarzinom gestellt, wahrend dies bei 1410rdé in der Kontrollgruppe 68 mal der
Fall ist. Dies sind 48 zusatzliche Manner pro einendem Tod bewahrten Mann, die mit der
Diagnose Prostatakarzinom aufgrund von Screeningatafien leben missen und einer
Therapie bedurfen. Dies verdeutlicht den umstrgiten  Nutzen der

Prostatakarzinomfriherkennung.

Bei Verdacht auf Prostatakarzinom sollte zunachs éigital-rektale Untersuchung (DRU)
durchgefuhrt werden [Deutsche Gesellschaft fur &g, 2011]. Diese Untersuchung zeigt bei
sehr hoher Spezifitdt (94%) und negativen pradgktivert (99%) jedoch eine eher geringe
Sensitivitat von 59% sowie einen geringen positipesdiktiven Wert (28%) [Hoogendam et
al. 1999]. Die digital-rektale Untersuchung kanrratiudie transanale Ultraschalldiagnostik
(TRUS) erganzt werden. Anhand von PSA Wert, DRU TR&JS wird, wie oben beschrieben,
die Indikation zur Prostatastanzbiopsie gesteliie Btanzbiopsie erfolgt unter transrektal-
sonographischer Kontrolle bei Antibiotikaschutz dokbler Anasthesie. Es werden mindestens
10 bis 12 Gewebszylinder aus beiden Prostatalappetmommen und anschliel3end
histopathologisch untersucht. Wird in den StanzenkKarzinom diagnostiziert, sollte dies
unter Angabe der Stanzenlokalisation und GleasameSbeschrieben werden. Der Gleason-

Score ist ein Zahlenwert zwischen 2 und 10, wobsi Wert 2 ein wenig aggressives
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Wachstum beschreibt und der Wert 10 fur ein segresgives Wachstum steht. Der Gleason-
Score errechnet sich aus der Summe der zwei amighktarf im Prostataresektat
vorkommenden Wachstumsmuster in Zahlenwerten vais 15 entsprechend dem Grad der
Entdifferenzierung. Bei Nadelbiopsien sollte dee&lon-Score immer den schlechtesten Grad
der Entdifferenzierung beinhalten, auch wenn dieserin weniger als 5% des Probematerials
vorherrscht [Heidenreich et al. 2007]. Sofern ngiglisollte beim Biopsiematerial auch
invasives sowie Kapsel Uberschreitendes Wachstuvdheit werden [Deutsche Gesellschaft
fur Urologie, 2011].

Nach histologischer Sicherung der Diagnose Prdstezanom wird das Stadium bestimmt, in
dem sich das Prostatakarzinom befindet. Hierzut dien UICC-Klassifikation [AJCC, 2009].
Es wird hierbei zwischen den Stadien lokal begréntt2 NO MO), lokal fortgeschritten (T3-4
NO MO) und fortgeschrittenes bzw. metastasiertesstBtakarzinom (N1-3 und/oder M1)
unterschieden.

Das T-Stadium wird durch die digital-rektale Untansung bestimmt. Die Testglte der TRUS
ist der DRU nicht Uberlegen, Befunde der TRUS enlljedoch beriicksichtigt werden
[Deutsche Gesellschaft fur Urologie, 2011]. Am gessien wird die lokale Tumorausdehnung
durch die MRT mit Endorektalspulen erfasst [Bonakt1996]. Diese Untersuchung sollte vor
der Entscheidung Uber eine therapeutische Mal3nalb@ie Patienten mit unklaren
Biopsiebefunden, bei Patienten mit Gleason-Scor@ woindestens 8 und/oder lokal
fortgeschrittenen T Stadien (T3-4) durchgefuhrtdeer [Deutsche Gesellschaft fur Urologie,
2011].

Eine weitere Diagnostik zur Erfassung des N- undteidiums wird unter Berilicksichtigung
der bisher erhobenen Befunde veranlasst. Bei bédanim-Stadium, PSA Wert und Gleason-
Score ergibt sich aus Normogrammen wie der Partibelle die Wahrscheinlichkeit far
Fernmetastasen, Samenblascheninfiltration und Lykmpienmetastasen [Partin et al. 2001].
Bei einer hohen Wahrscheinlichkeit auf lokal begtenfTumorausdehnung wird keine weitere
Diagnostik durchgefiihrt. Patienten mit einem h@&isch gesicherten Prostatakarzinom und
einem PSA-Wert von >10 ng/ml oder einem Gleason&goolRer 8 oder einem T-Stadium
von 3-4 oder Knochenschmerzen sollten eine Skeiritgaphie mit**™Tc-Phosphonaten
erhalten. [Deutsche Gesellschaft fur Urologie, 3010ie Sensitivitat und Spezifitdt der
Skelettszinitgraphie liegen bei 70% und 57% [EvepiBSet al. 2006]. SPECT bzw. SPECT-
CT Aufnahmen kdnnen die Sensitivitat und Spezigdidhen. Die hochste Sensitivitat (100%)
und Spezifitat (100%) zur Detektion von Knochenrsitsen zeigen jedoch®f]Fluorid
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PET/CT Aufnahmen [Even-Sapir et al. 2006] Es gibink Evidenz dafur, dass MRT oder
Cholin-PET/CT beim Prostatakarzinom eine hohereffSioherheit fur Knochenmetastasen
besitzen [Deutsche Gesellschaft fur Urologie, 20Allgrdings sollen unklare szintigraphische
Befunde durch MRT oder CT weiter abgeklart werdeas Weiteren findet die MRT ihren
Einsatz bei der Zielvolumenberechnung bei geplagtehlentherapie [Deutsche Gesellschaft
fur Urologie, 2011].

1.1.2 Therapie des Prostatakarzinoms

Fiur das lokal begrenzte Prostatakarzinom bestebesthiedene Therapieanséatze. Neben der
radikalen Prostatektomie und Strahlentherapie best&onzepte wie Active Surveillance und
Watchful Waiting.

Die zunehmend bei jingeren Patienten durchgefiifiitbdiagnostik fuhrt bei vielen Patienten
dazu, dass Tumore detektiert werden, die nichtifgignt sind. Nicht signifikante Tumore, die
kleiner sind als <0,5cm3 und keine Gleasongradend & zeigen, fuhren nicht zu einer
verminderten Lebenserwartung oder Beeintrachtigutley Gesundheit des Betroffenen
[Graefen et al. 2008]. Um dementsprechend eine tbéepie zu vermeiden, sollten Patienten
mit einem niedrigen Risikoprofil Uber das Konzept dctive Surveillance informiert werden
[Deutsche Gesellschaft fir Urologie, 2011]. Dasdxigrisikoprofil wurde von D’Amico 1998
mit PSA < 10ng/ml, Gleason-Score 6 und T1c und T2a Tumoren formuliert und von der
Deutschen Gesellschaft fur Urologie tbernommendurdh die Forderung von Tumorgewebe
in weniger als 2 Stanzen und weniger als 50% Tuswede in einer Stanze erweitert
[D’Amico et al. 1998] [Deutsche Gesellschaft furoldrgie, 2011]. Active Surveillance ist das
Konzept eines verzogerten Vorgehens unter fortfedée Kontrolle von PSA-Wert, digital-
rektaler Untersuchung und Prostatabiopsien. Nur Paienten, bei denen eine kurative
Behandlung in Frage kommt, soll das Konzept derv&cburveillance umgesetzt werden. Bei
Patienten, die aufgrund anderer Erkrankungen egigehserwartung unter 10 Jahren haben
oder alter als 70 Jahre sind, sollte das Konzeptch¥tal Waiting erortert werden, wobei
Interventionen rein palliativ bei Tumorsymptomenfokyen [Deutsche Gesellschaft fir
Urologie, 2011].

Die primare Therapie des lokal begrenzten Prossataboms ist die radikale Prostatektomie.
Diese kann retropubisch, perineal, laparoskopisder oRoboter-assistiert erfolgen. Die
haufigsten  Nebenwirkungen dieses operativen  Eiiegrif sind  geringgradige

Belastungsinkontinenz,  erektile  Dysfunktion, Lymplen, Urin-Leckagen und
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Lungenembolien [Deutsche Gesellschaft fur Urolog@l1l]. Die radikale Prostatektomie ist
das einzige Therapieverfahren, bei dem die Wirksaihdurch eine prospektiv randomisierte
Studie gegenuber der Watchful Waiting-Strategiehgawiesen wurde. In dieser Studie von
Bill-Axelson zeigte sich bei einer medianen Nachizhtung von 8,2 Jahren nach
Prostatektomie eine Senkung der Gesamtmortaligitkichnkheitsspezifischen Mortalitat und
des Risikos fur Fernmetastasen. Allerdings wurde $enkung der krankheitsspezifischen
Mortalitdt nur bei Prostatektomiepatienten unterJ&bhren nachgewiesen. Bei den Patienten
Uber 65 Jahren war die Reduktion der krankheitspelzen Mortalitat nicht signifikant [Bill-
Axelson et al. 2005].

Die Lymphadenektomie mit Resektion von mindestels Lymphknoten sollte nur bei
Patienten mit erhohtem Risiko auf fortgeschritt&aezinomstadien durchgefihrt werden. Da
bisher keine Hinweise auf einen lebenszeitverlamdgm Nutzen besteht, sollte vor allem der
diagnostische Nutzen gegen die Nebenwirkung wie plymaele, Thrombose und
Lymphddeme abgewogen werden. Eine Indikation zurntdotherapie kann sich aus dem
positiven Lymphknotenbefund ergeben [Deutsche Getelft fir Urologie, 2011].

Die perkutane Strahlentherapie ist, genauso wierditkale Prostatektomie, eine primére
Therapieoption beim lokal begrenzten ProstatakamifiDeutsche Gesellschaft fur Urologie,
2011]. Es gibt keine prospektiv randomisierte Studlie das Ergebnis zwischen radikaler
Prostatektomie und perkutaner Strahlentherapieleiely. Zahlreiche Kohortenstudien zeigen
jedoch, dass die Ergebnisse nach radikaler Prégtatee mit denen der perkutanen
Strahlentherapie und Brachytherapie vergleichbad Blilsson et al. 2004]. So konnte auch in
der bisher grof3ten Kohortenstudie von Kupelianl.gtean signifikanter Unterschied zwischen
den drei Therapieoptionen gefunden werden. Allgslipeigte sich in dieser Studie, dass eine
perkutane Strahlentherapie mit weniger als 72 Gmay einem erhohten Risiko eines
biochemischen Rezidivs einhergeht, das sich dusigesxde PSA Werte definiert [Kupelian et
al. 2004]. Dementsprechend empfiehlt die Deutscheselischaft fur Urologie eine
Mindestdosis von 70-72 Gray, die durch dreidimemsie Bestrahlung verabreicht wird
[Deutsche Gesellschatft fur Urologie, 2011].

Nebenwirkung der Strahlentherapie sind schmerzh#&ftektitis mit rektaler Blutung,
Diarrhoea, Haematurie, Cystitis und Inkontinenzrdbudie Einfihrung der dreidimensional
konformalen Bestrahlung konnten insbesondere diktplogischen Nebenwirkungen reduziert
werden [Dearnaley et al. 1999]

Patienten mit einem hohen Risikoprofil mit PSA Veertiber 20ng/ml, Gleason-Scar® oder
klinischem Stadium> T2c sollten zusétzlich zur Strahlentherapie einerntbntherapie
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erhalten. Die Hormontherapie erfolgt durch den I[gffeiner Kastration (z.B. bilaterale
Orchiektomie, LHRH-Analoga, GnRH-Blocker) oder durantiandrogene Substanzen wie
Biclutamid oder Flutamid. In der prospektiv randsmiten TROG 96.01 Studie konnte
Danham zeigen, dass nach Bestrahlung lokaler Ra&gatainome mit einem T-Stadium gréf3er
als T2b eine lUber 6 Monate durchgefihrte Hormoagher mit Flutamid und dem GnRH-
Blocker Goserelin nach 10 Jahren Tumorprogressi@izinom-spezifische Mortalitdt und
Gesamtmortalitat signifikant senkt [Denham et alL1).

Eine weitere primare Therapieoption bei lokal begtem Prostatakarzinom mit einem
niedrigen Risikoprofil ist die Brachytherapie [Dscite Gesellschaft fur Urologie, 2011]. In der
Low-dose-rate- (LDR-) Therapie werden unter trakisder Ultraschallkontrolle radioaktive
129. oder 'pd-Seeds als Permanentimplantate eingebracht. é8efigh-dose-rate- (HDR-)
Therapie werden Uber einen transperinealen Zugaoignedeln mit*4r Strahlenquellen
temporar fur wenige Sekunden bis min an vorherdbereten Positionen eingebracht [Schenck
et al., 2006]. Wahrend die LDR-Therapie nur bei dekal begrenzten Prostatakarzinom mit
niedrigem Risikoprofil eine Therapieoption ist, idie HDR-Brachytherapie in Kombination
mit der perkutanen Strahlentherapie auch beim Idkaigeschrittenen Prostatakarzinom

angewendet [Deutsche Gesellschaft fur Urologie 1201

Das T3-Stadium (extrakapsulares Wachstum und railin von Samenblaschen) und T4-
Stadium (Organinvasion Sphinkter, Levator, BeckemyaBlase und Rektum) ohne
Lymphknoten und Fernmetastasen beschreiben das floitgeschrittene Prostatakarzinom.
Primare Therapieoptionen sind hierbei die Strahlerstpie in Kombination mit einer
Hormontherapie und die radikale Prostatektomie nmeiner extendierten pelvinen
Lymphadenektomie. Prostatektomiepatienten die eifl@amor positiven Schnittrand oder
Samenblascheninfiltration aufweisen sollten einjenahte perkutane Strahlentherapie erhalten

[Deutsche Gesellschatft fur Urologie, 2011].

Beim Lymphknoten-positiven Prostatakarzinom bestetieirurgische Therapieoptionen wie
die Lymphadenektomie sowie strahlentherapeutisdherapieoptionen wie die Bestrahlung
des pelvinen und paraortalen Lymphabflusses. Auafdjradler eingeschrankten Datenlage
werden bezuglich der beiden Therapieoptionen vanDiitschen Gesellschaft flr Urologie
keine Empfehlungen ausgesprochen [Deutsche Gdsaflis¢ir Urologie, 2011]. Eine

Hormontherapie Uber 2 Jahre sollte jedoch begleizem Strahlentherapie verabreicht werden.

Diese kann auch nach radikaler Prostatektomie mittologisch gesicherten
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Lymphknotenmetastasen durchgefuhrt werden. Auclpdtisitive Konzept Watchful Waiting

sollte von einer Hormontherapie begleitet werden.

Das nach einer primaren Therapie rezidivierendstBtakarzinom wird meist durch steigende
PSA Werte in der Nachsorge auffallig. Ein biocheines PSA-Rezidiv definiert sich bei
Patienten nach radikaler Prostatektomie durch einemmindestens zwei Messungen
bestéatigten PSA-Wertanstieg um mehr als 0,2 ngbdufsche Gesellschaft fur Urologie,
2011]. Bei der in situ verbleibenden posttherapebgn Prostata nach Strahlentherapie ist die
Definition des PSA-Rezidivs durch residuale PSAeRkdion erschwert [Fichtner, 2006]. Die
von der Deutschen Gesellschaft fir Urologie emgioél ,Phoenix-Definition eines PSA-
Rezidivs nach Strahlentherapie lautet: tiefster %t der Nachsorge (PSA-Nadir) plus 2
ng/ml. Dieser Wert soll sich nach 3 Monaten noctreil bestéatigen [Deutsche Gesellschaft fur
Urologie, 2011]. Eine bioptische Sicherung sollee Batienten nach Strahlentherapie mit der
Option einer lokalen Rezidivtherapie angestrebtdeer[Deutsche Gesellschaft fur Urologie,
2011]. Nach radikaler Prostatektomie stellt siah Biopsie der vesico-urethralen Anastomose
als zu ungenaue Methode zum Nachweis eines Lokdivezdar [Fowler et al., 1995]. Um
zwischen einem lokalen und systemischen Rezidifferenzieren, stehen diesbeztglich nach
radikaler Protatektomie PSA-Verdopplungszeit, Gd@aSGrad des Prostatektomiepréparates
und das Zeitintervall zwischen Operation und Rezidchweis im Vordergrund. Zur weiteren
Diagnostik  sollte vor einer Salvageoperation oderalv&eradiotherapie eine
Knochenszintigraphie durchgefiihrt werden. Dies essindere bei PSA-Werten >10 ng/mi
[Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011]. Eif&C[Cholin-PET/CT Bildgebung wird von
der Deutschen Gesellschaft fiir Urologie vor einalv&eoperation bei Tumorrezidiv nach
Strahlentherapie aufgrund fehlender Datenlage néchpfohlen. Biopsiebefund, T-Stadium,
PSA Wert, PSA Anstieg und PSA Verdopplungszeitesoltur Einschatzung dienen, ob das
vorliegende Rezidiv lokal begrenzt ist und die Eh&dung Uber lokaltherapeutische
Maflinahmen beeinflussen [Deutsche Gesellschaftridiogie, 2011].

Das metastasierte Prostatakarzinom sollte primarmbwoell therapiert werden. Die
biochemische Kastrationstherapie zeigt genauso die operative Kastrationstherapie
erheblichen Einfluss auf die Lebensqualitat. Soleréilzu den haufigen Nebenwirkungen
Libidoverlust, erektile Dysfunktion, HitzewallungenGynakomastie und Brustschmerz,
Osteoporse, Andmie und Zunahme des Korperfetts. dgaimstigeres Nebenwirkungsprofil

bezogen auf Hitzewallung und Libidoverlust zeiger @ntiandrogene Substanzen wie
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Biclutamid. In einer randomisierten Studie zeigtd gedoch, dass insbesondere bei Patienten
mit ausgedehnter Metastasierung die Kastratiorspierder antiandrogenen Therapie im
Bezug auf progressionsfreies Uberleben (berlegefiTigell et al., 1998]. Eine palliative
Hormontherapieentscheidung sollte demnach maRgebéich den Erwartungen des Patienten
erfolgen [Deutsche Gesellschatft fur Urologie, 2011]

Das Androgen-unabhangige oder Kastrations-resest@nostatakarzinom ist durch weiteres
Wachstum und steigende PSA Werte unter Hormontieeiggkennzeichnet. Eine Anderung
der antihormonellen Therapie oder eine zusatzli€temo- oder Steroidtherapie kann
Symptome lindern. Die Uberlebenszeit wird dadurdbhtn oder nur gering verlangert
[Deutsche Gesellschatft fur Urologie, 2011].

1.2 PET und PET/CT in der Diagnostik des Prostatakarai

Anders als bei der Skelettszinitigraphie MfTc-Phosphonaten ist der klinische Stellenwert
der PET in der Diagnostik des Prostatakarzinoms mimastritten. So wird in den Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fir Urologi€G]Cholin-PET/CT und fF]Fluorid-PET/CT erwahnt,
eine Empfehlung zur Durchfihrung dieser diagnosésc Mal3hahme wird aufgrund von
fehlender Evidenz und Datenlage jedoch nicht aysgeben [Deutsche Gesellschaft flr
Urologie, 2011]. In den Guidelines der European o&ggion of Urology (EAU) wird
anerkannt, dass PET Aufnahmen mit radioaktiven @tetivaten zur Detektion von
Lokalreziven beitragen konnen, jedoch wird zugleeafwdhnt, dass dieses Verfahren kein
klinisches Routineverfahren ist [Heidenreich et 2007]. In den englischen NICE Leitlinien
zum Prostatakarzinom wird darauf verwiesen, dassP@T kein klinisches Routineverfahren
ist. Dementsprechend wird in diesen Leitlinien BT auch nicht weiter erwéhnt [National
Collaboration Centre for Cancer, 2008]. Keine Emnitlg der PET findet sich in den
amerikanischen Leitlinien der American UrologicasAcitation [Thompson et al., 2007].

Die PET ist ein bildgebendes Verfahren, dass gdganéinderen bildgebenden Verfahren wie
der CT und MRT nicht die Morphologie eines Gewebegdergibt, sondern die
Stoffwechselaktivitat. Hierzu werden Radiopharmeka z.B. radioaktiv markierte Glukose in
Form von f®F]Fluordesoxyglukose dem Patienten gespritzt ursttdieRend wird durch einen
PET-Scan die Anreicherung dieser Radiopharmakaem wrschiedenen Geweben beurteilt.
Der Hauptanwendungsbereich der PET findet sich iereB8h der nuklearmedizinischen

Onkologie. Hierzu wurden Radiopharmaka entwickdie sich speziell in Tumorgewebe
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anreichern. Zu diesen Radiopharmaka zahlen Glukbsenosauren und Cholin, die mit im
Zyklotron hergestellten Positronenstrahlern gekt@ipperden. Die in der Nuklearmedizin am
haufigsten verwendeten Positronenstrahtéf, *'C, *N und O haben sehr kurze
Halbwertszeiten von jeweils 109,8 min, 20,3 mir@min und 2 min. Diese teilweise sehr
kurzen Halbwertszeiten erfordern von nuklearmedszimen Einrichtungen einen Anschluss an

eine Radiochemie mit Zyklotron.

Positronenstrahler emittieren bei der Umwandlunge®iProtons in ein Neutron ein positiv
geladenes Elektron (Positron) und ein Neutrino. Bas dem Atomkern emittierte Positron
trifft kurz nach Abgabe seiner kinetischen Energig ein Elektron. Hierbei kommt es zur
Paarvernichtung (Annihilation) der beiden Teilch&s. entstehen zwei Gammaquanten, die
unter einem 180° Winkel in entgegengesetzter Rightlen Ort der Paarvernichtung verlassen.
Auf die zwei Gammaquanten entféllt die Ruheenedgie Positrons und Elektrons, so dass die
Energie eines einzelnen Gammaquants 511 keV betRagitronenemissionstomographen
detektieren mit einander gegenuberliegenden Deatekdoen alle Ereignisse, welche innerhalb
eines sehr kurzen Zeitfensters (Koinzidenzfensaafjreten (4-15 ns). Somit definieren sich
Koinzidenzlinien, aus denen durch Rekonstruktiapmahmen die Aktivitatsverteilung im
Raum rekonstruiert werden kann. Der Hauptuntersclawischen SPECT (single photon
emission computed tomography) und PET ist die Notigkeit von Bleikollimatoren zur
Bestimmung der Flugrichtung bei der SPECT im Veogleur elektronischen Kollimation bei
PET. Somit ist die PET im Vergleich zur SPECT viempfindlicher fir emittierte
Gammaquanten. Durch genauere Detektion der Flugeerschiede der Gammaquanten,
sowie neuartige Detektorblocke kann die Ortsaufigsibei der PET im Vergleich zur SPECT
ohne feinere Kollimatorsysteme und konsekutiveralgéndosiserhéhung verbessert werden
[Ziegler, 2007].

Seit der Einfuhrung erster kombinierter PET/CT @&=&D98 ist es moglich, die biochemischen
Stoffwechselinformationen der PET mit den morphdoge Informationen der CT zu
verbinden. PET und CT Untersuchungen kénnen nuchdefiihrt werden, ohne den Patienten
umzulagern, wodurch Fehler in der rAumlichen Alrung minimiert werden. Zugleich ist die
Nutzung des CT-Datensatzes fur die Schwachungdiarrder PET sehr wichtig. Artefakte
aufgrund von Schwachung durch Compton-Streuung ddnsomit minimiert werden.
Inzwischen hat sich PET/CT klinisch etabliert urat in der Onkologie fast vollstandig die
alleinige PET-Untersuchung abgeldst. Die Entwicllunklinischer Systeme, die
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Kernspintomographie mit PET verbindet (MR/PET), sstr aktuell und wird flr bestimmte
Fragestellungen in der Onkologie neue Anséatze mi¢feegler, 2007]

86% aller in Deutschland durchgefihrten PET Aufnahnbeziehen sich auf onkologische
Indikationen [Kotzerke et al., 2010]. Der hierben éh&ufigsten eingesetzte Tracer ist die
[*®F]Fluordesoxyglukose, die bei malignen ProzessanGmwebscharakterisierung, Staging
und Therapiekontrolle eingesetzt wird [Reske et28l01]. Die in absteigender Reihenfolge am
haufigsten untersuchten Tumorentitéaten sind dagyénkarzinom, maligne Lymphome und
gastrointestinale Tumore [Kotzerke et al., 2010¢bsh den onkologischen Fragestellungen
werden 8% aller PET-Aufnahmen im Bereich der Neag@ und 3% im Bereich der
Kardiologie durchgefiihrt. Auch in der Kardiologiadet der Tracer'fF]Fluordesoxyglukose
zur Myokardviabilitdtsbestimmung bei koronarer Heankheit Anwendung, um den Erfolg
revaskularisierender MalRhahmen abzuschéatzen [Sgewat al., 2010]. Im Bereich der
Inflammationsdiagnostik konnte Rudd et al. 2002 mMitFJFDG die Aktivitat der
makrophagozytaren Entzindung durch erhéhte Uptattewe atherosklerotischen Plaques
nachweisen. Plaques mit hohéff][FDG Anreicherung stellten sich durch die Sympttkna
der Patienten als instabile Plagues dar [Rudd.e2(#l2]. Der breite Einsatzbereich der PET
mit [**F]FDG (FDG-PET), sowie die klinische Bedeutungsei Verfahrens zeigen auf, dass
dieses Verfahren insbesondere aus der modernenldgikanicht mehr wegzudenken ist
[Reske et al., 2001]. Allerdings erweisen sich halke Tumore als FDG-PET geeignet. So ist
die FDG-PET-Bildgebung im Gehirn aufgrund des hol@&nkosemetabolismus und des
niedrigen Signal-Hintergrund-Verhaltnisses limitieBesonders die hohe FDG-Aufnahme in
der Grauen Substanz bereitet Schwierigkeiten, heisaer ebenfalls hohen FDG-Aufnahme
bei malignen Hirntumoren zu unterscheiden. Diesbhedti wurden Aminoséauretracer
entwickelt, die im Gegensatz zum FDG kaum Anreigchgrin gesundem Gehirngewebe
zeigen. Dadurch ergibt sich ein sehr gutes Sigmalergrund Verhaltnis von Tumor zu
umgebendem Gewebe, was eine hochspezifische Hiontiagnostik erlaubt. Haufig
verwendete Tracer sind hierbéfG]Methionin, ['C]Tyrosin und {°F]JFET, von denen am

besten }'C]Methionin evaluiert ist [Drzezga, 2007].

Auch bei der PET Diagnostik des Prostatakarzinomstden fiir den Tracer®f]JFDG
Einschrankungen.*JFJFDG wird tiber die Niere ausgeschieden und retchigh somit in
Urethra und der Harnblase an. Durch die unmittelbddfhe zur Prostata ist folglich die

Beurteilung der lokalen Tumorausbreitung sowie Ditektion von Metastasen im kleinen
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Becken erschwert [de Jong et al. 2002]. Zugleidhdas Prostatakarzinom ein langsam
wachsender Tumor, der eine niedrige Gykolyserafevast. Singh et al. zeigten, dass die
schnell wachsende nicht Hormon-abhangige Prostatiakenzelllinie DU145 fur ihr schnelles
Wachstum im Vergleich zur Hormon-abhangigen, langsachsenden LNCaP Zellelinie viel
Glukose benétigt [Singh et al., 1999]. In einemvimmo Modell verglich Price den‘{F]JFDG-
Uptake von schnell wachsenden, nicht Hormon-ableniRC-3 Zellen mit dem von LNCaP
Zellen. Hierbei zeigten die langsam wachsenden LINZellen einen geringeref®f]FDG-
Uptake [Price et al., 2002]. In einem Xenograftmbdat humanen Prostatakarzinomzellen
konnten auch Javar et al. in vivo zeigten, dasq’8FDG-Aufnahme in die nicht Hormon-
abhangigen PC-3 Zellen hoher ist als in die Hormbhangigen CWR-22
Prostatakarzinomzellen [Javar et al., 2005]. Diesal weitere Studienergebnisse sind
dahingehend zu interpretieren, dass vor allem agiyere Prostatakarzinome in einem
hoheren MaRe'{F]JFDG verstoffwechseln, wenig aggressive Tumoreogidder Diagnostik
entgehen. In einem die FDG-PET Studien zum Prdsteteaom zusammenfassenden Artikel
schreibt Krause, dass bei einer organbezogenenarkkng die FDG-PET in der
Primardiagnose des Prostatakarzinoms eine nie@#gesitivitdt mit einer hohen Anzahl von
falsch-negativen Befunden aufweist [Krause et 2007]. Effert et al. zeigten in einer
klinischen Studie, dass zwischen der benignen &wdstperplasie und dem primaren
Prostatakarzinom mittels FDG-PET nicht zuverlassiterschieden werden kann [Effert et al.,
1996] Oyama et al. konnten die oben beschriebexperienentell erfasste hohere FDG-
Aufnahme bei aggressiveren Tumoren in einer klmescStudie nachweisen. Hierbei zeigte
sich eine hohere FDG-Aufnahme bei Tumoren mit eirfgéineren Gleason-Score [Oyama et
al., 1999]. Wahrend Krause et al. in ihnrem Ubetsidikel der FDG-PET eine bessere Eignung
zur Detektion des metastasierenden Prostatakarzinalh zum Primarstaging einraumen
[Krause et al., 2007], distanzieren sich Reskel én éhrem Ubersichtsartikel beztiglich der
PET in der Rezidivdiagnostik des Prostatakarzinagqasz eindeutig von FDG-PET beim
Prostatakarzinom. Es wird festgestellt, dass finera alle klinisch wichtigen Fragestellungen
in der Rezidivdiagnostik des ProstatakarzinomsR&T/CT das am haufigsten fir die PET bei
onkologischen Fragestellungen eingesetzte FDG awitzhd nicht indiziert ist [Reske et al.,
Oktober 2006].

Die genannten Limitationen voh®F]JFDG in der PET Diagnostik erforderten die Entvlicig
neuer, geeigneterer Radiopharmaka zur Darstell@sgRiostatakarzinoms. Klinisch getestet
wurden [®F]Fluordihydrotestosteron (FDHT)M{C]Acetat und radioaktiv markiertes Cholin.
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Der Einsatz vonfF]JFDHT als Androgenrezeptorligand zur Darstelluragn differenzierter
Prostatakarzinome beschrankt sich mangels kliniséinahrung und Verfugbarkeit nur auf
wenige Spezialeinrichtungen [Reske et al., Juni6RO@er am haufigsten in der PET-
Prostatakarzinomdiagnostik verwendeten Tracer giiel mit °F- oder *'C- radioaktiv
markierten Cholinderivate, gefolgt voH€]Acetat.

[*'C]Acetat zeigt eine hohe Aufnahme in Tumorzellerogifimoto et al., 2001], die durch
Uberexpression der Fettsauresynthetase in Tumerzedin eine erhohte Lipidsynthese
gekoppelt ist [Swinnen et al., 2003]. In klinisctignprobung zeigte sichiC]Acetat als nicht
zuverlassiger Tracer, um zwischen der benignen t&edg/perplasie und dem
Prostatakarzinom zu unterscheiden [Kato et al.2Riesbeziiglich scheint'C]Acetat keine
geeigneter Tracer fur den sicheren Nachweis desdpen Prostatakarzinoms zu sein [Krause
et al., 2007]. Jedoch erweist sich(JAcetat als niitzlicher Tracer zum Nachweis eines
Lokalrezidvs und zeigte in einer Rezidivdiagnodtikiee von Kotzerke et al. sehr ahnliche
Ergebnisse wie'fC]Cholin [Kotzerke et al., 2003].

Da ein Drittel aller Phospholipide in der mensdmdino Zellmembran aus Phosphatidylcholin
besteht, zeigen Tumorzellen einen erhohten Cholifwgtchsel. Den erhéhten
Cholinstoffwechsel konnten Ramirez et al. durcheesmhOhte Aktivitat der Cholinkinase in
Patientenpraparaten und Zelllinien von Mamma-, lamg Kolorektal- und
Prostatakarzinomen nachweisen [Ramirez et al.,]200i&els der MR-Spektroskopie zeigten
sich in der Prostata von Karzinompatienten erh@ftelinkonzentrationen im Vergleich mit
Patienten ohne Karzinome [Heerschap et al, 1997)t Nem Wissen Uber hohe
Cholinkonzentrationen in Prostatakarzinomen, sa@iner geringen*fC]Cholin Ausscheidung
iber die Harnwege filhrten Hara et al., die bisHé€]Cholin zur Hirntumordiagnostik
eingesetzt hatten, 1998 die erste klinische Stmgliddarstellung des Prostatakarzinoms mittels
[*'C]Cholin-PET durch. Im Vergleich mit’JF]JFDG konnten lokale Metastasen in der
[**C]Cholin-PET aufgrund von héheren Uptakraten unblefeder Hintergrundaktivitat im
kleinen Becken besser detektiert werden [Hara.etl@P8]. Die kurze Halbwertszeit vafC
(20min) limitiert den Einsatz dieses Tracers nufr Kliniken mit einem Zyklotron und einer
Radiochemie [Krause et al., 2007]. Um radioaktiveliderivate auch in Kliniken im Sinne
des Satellitenkonzeptes einzusetzen, entwickelteGrBdo et al. ‘fF]Flourmethylcholin
(FCH) mit einer®F Halbwertszeit von 109,8 min [De Grado et al, J0Ptice et al. verglichen
in einer klinischen Studie die FCH-PET mit der FP&GT an Prostatkarzinompatienten.

Hierbei zeigte sich eine Uberlegenheit von FCH géber FDG. Zugleich erwahnen die
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Autoren, dass die FCH-PET défG]Cholin-PET entsprechende Aufnahmen liefert [Pete
al., 2002].

Die PET-Diagnostik des primaren Prostatakarzinomistels *'C- und ‘®F- markierter
Cholinderivate wurde in zahlreichen Studien mit inheitlichen Ergebnissen untersucht
[Krause et al, 2011]. Die Cholin-PET Untersuchueggte bei Patienten mit diagnostiziertem
Prostatakarzinom in initialen Studien eine sehreh8knsitivitat von 100%. Yamagushi et al.
konnten in 20/20, de Jong et al. in 25/25 Prostatakompatienten mittels Cholin-PET den
Tumor darstellen [Yamagushi et al., 2005] [de Jengl., 2002]. Sutinen et al. diagnostizieren
das Prostatakarzinom ebenfalls mit einer Sensitoéd 100%, allerdings zeigen sie zugleich,
dass die benigne Prostatahyperplasie ebenfallsn eirehen $'C]Cholin-Uptake aufweist
[Sutinen et al., 2004]. Um weiter die Préazision @rolin-PET Diagnostik zu klaren, sind
Daten uber die Spezifitdt dieses Verfahrens nétigrzu veroffentlichten Farsad et al. die erste
Kolokalistationsanalyse, wobei die TumorausbreitimgProstataresktat mit det'C]Cholin-
PET/CT verglichen wurde. Stufenschnitte von Preg@izinomresektaten wurden so
angefertigt, dass fur 6 Sextanten die Tumorinfibra beurteilt werden konnte. Bei der
Auswertung von 216 Sextanten von 36 Patienten eaigh fiir die J*C]Cholin-PET/CT eine
Sensitivitat von 66% und eine Spezifitat von 81%igléich konnte gezeigt werden, dass
andere Prostatapathologien wie die HG-PIN (higltigr prostate intraepithelial neoplam)
abnormal viel {*C]Cholin aufnehmen. Die Autoren folgern, dass GRGIET/CT sich nicht fiir
die Diagnose des primaren Prostatakarzinoms eigi@sad et al., 2005]. Ebenfalls auf der
Basis von histologischen Schnittpraparaten von 2fieRten, zeigten Reske et al. eine
Sensitivitat von 81% und Spezifitat von 87% dé€[Cholin-PET/CT und folgern daraus, dass
die Darstellung der Karzinomausbreitung sowie diegénzung von gutartigem Gewebe
mittels ['C]Cholin-PET/CT méglich ist [Reske et al., Augus0B]. Anderer Meinung sind die
Autoren zweier Studien, bei denen Giovaccini ethbsi 19 und Martorana et al. bei 43
Prostatektomiepatienten die Sextantenhistologie Riestataresektate mit det'¢]Cholin-
PET/CT verglichen, um die Sensitivitat und Spedifidieses Verfahrens zur Tumordetektion
zu ermitteln. Martorana et al. berichten von ei@ensitivitat von 66% und einer Spezifitat und
86% und stellen dabei fest, dass insbesondereeklEumorlasionen unter 5 mm regelmafig
der [''C]Cholin-PET/CT Diagnostik entgehen. Somit sehenAlitoren keinen Wert fiir dieses
Verfahren zur Detektion der expraprostatischen Tramedehnung [Martorana et al., 2006].
Ebenfalls distanzieren sich Giovacchini et al. vaer Primardiagnostik und vom lokalen

Tumorstaging mittels*fC]Cholin-PET/CT, nachdem sie in ihrer Studie eirenstivitat von
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72% und Spezifitat und 43% ermittelt haben [Giovéicet al., 2008]. Da die*}C]Cholin-
PET/CT Testgute bisher nur an Prostatakarzinompatiebeschrieben wurde, veroffentlichen
Scher et al. 2006 die erste klinische Studie, eeiadich Patienten eingeschlossen wurden bei
denen die Diagnose Prostatakarziom noch nicht ljesterde. 58 Patienten mit Verdacht auf
ein Prostatakarzinom erhielten eine PET/CT oder P&ifnahme mit f*C]Cholin. Nach
weiteren diagnostischen MalRnahmen (Biopsie) odeerageutischen MalRnahmen
(Prostataresektion) wurde die histologische Diagnmst den Ergebnis der PET-Bildgebung
verglichen. Bei 37 Patienten konnte die Diagnosestatakarzinom histologisch gesichert
werden. Die PET/CT und PET zeigten dabei eine p@imezogene Sensitivitat und Spezifitat
von 86,5% und 61,9%. Die Autoren dieser Arbeit disken als Grund fur die geringe
Spezifitat eine hohe"{C]Cholin-Aufnahme auch in benignen Lasionen. Sgteei sich in der
Histologie der falsch positiven Patienten haufignigee Lasionen wie die akute Prostatitis,
chronische Prostatitis und die benigne Prostatipjasie [Scher et al, 2006].

Verschiedene Autoren beschreiben eine erhdhte &Ghaiinahme in entziindliches Gewebe.
Schmid et al. erwahnt in einéfff]Cholin-PET Studie eine hohe Anreicherung vBR]Cholin

bei Patienten mit chronisch entztindlichen Pathelogvie Sarkoidose und chronisch vendsen
Unterschenkelulkus [Schmid et al., 2005]. In eiff8]FDG und {'C]Cholin vergleichenden
PET/CT Studie zum Ovarialkarzinom wurde ein falgobsitiver Befund fir beide Tracer
eindeutig auf eine bakterielle, inflammatorischeclBmerkrankung mit Escherichia Coli
zuruckgefuhrt [Toriuka et al., 2003]. Bei 126 Paten verglichen Tian et al. den Einsatz von
[*®*F]FDG und f'C]Cholin an 130 benignen und malignen Tumoren \eestenster
Lokalisationen. Dabei zeigte sich eine hoH&CJCholin-Aufnahme in Riesenzelltumore,
Desmoidtumore, Fibrome, Neurofiborome, entziindlicBeanulationsgewebe und pigmentierte
villonodulare Synovialitis. Die meisten dieser lgign zeigen Histiozyten oder Riesenzellen,
die von Makrophagen/Monozyten abstammen [Tian.e2804]. Auch Wyss et al. stellten in
der autoradiographischen Analyse experimentelldteRabszesse einen hohéfiF[Cholin-
Uptake in Makrophagen-reichen Arealen fest [Wysale2004]. Dass die"fC]Cholin-Uptake

in entzindlichen Geweben erhéht ist und auch fagmbstische Zwecke eingesetzt werden
kann, zeigten Roivainene et al. in einer klinisct#&die bei Patienten mit proliferativen
Arthritis [Roivainene t al., 2003].

Um die Aufnahme von *{C]Cholin in verschiedene Prostatapathologien wiesttitis,

Prostatakarzinom und BPH untereinander sowie mihatem Prostatagewebe zu vergleichen,
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fuhrten Souvatzoglou et al. eine Studie an 43 Btektomiepatienten durch. Hierzu wurden 5
mm Schnittpraparate der 43 Prostataresektate iseftnente unterteilt, so dass insgesamt
2526 Segmente auf die genannten Pathologien untgrsund der f'C]Cholin-PET/CT
Aufnahmen gegentibergestellt werden konnten. Zugleigrde auch die Tumorkonfiguration
(I, fokal; II, multifokal; Ill, rind-like shaped;V size<bmm) in einem weiteren Segmentmodell
analysiert. Hierbei entsprach bei 79% der Patier{®h43) das Areal mit der hdchsten
[**C]Cholin-Aufnahme einem tumorinfiltrierten Segmeiei 7 der 9 Patienten, die eine
maximale f*C]Cholin-Aufnahme in nicht tumorinfiltrierten Segmten zeigten, wurde die
Tumorkonfiguration als Grad IV klassifiziert. Grdd Tumore konnten somit signifikant
schlechter erkannt werden als Grad | Tumore. In2&#6 analysierten Segmenten zeigte sich
454 mal normales Gewebe, 86 mal Prostatakarzin@®4 inal BPH und 95 mal Prostatitis.
Die fur diese Gewebe errechneten Uptakewerte wuuheereinander verglichen, wobei die
BPH und das Prostatakarzinom signifikant hohereakiwerte als normales Prostatagewebe
zeigten. Prostatakarzinomgewebe zeigt gegentuberlBekt hohere Uptakewerte, jedoch war
der Unterschied nicht signifikant. Uberraschendéseiéag der Uptake von Prostatitisgewebe
im Bereich von normalem Prostatagewebe und deuthtibrdings knapp nicht signifikant,
unter dem Uptake vom Prostatakarzinom [Souvatzogtaal, 2011]. Da das Prostatakarzinom
nicht von der benignen Prostatahyperplasie mifté®]Cholin-PET/CT unterschieden werden
konnte, distanzieren sich die Autoren von dem Realinsatz dieses Verfahrens als first-line
Screeningmethode bei Patienten mit einem erhohtesikaR fir ein Prostatakarzinom.
Allerdings sehen sie eine mogliche Anwendung de€]Cholin-PET/CT Diagnostik bei
Hochrisiko-Prostatakarzinompatienten, bei denertipiel Biopsien negative Befunde zeigten
[Souvatzoglou et al, 2011]. In seinem Ubersichilsalrtzur Studienlage der Cholin-PET/CT
Diagnostik beim primaren Prostatakarzinom, sielthakirause (Koautor der oben erwéhnter
Studie von Souvatzoglou) nach der Auswertung vonSirdien den Einsatz der Cholin-
PET/CT zur Diagnostik des primaren Prostatakarzemefenfalls als nicht zu empfehlendes
Verfahren [Krause et al, 2011].

Jedoch beschreibt Krause in gleichem Artikel dieTRH Diagnostik mit radioaktiven
Cholinderivaten als sensitives Verfahren zum ReiStavon Patienten mit steigenden PSA
Werten nach lokaler Therapie. Aus 19 Studien, die @&ET/CT mit radioaktiven
Cholinderivaten bei Patienten im Prostatakarzinaidre evaluiert haben, beschreibt Krause
bei insgesamt 1386 untersuchten Patienten einderaitBensitivitat und Spezifitdt von 70,7
und 65,3 und wertet die aktuelle Studienlage a¢d versprechend. Es besteht ein linearer

Zusammenhang zwischen Detektionsrate des Prostzitadarezidivs mittels fC]Cholin-
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PET/CT und PSA Wert [Krause et al, 2008]. Aber abehniedrigen PSA Werten, bei denen
die Detektionsraten eher gering sind, sieht Kragige [''C]Cholin-PET/CT Diagnostik als
klinisch sinnvoll, da die exakte Lokalisierung deszidivs individuelle Therapiestrategien
ermoglicht [Kraue et al., 2011]. Zukinftig ist areitere klinische wie wissenschaftliche
Einsatzbereiche der Cholin-PET/CT zu denken, naohd&ocacchini et al 2008 zeigen
konnten, dass sich die"'C]Cholin-PET/CT zum Therapiemonitoring der antiarginen
Therapie mit Bicalutamide eignet [Giovacchini et2008].

1.3 Entzindungszellen in Prostatapathologien

Fur die teilweise sehr geringe Spezifitdit der GREIET/CT Prostatakarzinomdiagnostik
werden meist benigne Lasionen in der Prostata wweoatlich gemacht [Farsad et al., 2005]
[Scher et al, 2006] [Souvatzoglou et al, 2011] ésindere entztindliche Prozesse zeigen eine
erhohte Cholin-Aufnahme und kénnen dadurch falsditive Befunde verursachen [Schmid et
al., 2005] [Toriuka et al., 2003] [Tian et al., 200 In folgender Ubersicht wird die

entziindliche Komponente der verschiedenen Progsadalen dargestellt.

Als Gemeinsamkeit der malignen und benignen Praysadihologien, zeigt sich haufig eine
unterschiedlich stark ausgepragte leukozytare Korapt in den jeweiligen Pathologien. Die
Prostatitis, als klassische leukozytare EntziindiargProstata, wird sogar als pathogenetischer
Faktor fur die Entstehung des Prostatakarzinomsutiest. Bastian et al. berichten in ihrem
Ubersichtsartikel zu Prostatitis und Prostatakamziniiber eine erhohte Assoziation des
Prostatakarzinoms zu sexuell Ubertragbaren Erkreggw wie Syphilis und Gonorrhé und
verweisen ebenfalls darauf, dass die Einnahme vdimgammatorischen Substanzen wie
Acetylsalicylsdure (ASS) negativ mit der Prostatakeominzidenz korreliert [Bastian et al.,
2010]. Als Vorlauferlasion der High Grade —PIN (gtadische intraepitheliale Lasion) und
somit zum Prostatakarzinom, beschreiben de Marzal.el999 erstmals die proliferative
inflammatorische Atrophie (PIA). Hierbei handelt @sh um eine hoch proliferative Lasion,
die mit einer Leukozyteninfiltration assoziiert ishd morphologische Ahnlichkeiten zur
prostatischen Atrophie aufweist. In unterschiedBtdrkem Ausmalde zeigen die PIA-Lasionen
ein leukozytares Infiltrat aus 80-85% CD3+ T-Lympien und vereinzelten CD20+ B-
Lympozyten sowie CD68+ Makrophagen. Die Autoren&men, dass die Morphologie der

PIA mit den von McNeal et al.(Postinflamatory Athyp, Bennett et al. (chronic prosatitis) und
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Blumenfeld et al. (lymphocytic prostatitis) besefi@nen Prostatapathologien Ubereinstimmt
[De Marzo et al., 1999].

Bei der benignen Prostatahyperplasie (BPH) fintéenéalls eine Leukozyteninfiltration in das

hyperplastische Gewebe statt. Die verschiedenenphotogischen Auspragungen der

Leukozyteninfiltration wurden von Kohnen et al. idahre 1979 histologisch klassifiziert

[Kohnen et. Al. 1979]. In 162 hyperplastischen Rataesekaten wurde bei 98,1% eine
Entzindungskomponente festgestellt. In einer waitehistologischen Studie von Nickel et al.

aus dem Jahr 1999 lag die Inzidenz einer Entzintheig80 BPH-Resektaten bei 100%.

Kohnen et al. klassifizierten die Leukozytenin&lion in 6 verschiedene Muster, wahrend
Nickel et al 4 verschiedene Typen beschreiben. lleabk zeigt die 6 verschiedenen

Infiltrationsmuster nach Kohnen et al.
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Tabelle 1:

Entzindungmuster in der Prostatahyperplasie nachn&wo et al. mit der jeweiligen histologischen

Morphologie, dem charakteristischen leukozytarefiltiat, der Haufigkeit und der Infiltration. Die

Haufigkeit beschreibt, in wieviel Prozent der 168sBktate die Lasion vorliegt. Die Infiltration imfoiert

Uber die Ausdehnung und beschreibt, wieviel Prozamt Resektatflache von der Leukozyteninfiltration

betroffen sind [modifiziert nach Kohnen et al., 2R7

Entzindunsmuster | Histologische Charakteristische Haufigkeit Infiltration

Morphologie Leukozyten in % in %
Glandulare Dilatierter Gang mit Im Lumen: Makrophagen, | 85,2 4,9
Entziindung Zellen im Lumen des neutrophile Granulozyten

Ganges Stroma: Lymphozyten,

Plasmazellen

Periglandulare Knotiger Fokus von Lymphozyten, Plasmazellen 88,8 3,8
Entziindung Lymphozyten und

Plasmazellen in der Nahe

eines Gangs, keine

Ganginfiltration
Diffuse Stroma Diffuse Infiltration mit Lymphozyten, 77,2 2,5
Entziindung ddematdsen Stroma Plasmazellen, selten

neutrophile Granulozyten

Isolierte Stroma Nodulare Ansammlung | Lymphozyten, Plasmazellen 61,7 1,0
Lymphknoten von Lymphozyten
Akute Abszesse mit Neutrophile Granulozyten 3,7 29
nekrotisierende Neutrophilen und
Entziindung Gewebsnekrosen
Lokalisierte Nodulare granulomatose Makrophagen, 3,7 0,8

granulomatdse

Entziindung

Lasion

Epitheloidzellen,

Lymphozyten, Plasmazelle

Wahrend Kohnen et al. mikroskopisch Felder ausedhlgeschah dies bei Nickel et al.

computergestitzt an histologischen Schnittprapayate mit Antikdrpern gegen Leukozyten

gefarbten wurden. Die 4 verschiedenen Infiltratioaster von Nickel et al. werden nach dem

Schweregrad der Auspragung weiter in drei Gradertailt und sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2:
Entzindungsmuster in der Prostathyperplasie nackeNet al. mit der histologischen Morphologie wem
charakteristischen leukozytaren Infiltrat. Die Hgléit beschreibt, in wieviel Prozent der 80 BPHsRdate
die Lasion vorliegt. Grad 1 steht fir eine mildekezytare Infiltration, wahrend Grad 3 die ausggfea
Infiltration beschreibt [modifiziert nach Nickel at., 2000].

Muster Morphologie Leukozyten Haufigkeit
Periglandulare Infiltration um Driisen Lymphozyten Gradl — 100%
Entziindung Grad3 — 84%
Glandulare Entziindung | Driisen infiltrierend Neutrophile, Gradl — 83%
Makrophagen Grad3 - 64%
Stroma Entziindung Stroma infiltrierend Lymphozyten Gradl - 91%
Grad3 - 57%
Periurethrale Um die Urethra, mit Lymphozyten Gradl - 67%
Entztndung Odembildung in Mukosa Grad3 — 34%

Im Vergleich zu den histologischen Untersuchungam Kohnen et al. stellten Nickel et al. mit
einer durchschnittlichen Leukozyteninfiltration von 1,1% eine geringere

Entziindungsausbreitung bei seinen Patienten fest.

McClinton et al untersuchte 1990 immunhistochemig&6hProstatakarzinome und 20 BPH
Resektate. Dabei wurden Antikdrper gegen T-LymptezyCD3+), T-Helferzellen(CD4+),

zytotoxische T-Zellen (CD8+), B-Lymphozyten (CD22#)onozyten/Makrophagen (CD11c+)
verwendet. Bei der mikroskopischen Auswertung zeigich in beiden Pathologien ein
ahnliches leukozytéares Infiltrat aus T-Lymphozytei®5%), Makrophagen (~25%) und B-
Lymphozyten (~9%) (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3:
Prozentwerte der héaufigsten Zelltypen des inflanomisthen Infiltrates in der benigngen Prostata-

hyperplasie und im Prostatakarzinom (Mittelwerte £. m.) [modifiziert nach McClinton et al., 1990]

T-Lymphozyten B-Lymphozyten Makrophagen

(CD3+) (CD22+) (CD11la+)
BPH 69+2 9+2 23+1
Prostatakarzinom 632 9+2 27+1

In beiden Pathologien wurde ein &hnlicher Quotiemt CD4+/CD8+ Zellen gefunden, der bei
der Hyperplasie bei 0,9 und beim Karzinom bei a@[McClinton et al. 1990].
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Sehr ausfihrlich charakterisierten Theyer et a. ldeukozyten in BPH-Gewebe. Zunachst
beschreiben Theyer et al. immunhistologisch ge¢dBRH Schnittpraparate und kdnnen dabei
zeigen, dass unter den CD45 positiven Zellen (Leyiem) die CD3+ Zelle (T-Lymphozyt) der
haufigste Zelltyp ist. Eine weitere Charakterisreyuder Leukozyten in der BPH erfolgte
mittels Durchflusszytometer. Dazu wurde Prostatehyiasiegewebe durch Kollagenasen
aufgelost, Partikel mit Nylonwolle abfiltriert undie Ubrig gebliebenen Zellen mit einem
Dichtegradienten abzentrifugiert. Die Zellen wurdemach einer Antikdrperfarbung
flusszytometrisch charakterisiert. Von den CD45-ukazyten waren 70 bis 80% CD3+ (T-
Lymphozyten) und 10% CD20+ (B-Lymphozyten). Von d@D3+ Zellen wurden wiederum
60% als CD4+ T-Helferzellen und 30% als CD8+ zytitohe T-Zellen erkannt. Im Vergleich
mit T-Lymphozyten, die aus dem Blut der Patientsaliert wurden, zeigten die aus dem
benignen Prostatahyperplasiegewebe gewonnenen phaayten eine erhéhte Expression der
T-Zell Aktivierungsmarker Interleukin-2-Rezeptordudes HLA-DR Molekuls [Theyer et al.,
1992].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dassen Blostatapathologien T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und Makrophagen beschrieben wurden.rgviddhMakrophagen mit tber 20%
im Prostatakarzinom und der BPH beschrieben wufieClinton et al., 1990], werden diese
bei PIA Lasionen nur vereinzelt gefunden [De Maetaal., 1999]. Der haufigste Zelltyp in
allen Pathologien waren T-Lymphozyten. Granulozytemden in den genannten chronischen
Prostatapathologien nicht beschrieben, sind jedoclakut inflammatorischen Prozessen der
Prostata beteiligt [Kohnen et al 1979].
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1.4 Zielsetzung

Da sowohl das Prostatakarzinom als auch die bemighmstataldsionen eine erhohte
[*’C]Cholin-Aufnahme zeigen, ist die Spezifitdt der oftatakarzinom-Diagnostik mit
[**C]Cholin-PET/CT eingeschrankt. Die in allen Prompathologien in unterschiedlicher
Auspragung vorkommenden leukozytaren Infiltrate dukymphozyten, B-Lymphozyten,
Makrophagen und Granulozyten mussen als Ursachgidierhohte fC]Cholin-Aufnahme in
Betracht gezogen werden. Um mittels PET zwischendrwnd Entziindung zu differenzieren,

bendtigt man Tracer mit einer hohen Tumorzellsélekt.

Ziel dieser Arbeit war es in einer in vitro Studmu klaren, inwiefern die in den
Prostatapathologien  vorkommenden  Entzindungszellem  Vergleich zu den
Prostatakarzinomzellen zumi*¢]Cholin- und {°F]JFDG-Uptake beitragen. In dieser Arbeit
sollte auch die Tumorzellselektivitat volif]JFDG und dem zu'fC]Cholin strukturhomologen
[*H]Cholin untereinander verglichen werden. Ebenfaltsite untersucht werden, ob der
[*H]Cholin- und [®F]JFDG-Uptake in Leukozyten stimulierbar ist und iefern die

Proliferation der Prostatakarzinomzelllinien daackr-Uptakeverhalten beeinflusst.

Hierzu wurden aus menschlichen Buffycoats mittelschizgradientenzentrifugation
mononukledre Zellen isoliert, aus deren KultivigguMakrophagen geziichtet wurden. Um
Lymphozyten und Granulozyten in mdglichst grof3einReit zu gewinnen und um die B- und
T-Lymphozyten einzeln zu isolieren, sollte das Humie Dichtegradientenzentrifugation
erhaltene Zellioslat mittels FACS (fluorescent \eatied cell sorting) sortiert werden. Die

Stimulation der Leukozyten erfolgt mit Lipopolysaetid und Concanavalin A.

Um die Uptakeversuche mit®F]FDG und fH]Cholin zur gleichen Zeit an denselben Zellen
durchzufiihren, wurde ein Tracer-Uptakemodell ertelic dass die gleichzeitige Applikation
der Tracer erlaubt. In diesem Traceruptakemoddliesder [-¥F]FDG und fH]Cholin Uptake

von den stimulierten und unstimulierten Leukozysomwie den proliferierenden und nicht

proliferierenden LNCaP- und PC-3- Prostatakarzinelfam bestimmt werden.
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2 Material

2.1 Zellen

Prostatakarzinomzellen

LNCaP

PC-3
Leukozyten:

Buffy-Coat

2.2 Kulturmedium

Forschungslabor der Urologischen Klinik und Polidinder
Technischen Universtiat Minchen

Blutspendedienst des BayerisdReten Kreuzes, Wiesentheid

LNCaP Kulturmedium: RPMI 1640

PC-3 Kulturmedium:

Leukozytenmedium:

+ 10% fetales Kalberserum (FKS)
+ 1% Penicillin 10 000 U/ml / Streptomyci@ @00 pg/ml
+ 1% NEAS
+ 1% Natriumpyruvat
RPMI 1640
+ 10% fetales Kalberserum (FKS)
+ 1% Penicillin 10 000 U/ml / Streptomyci@ @00 pg/ml
+ 1% NEAS
RPMI 1640
+ 10% fetales Kalberserum (FKS)
+ 1% Penicillin 10 000 U/ml / Streptomyci@ @00 pg/ml

2.3 Versuchsmedium

NaCl
Glukose
KCI

MgSQO,
TRIS

CaCb 2H,0

140 mM
5mM
54 mM
0,8 mM
25 mM
1,8 mM

... gel6st in destilliertem Wasser, pH-Wert auf 7ijggestellt

2.4 Stimulantien

Concanavalin A (ConA) ICN, 194069, Eschwege

Lipopolysaccharide
Serotyp 0111:B4

(LPS) from E. Coli Sigma, Steinheim, L-2630

2.5 Dichtegradientenzellisolation

Histopaque®-1077 (Dichte 1,077 g/ml) Sigma, Steimhe 1077-1
Histopaque®-1119 (Dichte 1,119 g/ml) Sigma, Steimhe 1119-1

Dulbecco’s PBS, 10x

Trypan-Blau 0,4%

Gibco, Karsruhe 14080-048
Sigma T8154
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2.6 FACS Zellisolation

Antikorper:

Antikorper: Anti-CD3-APC (IM2467) Beckman Coultdarseille, Frankreich

Antikorper: Anti-CD19-PE (A07769) Beckman Coultktarseille, Frankreich

Antikorper: Anti-CD15-Pacific Blue (A74775) Beckm&owoulter, Marseille, Frankreich

FACS Puffer: BD FACS Flow Sheath Fluid Becton Dinslon Biosciences,
Erembodegem, Belgium, (Cat. No: 342003)

Zellfilter: Filcon, Sterile, Syringe-Type Becton Dickinson Biosciences,

Erembodegem, Belgium, (Cat. No: 340598)

2.7 Chemikalien

Bio-Rad Protein-Assay Bio-Rad, Munchen, Deutschland

BSA-Proteinstandard Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (CaGIx 2H,0) Merck , Darmstadt, Deutschland

D-Glukose Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO Freeze Medium) Bio Veris @oration, Gaitherburg, USA

Dulbecco’s PBS, w/o G4 Mg’ Biochrom, Berlin, Deutschland

Fetales bovines Serum Biochrom, Berlin, Deutsahlan

Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumsulfat (MgS&) Sigma, St. Louis, USA

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumpyruvat 100 mM Biochrom, Berlin, Deutschland

Natronlauge (NaOH) 1M Riedel de Haen, Seelze, [dbldad

Natronlauge (NaOH) 3M Apotheke des MRI, MinchenytSehland

NEAS Biochrom, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml, 10 00®iochrom, Berlin, Deutschland

Hg/mi)

PRMI 1640 Medium Biochrom, Berlin, Deutschland

Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS (Sodiumdodecylsulfat) Bio-Rad, Minchen, Dedtsath

Szintillationscocktail (Lumasafe Plus) LUMAC LSC B, Groningen,
Niederlande

Tris, Tizma®base Sigma, Steinheim, Deutschland

Trypsin/EDTA-L6sung (0,05%/0,02%) Biochrom, Berlideutschland

2.8 Radioaktive Substanzen

[Methyl-*H]Cholinchlorid Amersham Bioscince Europe, Freiburg

[®FIFDG Nuklearmedizinische Klinik, Technische
Universitat Minchen

[**C]Cholin Nuklearmedizinische ~ Klinik, Technische

Universitat Minchen
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2.9 Gerate

Absaugpumpe Eppendorf 4151 Eppendorf, Hamburg

Analysewaage Sarorius, Typ LASartorius, Géttingen

230S-OCE

Beta-Counter Win spectral 1414 Wallac, Turku, &ind

Brutschrank Heraeus, Berlin

FACS Gerat: MoFlo Legacy Beckman Coulter, Kref@eutschland

Gamma-Counter 1480 Wizard 3” Wallac, Finland

Kamera Minolta X-300 S Minolta, Osaka, Japan

Laminair Heraeus HB2472 Heraeus, Berlin, Deutschlan

Mikroskop, Axiovert 10 Zeiss, Gottingen

Milli-Q UF Plus Millipore S. A. Mosheim

Neubauer-Zahlkammer Marienfeld GmbH & Co, Lauda-igéhofen,
Deutschland

pH-Meter, pH 522 WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetus®-akku Hischmann, Laborgerate

Stickstoffbehalter ARPEGE 70 Air Liqueide, Dussefd®eutschland

Vortex-Genie Scientific Industries INC, SpringfidltA, USA

UV/VIS Spektrometer Uvikon 931  Kontron Instrumerigiland, Italien

Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge, Megafuge 1,0 R Heraeus, Berlin, Deleathl

2.10 Gebrauchsmaterialien

1 ml Spritzen Omnifix-F Braun, Melsungen, Deutscid
24er Well Platten Greiner, Solingen, Deutschland
Einmalkurvetten (1,5ml) Halbmikro Brand, Wertheibgutschland
Eppendorf-Pipettenspitzen Gilson, Villier Le Bel, Frankreich
(1-10, 10-100, 100-1000 pl)

Nunc Cryo Tubes (1,8 ml) Nunc Inter Med, RoskilBénemark
Pasteurpipetten aus Glas Brand, Wertheim, Deutsdhla
Safe-Lock-Eppendorfcups Eppendorf, Hamburg, Deutschland
(1,5 ml, 2 ml)

Sterile Messpipetten Falcon, Becton Dickinson, USA
(2,5; 5; 10; 25 ml)

Szintillationsgefafd (20ml) Sarstedt, NurmbrechtuBehland
Zellkulturflaschen mit Filter Greiner, Solingen, Deutschland

(25, 75, 175 cn)
Zentrifugenrdhrchen (15, 50 ml) Corning, Bodenhdbautschland

2.11 Software

Adobe® Photoshop® elements 6.0 San Jose, KalifoyiSA
IBM® SPSS® Statistics Version 19 Ehningen, Deutsctl
Microsoft® Office 2003 Unterschleil3heim, Deutsclian

30



3 Methodik

3.1 Eingesetzte Prostatakarzinomzelllinien

Die Zelllinien LNCaP und PC-3 an denen die Versudiechgefiuhrt wurden sind die am
haufigsten in der Forschung verwendeten Prostatmianzellinien. Die LNCaP Zellen
entstammen einer Biopsie einer Lymphknotenmetastagees 50 Jahrigen Mannes
[Horoszewicz et al., 1980]. Die Zellen exprimies&ndrogen- und Ostrogenrezeptoren. Durch
Dihydrotestesteron in physiolgischen Konzentrationst die PSA mRNA Produktion
induzierbar. Die Verdopplungszeit von LNCap Zellsgtragt ungefdhr 60 Stunden [Sobel et
al., 2005].

PC-3 Zellen wurden erstmal 1979 beschrieben unskantnen einer Wirbelsaulenmetastase
eines 62 Jahrigen Mannes [Kaighn et al., 1979]. Dadlen entsprechen undifferenzierter
Tumorzellen mit einem Androgen und Wachstumsfaktotmabhangigen Zellwachstum.

Demnach wachsen PC-3 Zellen auch in weiblichen taé&lksen. Da die PC-3 Zellen nicht auf
die geringen Androgenmengen in FKS angewiesen zieiden sie im Vergleich zu LNCaP

Zellen ein von der FKS Konzentration unabhangigeischstum. Die Verdopplungszeit

betragt ungefahr 33 Stunden [Sobel et al., 2005].

3.1.1 Anzucht der Zellen im Kulturmedium

LNCaP und PC-3 Zellen wachsen adharent am Flasodenbund wurden in 25 ml der

jeweiligen Kulturmedien (siehe Material 2.2) in 1815 Flaschen angeziichtet.

LNCaP Zellen wachsen nur locker am Flaschenbodeh kimnen sich durch einfaches
Schutteln oder Klopfen aus ihrem Zellverbund |6danhoher Dichte wachsen die Zellen als
Cluster (siehe Abb. l1la) und sind dann nur schweusgendierbar. Wie man unter der
Neubauer Zahlkammer nachvollziehen kann, machen ulmesuspendierten Cluster
Zellzahlungen unmadglich (siehe Abb. 1 c). Desweggrnnsbesondere bei der Anzucht von
LNCaP Zellen darauf achten, dass die Zellen nichtdzht wachsen und sich nur wenige

Cluster ausbhilden.
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Abbildung 1:
a) Nativaufnahme von LNCaP Zellen in der Zellkutasche. Die Zellen sind noch nicht zu dicht gevezet) sodass

man nur ansatzweise eine Zellclusterformation arké€roter Pfeil). b) Resuspendierte, nicht zu digetvachsene
LNCaP Zellen unter der Neubauer Zahlkammer. Didefeteigen keine Clusterung und lassen sich deswgge
einzeln zéhlen. c) Dichtgewachsene LNCaP Zellea,ndich dem Resuspendieren unter der Neubauerzahtam

eine Clusterung zeigen (roter Pfeil). Eine Zellzdigl ist hierbei nicht mdglich.

Die PC-3 Zellen wachsen flachendeckend und koraié und bildeten eine monozellulare
Schicht (siehe Abb. 2 a). Unresuspendierbare Chiklang wie bei den LNCaP Zellen wurde

nicht beobachtet. Dementsprechend konnten die rZ@lleler Neubauerzéhlkammer stets gut
gezahlt werden (siehe Abb. 2 b).

Die Zellkulturflaschen wurden im Brutschrank bei°3iter 5% C@ Begasung und 100%
Wasserdampfsattigung aufbewahrt. Mediumwechsellgtefoje nach Bedarf, indem das
jeweilige Kulturmedium der adharent wachsenden efelinit einer sterilen Pasteurpipette
abgesaugt und 25 ml neues Kulturmedium zugegeberdewwor Zugabe des neuen
Kulturmediums wurden die adharenten Tumorzellerldworsichtige Spilung mit 10 ml PBS
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von Detritus etc. befreit und PBS wieder abgesabigt.Zellen wurden durchschnittlich 7- 10

Tage in Kultur gehalten, ehe sie passagiert wurden.

Abbildung 2
a) Nativaufnahme von PC-3 Zellen in der Zellkulasthe b) Abgeldste PC-3 Zellen unter der Neubdilkammer. Da

es zu keiner Zellclusterung kommt, kann man did¢zall gut bestimmen.

3.1.2 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden passagiert, sobald sie zu einemfliketen Zellrasen gewachsen waren,
jedoch noch keine Zellclusterung stattgefunderehétierzu wurde das Medium abgesaugt und
der Zellrasen vorsichtig mit 10 ml PBS gespdult, d@alltrimmer und Mediumreste zu
entfernen. Das PBS wurde vollstandig mit einer détpgtette entfernt, bevor 5 ml
Trypsin/EDTA zu den Zellen gegeben wurde. Anscldire3wurden die Kulturflaschen in den
Brutschrank gestellt, um den Ablésevorgang zu Hdesdigen (LNCaP Zellen 5 min und PC3
Zellen 10 min). Zudem half insbesondere bei den B€l&n Beklopfen der Kulturflasche, die
Zellen vom Flaschenboden abzutrennen. Nachdem gigehicht sorgfaltig die Ablosung der
Zellen kontrolliert worden war, wurden 15 ml PBS #en Zellen pipettiert und die
Kulturflasche mehrfach damit gespuilt. Schliel3liclrde die gesamte Zell-PBS-Suspension in
die Pipette aufgenommen und in ein 50 ml Zentrifugkrchen tberfuhrt. Nach diesem Schritt

konnte bei Bedarf eine Zellzahlbestimmung durchigefiverden. Nach dem Zentrifugieren
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(1500 U/min, 3min) wurde der Uberstand mit einestBarpipette abgesaugt und das Zellpellet
in 6 ml des jeweiligen Kulturmediums resuspendigrtneuen Kulturflaschen wurde 1 ml der
Zellsuspension auf 25 ml vorgelegtes Kulturmediumertiithrt, so dass aus einer Passage bei

Bedarf 6 neue Passagen entstehen kdnnen.

Sollten LNCaP sowie PC3 Zellen auf 24 Multiwellpéat angeziichtet werden, wurder® 10
Zellen in 1 ml des jeweiligen Kulturmediums pro Walisgesaht. Nach 3 — 4 Tagen befanden
sich die PC-3 Zellen in einem adharent wachsendelifd?ationsstadium, so dass Versuche an
diesen Zellen durchgefiihrt werden konnten. Bei ldd@aP Zellen dauerte es 7 Tage, wobei
Mediumswechsel durch Absaugen des alten Mediumswansichtiges Zugeben von 1 ml

neuen Medium erfolgte.

3.1.3 Einfrieren der Zellen

Wie in 3.1.2 beschrieben, wurde nach dem Abloseth Abzentrifugieren der Zellen der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in vorget@gambMSO Freeze Medium (17° - 25°C)
resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zellsusparaid 1,8 ml Kryordhrchen verteilt, wobei
jedes Kryorshrchen ca. 5 x 4Bellen pro ml DMSO enthalten sollte. Die Zellemweilten 5 —

10 min bei Zimmertemperatur im Freeze Medium undden dann fur 12 — 24 h bei — 70°C

eingefroren, ehe sie zuletzt in einen Behalterfiiisigem Sticksotff Gberfihrt wurden.

3.1.4 Auftauen der Zellen

Die Tumorzellen lagerten zur Langzeitaufbewahrung fliissigem Stickstoff in 1,8 ml
Kryoréhrchen. Diese Rohrchen wurden zum AuftauesinnWasserbad gestellt. Nachdem sich
die gefrorene Zellsuspension von der GefalRwandsgdiatte, wurde der Inhalt in 50 ml
Zentrifugenrohrchen pipettiert, in denen sich 15 Kallturmedium der jeweiligen Zellinie
befanden. AnschlieRend erfolgte eine Abzentrifiagatier Zellen mit 1500 U/min fir 3 min.
Nach Absaugen des Uberstandes wurden die ZellmihKulturmedium resuspendiert und in

mit 25 ml Kulturmedium gefullte Kulturflaschen pigiert.
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3.1.5 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte ausschlie3lich rdér Neubauer Zahlkammer. Auf die
Zellisolate bezogen bietet die Neubauer Zahlkamemscheidende Vorteile gegentber der
automatischen Zellzahlung mittels DurchflusszytametSo ist es uns mittels Neubauer
Zahlkammer mdoglich bei der LNCaP-Zellpassage umsm=udierte Zellkluster zu erkennen
(siehe 3.1.1), wahrend zugleich bei der Leukozgwation die Thrombozytenelimination
nachvollzogen werden kann (siehe 3.2.1.1). Darud@naus besteht bei der
Neubauerzahlkammer jederzeit die Moglichkeit ein&alatspriafung mit Trypanblau
durchzufiihren. Hierzu werden 1Q0der zu untersuchenden Zellsuspension im Vertslri
mit 100 ul Trypanblau in einem Eppendorfcup gemischt. Ang@dnd wird dieses Gemisch
unter dem Mikroskop in der Neubauer Zahlkammerdobtiet. Eine avitale Zelle farbt sich

aufgrund der Membrandefekte blau.
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3.2 Leukozytenisolation

3.2.1 Dichtegradientenisolation

Zur lIsolierung von mononuklearen Zellen (Lymphzytemd Monzyten) und Granulozyten
konnen sowohl Vollblut, als auch Buffy-Coats verdehwerden. Ein Buffy Coat enthalt die
Grenzschicht zwischen Erythrozyten und Blutplasmdiee sich nach Sedimentation oder
Zentrifugation von gerinnungsgehemmten Vollblutsetit. Der Buffy Coat entsteht somit als
Nebenprodukt bei der Herstellung von Erythrozyterdemtraten und gefrorenen
Frischplasmaprodukten und besteht hauptsachlichewsozyten und Blutplattchen.

Fur eine bessere Darstellung der einzelnen Scimaideh der Dichtegradientenzentrifugation
wird eine 1:1 Verdinnung von Vollblut mit PBS emipiien. Da die Buffy-Coats in
unterschiedlichen Zell-Konzentrationen und variab\éerunreinigung durch Erythrozyten
geliefert wurden, ist es bei den Buffy-Coats niofiglich, ein festes Verdinnungsverhaltnis
anzugeben. Es hat sich jedoch bewahrt, dunkelrotyd&ats im Verhaltnis 1:1 oder auch 2:1
mit PBS zu verdinnen.

Die Isolation mononuklearer Zellen erfolgte mit enm einzelnen Dichtegradienten, wéhrend
die Isolation von Granulozyten zwei Dichtegradienéeforderte. Die zwei Isolationstechniken
werden im Folgenden beschrieben.

Um die Reinheit der durch Dichtegradientenzentatian gewonnenen Zellen zu tberprifen
war es moglich in Zusammenarbeit mit dem Institutlinische Chemie und Pathobiochemie
am Klinikum Rechts der Isar, mittels Durchflusszytirie grof3e Blutbilder der isolierten

mononukledren Zellen und Granulozyten anzufertigen.

3.2.1.1 Isolation mit einem Dichtegradienten

Mononukleare Zellen wurden durch Zentrifugation raihem einzelnen Dichtegradienten
(Biocoll; Dichte: 1,077 g/ml) gewonnen. Dazu wuiideein 50 ml-Zentrifugenréhrchen 12,5

ml Biocoll vorgelegt und vorsichtig mit dem Blut/BB5semisch Uberschichtet, bis das
Zentrifugenréhrchen auf 50 ml gefillt war. Nun weitokei 2200U/min, 20° und ausgeschalteter

Zentrifugenbremse 30 min zentrifugiert.
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Zentrifugieren

30 Minuten Thrombozyten
Blut / PBS < +Plasma
. ‘ 2200 i
1:1 [ Mononukleiire
L/min ;
\’. _’ Zellen

Granulozyten /
Ervthrozyten

Dichtegradient 1077

Abbildung 3:
Schichtung der Zelllayer. Links vor und rechts n&éthtegradientenzentrifugation beinem Gradienten.
Nach der Zentrifugation befinden sich in der olmrstSchicht die Thrombozyten, darunter die
mononukleare Zellwolke gefolgt vom DichtegradientBie letzte Schicht besteht aus Granulozyten und
Erythrozyten.
[Modifizierte Graphik nach Sigma-Aldrich, Histopag®-1077 Fachinformation]

Mit einer feinen Glaspipette mit Gummisaugbalg veurdorsichtig aus der weil3en
mononukledren Zellschicht (siehe Abb. 3) die Zelkeoabgesaugt und in ein neues 50 ml-
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. In der abgesaugtemanuklearen Zellschicht befinden sich
noch sehr viele Thrombozyten (siehe Abb. 4 a), dliech weitere Waschschritte entfernt
werden konnten (siehe Abb. 4 b). Dazu wurde dagrifiegenrohrchen mit PBS auf 50 ml
aufgefullt und 10 min bei 1300 U/min zentrifugieRer milchig graue Uberstand mit den
Thrombozyten wurde abgesaugt und der Waschvorgamgeamit 5 min Zentrifugation bei
1300 U/min solange wiederholt, bis ein klarer Ubmrd abgesaugt werden konnte. Dies war
meist nach 3-maligem Waschen mdoglich. Unter derbidaar Zahlkammer kann man die

Thrombozytenelimination nachvollziehen (siehe Adb.
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Abbildung 4:
Mononukleares Zellisolat unter der Neubauer Zahlkk@mvor a) und nach b)
dem Waschvorgang. Vor den Waschschritten a) sieht im Zellisolat viele
kleine dunkle Punkte zwischen den Zellen, die THronyten entsprechen Nach
dreimaligem Waschen b) sind diese dunklen Punktbt mhehr zu sehen. Die

Thrombozyten wurden eleminiert.

Monozyten und Lymphozyten lassen sich durch ihr Ngagnsverhalten in Kulturflaschen
auftrennen. Dazu wurde das mononukleare Zelligodatd. 100 Millionen Zellen) in ca. 25 ml
Kulturmedium (RPMI 1640, 10% FKS, 1% Penicillin/&gtomycin) aufgenommen und in
grol3en Kulturflaschen ausgesat. Nach einer Inkabstieit von 2 Stunden bei 37° und 5%
CO, setzen sich die adharent wachsenden Monozytenlaschienboden ab. Die im Medium
schwimmenden Lymphozyten wurden durch Absaugeresmrtitf Die adharenten Monozyten
wurden mit neuem Kulturmedium versetzt, das alleTdge gewechselt wurde. Zur
Umwandlung der Monozyten in Makrophagen wurden diellen 2 Wochen in
Leukozytenmedium inkubiert.

Fir die Gewinnung von Makrophagen auf 24 Well-Rlattwurden pro Well 20°
mononukleare Zellen in 1 ml Kulturmedium ausges¥t wie oben beschieben kultiviert.

3.2.1.2 lIsolation mit zwei Dichtegradienten

Die Gewinnung von Granulozyten erfolgt mit zwei Gemten unterschiedlicher Dichte. In ein
50 ml Zentrifugenréhrchen wurde 12,5 ml des Dichadgenten 1119 vorgelegt (Hisopaque;
Dichte 1,119 g/ml). Vorsichtig wurde dieser Dichtadjent mit Biocoll Gradienten 1077
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Uberschichtet (Biocoll; Dichte 1,077). Bei erfolgteer Uberschichtung erhdlt man eine
diskontinuierliche Grenzschicht zwischen den beid&nadienten, die man durch optische
Lichtbrechung an der Grenzschicht nachvollziehemk&ber die zwei Gradienten wurde nun
vorsichtig das Blut/PBS Gemisch aufgetragen. Ndarimg Zentrifugation bei 2200U/min und
ausgeschalteter Zentrifugenbremse stellen sicBdnchten wie in Abb. 5 dar.

Lentrifugieren
30 Minuten

Thrombozyten / Plasma

Mononukleiire Lellen

Blut/PBS
1:1 -\.],lmi

Granulozyten

Erythrozyten

Dichtegradient 1077
Dichtegradient 1119

Abbildung 5:
Schichtung der Zelllayer. Links die Schichtung wmd rechts nach Dichtegradientenzentrifugation bei
zwei Gradienten. Nach der Zentrifugation befinden sichder obersten Schicht die Thrombozyten,
darunter die mononukledre Zellwolke. Die Granulemytolke liegt zwischen den klaren Schichten der
Dichtegradienten 1077 und 1119. Die letzte Schieisteht aus Erythrozyten.

Wie bei der Zellisolation mit einem Gradienten wemdzunachst die mononuklearen Zellen mit
einer feinen Glaspipette mit Gummisaugbalg abgeernind durch oben beschriebene
Waschschritte von Thrombozyten befreit. Die Schdét Granulozyten wurde ebenfalls mit
einer feinen Glaspipette abgesaugt und in ein nelesdrifugenrohrchen Gberfihrt. Im
Gegensatz zu der mononuklearen Zellschicht, dieTinibmbozyten verunreinigt ist findet
man in der granulozytaren Zellschicht viele Eryiyten. Diese Erythrozyten wurden durch
eine hypotone Erythrolyse eliminiert. Um den mihdéellen abpipettierten Dichtegradienten
zu zerstoren, wurde das Granulozytenisolat mindesté-fach verdinnt. Nach 10 min
Zentrifugation bei 1300 U/min wurde das ZellpelleD,5 ml PBS resuspendiert. Die hypotone
Erythrolyse erfolgte mit 20 ml destilliertem,®, das auf die Zellsuspension gegossen wurde.
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Zwei Sekunden spéater wurde die Lyse durch 20 mpdibxonzentriertes PBS abgestoppt. Um
die 2 Sekunden einzuhalten, empfiehlt es sich 2@wifach konzentriertes PBS und 20 ml
H.O vorzubereiten. Das Zentrifugenréhrchen wurdeeimtach konzentriertem PBS auf 50 ml
aufgeflllt und anschlieRend 5 min bei 1300 U/mimtdgigiert. Falls das Pellet nach dem
Zentrifugieren immer noch rot, also durch Erythternyverunreinigt ist, kann der Schritt der
hypotonen Erythrolyse wiederholt werden, jedoch &dmes dann geh&auft zu einer
unresuspendierbaren Verklumpung von Zellen. Duramere Zellfilter kann man diese

Verklumpungen jedoch problemlos abfiltrieren.

3.2.2 FACS Zellisolation

Die Dichtegradientenzellisolation ermdglichte un®idér nicht, Lymphozyten und
Granulozyten in der gewinschten Reinheit zu isefiefsiehe 4.1.1). Auch erlaubt sie keine
Unterscheidung zwischen B- und T-Lymphozyten. Inog@ration mit dem Institut fur
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiender Technischen Universitat
Munchen, konnten wir jedoch unsere Zellisolatioritets FACS (fluorescence activated cell
sorting) durchfuhren.

Bei diesem Verfahren kdnnen Leukozyten entsprecitaed Gré3e, Morphologie und der CD
(Cluster of Differentiation) Oberflachenmolekileterschieden und anschlielend sortiert
werden. T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Granulenytmit ihren charakteristischen
Oberflachenmolekilen CD3, CD19 und CD15 werdenzhieror der Zellsortierung mit an
Fluorochrome gekoppelten Antikdrpern gegen dieseerflthenmolekile markiert.
Fluorochrome absorbieren das Licht einer bestimnwWéllenlange und emittieren wieder
einen Teil als langerwelliges Fluoreszenzlicht.béaund Intensitat ist von dem jeweiligen an
den Antikorper gekoppelten Fluorochrom abhéngige érwendeten Anti-CD3, Anti-CD19
und Anti-CD15-Antikérper sind an die Fluorochrom@&@, PE und Pacific Blue gekoppelt.
Nach Bindung der Fluorochrom-Antikorper an die jgigen CD Oberflachenmolekuilen ist es
maglich, fur jede einzelne Zelle in einem Durchiemgometer nach Laserlichtbestrahlung die
Emission der fiir die Fluorochrome APC, PE und Ra8ifue charakteristische Wellenlange zu
bestimmen. Somit werden die CD3, CD19 oder CD15rmhenmolekile erkannt, und jede
einzelne Zelle kann nun den T-Lymphzyten, B-Lympfitem oder Granulozyten zugeordnet

werden.
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Ein Durchflusszytometer mit Sortfunktion besteht Wesentlichen aus einer Nozzleeinheit
(Ausgiel3er), einer optischen Einheit und eineriBainheit (siehe Abb. 6 a). Stark vereinfacht

sollen im Folgenden diese Komponenten erklart werde

Die Nozzle Einheit (siehe Abb. 6 und Abb. 7) hatezviufgaben. Einerseits wird hier ein
feiner Strahl mit Sampleprobe generiert, der inzeime Tropfen mit jeweils einer Zelle
zerbricht. Andererseits wird durch eine Spannunglgudie an der elektrisch leitenden Sheath
Fluid (siehe Abb. 7) angelegt ist, den entstehendeopfen eine elektrische Ladung
Ubertragen. In der optischen Einheit treten didedetlurch einen oder mehrere Laserstrahlen,
die je nach Fluorochromantikérper entsprechend pkw&erden, um die Fluorochrome
optimal zur Lichtemission anzuregen. Die Lichtstnegr wird von Detektoren in axialer
Richtung (Forward Scatter) und im 90° Winkel (S&imatter) zum Laserstrahl erfasst. Forward
Scatter (FSC) ist von der Zellgré3e abhangig, wéhi@ide Scatter Uber die Granularitat der
Zelle informiert. Um bei einer Zellsortierung dierv den verschiedenen Fluorochromen
emittierten Lichtspektra zu erfassen, sind in d#rsshen Einheit verschiedene optische Filter,
sowie hochsensible Photomultiplierdetektoren itistél Der feine Zellstrahl, der sich in der
optischen Einheit befindet, wird nun Utber die Neemhheit elektrisch geladen, so dass, je
nachdem was die Detektoren in der optischen Einjp@messen haben, die abscheidenden
Tropfen eine positive oder negative Ladung erhalseghe Abb. 6). Die geladenen Tropfen, in
denen sich jeweils eine Zelle befindet, tretenien $orteinheit ein, die aus einem elektrischen
Hochspannungsfeld besteht. Hier erfahren die Troenach Ladung eine elektrische Kratft,
die die Tropfen von ihrer urspringlichen Flugbablteakt und somit das Sortieren ermdglicht.
Der von uns verwendete High Speed Cell Sorter MGEFLGEGACY1 hat drei Laser,
detektiert bis zu zwo6lf Farben und kann in vier Eam bis zu 45000 Zellen pro Sekunde

sortieren.
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Abbildung 6

Schematische Darstellung eines Fluorescence Aetivatell
Sorter (FACS) mit den Hauptkomponenten Nozzle, sope
Einheit und Sorteinheit

[modifiziert nach DakoCytomation Fachinformationui@e to

Flow Cytometry]

sheath fluid injection needle

0 0000000

nozzle

sample core
sheath

Abbildung 7
Schematische Darstellung der Nozzle
Einheit. In der Nozzle befindet sich die
Injektionsnadel mit der Probe. Die
Injektionsnadel wird von der elektrisch

leitenden Sheath Fluid umsplilt. Die Sheath
Fluid spilt die aus der Injektionsnadel

austretenden Zellen Richtung Nozzle-

Ausgang, wo aufgrund des geringen
Durchmessers (50-200um) ein feiner Strahl
Der Strahl

Tropfen, in denen sich jeweils eine Zelle

entsteht. zerbricht in kleine
befindet. Eine einheitliche Tropfenbildung
wird durch mechanische Oszillation mittels
eines piezoelektrischen Transducers
unterstutzt (hier nicht dargestellt)

Fachinformation:

[aus DakoCytomation

Guide to Flow Cytometry]
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3.2.2.1 Antikdrpermarkierung

Damit die Antikorper effizient eingesetzt werdemkén, missen sie austitriert werden. Hierzu
wurden die Antikérper auf einer 96er-Wellplattesidi 1l mit jeweils 2L0° Zellen im Verhaltnis
1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 und @:8é&rdinnt. Anschliel3end wird mittels FACS

untersucht, bei welcher maximalen Verdinnung emi&en noch méglich ist.

BEE cb3 APC 1_800_9.fcs 73.4
[EH cD3 APC 1_400 8.fcs 74.7
[CJH cD3 APC 1_200_7.fcs 73.4
OB cb3 APC 1_100_6.fcs 74.5
OE cb3 APC 1 50 5fcs 75

BB cb3 APC 1_10 3fcs 69.8
BE cD3 APC 1.5 2fcs  56.4

% of Max

10° 10" 1072 10° 10%
FL 8 Log: APC

Abbildung 8 a)
AntiCD3 — APC Titrationskurve

& cb19 PE 1_800_17.fcs 95.8
BIE cDh19 PE 1_400_16.fcs 85.3
EIE] cb19 PE 1_200_15.fcs 85.8
& cb19 PE 1_100_14.fcs 86.2
COH cb19 PE 1_50_13.fcs 85.7
EH cb19 PE 1_20_12.fcs 85.8
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Abbildung 8 b)
AntiCD19 — PE Titrationskurven

Abb. 8 a und Abb. 8 b zeigen die Titrationskurvesr dntikbrper AntiCD3 — APC und
AntiCD19 — PE. Auf der Abszisse ist die Fluoresietensitat der analysierten Zellen
aufgetragen. Die Ordinate gibt mit % of Max an, wiele Zellen mit einer bestimmten

Fluoreszenzintensitat gefunden wurden. Die versemen Farben der Graphen beschreiben

43



die Antkorperverdinnungen. Ein Graph einer optimal&erdinnung sollte zwei
Zellpopulationen zeigen und diese klar voneinamiggmen. Das ist in Abb. 8 a) bei den CD3-
APC Antikérpern bei der Verdiinnung 1:5 der Fallwisoin Abb. 8 b) bei CD 19-PE ebenfalls
bei 1:5 oder auch noch 1:10. Die CD15-Pacific Blumikorpertitration (hier nicht dargestellt)
ergab eine optimale Verdinnung von 1:5.

Dementsprechend wurden die CD3-APC-, CD19-PE- uadC®15-Pacific Blue — Antikorper
in den jeweiligen Verdiunnungen 1:5, 1:10 und 1lrgesetzt. Aus Erfahrung des Sortlabors
des Institutes fir Medizinische Mikrobiologie, Imrulogie und Hygiene der Technischen
Universitat Miinchen kann die ermittelte Verdiinninig zu einer Zellkonzentration von 2.0
Zellen pro ml FACS-Puffer angewendet werden.

Sollten B- und T- Lymphozyten oder Granulozyten tisogr werden, wurde das
Leukozytenisolat Gber dem 1077- oder Uber dem TlitAtegradienten mit den Antikdrpern
markiert. Hierzu wurde das Zellisolat mit Filcon |Hkern abfiltriert und auf eine
Zellkonzentration von 0Zellen pro ml FACS Puffer eingestellt. In den olimrschriebenen
Verhaltnissen wurden den Zellproben auf Eis dieill®@mper hinzugeflgt. Nach dem Vortexen
findet bei Dunkelheit und 4° C die Antikorperreaktistatt. Nach 20 min wird diese Reaktion
durch 3-maliges Zellwaschen mit 1 ml FACS Puffed tanschlieRendem Abzentrifugieren
(1500 U/min, 3min, 4° C) gestoppt. Kurz bevor del&n sortiert werden, wird den Zellen der
Farbstoff Pl zugefligt. Tote bzw. nicht vitale Zalleehmen diesen Farbstoff auf und kénnen
dadurch aussortiert werden. Hierzu wird zuné&chst Flrbstoff 1:1000 in FACS Puffer

verdunnt, bevor diese PI-Verdinnung im Verhaltnisder Zellprobe zugefiihrt wird.

3.2.2.2 Isolation der Zellen

Nachdem die zu sortierende Zellpopulation durchifggates eingegrenzt wurde, erfolgte der
Zellsort, der je nach Probengrdl3e 1-2 Stunden tauer

Durchflusszytometrisch wird zunachst die Grol3edkdten mittels Forward Scatter (FSC) und
die Granularitat mittels Side Scatter (SSC) bestimAbb. 9 a) zeigt das zytometrisch
vermessene Zellisolat Giber dem Dichtegradientef7.107

Tote Zellen haben den Farbstoff Pl aufgenommen edeéhnliches Spektum wie PE-Texas
Red emittiert. Da in dem von uns verwendeten Zdglsdeine Einstellung fur den Farbstoff Pl
vorlagen, wurde die Pl Emission mit der Sortereihshg fur PE-Texas Red ermittelt. In Abb.
9 b) sind die toten Zellen dargestellt, die durekignete Definition der Sortinggates aussortiert

werden konnten.
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Die Isolation von CD3+ T-Lymphozyten und CD19+ Brhghozyten erfolgte aus dem
Zelliosolat Uber dem 1077 Dichtegradienten. Dielefelwurde hierzu mit Anti-CD3-APC-

und Anti-CD19-PE- Antikorpern markiert. Der Sortiergang erfolgte anschliel3end
zweidimensional. In Abb. 9 c) sind die zwei isaigr Zellpopulationen dargestelit.

Fur die Granulozytenisolation wurde das Zellisalaer dem 1119 Dichtegradient mit dem
Anti-CD15-Pacific Blue Antikérper markiert. Da inesem Zellisolat weniger Lymphozyten
enthalten waren, wurde auf eine gleichzeitigen B ul- Lymphozyten-Zellsortierung

verzichtet. Abb. 9 d) zeigt die einzelne Zellpopigia, bestehend aus CD15+ Granulozyten.

45



x = <
a Do
8- oo
g g
» g5 o
8 o
- (o]
-||||J|a1||[:1||||||||1|||||
50 100 150 200 250
FSC (x1,000) 10> 10> 10t 10
a) -
b) PE-A
5 o= 1'i'||;ﬁ:|" TTTII T
10 10° 10* 10°
c) Pacific Blue-A
d)
Abbildung 9:

Darstellung der Sortinggates der isolierten Leukezya) Mittels SSC (Sidescatter) und FSC (Forwaaitisg
wurden die Granulatitat und GroRRe der isoloierteukozyten vermessen. Granulozyten mit einer hohen
Granularitat und dementsprechend hohen SSC Werénden sich im oberen Bereich des Diagramms
(violette Punktewolke) Aufgrund der geringeren GxdGnd geringeren Granularitat befindet sich die
mononukleare Zellwolke im Diagram links unten (ggUPunktewolke). b) Auf den Achsen ist die
Fluoreszenzintensitat fur das Fluorchrom PE-Texad Bnd PE aufgetragen. Hohe PE-Texas Red Werte
entsprechen einer hohen Pl Aufnahme in die Zellgas fir tote Zellen charakteristisch ist. Hier im
Diagramm sind das die dunkelblauen Zellen oberdelbP4 Linie. Die Rote Wolke im rechten Bereich des
Diagramms entsprechen AntiCD19-PE markierte B-Lyozmyten. c) Auf den Achsen sind die
Fluoreszenzintentsiaten fir die Fluorochrome AP@ BE aufgetragen. Die graue Wolke entspricht defmnac
CD3+ Lymphozyten, die mit dem Antikérper AntiCD3-BReagieren. Die rote Wolke sind mit Anti-CD19-
PE-Antikdrper d) Bei die

Fluoreszenzintentsiaten fiur die Fluorochrome Padéfue gegen APC aufgetragen. Granulozyten die mit

markierte B-Lymphozyten. dieseGranulozytensortierung  wurden
Anti-CD15-Pacific Blue Antikdrpern makriert wurdebefinden sich in der pinken Zellwolke. Eine

Antikdrpermarkierung mit APC Fluorochromen fand bigisem Sort nicht statt.
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3.3 Vorbereitung der Zellen fir die Uptakeversuche
3.3.1 Zellstimulation

Die im Folgenden beschriebenen Zellstimulationemdém vor dem Uptakeversuch statt. Fur
jede Zelllinie wurde versucht, durch Literaturredie, Empfehlung von den Hamatologen am
Klinikkum Rechts der Isar und durch Vorversuche mhgssende stimulierende Substanz, in der
jeweiligen Konzentration und Stimulationsdauer berafinden.

Als stimulierende Substanzen wurden Lipopolysaddh@PS) und Concanavalin A (ConA)
eingesetzt. LPS ist ein Bestandteil der aul3ereimBetbran gramnegativer Bakterien.
Leukozyten, insbesondere Makrophagen/Monozyten everdurch die Bindung von LPS
stimuliert und zur Sezernierung proinflammatioresicEytokine angeregt. ConA ist ein Protein
und gehort zur Gruppe der Lektine, die sich spadifian Zellmembranen anlagern und dort
biochemische Reaktionen auslosen. Auf Lymphozyteki \€onA mitogen.

Um verschiedene Stimulationsstufen untereinanderveagleichen, wurden die in grol3er
Menge isolierten Makrophagen und mononuklearenedek verschiedenen LPS und ConA-
Kozentrationenen stimuliert. Da die FACS isolier@ranulozyten und Lymphozyten nur in
begrenzter Menge vorlagen, wurde bei diesen Zellen eine Stimulationsstufe gegen die

unstimulierte Kontrolle verglichen.

3.3.1.1 Makrophagen Stimulation

Die auf 24-Multiwellplatten angewachsenen Makrogragiurden in Leukozytenmedium mit
LPS in den Konzentrationeny@/ml, 0,1ug/ml, 1 pg/ml und 10ug/ml Gber 2 Tage stimuliert.

10 mg LPS Pulver wurden in 10 ml PBS geldst. Aweseli Stocklésung wurden vier 10 ml
LPS - Leukozytenmedium Losungen mit den jeweilig&s Konzentrationen angefertigt. In
jedes Well der Multiwellplatte wurden 1 ml der Stlationslésungen gegeben, so dass fur
jeden Stimulationsgrad 4 Wells fiur die Uptakeprebeie 4 Wells fur die Proteinprobe befullt

waren.

3.3.1.2 Granulozytenstimulation

FACS isolierte CD15+ Granulozyten wurden in Leukemynedium mit 0,Jug/ml LPS zwei

Stunden inkubiert. Die Zellkonzentration im LPS-kemytenmedium betrug £0ml, wofiir
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aufgrund der geringen Zahl der isolierten CD15+n@lazyten eine kleine Zellkulturflasche
ausreichte.

3.3.1.3 Stimulation mononuklearer Zellen (MNCs)

Nachdem ein'fF]JFDG Upakevorversuch mit den ConA-Konzentration@mg/ml, 1 pg/ml,

50 pg/ml und 250ug/ml durchgefuhrt wurde, entschieden wir uns Dighadienten isolierte
MNCs in den ConA-Konzentrationen zup@/ml, 1 pg/ml, 4 ug/ml und 50ug/ml fur 48

Stunden zu inkubieren. Die 1mg/ml ConA-Stocklosumgrde vor jeder Stimulation in
Leukozytenkulturmedium hergestellt. Aus der Stoslliy wurden 4 mal 10 ml
Leukozytenmedium mit den entsprechenden ConA-Kanatonen angefertigt, die auf jeweils
1,510 MNCs pipettiert wurden. Die Zellsuspensionen méndentsprechenden ConA-

Konzentrationen wurden in mittelgrof3en Zellkultasithen inkubiert.
3.3.1.4 Stimulation von CD3+ T-Lymphozten und CD19+ B-Lymazyten

Die FACS isolierten Lymphzyten wurden mit dg/ml ConA 48 Stunden in kleinen

Zellkulturflaschen in einer Zellkonzentration vo®® Iml stimuliert.
3.3.2 Uberfiihrung der Zellen in Versuchspuffer
3.3.2.1 Zelliberfuhrung fur Uptakeversuche unter Suspessiedingungen

Alle erstellten Zellsuspensionen lagen zu Begina Uetakeversuches in Eppendorfcups in
einem Versuchspuffervolumen von 1Q0 vor. Bei FACS isolierten Lymphozyten und
Granulozyten sowie MNCs wurde eine Konzentration dersuchspuffer-Zellsuspensionen
von 510° Zellen/ml angestrebt, sodass sich beim Pipettieoen100ul in jedes Eppendorfcup
510 Zellen tberfiihren lassen. Dies war bei den in grdflenge isolierten MNCs immer gut
maoglich. Die FACS isolierten Leukozyten wurden jeldanmeist in geringerer Anzahl isoliert.
Demnach musste man sich hierbei an den Zellzaldeawd Verfiigung stehenden stimulierten
und unstimulierten Zellen orientieren.

Um beim Pipettieren von 100 der Tumorzellsuspension 1ONCaP- oder PC3-Zellen in das
Eppendorfcup zu Uberfihren, wurden diese Zellen Mersuchspuffer auf eine

Zellkonzentration von 10ml eingestellt.
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Oben genannte Zellkonzentrationen wurden durchefalg Schritte in Versuchspuffer
Uberfihrt. Abzentrifugieren (1500 U/min, 20°, 5mdes Kulturmediums, Waschen der Zellen
in  Versuchspuffer und Zellzahlen unter der Neubzdldkammer, wiederholtes
Abzentrifugieren des Versuchspuffers und letztilzsigabe des Versuchspuffers entsprechend
der Zellzahl und gewtinschten Zellkonzentration.

LNCaP und PC3 Zellen mussten vor dem Zentrifugiezaarst, wie im Kapitel 3.1.1.2

beschrieben, abgeldst werden.

3.3.2.2 Zelluberfuhrung fur Upakeversuche unter adhéreBeingungen

Die auf 24-Multiwellplatten angewachsenen PC3 ZelleENCaP Zellen (siehe 3.1.1.2) sowie
die adhéarenten Makrophagen (siehe 3.2.1.1) wurdenhdzweifaches Waschen mit 1 ml
Versuchspuffer und anschlieRend Uberschichten miTabelle 6 (siehe 3.4.4) genannten
Mengen an Versuchpuffer fur die Uptakeversucheruaarenten Bedingungen vorbereitet.
Fur Makrophagen ist zu beachten, dass zu jederielet.PS Stimulationskonzentrationen vier
Wells fUr Proteinproben sowie vier Wells fur die thllgeproben, also insgesamt 32 Wells mit

Makrophagen vorbereitet wurden.
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3.4 Uptake Versuche

3.4.1 Kombinierte fH]Cholin- und [®F]JFDG-Uptake Versuche

Die unterschiedliche Strahlenart
. . . [18F]-FDG
sowie die verschieden lange

10000000

Halbwertszeit der Radionuklide

*H und ' erméglichen die | %]
kombinierten Uptake Versuche.| |
10000 4
Bei den kombinierten Uptake

1000 +
48h

Versuchen wurden die zu
cpm 0,096

cpm

100 -

untersuchenden Zellen zur o

gleichen Zeit mit beiden Tracern . ‘ ‘ ‘ : ‘
inkubiert. AnschlieRend wurde 10 20 30 40\ %0 50

0,14

_ ] 24h \
das  Zelllysat in  einem 0,01 cpm 916

Eppendorfcup im Gammacounter| Stunden

analysiert, wobei nur die
] Abbildung 10:
hochenergetische Gamma-

Logarithmische Darstellung des FDG Zerfalls

strahlung von °F detektiert

wurde. Die*H Betastrahlung wird durch das Eppendorfcup undabis zum Detektor so
abgeschirmt, dass sie die das Ergebnis der Gamahkstmessung am Gammacounter nicht
verfalscht. Um die®H]Cholin Aktivitat isoliert zu analysieren, nutztam die unterschiedliche
Halbwertszeit der verwendeten Radionuklide. Wahrermah die Tritiumaktividt bei einer
Halbwertszeit von 12,32 Jahren innerhalb von 2 fiage unwesentlich vermindert, ist df
Aktiviat nach 2 Tagen aufgrund der geringen Hallimest von 109,7 min abgeklungen (siehe
Abb. 10). Zu diesem Zeitpunkt kann man das Zdllysn die Szintillationsflussigkeit
iiberfilhren und im Betacounter di#{[Cholin Aktivitat messen, ohne dass die Messung vo

18¢_7efall beeinflusst wird.

Um den oben beschriebenen Sachverhalt zu prufedenuvier Proben als Dreifachansatz
angefertigt. In den Proben befinden sich in jew208 pl HO keine Aktivitat in der 0-Probe,
in der -Probe 0,05 pCi (1,85 kBgfH]Cholin, in derf- undy-Probe 0,05 pCi (1,85 kBq)
[*H]Cholin und 10 pCi (370 kBq)*{FJFDG und zuletzt in dey- Probe 10uCi (370 kBq)
[*®F]FDG. Aus Tabelle 4 wird ersichtlich, dass die iitit der p-Probe die Counts am
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Gammacounter nicht beeinflusst. Ebenfalls ist nacfiagen die abgeklungerfd- und y-
Aktivitat der ['°FJFDG Probe so gering, dass die MessungydBrobe am Betacounter im
Bereich der 0-Probe ohne Aktivitat ist. (siehe T4b.

Tabelle 4:
Zerfallsraten der Probe ohne Aktivitat sowie desld@n mitp -Aktivitat, - undy- Aktivitat undy-Aktivitat. Im

Gammacounter (obere Felder) wurden am Tag der Rihelostellung die cpm gemessen. Nach 2 Tagen wurden
im Betacounter (untere Felder) di¢-Zerfallsraten in dpm gemessen.

0-Probe B - Probe B +v - Probe y - Probe
200 pl HO 200 pl HO 200 pl HO 200 pl HO
+1,85 kBq fH]Cholin +1,85 kBq fH]Cholin
+ 370 kBq [PFIFDG + 370 kBq PFIFDG

Cpm im| 23 7 8762427 8694916
Gammacounter| 8 7 8635304 8675072

29 57 8653746 8649190
Dpm im| 31 114316 108780 9
Betacounter 38 117476 110967 16
nach 2 Tagen a7 113657 118562 14

Da man beim kombinierten Uptakeversuch den Uptakeier Tracer in dieselben Zellen
untersucht, vermindert man das Risiko von Messfahldie durch geringe Variationen der
Durchfuihrung entstehen kdonnen. Zugleich spart mawehdden kombinierten Uptakeversuch

Zeit und Material. Das ist besonders bei Uptakewdrsn mittels FACS isolierten Leukozyten
von Vorteil.

3.4.2 Herstellung des radioaktiven Versuchspuffercocgtail
In jeder Probe liegen 100 pl nicht-radioaktiver Mehspuffer mit Zellen vor. Gestartet wurde
der Uptakeversuch durch die Zugabe von 100 pl ektien Versuchspuffers mit einer

[*H]Cholin Aktivitat von 0,05 uCi (1,85 kBq) und 10ju@70 kBq) [*F]FDG. Im Folgenden
wird die Herstellung des Versuchspuffers fhitund*®F Aktivitat fiir 20 Proben beschrieben.
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3.4.2.1 [*F]FDG Zugabe

Moglichst hoch  konzentriertes *FJFDG  wird in  Versuchpuffer auf eine
Aktivitatskonzentration von 2 mCi/ml (74 mBg/ml) rééinnt. In ein 2 ml Eppendorfcup
werden 200 ul dieser Verdinnung gegeben und ae8eamnd wird das Cup auf 2 ml mit
Versuchspuffer aufgefillt. Diese 2 ml Versuchspuffeichen fir 20 Proben mit einer
jeweiligen [%F]FDG Proben Aktivitat von 10 uCi (370 kBq).

3.4.2.2 [*H]Cholin Zugabe

Das PH]Cholin wurde uns in einer Aktivitatskonzentratimon 1 mCi/ml (37 mBg/ml) im
Volumen von 1 ml geliefert. Zunachst wurde im Véuhia 1:10 verdinnt. Dabei gibt man 50
uL des PH]Cholin auf 45@I 96%-igen Ethanol. Diese Verdiinnung mit der
Aktivitdtskonzentration von 0,1 mCi/ml (3,7 mBg/mhird im Folgenden als Stammlésung
bezeichnet. Sie wurde bei —20° aufbewahrt und werstittelbar vor jedem weiteren Versuch
verdiinnt, da dasH]Cholin in Ethanol relativ stabil ist.

Ein radioaktiver Versuchspufferansatz fir 20 Proben einer gewlnschten Probenaktivitat
von 0,05uCi (1,85 kBq) fH]Cholin erfordert die Aktivitat von LCi (37 kBq) FH]Cholin aus
der Stamml6ésung. Bei der Aktivitdtskonzentratior &ammlosung von 0,1 mCi/ml (3,7
MBq) entsprechen LCi (37 kBg) dem Volumen von 10l, die in dem 2 ml radioaktiven
[*®F]FDG Versuchspuffer (siehe 3.4.2.1) verdiinnt werde

Wird nun aus dem radioaktiven VersuchspuffercotkidOul entnommen und in die
Eppendorfcups gegeben, befindet sich in jedem Hjpérup die geforderte®f]Cholin
Aktivitat von 0,0Ci (1,85 kBq) und FJFDG Aktivitat von 10uCi (370 kBq). Bis zum

Versuchsbeginn wurden die 2 ml radioaktiver Verspelffer im Wasserbad bei 37° inkubiert.
3.4.3 Uptakeversuch unter Suspensionsbedingungen

Die gute Vorbereitung des Uptakeversuches gewdahrtdardisierte Versuchsdurchfiihrung
und ermoglicht dadurch eine Verminderung von FehlBemnach sollt zu Versuchsbeginn ein
37° warmes Wasserbad im Brutschrank stehen, digiigye auf 4° gekuhlt werden und eine
mit Eis gefullte Styroporbox mit Eiseneppendorfsig&nund eiskaltem PBS vorbereitet werden.
Auch Zellsuspension (siehe 3.3.2.1) sowie aktiversdchspuffercocktail (siehe 3.4.2) sollten

bereits angefertigt und auf 37° temperiert sein. jBde Probe vierfach bestimmt wurde,
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befinden sich fir eine Probe in einem Eppendoréi#ér3 mal 4 Eppendorfcups fur die
Standards, die Uptakeprobe und die Proteinprobb.(3a Die Standards bendtigt man, um
spater die in die Zellen der Uptakeprobe aufgenonenfektivitat in Relation zur urspriinglich
eingesetzten Aktivitat zu stellen. Die Proteinpmobemdglichen die Rickrechnung dieses
prozentualen Uptakes auf die Proteinmasse dersudeten Zellen (siehe 3.6).

Sollten mehrere Proben untersucht werden, wie esdldye Stimultionsreihen fir Leukozyten
der Fall ist, mussen fur jeden Stimulationsgrad gtaldeproben sowie 4 Proteinproben

mitgefuhrt werden.

Tabelle 5:
Pipettierschema fiir den Uptakeversuch unter Sugpesiredingungen
Versuchspuffer Zellsuspension Aktiver  Versuchs-
(ohne Aktivitat) puffer Cocktail
Standards (4x) 100 pl - 100 pl
Uptakeprobe (4x) - 100 pl 100 pl
Proteinprobe (4x) 100 pl 100 pl -

Im Folgenden werden die Proteinproben genauso ketliawie die Uptakeproben, damit
Zellverluste die bei der Versuchsdurchfiihrung umd &Vaschschritten auftreten in beiden
Proben auftreten und somit zu vernachlassigen Eied Uptake Versuch wird gestartet durch
die Zugabe des aktiven Versuchspuffercocktails. ®mben werden 10 min im 37° Wasserbad
im Brutschrank inkubiert. Abgestoppt wird der Upmatturch die Zugabe von 1 ml eiskaltem
PBS. Die Proben werden nun bei 4000 U/min und 4°5fimin zentrifugiert. Es folgt ein
dreimaliges Waschen der Zellen durch jeweiligesatigen des Uberstandes, Spiilen mit je 1
ml eiskaltem PBS und Zentrifugieren bei 4000 U/raimd 4° fir 5 min, wobei die Proben
zwischen den Zentrifugierschritten permanent asfif Eiseneppendorfstander gelagert sind.
Das Absaugen erfolgt mit einem Absaugstutzen fipeBgorfcups. Der abgesaugte Uberstand
wird in einem Abfallbehalter fur flussiges Tritiuaufgefangen und nach dem Abklingen der
[®F]FDG Aktivitat entsprechend den Strahlenschutziguigen entsorgt.

Nach dem letzen Waschschritt werden die Proteirggrob 200 pul NaOH (1M) resuspendiert
und somit fUr die Proteinbestimmung vorbereitett{si 3.5). Die Uptakeproben werden in 500
pl 2%igem SDS resuspendiert. Die 500 ul aktivedyaalt werden in ein neues Eppendorfcup
Uberfuhrt. Das alte Eppendorfcup wird mit 500 pISSimachgespult. Auch diese 500 ul werden
in das neue Eppendorfcup gegeben und zur Messung[*#§FDG Aktivitat in den
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Gammacounter gestellt. Durch diese Malinahme vezhindan, dass Restaktivitat, die sich
z.B. am Deckel des alten Eppendorfcup befindetGammmacounter die Ergebnisse verfalscht.

3.4.4 Uptakeversuch unter adharenten Bedingungen

LNCaP- und PC3- Zellen sowie Makrophagen wachsendradt auf dem Boden der
Zellkulturflaschen. Bei einem die Zellen schonend#ptakeversuch sollte das Ablésen der
Zellen mit Trypsin/EDTA vor dem Versuch vermiedearden. Dies erfordert, dass die Zellen
auf 24-Multiwellplatten wachsen und der oben bastl@ne Versuch auf genau diesen Platten
unter adharenten Bedingungen stattfindet.

Zur Elimination nicht-adharenter Zellen werden Warsuchsbeginn die Zellen durch Spuilen
mit 1 ml Versuchspuffer und anschlieRendem Absaweral gewaschen. Eppendorfcups fur
die Standards sowie Proteinprobe und Uptakeprolsdemenach in Tab.6 stehendem Schema
vierfach vorbereitet.

Tabelle 6:

Pipettierschema fiir den Uptakeversuch unter adteémwdédedingungen

Versuchspuffer Aktiver Versuchspuffer Cocktalil
(ohne Aktivitat)

Standards (4x) 100 pl 100 pl

(Eppendorfcups)

Uptakeprobe (4x) 100 pl 100 pl

Proteinprobe (4x) 200 pl -

Nach Zugabe des aktiven Versuchspuffers, Inkubatimm 10 min im 37° Wasserbad und
Abstoppen durch 1 ml eiskaltes PBS werden die @délenal durch Absaugen und Spulen mit
eiskaltem PBS gewaschen.

Wie oben beschrieben, wird auf die Proteinprobe®d 20DNaOH (1M) gegeben, so dass eine
Proteinbestimmung nach 24 h méglich ist. Die Uppaben werden mit 500 pl 2%igem SDS
versetzt und durch Resuspendieren mit einer Pipette Plattenboden abgel6st und zugleich
lysiert. Aktives SDS- Zelllysat, sowie 500 pl SD&nmz Nachsptlen der Wells werden in ein
Eppendorfcup tberfiihrt und es erfolgt di#[FDG Aktivititsmessung im Gammacounter.
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3.4.5 Messungen im Gamma- und Betacounter

Bevor die Standardproben und Uptakeproben im Garoumer untersucht werden, ist darauf
zu achten, dass das Volumen der Standards dem ddraktiven Zelllysat Uptakeproben
entspricht. Demnach wurden die Standards vor dessiiteg mit 800 pl 2% SDS versetzt. Die
[*®F]FDG Aktivitat wird am Gammacounter als counts penute (com = Zahlrate pro Minute)

zerfallskorrigert gemessen.

Die Messung am Betacounter erfolgt 2 Tage nachiAbkh der {°FJFDG Aktivitat. Aufgrund
der relativ geringen Reichweite der BetastrahlenMergleich zu Gammastrahlen kénnen
Betastrahler nur in direkter Gegenwart einer Sliatibnsflissigkeit gemessen werden. Dabei
erzeugen die Betastrahlen in der Szintillationsiljiseit Lichtblitze, welche im Betacounter
quantifiziert werden. Die Aktivitat wird im Betacoter als disintigrations per minute (dpm =
Zerfallserscheinung pro Minute) gemessen.

Der Inhalt der Standard und Uptake Eppendorfcupd imi Szintillationsrohrchen tberfihrt, in
denen 2 ml Szintillationsflissigkeit vorgelegt Riickstédnde in den Eppendorfcups werden mit
0,5 ml PBS aus den Cups gespult und ebenfalls én Sintillationsrohrchen pipettiert.

Kraftiges Vortexen der Szintillationsréhrchen issentiell vor der Messung im Betacounter.

3.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Um das Uptakeverhalten der verschiedenen Zellen vewgleichen, muss man die
unterschiedlichen Volumina der Zellen berlcksiaiig Wird der radioaktive Uptake als
aufgenommene Menge an Aktivitat pro mg Zellpro@igegeben, wird in der Auswertung der
Einfluss der ZellgroRe auf das Uptakeverhalten waaert. So kann man kleine Lymphozyten
mit geringem Proteingehalt mit grof3en Makrophageah erheblich hoherem Proteingehalt
vergleichen.

Zugleich kann man Uber den Proteingehalt einerdrazhvollziehen, wie viele Zellen sich in
einer Probe befinden. Vorraussetzung dafir ists daasn von einer definierten Anzahl Zellen

einer Zellline die Proteinmasse bestimmt hat.

Um bei den Uptake-Versuchen die Proteinmasse dereakProben zu bestimmen, wird fur
jede aktive Probe eine Probe ohne Aktivitat mitgefiDie Probe ohne Aktivitat wird, wie im

Kapitel Uptake Versuche beschrieben(siehe 3.4)agsm behandelt wie die aktive Probe, um
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Zellverluste bei den Waschvorgangen zu berickgehtiNach dem letzten Waschen wird der
Uberstand abgenommen und das Zellpellet nach Ressism in 200ul NaOH (1M)

mindestens 1 h lysiert.

Die Proteinbestimmung wird mit 0,02% Natriumazidal\;) versetzten BSA-Standards
durchgefuhrt. Das toxische Natriumazid verhindemrct irreversible Hemmung der
Cytochrom-c-Oxidase das Wachstum von Mikroorganisomed macht die Standards dadurch
lange haltbar. Nach dem in Tabelle 7 aufgefuhrtemesia werden die 40 ml Standards S | bis
S VI erstellt. Zu beachten ist, dass die BSAOH.6sung 2 mg/ml vor dem Erstellen der
Standards 1:10 in PBS verdunnt wird und anschlié3en -20° C bis zur Erstellung einer

neuen Standardreihe gelagert wird.

Tabelle 7
Pipettierschema fir die Standards in ml

S| S S SV SV S VI
Leerwert | (1,25ug/ml) | (2,5pg/ml) | (5 pg/ml) | (10 pg/ml) | (15 pg/ml)
0 ug/ml

PBS 35 35 35 35 35 35

+0,02% NaN

BSA (0,2mg/ml): BPS 0 0,25 0,5 1 2 3

(1:10)

H,0 : PBS (1:10) 5 4,75 4,5 4 3 2

Zur Erstellung der Standardgeraden werden aus jetlérml| Standard 80@l als 3 fach
Messung auf Eppendorfcups verteilt. Dadurch enméh in den Eppendorfcups aus S | eine
Proteinmasse von g, aus S Il eine Proteinmasse vongdl aus S Il eine Proteinmasse von 2
ug, aus S IV 4 eine Proteinmasse vopgd aus SV eine Proteinmasse vopg8und aus S VI

eine Proteinmasse von {.8.

Zur Proteinbestimmung der unbekannten Probe wejeletul des NaOH Zelllysats in ein
Eppendorfcup zu 7Q0 PBS und 80l H,0 : PBS (1 : 10) Uberfihrt.

Auf die 800ul Standardproben und auf die 8@0der unbekannten Proben werden gleichzeitig
jeweils 200ul Farbstofflosung gegeben. Nach Vortexen und elinlkenbationszeit von 5 min

(bis maximal 60 min) wird die Extinktion der Probgegen den Leerwert im Photometer bei
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595 nm fur 1s gemessen. Es ist darauf zu achtes,dis Photometer mindestens 1 Stunde vor
der ersten Messung eingeschalten ist, damit siéh ldimpe erwarmen kann und so

Messungenauigkeiten vermieden werden.

Aus den Extinktionswerten der 3-fach Messung den&drds g, 2ug, 4ug, 8ug und 12g

wird der Mittelwert errechnet. Diese Mittelwerte nden in einem Diagramm Uber der
zugehdrigen Proteinmenge aufgetragen (siehe Abb.Atihand dieser Mittelwerte kann man
durch lineare Regression die Standardgerade ausemhaelnen Punkten errechnen. Die
Schatzer-Funktion von Microsoft Excel ermdglicht, eshand der Extinktionswerte der

unbekannten Proben und der errechneten Standadeged&e Proteinmenge zu bestimmen.

Standardgerade
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0,350
0,300
c
O 02501
<
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,.>_<, 0,200
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0,100
0,050
0,000 } }
0 ) 10 15
Proteinmenge in  ug
Abbildung 11

Fur die Proteinstandards der Proteinmengg, Pug, 4ug, 8ug und 12g sind die Extinktionsmittelwerte
aus den Dreifachbestimmungen aufgetragen. Die demdgen rote Linie ist die von Mircosoft Excel

errechnete Standardgerade aus den MittelwerteBxtiktion
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3.6 Auswertung
3.6.1 Errechnung der’H]Cholin-Uptakewerte

Bei einem Versuch wurden 4 Uptakeproben, 4 Stapdabeén und 4 Proteinproben mitgefihrt.

Fur jede einzelne Uptakeprobe wurde ein Uptakewsdchnet. Dazu wurde zunéchst der
Mittelwert der 4 am Betacounter gemessenen Stapdassdn gebildet. Jeder einzelne

Betacountermesswert der Uptakeprobe wurde durciMiéelwert der Standardproben geteilt.

Dadurch errechnet sich fir jede einzelne Probe/e@alsdltnis aus aufgenommener Aktivitat zu

eingesetzter Aktivitat in Prozent.

Von den vier Extinktionswerten der Proteinproberrdeuebenfalls der Mittelwert errechnet.

Durch den Vergleich dieses Wertes mit der Protamddrdgeraden (siehe 3.5) wurde dem
Extinktionsmittelwert ein Proteinwert zugeteilt.

Wird nun das Verhdaltnis aus aufgenommener Aktivaédteingesetzter Aktivitdt durch den

Proteinmittelwert geteilt erhalt man bei jeder mtssdurchfihrung 4 von der Zellzahl und
ZellgréRe unabhangige Uptakewerte in Prozent /igMdinm Protein (%/mg).

Aus drei voneinander unabhangigen Uptakeversuclmenrai Tagen erhalt man somit 12

Uptakewerte.

3.6.2 Errechnung der'fFJFDG-Uptakewerte

Da der [®F]JFDG-Uptake simultan mit dem °HJCholin-Uptake durchgefithrt wurde,
untersuchte man ebenfalls 4 Uptakeproben, 4 Stdpddyen und 4 Proteinproben. Auch
wurde aus den am Gammacounter gemessenen Aktividzie Mittelwert der Standardprobe
gebildet und das Verhéltnis aus aufgenommener Aktizu eingesetzter Aktivitat fur jede
einzelne Uptakeprobe errechnet.

Wie oben schon beschrieben, wurden die Extinkti@nsvgemittelt, mit der Standardgeraden
verglichen und daraus der Proteingehalt errechbatch Division des Verhdltnisses aus
aufgenommener Aktivitat zu eingesetzter Aktivitérch den Proteinmittelwert errechnet sich
der [®F]JFDG-Uptakewert in %/mg Protein.

Auch hierbei erhalt man aus drei voneinander unadiig@n Uptakeversuchen an drei Tagen 12

Uptakewerte.
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3.6.3 Umrechnung der Uptakewerte auf Hellen

Durch Vorversuche wurde der Proteingehalioimes von 10 Zellen der verschiedenen
Zelllinien bestimmt (siehe Abb. 12). Grol3e Zellame die Tumorzelllinien und Makrophagen

zeigen einen hoheren Proteingehalt als kleine Leytko.

0,06

0,05 +

0,041

0,03 +—

0,02 +—

Proteinmasse inmg /10 °Zellen

0,01 +——

O T T T
Makrophagen PC3 LNCap MNC Granulozyten CD3+ CD19+

Abbildung 12
Proteingehalt pro 0 Zellen in mg fiir Makrophagen, PC-3 Zellen, LNCZ&#llen, MNCs, Granulozyten,
CD3+ T-Lymphozyten und CD19+ B-Lymphozyten.

Ist die Proteinmasse einer Probgd bekannt, kann man nach Gleichung 1 die in derdrob
befindliche Zellzahl Z errechnen:

Z=10 * Mprot P/ Mprot 15
Gleichung 1

Um nun den Uptakewert von A1@ellen zu errechnen, wird der Prozentwert des ¥éamfsses
aus eingesetzter Aktivitat zu aufgenommener AKiivisiehe 3.6.1 und 3.6.2) durch die
Zellzahl Z geteilt und anschlieBend mif aultipliziert. Dieser Uptakewert pro 1Zellen ist

abhangig von der Grol3er der Zellen, so dass z.BUd&rschied zwischen dem Uptakewert
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pro 10 Zellen bei Makrophagen gegenilber Lymphozyten ngoiRer ausfallt als der
Vergleich der gegen die Proteinmasse errechnetaiak&werte (siehe Ergebnisteil 4.5).

Der, wie oben beschrieben, errechnete Uptakewertlft Zellen wird durch Zellverlust bei
den Waschschritten nicht beeinflusst.

Eine weitere Mdglichkeit der Errechnung des Uptake®s pro 10Zellen ergibt sich aus dem
exakten Einstellen von 1@ellen pro Probe und Berechnung des UptakeweitsgidProbe.
Allerdings bertcksichtigt man dabei den ausgepragtdlverlust bei der Zellwaschung (siehe
Abb. 13) nicht. Da die aufgenommene Aktivitat nacbimaligem Zellwaschen nun in weniger
als 10 Zellen vorliegt fallt der unter der Annahme einetlB-Zellen-Probe erhaltene
Uptakewert zu niedrig aus. Dies trifft insbesondinekleine Zellen wie Leukozyten zu, da

diese bei den Waschschritten einen héheren Zalisererfahren als groRe Zellen wie

Tumorzellen.
Zellverlust bei Zellw aschung
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Abbildung 13

Zellverlust leukozytarer MNCs nach dreimaligem West Die Standardabweichung errechnet sich aus

einer Dreifachbestimmung. Am Anfang wurde die Zafilzauf 5C10° Zellen / Probe eingestellt
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3.6.4 Errechnung der Z-Scores fur die Stimulationsgraphen

Bei jedem Stimulationsuptakeversuch wurden 4 Stalpdaben und fir jeden
Stimulationsgrad 4 Uptake- und 4 Proteinproben efitigrt. Wie in 3.6.1 und 3.6.2

beschrieben, wurde fir jede Uptakeprobe ein Uptakiew %/mg Protein errechnet.

Die weitere Auswertung erfolgte Uber Z-Scores. Dazurden der Mittelwert und die

Standardabweichung aus allen bei einem Versucasagemessenen Uptakewerten gebildet.

Unabhéngig von den Stimulationsgraden erhalt man minen Mittelwert U und eine

Standardabweichung, mit der jeder einzelne Uptakewddtverglichen wird. Zunachst wird

vom UptakewerlJ der Mittelwert aller Uptakewerts abgezogen. Der Unterschied aus dieser
Subtraktion wird durch die Standardabweichung aldptakewerte o dividiert (siehe
Gleichung 2).

Uu-u
ag

Z - Score =

Gleichung 2

Z-Score Gleichung: Diese Formel enthalt den UptadteWd der einzelnen Probe, sowie den Mittelwkt und

die Standardabweichung der Uptakewerte aller Stimlationsgrade

Der Z-Score gibt somit Auskunft dariber, um wielei&tandardabweichungen der einzelne
Wert sich vom Mittelwert aller bei einem Versuchsaiz gemessenen Uptakewerte
unterscheidet. FiUr jeden Versuch erhalt man pron@ationsgrad 4 Z-Scores. Jeder
Stimulationsversuch wurde dreimal an drei versamets Tagen wiederholt, so dass insgesamt
fur jeden Stimulationsgrad 12 Werte existieren.

Der Z-Score relativiert die Einzelmessung jewei$ @nen Mittelwert des Versuchsansatzes.
Dadurch lassen sich Messungen an den 3 verschied€agen, mit unterschiedlichen
Tagesmittelwerten gemeinsam auswerten. ZugleicbdastZ-Score dem Uptakewertvergleich
zur unstimulierten Kontrolle die man als 100% dieiihinsofern tberlegen, dass auch die
Datenvariablitat der Kontrolle eingesehen werdemk®ies ist auch Grundlage fur statistische

Tests.
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3.6.5 Zellvergleich — Tracervergleich

Die erhobenen Daten lassen sich entsprechend z\Wei@meter bei der Datengewinnung
zweidimensional auswerten. Die eine Dimension dateBgewinnung sind die verschiedenen
Zelllinien die untersucht wurden, die andere Dimemssind die zwei Tracer, die eingesetzt
wurden. Eine zweidimensionale Analyse beruht samérseits auf der Charakterisierung der
verschiedenen Zelllinien und andererseits auf dearékterisierung der Tracer [18]FDG und
[*H]Cholin.

3.6.5.1 Zellvergleich

Zur Charakterisierung der verschiedenen Zellliniarden die Traceruptakewerte verglichen.
Dies geschieht zunachst durch eine BoxplotdarsiglliEine zentrale Lage des Medianwertes
im Boxplot weist auf normal verteilte Uptakewerten.hErgibt sich des weiteren keine
statistische Evidenz fir die Ablehnung der Normegiingsannahme (siehe Statistik 3.6.6.1),
werden aus den 12 Einzelmessungen Mittelwerte &% Bonfidenzivervalle errechnet und
graphisch dargestellt. Nun kann man Aussagen dariechen, welche Zelllinie vom
jeweiligen Tracer mehr aufnimmt. Durch Paarvergieickann man statistisch testen, ob

Unterschiede zwischen den Uptakewerten signifisarnd (siehe Statistik 3.6.6.1).
3.6.5.2 Tracervergleich

Durch den Versuchsaufbau der kombinierten Uptalsemdre, wobei von jeder Zelllinie zur
gleichen Zeit der Uptake voriH]Cholin sowie {*FJFDG bestimmt wurde, bietet es sich an,
[*®F]FDG mit PH]Cholin zu vergleichen.

Bezogen auf eine Zelllinie ist ein direkter Uptakeyleich der zwei Tracer nicht moglich.
Anhand der Uptakewerte kann man Uber eine Zelkieiee Aussage dariiber machen ob sie
mehr [®F]JFDG oder fH]Cholin aufnimmt. Die aufgenommene Stoffmendei]Cholin in
%/mg(Protein) kann man nicht mit der aufgenommen8tffmenge 1*F]FDG in
%/mg(Protein) vergleichen um daraus Ruckschlisseieluen, ob eine Zelllinie ,gieriger”

nach dem einen oder dem anderen Tracer ist.
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Dieses Problem kann man dadurch umgehen, dass mmanTceruptakeverhalten einer
Zelllinie mit dem einer anderen  vergleicht. Durch rrdehnung  eines
Entziindungszell/Tumorzell Index (ETI) fir die Trade®F]JFDG und fH]Cholin kann man
Aussagen dartber machen, wie selektiv ein Tracar Batziindungszellen im Vergleich zu
Tumorzellen aufgenommen wird.

Der ETI errechnet sich aus einer Division des Upiaiktelwertes einer Entztiindungszelle (z.B.
Makrophagen) durch den Uptakemittelwert einer Turalbe (z.B. PC-3 Zellen) des gleichen

Tracers.

Der ETI ist somit von Tracer, Tumorzelle und Entdiingszelle abhéngig und wird im
Folgenden nur mit voranstehenden Entzindungs- umehofzellnamen und tiefgestellten
Tracer nach folgendem Schema fiir z.B. Makrophagén3 Zellen und'fF]JFDG erwéhnt:

Makrophagen zu PC-3 ETdrroc

Ein hoher ETI eines Tracers besagt, dass die waiaies Entziindungszelle im Vergleich mit
der Tumorzelle viel Aktivitdt aufnimmt und somitegiger nach dem Tracer ist als eine
Entzindungszelle mit einem niedrigen ETI des jageil Tracers bezogen auf die gleiche

Tumorzelle.

Bezogen auf die gleichen Entziindungzellen sowie draellen kann man nun den ETI flr
["*FIFDG (EThsrroe) mit dem von {HICholin (ETkswchoin) Vvergleichen. Sofern die
jeweiligen Tracer im gleichen Verhdltnis in Entzindgszellen und Tumorzellen
aufgenommen werden, sollten E¥hroc Und ETfsuichoin identisch sein. Dies gilt
insbesondere auch aufgrund des Versuchsaufbak®adrinierten Uptakeversuche, bei denen
zur gleichen Zeit dieselben Zellen mit den jeweitig Tracern inkubiert wurden. Ein
Unterschied zugunsten eines Tracers A mit hoheréhdis der eines anderen Tracers B
bedeutet, dass dieser Tracer A von der untersudBtémiindungszelle im Verhéaltnis zur
Tumorzelle vermehrt aufgenommen wird als Tracer Smit ist Tracer A weniger
Tumorzellenselektiv als Tracer B.

Um [**F]JFDG und fH]Cholin miteinander zu vergleichen, wurden sarh#icETIs der
Entzindungszellen bezogen auf die TumorzelllinieRCBP und PC-3 gebildet. Nach
folgendem Schema wurden die faktoriellen Unterstider ETjhgrroc Und ETlsnjchoin fUr
hier beispielhaft Makrophagen und PC-3 Zellen banet
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Faktorieller Unterschied: Makrophage 2uPC-3 ZellenETl o,
Makrophage zuPC-3 ZellenETI ;3o

Ein faktorieller Unterschied Efbrroc zu ETlsnichoin, dessen Konfidenzintervall die eins
einschlief3t bedeutet somit, dass zwischen den Zveeiern kein signifikanter Unterschied im
Bezug auf Tumorzellselektiviat besteht.

Ein faktorieller Unterschied Efibrroc zu ETlshichoin, Mit einem Wert signifikant groBer als 1
bedeutet, dass'¥F]FDG eine geringere Tumorzellselektivitat aufweids FH]Cholin. Die
[*®F]JFDG-Uptakewerte der untersuchten Tumor- und Endmiigszellen liegen hierbei néher
beisammen als diéHJCholin-Uptakewerte der gleichen Zelle. Dies lasstmuten,

dass zwischen Erkrankungen, die fiir eine der wntbten Entzindungs- und Tumorzelle
charakteristisch sind, mittels FDG-PET in vivo wgari spezifisch unterschieden werden kann
als mit Cholin-PET.

Umgekehrt gilt obiger Sachverhalt mit geringerermbuselektivitat fur IH]Cholin im

Vergleich zu {F]JFDG bei faktoriellen Unterschieden signifikaneiier als eins.
3.6.6 Statistik
3.6.6.1 Zelllinienvergleich

Um das Tracer-Uptakeverhalten der verschiedenefiniéel untereinander zu vergleichen
wurde die Verteilung der 12 Einzelmessungen (si8t&1l und 3.6.2) auf Unterschiede
getestet. Hierzu wurde vor der Testung zunaclestiai parametrische Verfahren notwendige
Annahme einer Normalverteilung mittels Shapiro-Wikkst gepruft. Ergab sich bei diesen
Verteilungsprufungen keine statistisch relevanteid&vwz fur die Ablehnung einer
Normalverteilung (p-Wert Shaphiro-Wilk-Test >0,2@urde der Student T-Test gewahlt um
die Gruppen auf Unterschiede zu testen. Fir ad#sischen Tests wurde ein zweiseitiges
Signifikanzniveau von 5% festgelegt. Um den Fehleirt fir multiples Testen zu korrigieren,

wurde eine Bonferroni-Adjustierung der p-Werte vargmmen.
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3.6.6.2 Tracervergleich

Zur Quantifizierung  des Verhaltnisses von Tractake der Entzindungszellen zu
Traceruptake der Tumorzellen wurden die entspratdmerindices fir die jeweiligen Tracer
berechnet (siehe 3.6.5.2). Um die relativen Unteeste dieser Indices zwischen den Tracern
zu quantifizieren, wurden log-lineare Regressiordglle verwendet. Diese erlauben die
Schatzung faktorieller Unterschiede in den Erwagtuverten der Indices fir die einzelnen
Tracer. Weiterhin wurden 95% Konfidenzintervalle €liese Effektgrofien berechnet, um die
Unsicherheit der Schéatzung bei der gegebenen Ballead Datenvariablilitat zum Ausdruck

zu bringen.

3.6.6.3 Vergleich der Z-Scores

Wie beim Tumorzellvergleich wurde zuerst auf Nomwealeilung getestet. Zeigte sich durch
den Shapiro-Wilk Test keine statistische Evidenzr fidie Ablehnung der
Normalverteilungsannahme, wurde der Student T-Ti@sWVerteilungsvergleiche verwendet.
Fuhrte der Shapiro-Wilk Test zur Ablehnung der Nalwarteilungsannahme, in mindestens
einer der zu testenden Gruppen, wurde der ManniA&itU Test als &quivalentes nicht-
parametrisches Testverfahren zum Vergleich der @mu@ngewandt. Die p-Werte wurden wie
beim Tumorzellvergleich durch eine Bonferroni-Kdatg flr multiples Testen adjustiert. Da
bei CD3+ T-Lymphozyten, CD19+ B-Lymphozyten und &B1Granulozyten lediglich
Paarvergleiche mit der Kontrollgruppe vorgenommenrdsn, wurde eine Bonferroni-

Korrektur in diesem Fall nicht vorgenommen.
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4  Ergebnisse
4.1 Vorversuche

4.1.1 Leukozytenisolation

Die mittels Dichtegradienten isolierten mononukégaZellen und Granulozyten zeigten bei
Pappenheim Kontrollfarbungen eine geringe Reintert zu isolierenden Zellen (hier nicht
dargestellt). In Zusammenarbeit mit dem Institutklinische Chemie und Pathobiochemie am
Klinikum Rechts der Isar war es moglich, mittelsr€nflusszytometrie grof3e Blutbilder der
isolierten Zellen anzufertigen.

Um die Reinheit der mononukledren Zellen Uber déii71Dichtegradienten darzustellen
wurden drei  Zellisolationen vorgenommen. Mittels semie3end durchgefihrter

Durchflusszytometrie konnten anteilig die versckigeh Entziindungszellfraktionen dargestellt
werden (siehe Abb. 14 a). Der Anteil mononukle&®ien wie Lymphozyten und Monozyten

betragt hierbei jeweils 56% und 11%, wahrend eimeuXreinigung durch Granulozyten mit

Uber 30% festgestellt werden konnte. Ebenso wuadeZellisolat Gber dem Dichtegradienten
1119 untersucht um die Reinheit der Granulzytenziddellen (siehe Abb 14 b). Die

Granulozytenisolaten ergaben eine Reinheit der @oagten von 85% und zeigte eine
Verunreinigung durch Lymphozyten mit 10%. Die Lyrogkten und Granulozyten konnten in

diesem Vorversuch nicht in der gewlnschten Reinkeltert werden, weswegen die weitere

Zellisolation mittels FACS vorgenommmen wurde.

Leukozytenisolation Uber Leukozytenisolation tber
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Abbildung 14:

Ergebnis der durchflusszytometrischen Bestimmung=aiéziindungszellen tber den Dichtegradientensajerte
Entziindungszellfraktionen Uber dem Dichtegradie@771 b) isolierte Entziindungszellfraktionen Ubemde
Dichtegradient 1119, bei Verwendung von 2 Dichtdggaten
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4.1.2 [*®F]FDG-Uptakevariabilitat

Bevor der in dieser Arbeit bei allen Versuchen Hgefithrte kombinierte {F]JFDG und
[*H]Cholin-Uptakeversuch durchgefiihrt wurde, sind dletversuche auch unkombiniert mit je
einem einzelnen Tracer durchgefilhrt worden. Beiteiragen [F]FDG-Uptakeversuch
wurden die Zellproben nach Inkubation mitHJFDG dreimal gewaschen und zuletzt ohne
Uberfihrung der Zellen in ein neues Eppendorfcup den Gammacounter zur
Aktivitatsbestimmung gestellt. Hierbei zeigten st heftige AusreiRer. Es wurde vermutet,
dass sich nicht in die Zellen aufgenommene Restgdtiam Eppendorfcup befindet, wo diese
nicht durch Waschschritte entfernt werden kann .(Zckel oder obere Bereiche des
Eppendorfcups). Um dies zu tberpriffen, wurden &8FFDG-Uptakeproben mit LNCaP
Zellen angefertigt. Vier dieser Proben wurden n8cmaligem Waschen wie oben in den
Gammacounter gestellt, wahrend vier weitere di€seben nach dem dritten Waschen in 0,5
ml PBS resuspendiert und in neue Eppendorfcupdtitbemurden. AnschlielRend wurden die
leeren Eppendorfcups und die neuen Eppendorfcups Aktivitatsbestimmung in den
Gammacouter gestellt. Tabelle 8 zeigt die fur ddeenEppendorfcupproben (Probe neu), die
leeren Eppendorfcups (Probe leer) und die urspichreghicht Uberfihrte Probe (Probe alt) die

am Gammacounter gemessenen counts per minute.

Tabelle 8:
Counts per minute der am Gammacounter gemess&RRIG Aktivitat der nicht Uberfiihrten Probe (Probe

alt), der tberfilhrten Probe (Probe neu), der le&ependorfcups (Probe leer). Die zugesetZAe]fDG

Aktivitat lasst sich durch die counts per minute S8tandards bestimmen

[*®F]FDG Aktivitat in cpm
Probe alt Probe neu Probe leer Standards
2100 1548 3438 6647552
1971 1474 285 6689465
8979 1231 547 6773930
2139 1642 571 6775670

Die Messwerte der nicht Gberfuhrten Proben (Prdbezaigen einen hohen Ausreil3er. Ein

extremer Ausreil3er befindet sich bei den Messunigeriberfihrten Probe (Probe neu) nicht.
Zugleich zeigt jedoch eine Probe der Eppendorfalppe Zellen auRergewdhnlich hohe counts
per minute. Somit bestatigt sich der Verdacht, diasdie extremen Ausreiler beifff]FDG-

Uptakeversuch in dem Versuchseppendorfcup zurtdlepeime Aktivitat verantwortlich ist.
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Dadurch, dass bei der Versuchsdurchfiihrung des koenten Uptakeversuchs alle Proben in
ein neues Eppendorfcup Uberflihrt werden bevor rsiden Gammacounter gestellt werden
(sieche Methodik 3.4), wird Restaktivitat, die amteal Eppendorfcup verbleibt, nicht

mitgemessen.

4.1.3 [*®F]FDG-Uptake Charakterisierung

Um EinflussgroRen auf def®f]JFDG-Uptake in die Zellen zu kennen und um dieseskant
zu halten, wurden folgende drei Vorversuche durfilige

4.1.3.1 Aktivitatsverdiinnungsreihe

Da ®F ein relativ kurzlebiges Radionuklid ist und voneitunkt der Herstellung des
radioaktiven Versuchspuffercocktails bis zum Begirles Uptakeversuchs immer
unterschiedlich viel Zeit vergeht, wird man niemalge exakten 10 pCi (0,370 MBQ)
[*®F]FDG, wie im Methodikteil unter 3.4.2 gefordertyra Versuchsbeginn der Zellprobe
zufihren koénnen. Ob prozentual bei unterschiedhch®usgangsaktivititen jedoch das
Verhaltnis zwischen aufgenommener und eingesetAJFDG Aktivitat gleich bleibt, sollte
durch folgenden Versuch geklart werden.

Die Ausgangsaktivitat wurde hierzu dreimal im Vduhig 1:1 verdinnt, so dass in 12
Eppendorfcups dreimal di¢®F]JFDG Aktivitat 60 uCi (2,22 MBq), dreimal 30 uCL,(1
MBq), dreimal 15 uCi (0,56 MBq) und dreimal 7,5 p@i28 MBq) vorgelegt wurden. Dies
insgesamt fur Zellproben und Standardproben in did@pAusfihrung. Als Zellen wurden fur
diesen Versuch ungefahrl8 mononukledre Zellen verwendet, die na®®]JFDG Inkubation

in glukosefreien Versuchpuffer und den Waschsdmittin den Gammacounter zur
Aktivitditsmessung gegeben wurden. Ebenso wurdé\kiiitat der Standardprobe bestimmt.
Abb. 15 zeigt die Mittelwerte der counts per mindéz Proben mit den vier unterschiedlichen
[‘®F]FDG Ausgangsaktivitaten. Mit Halbierung der Ausgsaktivitat halbieren sich die am
Gammacounter gemessenen counts per minute ebeMédislen die counts per minute in
Relation zu den ebenfalls am Gammacounter gemassefgsgangsaktivitidten der
Standardproben gestellt, so bleibt der prozentl&#@FDG-Uptake konstant (siche Abb. 16).
Dies ist die Grundlage fir die im Folgenden durdtiggden Uptakeversuche und bedeutet, dass

eine Schwankung der Aktivitat um die 10 pCi (0,3ViBq) pro Eppendorfcup, wie im
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Methodikteil gefordert, keine Auswirkung auf di¥f]JFDG-Uptakeraten habe, sofern sich

diese als Prozentewert der Ausgangsaktivitat enech

[18F]-FDG Uptake in cpm Relativer [18F]-FDG Uptake
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Abbildung 15: Abbildung 16:
Mittelwerte der Dreifachmessungen defFJ[FDG- Verhaltnis der Mittelwerte der drei Zellproben zend
Aufnahme in cpm bei-20° MNCs in Abhangigkeit der Mittelwerten der drei Standardproben in Prozent in
Ausgangsaktivitaten 60 pCi (2,22 MBq), 30 pCi (1,11 Abhangigkeit der Ausgangsaktivitaten 60 pCi (2,22
MBQq), 15 uCi (5,56 MBg) und 7,5 uCi (0,28 MBq). MBg), 30 pCi (1,11 MBq), 15 uCi (5,56 MBq) und 7,5
uCi (0,28 MBQ).

4.1.3.2 Glukoseverdinnungsreihe

Um den Einfluss der Glukosekonzentration auf d&R]FDG-Uptake zu uberpriifen, wurden
ein Versuchspuffer ohne Glukose und ein Versucligpuaiit 5 mmol/l hergestellt. Ein Teil des
Versuchspuffers mit 5 mmol/l Glukose wurde dreinmal Verhaltnis 1:3 in Versuchspuffer
ohne Glukose verdiinnt, so dass 4 VersuchspuffedemtGlukosekonzentrationen 5 mmol/I,
1,67 mmol/l, 0,56 mmol/l und 0,19 mmol/l entsteheévlit dem Versuchspuffer der
Glukosekonzentration 0 mmol/l stehen somit 5 Veuspaffer zur Verfigung, in die in der
Vorbereitung des  Uptakeversuchs ungefahr-103 mononukleare Zellen als
Dreifachbestimmung vorgelegt wurden. Durch Zugaben v['®F]FDG wurde der

Uptakeversuch gestartet.
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Abb. 17 zeigt den'fFJFDG-Uptake der jeweils-B0® MNCs, die sich zum Zeitpunkt der
[*®F]FDG Inkubation in den verschiedenen Versuchspuoffeefanden. Zellen, die im
Versuchspuffer mit hohen Glukosekonzentrationerulimdrt wurden, zeigen einen deutlich
geringeren PFJFDG-Uptake als diejenigen mit niedrigeren Glukaseentrationen im

Versuchspuffer. Bei Zellen, die in einem Versuctifgsunkubiert wurden, der keine Glukose
enthielt, ist der fFJFDG-Uptake maximal.
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0,4 ]

0,35 m

0,3 m

0,25 m

°’°§mﬂﬂﬂ

500 167 056 019 0,00

Glukosekonzentration im Versuchspuffer
in mmol/l

[18F]-FDG Uptake in Prozent der
Ausgangsaktivitat

Abbildung 17:
Mittelwerte des IPFJFDG-Uptakes aus Dreifachbestimmungen in Prozest d
Ausgangsaktivitat in Abhangigkeit der Glukosekonezion im Versuchspuffer

Dieser Sachverhalt zeigt noch einmal, wie wichtgis&, die Glukosekonzentration bei den
[*®F]FDG-Uptakeversuchen konstant zu halten. Dies r@efte bei Neumischung eines
Versuchspuffers grofdte Sorgfalt, um die Glukosekatration moglichst exakt einzustellen.

Auch sollte ein glukosehaltiger Versuchspuffer b alt sein.
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4.1.3.3 Zellzahlverdinnungsreihe

Ein Zusammenhang zwischen Zellzahl in den Eppendpsf und 1¥F]JFDG-Uptake wurde
durch eine Zellzahlverdiinnungsreihe und anschlig®er®F]FDG-Uptakeversuch tberpriift.
Zugleich sollte bei diesem Versuch durch eine sélohe Zellzahl in der ersten
Verdiinnungsstufe und die Inkubation der Zellen inkgsefreien Medium die'{F]FDG-
Aufnahme maximiert werden. Hierzu wurdenl® mononukledre Zellen dreimal im
Verhéltnis 1:3 verdiinnt, sodass die vier Zellzatett®® Zellen, 1,6710° Zellen, 0,56L0°
Zellen und 0,1940° Zellen in 12 Eppendorfcups als Dreifachbestimmuwogagen. Die
Uptakewerte der jeweiligen Zellzahlen errechnerh sams aufgenommener Aktivitat zu
eingesetzter Ausgangsaktivitat und sind als Pro@atée in Abb. 18 dargestellt. Es zeigt sich,
dass bei jeder Zellzahl, die 1/3 weniger Zellendidsvorausgehende Zellzahl enthalt, auch die

[*®F]FDG Werte in cpm nur noch 1/3 betragen.
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Abbildung 18:

Mittelwerte des TF]JFDG-Uptakes aus Dreifachbestimmungen in Prozest d
Ausgangsaktivitat in Abhangigkeit der MNCs ZellzahlBeginn des Versuches
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4.1.4 Kombinierter Uptake - Zellverdopplung

Bevor samtliche in dieser Arbeit beschriebenen Mehe mit der Methode des kombinierten
Uptakeversuches durchgefuhrt wurden, sollte diegegdahren durch einen Vorversuch
getestet werden. Hierbei wurde vom kombiniertertaldgversuch erwartet, dass sich bei
Zellverdopplung die Traceraufnahme volfFJFDG und fH]Cholin ebenfalls verdoppelt.
Zugleich sollte durch die Errechnung der Tracerkgigerte wie im Methodikteil unter 3.6.1.
und 3.6.2 beschrieben, durch Division des prozéstublptakes durch die Proteinmenge der
Proben, kein Unterschied zwischen den Traceruptakew bei Verdopplung der Zellzahl
bestehen. Der Versuch wurde mit® und 210° LNCaP-Zellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse
des [®F]JFDG-Uptakes sind in Abb. 19 dargestellt, die [fe§Cholin-Uptakes in Abb. 20. Bei
beiden Tracern war es moglich, durch Zellverdopgldie Traceraufnahme zu verdoppeln.
Wie Abb. 19 und Abb. 20 zeigen, konnte durch Dmisdes prozentualen Uptakes durch die
Proteinmenge der Proben der Uptakewert in %/mgelrdtonstant gehalten werden. Der
geringe Unterschied zwischen den Traceruptakewertefibb. 19 und Abb. 20 von-10°

Zellen zu 210 Zellen ist im Bereich der tiblichen Variabilitatrdéptakeversuche.
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Abbildung 19: Abbildung 20:

Mittelwert und Standardabweichung d&$[FDG- Mittelwert und  Standardabweichung  des

Uptakes aus einem Vierfachansatz bei01 und [®H]Cholin-Uptake aus einem Vierfachansatz bei

2.10° Zellen 1-10° und 210° Zellen.
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4.1.5 Probestimulation der mononuklearen Zellen mit ConA

Um fir die Stimulation der mononukledaren Zellen ungmphozyten die optimale ConA-
Konzentration herauszufinden, wurden mononukle&te# mit ConA in den Konzentrationen
zu O pg/ml, 1 pg/ml, 50 pg/ml und 250ug/ml inkubiert. Nach 24 h Inkubation wurden die
Zellen unter dem Mikroskop dargestellt (sieche ABR), bevor anschlieRend eifff]JFDG-

Uptakeversuch durchgefihrt wurde.

Abbildung 21:
Darstellung unstimulierter a), sowie in ConA p/ml b), 50 pg/ml ¢) und 250pg/ml d) stimulierter

mononukleéarer Zellen. Eine Zellclusterung (rotellBfeeigen die mit ConA-stimulierten Zellen ind))und d)

Unter dem Mikroskop konnte bei den in Suspensidm@chen mononuklearen Zellen die in
Abb. 21 dargestellte Zellclusterung beobachtet emrdDiese Zellcluster waren bei der
Stimulationskonzentration von 250g/ml so stark ausgeprégt, dass diese Cluster durch
Resuspendieren nicht zu I6sen waren. Eine genalleilleing in der Neubauerzahlkammer

war dadurch nicht mehr moglich (siehe Abb. 22)

y L LEAEE RN
¢ - Abbildung 22:

Mononukleare Zellen nach 24h Stimulation mit

) 250 pg/ml ConA unter der Neubauerzéahlkammer
mit Trypanblaufarbung. Neben den vereinzelt

vitalen Zellen sind unresuspendierbare Zellkluster

(durchgezogener roter Pfeil) und viele mit
Trypanblau geféarbte tote Zellen zu erkennen

(gepunkteter roter Pfeil).
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Der Uptakeversuch mit'fF]JFDG ergab fiir den Stimulationsgrad 2a6/ml sehr geringe
Uptakeraten (siehe Abb. 23). Eine Ursache hieriaid die bei dieser Stimulationsstufe
zahlreich vorkommenden toten Zellen. Aufgrund dses¥orversuches wurde keine

Zellstimulation mit ConA-Konzentrationen tber p@/ml durchgefuhrt.

FDG uptake stimulierte
Mononukleare Zellen
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40% +

Uptake in % der unstimulierten Kontrolle
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0% -

Kontrolle 1 50 250
unstimuliert conA Konzentration in pg/mi

Abbildung 23:
[**F]FDG-Uptake stimulierter (ConA Lig/ml, 50 pg/ml und 250

ug/ml) mononuklearer Zellen in % der unstimulieramtrolle
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4.2 [*F]FDG und fH]Cholin-Uptake der Zelllinien
4.2.1 [**F]FDG-Uptake
4.2.1.1 Zelllinienvergleich

Zur Sichtung der PFJFDG-Uptakewerte der einzelnen Zelllinien wird #ohst eine

Boxplottdarstellung gewahlt (Abb. 24). Hierbei &tsich der Medianwert, der die Messwerte
in zwei Halften teilt, als Strich in der Box darieDBox definiert sich durch die obere und
untere Quartile und vereinigt in ihrer Hohe 50% déesswerte. Anhand der Antennen
(Whiskers) und zusatzlich markierten Ausrei3erweki@nn man in der Boxplottdarstellung die

Streuung der Daten nachvollziehen.
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Abbildung 24:

Boxplotdarstellung der ‘{F]JFDG-Uptakewerte in %/mg Protein von PC-3 ZelleNCaP Zellen,
Makrophagen, MNCs, Granulozyten, B-Lymphozyten WiAdymphozyten.
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In Abb. 24 lasst die zentrale Projektion der Madiarte in die Boxen eine Normalverteilung
vermuten. Trotz breiter Streuung und einzelner Ailkar (siehe Abb. 24), ergab die
Statistische Testung keine Evidenz fur die Ablelgndar Normalverteilungsannahme, sodass
die Uptakewerte als Mittelwert mit 95% Konfidenantall dargestellt werden kénnen (siehe
Abb. 25 und Tabelle 9). In der Darstellung der WptMittelwerte mit 95%
Konfidenzintervall beschreiben die Fehlerbalken dd&ereich, in dem zu 95%
Wahrscheinlichkeit der wahre'®F]JFDG-Uptakewert der jeweiligen Zelllinie liegt. ®i
hochsten PFJFDG-Uptakewerte zeigen hierbei die PC-3 Zellefolge von den LNCaP Zellen
und Makrophagen. Die kleinen Leukozyten wie MNCsgarilozyten und Lymphozyten
zeigen einen geringerefff]FDG-Uptake (siehe Abb. 25).
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Abbildung 25:
Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle def’f]JFDG-Uptakewerte in %/mg Protein von PC-3 Zellen,
LNCaP Zellen, Makrophagen, MNCs, Granulozyten, Brphozyten und T-Lymphozyten
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Tabelle 9:
Mittelwerte und 95% KI der'fF]FDG- Uptakewerte der verschiedenen Zelllinieféfmg Protein

Zelllinie Mittelwert | 95% Konfidenzintervall | 95% Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze

PC-3 27,22 25,06 29,37

LNCaP 7,41 5,37 9,44

Makrophagen 3,43 2,65 4,20

MNC 1,39 1,16 1,63

Granulozyten 1,70 1,41 2,00
B-Lymphozyten 0,45 0,20 0,69
T-Lymphozyten 0,87 0,56 1,18

Durch statistische Testung auf Unterschiede (siéhatistik 3.6.6.1), kann man im
Paarvergleich Aussagen dariiber machen, welcheirZelinehr {¥FJFDG aufnimmt. Die
Tabelle mit den zahlreichen Paarvergleichen befismd im Anhang A-1.

Hierbei zeigt sich, dass die PC-3 Zellen im Verdiezu allen anderen Zelllinien signifikant am
meisten 1°F]JFDG aufnehmen. Auch nehmen die LNCaP Zellen ri@RiFDG auf als jede der
Entziindungszelllinien. Die aus Abb. 25 hervorgekemthohte FJFDG-Aufnahme der
Makrophagen gegeniber den mononukleéren Zellen Gradhulozyten stellt sich als nicht
signifikant dar. Gegeniiber den B- und T- Lymphoayteehmen die Makrophagen jedoch
signifikant mehr {F]JFDG auf. Unter den kleinen Leukozyten wie Gramyten, Lymphozyten
und mononuklearen Zellen sind die Unterschiede iminAhmeverhalten, wie sie aus Tab.9

und Abb. 25 hervorgehen, nicht signifikant.
4.2.1.2 Entziindungszell/Tumorzell Index (ETI) filff]FDG
4.2.1.2.1 LNCaP EThsrroc

Wie im Methodikteil unter 3.6.5.2 beschrieben, vesrddie LNCaP ETIs fiur den Tracer
[*®F]FDG gebildet. Abb. 26 und Tab. 10 zeigen einmasktlarisch und einmal graphisch den
LNCaP EThsrroc der verschiedenen Entziindungszellen. Makrophagegerz hierbei mit
dem 0,46-fachen (46%) des LNCaPF|FDG-Uptakes den hochsten ETI. Den geringsten ETI
zeigen die Lymphozyten mit dem ungefahr 0,1-faqrdi®%) des LNCaP'{F]FDG-Uptakes.
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Entziindungszell / LNCap Index
Tabelle 10: 0,50
Tabellarische Darstellung der LNCaP 8’2(5) B
ETlsusrrps flr die  verschiedenen 0,35 1|
Entziindungszellen 0,30 +—
0,25 +—
Entziindungszell 0,20 +—| _ ]
Entziindungszelle | LNCap Index 0,15 1—
0,10 +— —
Makrophagen 0,46 005 || ,_i .
MNC 0,19 0,00 ‘
& & N & &
Granulozyten 0,23 é@g K\ &oﬁ@ K\&;\\ 8 8
- © Q L Q
B-Lymphozyten 0,06 @,3& e ,\,Aé\ ,\ﬁ@
T-Lymphozyten 0,12
Abbildung 26:

Graphische Darstellung der LNCaP Efisepc fur die

verschiedenen Entziindungszellen

4.2.1.2.2 PC-3 EThsrroc

Wie fir die LNCaP Zellen werden ebenfalls fiir dieé-B Zellen die ETIs fur die verschiedenen
Entziindungszellen berechnet und als Tabelle 11Altildung 27 dargestellt. Aufgrund der
hohen Uptakeraten der PC-3 Zellen (siehe Abb. aBgrf die PC-3 ETsrroc Niedriger aus,
sodass der Makrophagen/PC-3 fmFroe als héchster ETI nur 0,13 betrégt. DEF[FDG-
Uptake von Makrophagen betragt somit 13% des P@takes
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Entziindungszell / PC-3 Index
Tabelle 11: 0,20
0,18
Tabellarische Darstellung der PC-3 0,16 -
ETlsusrroc  fur die  verschiedenen 0,14 -
, 0,12
Entziindungszellen 010 |
0,08
0,06
Entziindungszell 004 I
Entziindungszelle zu PC-3 Index 0,02 +—
0,00 ; ; ;
Makrophagen 0,13 N o o o
) Q
MNC 0,05 & & S ¥ Q&*@
QO > Q
Granulozyten 0,06 @’Z\’é o & ,\\,*&Q
& >
B-Lymphozyten 0,02
T-Lymphozyten 0,03 Abbildung 27:

Graphische Darstellung der PC-3 Efgseps flr die

verschiedenen Entziindungszellen

4.2.2 [*H]Cholin-Uptake
4.2.2.1 Zelllinienvergleich

Wie schon beim'fF]JFDG-Uptake werden auch beiffH]Cholin-Uptake die Daten zunachst in
einer Boxplotdarstellung gesichtet (siehe Abb. Ehe grol3e Box wie bei den Uptakewerten
der PC-3 Zellen weist auf eine hohe Streubreite Bungleich zeigen sich bei den LNCaP
Uptakewerten extreme Ausreil3er. Die meist mittigian Box liegenden Medianwerte weisen
auf normalverteilte Uptakewerte hin. Die héchsteptddewerte zeigen die PC-3 Zellen.
LNCaP Zellen und Makrophagen nehmen in &hnlichendéemehr jH]Cholin auf als die

kleinen Leukozyten.
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Abbildung 28:
Boxplotdarstellung der *H]Cholin-Uptakewerte in %/mg Protein von PC-3 Ze|leLNCaP Zellen,
Makrophagen, MNCs, Granulozyten, B-Lymphozyten WiAdymphozyten.

Da nach statistischer Testung keine Evidenz fuAdikehnung der Normalverteilungsannahme
vorliegt, konnen zur weiteren Auswertung die Uptdkdelwerte mit 95%

Konfidenzintervallen errechnet werden (siehe TaB. und Abb. 29). Uberschneidende
Konfidenzintervalle wie bei LNCaP Zellen und Makhagen zeigen hiebei schon vor weiterer
statistischer Testung, dass keine signifikant wcotgedlichen Uptakemittelwerte zwischen

diesen Zellen vorliegen.
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Abbildung 29:

T
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Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle defH]Cholin-Uptakewerte in %/mg Protein von PC-3 Zelle
LNCaP Zellen, Makrophagen, MNCs, Granulozyten, Brphozyten und T-Lymphozyten

Tabelle 12

Mittelwerte und 95% Kl der’H]Cholin-Uptakewerte der verschiedenen Zellliniar#/mg Protein

Zelllinie Mittelwert | 95% Konfidenzintervall | 95% Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze

PC-3 98,29 81,83 114,74

LNCaP 62,79 44,41 81,17

Makrophagen 53,09 45,05 61,13

MNC 6,07 4,77 7,38

Granulozyten 5,92 4,44 7,39

B-Lymphozyten 3,12 2,60 3,64

T-Lymphozyten 3,75 3,25 4,26
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Durch Paarvergleiche wurde auf Unterschiede zwisotlen fH]Cholin-Uptakewerten der
Zelllinien getestet. Aus der im Anhang A-2 befimtien Tabelle mit multiplen Paarvergleichen
wird ersichtlich, dass die PC-3 Zellen signifikane¢hr PH]Cholin aufnehmen als alle anderen
Zellen. LNCaP und Makrophagen nehmen signifikanhmiH]Cholin auf als die kleinen
Entziindungszellen. Zugleich besteht aber zwiscleenMiakrophagen und LNCaP Zellen kein
signifikanter Unterschied. Der in Tab. 12 dargéselnterschiedliche ®H]Cholin-Uptake

zwischen den mononuklearen Zellen, Granulozytenlymaphozyten ist nicht signifikant.
4.2.2.2 Entzindungszell/Tumorzell Index (ETI) fiiH]Cholin
4.2.2.2.1 LNCaP ET Jzrjcholin

Die Darstellung der LNCaP ETIs fiir den Tracé&]Cholin zeigt noch einmal sehr deutlich
wie Makrophagen im Verhéltnis zur LNCaP Tumorzéitlich viel fH]Cholin aufnehmen
(siehe Abb. 30 und Tab. 13). Wahrend Makrophagerereiwesentlich héheren LNCaP
ETlHichoin aufweist als LNCaP Efbrroc (siehe Abb. 26), sind die Efichoin der kleinen
Entziindungszellen eher niedriger als B&FJFDG. Eine ausfiihrlichere Abhandlung dieses
Sachverhaltes findet sich im Kapitel 4.2.3 Tracegleach.

Tabelle 13: Entzundungszell / LNCap Index
Tabellarische Darstellung der LNCaP 100
ETlSgnchoin fur  die  verschiedenen o:go ,
Entziindungszellen 08 { [ ]
0,70 -
Entziindungszell |/ 0,60 -
Entziindungszelle | LNCap Index g’ig
Makrophagen 0,85 0,30 -
MNC 0,10 gig 1
Granulozyten 0,09 o:oo : |_| —

- o & N N o
B-Lymphozyten 0,05 &qe ®$ &\,\@, 015@ < @@
T-Lymphozyten 0,06 & S & &

& <
Abbildung 30:

Graphische Darstellung der LNCaP Elgnain flr die

verschiedenen Entziindungszellen

82



4.2.2.2.2 PC-3 ETlaHjcholin

Die geringeren ETnichoin der PC-3 Zellen im Vergleich zu den LNCaP Zellekiggen sich
durch die hoheren’fi]Cholin-Uptakeraten der PC-3 Zellen (siehe Abb). 28ergleicht man
nun wie oben die hier dargestelltén]Cholin ETIs der PC-3 Zellen (siehe Abb. 31) ménen
von [°FIFDG (siehe Abb. 27), zeigt sich ebenfalls ein eveich hoherer EFnichoin bei
Makrophagen bei ahnlichen ETIs der kleinen LeukezytAuf diesen Sachverhalt wird im

Folgenden genauer eingegangen.

Entziindungszell / PC-3 Index
Tabelle 14:
Tabellarische Darstellung der PC-3 gep
ETlSsmchain -~ fir  die  verschiedenen 0.50 1]
Entziindungszellen
0,40 |
Entziindungszell/ 0,30 .
Entziindungszelle PC-3 Index
0,20
Makrophagen 0,54
MNC 0,06 0107 =
Granulozyten 0,06 0,00 ‘
Q o Q Q
B-Lymphozyten 0,03 & Ny Oﬁ@o 045@’ o@\e’
R 3N S N
- «° N Q Q
T-Lymphozyten 0,04 & < /\3@ ,\,\S&
Abbildung 31:

Graphische Darstellung der der PC-3 Eg[jignoin flr die

verschiedenen Entziindungszellen
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4.2.3 Tracervergleich

4.2.3.1 Faktorieller Unterschied Efidrroc zu ETlsnjchoin bei LNCaP Tumorzellen

Im Methodikteil dieser Arbeit wurde im Kapitel 3362 auf den Tracervergleich Uber die
Entziindungszell/Tumorzell Indices (ETIs) eingegandger faktorielle Unterschied der ETls
von PH]Cholin und [®F]JFDG bei LNCaP Zellen ist mittels des unter 35.Beschriebenen
statistischen Modells fir die einzelnen Entziindaelisn mit 95% Konfidenzintervall

berechnet worden und durch Abb. 32 graphisch urd T&tabellarisch dargestellt.

Fur die Werte der MNCs, Granulozyten und T-Lymptiemy die in Abb. 32 signifikant Gber
der 1 liegen, gilt, das$H]Cholin im Vergleich zu F]JFDG selektiver in LNCaP Tumorzellen
aufgenommen wird, wahrend®F]JFDG unspezifischer von den Leukozyten und LNCaP
Tumorzellen aufgenommen wird. Entsprechend denulzeéin Tracer-Uptakeraten ist es
hierbei mittels fH]Cholin im Vergleich zu FJFDG besser méglich zwischen LNCaP
Tumorzellen und den Entzindungszellen (hier: MN@snulozyten und T-Lymphozyten) zu

unterscheiden.

Andererseits gilt bei Werten signifikant kleines dl, wie bei den Makrophagen (siehe Abb.
32), dassPFJFDG eine hohere Tumorzellselektivitat aufweist yfH]Cholin unspezifischer
von Makrophagen und LNCaP Zellen aufgenommen whithe Unterscheidung zwischen
LNCaP Tumorzellen und Makrophagen ist hierbei fsttf®FJFDG im Vergleich zu

[*H]Cholin besser méglich.
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Faktorieller Unterschied der ET};gr rng ZU EThspy choin P€Z0gen auf die Tumorzellinie LNCaP
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0,00

Makrophagen MNC Granulozyten B Lymphozyten T Lymphozyten

Abbildung 32
Faktorieller Unterschied Efrrps zU ETlsricnoin bei LNCaP Tumorzellen; wird die rote Linie von déste
Konfidenzintervall einer Entzindungszelle - wie rhimi B-Lymphozyten — geschnitten, bedeutet diss, e

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen Tetern im Bezug auf Tumorzellselektivitat.

Tabelle 15

Tabellarische Darstellung des faktoriellen Unteis@HET [1grrpe ZU ET kanjchoin b€i LNCaP Tumorzellen

95% Konfidenzintervalle
Faktorieller Unterschied
ETlepg /ETlgHjcholin Untergrenze Obergrenze
Makrophagen 0,50 0,32 0,78
MNC 1,90 1,21 2,98
Granulozyten 2,39 1,52 3,76
B Lymphozyten 0,92 0,58 1,44
T Lymphozyten 1,71 1,09 2,69

4.2.3.2 Faktorieller Unterschied Efidrroc zu ETlanjchoiin bei PC-3 Tumorzellen

Auch fir die PC-3 Zellen wurde der faktorielle Wmstehied EThsrroc zU ETlsricholin

berechnet (Abb. 33 und Tab. 16). Hierbei zeigt Siehkeiner Entziindungszelle ein signifikant
groRerer Wert als 1. Da das Konfidenzintervall woononuklearen Zellen, Granulozyten und
T-Lymphozyten die 1 enthalt, kann zwischen den zweacern, bezogen auf diese
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Entzindungszellen und PC-3 Zellen, kein UnterschiedBezug auf Tumorselektivitat

nachgewiesen werden.

Auffallig ist allerdings der faktorielle Untersclieder Makrophagen, der wie in Abb. 32 beli
den LNCaP Tumorzellen auch hier in Abb. 33 bei B€13 Tumorzellen deutlich unter der 1
liegt. Somit ist auch die Unterscheidung zwisched-3F Tumorzellen und Makrophagen
entsprechend der zellularen Tracer-UptakeratereliffF]FDG im Vergleich zu3H]Cholin

besser moglich.

Ein faktorieller Unterschied von 0,2 bedeutet hegr{sieche Tab.16), dass die Aufnahme von
[*H]Cholin in Makrophagen, bezogen auf die PC-3 Zelle mal héher ist, als dies bei
[®F]FDG der Fall ist.

Ebenfalls zeigt sich bei den B-Lymphozyten, durttee Wert kleiner als eins, eine geringere
PC-3 Tumorzell-Selektivitat fir den TracéH[Cholin im Vergleich zu1’F]FDG.

Faktorieller Unterschied der EThygq eng ZU EThgyy choin P€Z0gen auf die Tumorzellinie PC-3

2,00

1,50

1,00

0,50 . L

L
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
Makrophagen MNC Granulozyten B Lymphozyten T Lymphozyten
Abbildung 33

Faktorieller Unterschied Efsroc ZU ETlanichoin bei PC-3 Tumorzellen; wird die rote Linie von den
Konfidenzintervallen geschnitten, so besteht keimelschied im Bezug auf Tumorselektivitat zwisclaem
Tracern fH]Cholin und f*F]JFDG
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Tabelle 16

Tabellarische Darstellung des faktoriellen Unteis@HET [1grrpe ZU ET banjchoin b€l PC-3 Tumorzellen

Faktorieller Unterschied

95% Konfidenzintervalle

ETlpsrroc /ETlarichotin Untergrenze Obergrenze
Makrophagen 0,22 0,14 0,35
MNC 0,84 0,54 1,32
Granulozyten 1,06 0,68 1,67
B Lymphozyten 0,41 0,26 0,64
T Lymphozyten 0,76 0,48 1,19

Die faktoriellen Unterschiede der ETls fiir die Teaf°F]FDG und fH]Cholin bei PC-3 und

LNCaP Tumorzellen weisen fir beide Tumorzelllinieei den Makrophagen durch Werte

kleiner als 1 eine geringere Tumorzellselektivitan [PH]Cholin gegeniiber'fF]FDG auf.

Dies ist in dieser Konstellation durch einen selsgepragten *H]Cholin-Uptake der

Makrophagen zu erklaren. Im Vergleich der Tracexd sMakrophagen somit gieriger nach

[*H]Cholin als nach'fF]FDG.
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4.3 Zellstimulation

Die Entziindungszellen wurden nach dem im Methoiligt8.1 beschriebenen Schema mit den
verschiedenen Substanzen stimuliert. AnschlieRenddevan den Zellen der kombinierte
Uptakeversuch mit*H]Cholin und {®F]FDG durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte tibee di
Z-Scores (siehe 3.6.4).

4.3.1 Stimulation der Makrophagen

Makrophagen wurden mit LPS in drei verschiedenemazeatrationen stimuliert (siehe
3.3.1.1). Mit der unstimulierten Kontrollprobe werdsomit 4 verschiedene Stimulationsgrade
verglichen.

4.3.1.1 [*F]FDG-Aufnahme

Zunachst wird zur Datensichtung die Boxplot Dallstey gewahlt (siehe Abb. 34). Wenige

Ausreil3er und ein mittig gelegener Medianwertedassine Normalverteilung der Z-Scores
vermuten. Die statistische Testung ergab keinedbaauf nicht normalverteilte Werte.
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Abbildung 34

Z-Scores des'{F]JFDG-Uptakes der Makrophagenstimulation in der fotdarstellung in Abhangigkeit der
zur Stimulierung eingesetzten LPS Konzentrationen

Die weitere Auswertung erfolgt durch die in Abb. 8Brechneten Mittelwerte mit 95%
Konfidenzintervallen und die statistische Testursiei{e Anhang A-3) auf Unterschied
zwischen den Z-Scores der einzelnen Stimulatiofesstd/it zunehmender LPS Konzentration
fallen die erhdhten Z-Scores auf (siehe Abb. 3%. @d6Rer werdenden Z-Scores entsprechen
steigenden 'fF]FDG-Uptakeraten. Die hochsten Z-Scores konntendfé Stimulationsstufe
mit LPS 10 pg/ml bestimmt werden. Die StatistisGlestung zeigt, dass die Unterschiede der
Z-Scores, die aus Abb. 34 hervorgehen signifikand.sLediglich besteht zwischen den
Stimulationsstufen 0 und 0,1pug/ml und 0,1 und Imiddein signifikanter Unterschied auf
einem 5% Signifikanzniveau (siehe Anhang A-3).
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Abbildung 35

Z-Scores des'{FJFDG-Uptakes der Makrophagenstimulation in dertétert- und 95% Kl-Darstellung in
Abhangigkeit der zur Stimulierung eingesetzten KR®zentrationen

Die in Abb. 35 zu vermutende stetig lineare Kotielazwischen der LPS Konzentrationsstufe
und den {®F]FDG-Uptakewerten in Form der Z-Scores wurde stiatih durch einen Test auf
nichtparametrische Korrelation nach Spearman gtésehe Anhang A-3). Hierbei zeigt sich

ein signifikanter linearer Zusammenhang zwischen DS Konzentrationsstufen und dem
[*®F]FDG-Uptake.

4.3.1.2 [*H]-Cholin-Aufnahme

Die Boxplotdarstellung der Z-Scores der stimulierMakrophagen zeigt durch breite Boxen
und einzelne extreme Ausreil3er wie bei der Stimariastufe 1,0 ug/ml eine hohe Streubreite
der Z-Scores. Zugleich verweist ein asymmetrisckden Box gelegener Medianwert wie bei

der Stimulationsstufe 10,0 pg/ml auf nicht normetkide Werte. Statistische Testung fuhrt zur
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Ablehnung der Normalverteilungsannahme. Zur weitekaswertung sollte dementsprechend
auch keine Darstellung der Mittelwerte mit Konfidertervall gewahlt werden. Um zwischen
den Stimulationsstufen auf Unterschied zu testemydev der Mann-Whitney-Test fur

nichtparametrische Werte verwendet (siehe Stadi€il6.3).
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Abbildung 36

Z-Scores des*H]—-Cholin-Uptakes der Makrophagenstimulation in @&explotdarstellung in Abhangigkeit

der zur Stimulierung eingesetzten LPS Konzentration

Beim Betrachten von Abb. 36 fallt auf, dass d&d]{Cholin-Uptake durch LPS nicht
stimulierbar ist wie der 'fFJFDG-Uptake. Zwischen den Stimulationsgraden zegjeh keine
signifikant unterschiedlichen Z-Scores (siehe Amhar4). Lediglich ist der Z-Score von 1,0
ng LPS/ml signifikant geringer als der Z-Score dastimulierten Kontrolle. Dies legt den
Verdacht nahe, dass eine LPS Makrophagenstimulatamauf den®H]-Cholin-Uptake eher

hemmend auswirkt.
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4.3.2 Stimulation der MNCs

Mononukledre Zellen wurden mit ConA in drei verstl@nen Konzentrationen stimuliert

(siehe 3.3.1.3). Mit der unstimulierten Kontrollpeo werden somit 4 verschiedene
Stimulationsgrade verglichen.

4.3.2.1 [*F]FDG-Aufnahme

Symmetrische Boxen mit mittig liegenden Medianwertg¢siehe Abb. 37) lassen
normalverteilte Z-Scores vermuten. Trotz einigense@il3ern in der Stimulationsgruppe 50
ng/ml besteht keine Evidenz fir die Ablehnung deormalverteilungsannahme. Die
Normalverteilung der Z-Scores ist Grundlage fur diMlittelwert- und 95%

Konfidenzintervalldarstellung (siehe Abb. 38).
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Abbildung 37

Z-Scores des ‘{FJFDG-Uptakes der stimulierten mononukledren Zeliender Boxplotdarstellung in
Abhangigkeit der zur Stimulierung eingesetzten KR®zentrationen
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Aus Abb. 38 geht hervor, dass sich d8F[FDG-Uptake bei MNCs bis ConA-Konzentrationen
von 4 pg/ml gut stimulieren lasst. Die Stimulatistode mit der sehr hohen ConA-
Konzentration von 50pg/ml zeigt wieder geringel¥FDG-Uptakewerte, die in Hohe der
ConA-Stimulationskonzentration von 1 pug/ml lieg&ne sich nicht Uberschneidenden 95%
Konfidenzintervalle lassen vermuten, dass die Wateede zwischen den Stimulationsgruppen
signifikant sind. Dies bestatigt sich durch statdtes Testen (siehe Anhang A-5), wobei im
Paarvergleich alle Z-Scores signifikant untersditld sind. Lediglich zwischen der

Stimulationsstufe 1pg/ml und 50 pg/ml besteht lsggmifikanter Unterschied.
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Abbildung 38

Z-Scores des'{FJFDG-Uptakes der stimulierten mononukledren Zeilerder Mittelwert- und 95% Ki-

Darstellung in Abhéngigkeit der zur Stimulierunggesetzten ConA-Konzentrationen.
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4.3.2.2 [*H]Cholin-Aufnahme

Ahnlich wie der {°FJFDG-Uptake der mononukledren Zellen zeigt sick ffH]Cholin-
Aufnahme ebenfalls mit einem maximalen Uptake lpgg €onA/ml stimulierbar (siehe Abb.
39). Trotz einzelner Ausreilerwerte bei der unsliemen Kontrolle und der ConA-
Stimulationskonzentration von 4pg/ml und einem hgdmz zentral gelegenen Medianwert bei
der ConA-Stimulationskonzentration von 1 pg/ml,tekskeine statistisch signifkante Evidenz
fur nicht normalverteilte Z-Scorewerte in den viimulationsstufen. Demnach werden zur
weitern Auswertung fir die Z-Scores die Mittelweuted 95% Konfidenzintervalle berechnet
und graphisch dargestellt (siehe Abb. 40).
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Abbildung 39

Z-Scores des>H]Cholin-Uptakes der stimulierten mononuklearen I&elin der Boxplotdarstellung in

Abhéngigkeit der zur Stimulierung eingesetzten Cdtohzentrationen

Die in Abb. 40 dargestellten Z-Score Mittelwertet mén sich nicht tberschneidenden 95%

Konfidenzintervalle der unstimulierten Kontrolle durder ersten beiden Stimulationsstufen
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zeigen sich durch statistische Testung als sigamitikunterschiedlich. Nur zwischen den ConA-
Stimulationsstufen 4 pg/ml und 50 pg/ml, bei dersgch die Konfidenzintervalle auch
Uberschneiden (siehe Abb. 40), kann kein statlst@gnifikanter Unterschied nachgewiesen

werden (siehe Anhang A-6).
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Abbildung 40

Z-Scores des’H]Cholin-Uptakes der stimulierten mononuklearenlételin der Mittelwert- und 95% Kil-

Darstellung in Abhangigkeit der zur Stimulierunggegsetzten ConA-Konzentrationen.

Die [°H]-Cholin-Aufnahme der mononukledren Zellen lagsh £benso wie die'{F]FDG-
Aufnahme durch Concanavalin graduiert stimuliedlierdings zeigt die Stimulierbarkeit der
MNCs mit ConA ein Maximum, das unter ConA-Konzettiaen von 50 pg/ml liegt.
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4.3.3 Stimulation der CD3+ T-Lymphozyten

CD3+ T-Lymphozyten wurden mit ConA in nur einem3siationsstufe von jig/ml stimuliert.
Die ConA-stimulierte Probe wird im Folgenden mitr dmstimulierten Kontrolle verglichen.
Da hierbei nur ein einzelner Paarvergleich notig nsuss nicht wie oben bei der multiplen
statistischen Testung die Kumulation des Alphafshleurch eine Bonferronikorrektur
bertucksichtigt werden.

4.3.3.1 [**F]FDG-Aufnahme

Die zentral in der Box liegenden Medianwerte legermalverteilte Z-Scores nahe. Es besteht
keine statistische Evidenz fur die Ablehnung dermiverteilungsannahme, trotz einzelner
Ausreil3erwerte in der unstimulierten Kontrolle f@eAbb. 41). Zur weiteren Auswertung wird
die Mittelwert- und 95% Konfidenzintervalldarsteily gewahlt (siehe Abb. 42).
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Abbildung 41

Z-Scores des {FJFDG-Uptakes der unstimulierten und ConA-stimaéer T-Lymphozyten in der
Boxplotdarstellung.
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In der Mittelwert- und 95% Konfidenzintervalldarstieg zeigen sich &hnliche Mittelwerte bei
Uberschneidenden Konfidenzintervallen. Zugleich dwidurch statistische Testung kein
signifikanter Unterschied zwischen der stimulierferobe und der unstimulierten Kontrolle
festgestellt (siehe Anhang A-7). Eine Stimulati@n fF]FDG-Aufnahme mit ConA hat somit
nicht stattgefunden.
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Abbildung 42

Z-Scores des‘{FJFDG-Uptakes der unstimulierten und ConA-stimuéerT-Lymphozyten in der Mittelwert-
und 95% Kil-Darstellung.

4.3.3.2 [*H]Cholin-Aufnahme

Die zentral in der Box liegenden Medianwerte legermalverteilte Z-Scores nahe (siehe Abb.
43). Trotz eines einzelnen Ausreil3ers in der Sttnahsgruppe besteht keine statistische

Evidenz fur die Ablehnung der Normalverteilungsdmma.
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Abbildung 43

Z-Scores des °H]Cholin-Uptakes der unstimulierten und ConA-stifetten T-Lymphozyten in der

Boxplotdarstellung

Zur weiteren Auswertung wird die Mittelwert- und %5 Konfidenzintervall-Darstellung

gewahlt (siehe Abb. 44). Hierbei zeigen sich Ubemsadende Konfidenzintervalle. Zugleich

wird durch statistische Testung kein signifikarterterschied zwischen der stimulierten Probe

und der unstimulierten Kontrolle festgestellt (g€elnhang A-8). Eine Stimulation der
[*H]Cholin-Aufnahme mit ConA hat somit nicht stattgeflen.

Weder die {*F]FDG-Aufnahme noch die ®f]Cholin-Aufnahme konnten bei CD3+ T-
Lymphozyten mit ConA stimuliert werden.
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Abbildung 44
Z-Scores des °H]Cholin-Uptakes der unstimulierten und ConA-stifatten T-Lymphozyten in der
Mittelwert- und 95% Kl-Darstellung.

4.3.4 Stimulation der CD19+ B-Lymphozyten

CD19+ B-Lymphozyten wurden mit ConA in einer Stiatidnsstufe von Lig/ml stimuliert.

Die ConA-stimulierte Probe wird im Folgenden mit dastimulierten Kontrolle verglichen.

4.3.4.1 [**F]JFDG-Aufnahme

Die in der Boxplotdarstellung zentral in der Mitteegenden Medianwerte lassen eine
Normalverteilung der Z-Scores vermuten (siehe AlH). Allerdings verweisen ein Ausreil3er
und die stark asymmetrischen Antennen (Whiskers)utstimulierten Kontrolle auf nicht

parametrisch verteilte Z-Score-Werte. Die statstsTestung mittels Shapiro-Wilk Test fuhrt
ebenfalls zur Ablehnung der Normalverteilungsanmah#ur weiteren Auswertung bei den
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hier nicht normalverteilten Werten sollte demnacleink Mittelwert- und 95%

Konfidenzintervalldarstellung gewahlt werden.
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Abbildung 45

Z-Scores des fF]JFDG-Uptakes der unstimulierten und ConA-stimuter B-Lymphozyten in der
Boxplotdarstellung.

Durch statistische, nichtparametrische Testung (Mathitney-Test) zeigt sich der aus Abb.
45 hervorgehende Z-Score Unterschied mit erh6ht8odtes der stimulierten B-Lymphozyten
als signifikant (siehe Anhang A-9). Somit hat eiermehrter °FJFDG-Uptake in die
stimulierten B-Lymphozyten statt gefunden.

4.3.4.2 [*H]Cholin-Aufnahme

Die Boxplotdarstellung zeigt normalverteilte Z-Seorin beiden Gruppen (siehe Abb. 46).
Zugleich besteht keine statistische Evidenz furAbéehnung der Normalverteilungsannahme.
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Zur weiteren Auswertung kann demnach die Mitteldarstellung mit 95%
Konfidenzintervallen gewahlt werden (siehe Abb..47)
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Abbildung 46
Z-Scores des °H]Cholin-Uptakes der unstimulierten und ConA-stifatten B-Lymphozyten in der
Boxplotdarstellung. Die hoheren Z-Scores der stientdn B-Lymphozyten lassen eine erfolgreiche

Stimulation vermuten.

Die in Abb. 47 dargestellten Z-Score Mittelwerte de@mulierten Probe liegen deutlich tGber
der unstimulierten Kontrolle, wéhrend sich die Kdaehzintervalle minimal Gberschneiden.
Durch statistische Testung zeigt sich der aus AFbhervorgehende Z-Score Unterschied mit
erhohten Z-Score Mittelwerten der stimulierten Byiphozyten als signifikant (siehe Anhang
A-10). Somit hat ein vermehrtefH]Cholin-Uptake in die stimulierten B-Lymphozyterat

gefunden.
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Abbildung 47
Z-Scores des’H]Cholin-Uptakes der stimulierten und unstimulier®-Lymphozyten in der Mittelwert- und
95% KI-Darstellung

Entsprechend der Ergebnisse zeigt sich di¢]Gholin- und [°F]JFDG-Aufnahme in B-
Lymphozyten mit ConA stimulierbar.

4.3.5 Stimulation der CD15+ Granulozyten

CD15+ Granulozyten wurden mit Lipopolysaccharideiner Stimulationsstufe von gdg/ml

stimuliert. Die LPS stimulierte Probe wird im Fofgken mit der unstimulierten Kontrolle

verglichen.
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4.3.5.1 [*F]JFDG-Aufnahme

Die Boxplotdarstellung zeigt normalverteilte We(gehe Abb. 48). Zugleich besteht keine
statistische Evidenz fir die Ablehnung der Normdbiingsannahme. Zur weiteren
Auswertung kann demnach die Mittelwertdarstellunigg 9% Konfidenzintervallen gewahlt

werden (siehe Abb. 49).
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Abbildung 48

Z-Scores des {F]JFDG-Uptakes der unstimulierten und LPS-stimuéiertCD15+ Granulozyten in der
Boxplotdarstellung.

Die Mittelwerte der Z-Scores der stimulierten Pmohénd unstimulierten Kontrolle liegen
beide im Nullbereich. Bei fast deckungsgleichen 9&®nfidenzintervallen (siehe Abb. 49)
und statistischer Testung auf Unterschied (siehbafAg A-11), wobei kein signifikanter
Unterschied im Paarvergleich nachgewiesen wurde, de [*°F]JFDG-Aufnahme in
Granulozyten durch Zugabe von LPS nicht stimulierba
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Abbildung 49

Z-Scores des fF]JFDG-Uptakes der unstimulierten und LPS-stimuéiertCD15+ Granulozyten in der
Mittelwert- und 95% Kl-Darstellung

4.3.5.2 [*H]Cholin-Aufnahme

Die Boxplotdarstellung zeigt normalverteilte Wer{@bb. 50). Zugleich besteht keine
statistische Evidenz fir die Ablehnung der Normdbiingsannahme. Zur weiteren
Auswertung kann demnach die Mittelwertdarstellunigg 9% Konfidenzintervallen gewahlt
werden (siehe Abb. 51).
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Abbildung 50
Z-Scores des®H]Cholin-Uptakes der unstimulierten und LPS-stirartttn CD15+ Granulozyten in der

Boxplotdarstellung.

Die Mittelwerte der Z-Scores der stimulierten Pmohend unstimulierten Kontrolle liegen
beide im Nullbereich. Bei sich tUberlappenden 95%fiKtenzintervallen (siehe Abb. 51) und
statistischer Testung auf Unterschied (siehe Agh#&al2), wobei kein signifikanter
Unterschied im Paarvergleich nachgewiesen wurde, die [PH]Cholin-Aufnahme in

Granulozyten durch Zugabe von LPS nicht stimulierba
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Abbildung 51
Z-Scores des*H]Cholin-Uptakes der unstimulierten und LPS-stirartttn CD15+ Granulozyten in der
Mittelwert- und 95% Kl-Darstellung

Weder die PFJFDG-Aufnahme noch die *f]Cholin-Aufnahme konnten bei CD15+
Granulozyten durch fg/ml LPS stimuliert werden.
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4.4 Uptakevergleich der Tumorzellen unter adharentehawspensiven Bedingungen

Die bei den bisherigen Auswertungen verwendetemképterte der LNCaP- und PC-3-Zellen
beziehen sich auf Uptakeversuche unter adharemesliferativen Bedingungen (siehe
Methodik 3.4.4). Allerdings wurde in dieser Arbaiich der Uptake der TracéH]Cholin und
['®F]FDG in die Prostatakarzinomzelllinien LNCaP- undPC-3- unter
Suspensionsbedingungen untersucht, nachdem denzalis Ihrem Wachstumsverbund gel6st
wurden (siehe Methodik 3.4.3). Im Folgenden sotlenUptakewerte der zwei Tumorzelllinien
unter adhéarenten Bedingungen mit den Uptakewent@r (Suspensionsbedingungen jeweils
fur die Tracer {H]Cholin und [°F]JFDG verglichen werden.

4.41 [“FJFDG-Aufnahme

Die [*®F]JFDG-Uptakewerte der LNCaP und PC-3 Zellen una@aaenten und suspensiven
Bedingungen zeigen in der Boxplotdarstellung (mht gezeigt) und bei der statistischen
Testung keine Evidenz fur die Ablehnung der Norregakilungsannahme. Dies ist die
Grundlage fur die Mittelwert- und 95% Konfidenzintalldarstellung der fFJFDG-
Uptakewerte wie in Abb. 52.

Die statistische Auswertung mit den multiplen Paagleichen erfolgte wie unter 3.6.6.1
beschrieben durch eine p-Wert Korrektur nach Beaferund befindet sich im Anhang A-13.
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Abbildung 52
Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle de$H]FDG-Uptakes in %/mg der Tumorzelllinien LNCaP und

PC-3 in Suspension und unter adharenten Bedingungen

Die PC-3 Zellen nehmen unter adharenten Bedingumgelr {°FJFDG auf als die LNCaP
Zellen unter adharenten Bedingungen (siehe Abb. Bser erhohte’fF]JFDG-Uptake der
PC-3 Zellen gegenuber den LNCaP Zellen gilt auch {fiptakeversuche unter
Suspensionsbedingungen, jedoch ist hierbei derrgbiteed nicht mehr so stark ausgepragt.
Vergleicht man nun der%F]FDG-Uptake zwischen Adharenz- und Suspensionsgadien
bezogen auf die jeweiligen Ziellinien, so zeigthskein signifikanter Unterschied bei den
LNCaP Zellen. Ein sehr gro3er und signifikanter ddsthied besteht jedoch zwischen
Adharenz- und Suspensionsbedingungen bei den Pé&ll&nZwobei adharente PC-3 Zellen
wesentlich mehr*fFJFDG aufnehmen. Dies lasst vermuten, dass dassadfgere Ablosen
der PC-3 Zellen mit Beklopfen des FlaschenboderehgsMethodik 3.1.1.2) den Zellen

schadet und somit den Traceruptake beeinflusst.
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4.4.2 [*H]Cholin-Aufnahme

Die [°H]-Cholin-Uptakewerte der LNCaP und PC-3 Zelleneurstdharenten und suspensiven
Bedingungen zeigen in der Boxplotdarstellung (mht gezeigt) und bei der statistischen
Testung keine Evidenz fur die Ablehnung der Norredakilungsannahme. Dies ist die
Grundlage fir die Mittelwert- und 95% Konfidenzinalldarstellung der *H]Cholin-
Uptakewerte wie in Abb. 53.
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Abbildung 53

Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle de{[-Cholin-Uptakes in %/mg der Tumorzelllinien LNCaRd

PC-3 in Suspension und unter adharenten Bedingungen

Die multiple statistische Testung auf Unterschiedszhen den Gruppen erfolgte wie im
Methodikteil dieser Arbeit beschrieben (siehe Mediko 3.6.6.1) durch eine
Bonferronikorrektur der p-Werte. Die multiplen Paagleiche befinden sich im Anhang A-14.
Die PC-3 Zellen nehmen unter adharenten Bedingusignifikant mehr H]Cholin auf als

die LNCaP Zellen unter adhérenten Bedingungen gsidib. 53). Dieser erhohtd{]Cholin-
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Uptake der PC-3 Zellen gilt jedoch nicht mehr fir ptakeversuche unter
Suspensionsbedingungen, bei denen die LNCaP Zedignifikant mehr {H]Cholin

aufnehmen. Vergleicht man nun derfH]Cholin-Uptake zwischen Adhéarenz- und
Suspensionsbedingungen bezogen auf die jewelligghnien, so zeigt sich ein signifikanter
Unterschied bei den LNCaP Zellen zugunsten eindseretn fH]Cholin-Uptakes unter
Suspensionsbedingungen. Einen wie beifiF]JFDG-Uptake signifikant niedrigeren
[*H]Cholin-Uptake zeigen die PC-3 Zellen in Suspemsio Vergleich zu den PC-3 Zellen
unter adharenten Bedingungen. Auch fur diesen vetemien Traceruptake spricht eine

Zellschadigung beim aufwéndigen Abldsevorgang deB3~Zellen (siehe Methodik 3.1.1.2).

4.5 Uptakewerte pro TZellen

Im Methodikteil wurde unter Punkt 3.6.3 beschrieheie der Traceruptakewert vonl®’®
Zellen der jeweiligen Zelllinien berechnet wird. Irolgenden werden die Traceruptakewerte
in %/10 Zellen den aus dem Ergebnisteil (siehe 4.2) didsdeit schon bekannten

Traceruptakewerten in %/mg (Protein) gegeniberlieste
45.1 [*®*F]FDG-Uptakewerte pro £0zellen

Abb. 54 zeigt den'fF]FDG-Uptake der verschiedenen Zelllinien in % Zellen. Vergleicht

man diese Darstellung mit den Werten d&F]JFDG-Uptakedarstellung in %/mg wie sie aus
Abb. 55 hervorgehen, so sind zunachst keine graB#erschiede zu erkennen. Allerdings
zeigen die grofRen Zellen mit viel Proteingehalt Wiakrophagen und LNCaP Zellen (siehe
Methodikteil 3.6.3) in der Darstellung Abb. 54 imeMaltnis zu kleineren Zellen hohere
[*®F]FDG-Uptakewerte als in der Darstellung in Abb. 5® ist in Abb. 54 der Abstand der
Mittelwerte zwischen den PC-3 Zellen und den gréeNCaP Zellen kleiner als in Abb. 55.
Zugleich wird der Abstand der Makrophagen zu demldn Leukozyten groRRer als in Abb. 55.
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Abbildung 54 Abbildung 55
Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle deH]FDG- Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle deH]FDG-
Uptakes ir% / 10° Zellen fiir die verschiedenen Zelllinien Uptakes in% / mg (Protein) fur die verschiedenen
Zelllinien

4.5.2 [*H]Cholin-Uptakewerte pro F0Zellen

Abb. 56 zeigt den®H]Cholin-Uptake der verschiedenen Zelllinien in @/1Zellen. Vergleicht
man diese Darstellung mit den Werten def]Cholin-Uptakedarstellung in %/mg wie sie aus
Abb. 57 hervorgehen, so fallt auf, dass die graladlen wie LNCaP Zellen und Makrophagen
nun PH]Cholin-Uptakewerte im Bereich der PC-3 Zellengegi. Zugleich ist der Abstand der
Mittelwerte der grol3en Zellen gegenuber den kleinesukozyten in Abb. 56 starker
ausgepragt als in Abb. 57.
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Abbildung 56 Abbildung 57
Mittelwerte und 95%  Konfidenzintervalle des  Mittelwerte und 95%  Konfidenzintervalle des
[*H]Cholin-Uptakes in % / 10° Zellen fir die [*H]Cholin-Uptakes in % / mg (Protein) fur die
verschiedenen Zelllinien verschiedenen Zelllinien

Da groBe Zellen in der Uptakedarstellung in %/Z@llen hohere Uptakewerte als in der
Darstellung in %/mg zeigen ist die Tracer Uptakstidiung in %/10 Zellen stark von
ZellgroRe abhangig. Der Einfluss der Grol3e deledeyeht bei der Tracer Uptakedarstellung

in %/mg somit verloren und wird in dieser Arbeitrxogsweise angewendet.
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5 Diskussion

Die Unterscheidung zwischen Tumor und EntzindungeteiFDG-PET ist ein grundlegendes
Problem beim Staging maligner Tumore [Larson, 19%ihe erhohte'fF]JFDG-Aufnahme in
entzuindliches Gewebe kann bei der Tumordiagnostikarsch positiven Befunden fuhren.
Unter anderen wurde eine erh6ht&]FDG Anreicherung in Abdominalabszessen [Tahara et
al., 1989], Cerebralabszessen [Sasaki et al., 1¥4ykoidosen, Tuberkulosen, Pneumonien,
Entzindungen im Hals und Kopfbereich sowie chigsglgen Wunden [Bakheet et al., 1998]
beschrieben. Als diagnostisch wertvolles Verfahrein Darstellung entzindlicher Prozesse
zeigt sich die FDG-PET bei chronischer OsteomgliVeichteilinfektionen, orthopédischen
Protheseninfektion und der Fokussuche bei Fiebklaten Ursprungs [Kumar et al, 2008].
Ebenso gewinnt die Darstellung der inflammatorisch&omponente in instabilen

atherosklerotischen Plaques mittels FDG-PET zuneldrae Bedeutung [Rudd et al., 2010].

Auch bei der PET mit® und*C markierten Cholinderivaten (Cholin-PET) kann et
Tumordiagnostik eine Entzindung zu falsch positivé&efunden fihren. Erhohte
Traceranreicherungen in entztindliches Gewebe wusdeder Sarkoidose und dem chronisch
vendsem  Unterschenkelulkus [Schmid et al.,, 2005]ei binflammatorischen
Beckenerkrankungen [Torikura et al., 2003], sovaedntziindlichem Granulationsgewebe und
der pigmentierten villonodularen Synovialitis [Tiah al., 2004] beobachtet. Roivainen et al.
konnten zeigen, dass die Cholin-PET ein geeigné&tahren ist, um entzindliche Prozesse
wie die proliferative Arthritis darzustellen.

Die PET/CT mit Cholinderivaten (Cholin-PET/CT) feidam haufigsten Anwendung in der
Diagnostik des Prostatakarzinoms. Da das Prostaiakm, sowie die benignen
Prostatalasionen Prostatitis und Prostatahypeeplasin einer entzindlichen Komponente
begleitet werden, muss davon ausgegangen werdss,béa diesen Lasionen Leukozyten an
der erh6hten Cholinaufnahme beteiligt sind. In derschiedenen Prostatapathologien befinden
sich in unterschiedlichen Haufigkeiten T-Lymphozyt®&-Lymphozyten, Makrophagen und
Granulozyten [McClinton et al.,, 1990], [Kohnen dt ¥979], [De Marzo et al.,, 1999].
Diesbezgiiglich sollte in dieser Arbeit durch dievitro Uptakeversuche an diesen Zellen
herausgefunden werden inwiefern diese Zellen imgMe&rh zu Prostatakarzinomzellen zum
Cholinuptake beitragen und ob hierbei ein Unteetizium {°F]JFDG-Uptake besteht.
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5.1 Methodikdiskussion

5.1.1 Zellisolation

Um das {°F]FDG- und fH]Cholin-Uptakeverhalten von T-Lymphozyten, B-Lynualyten,
Makrophagen und Granulozyten in vitro mit Prostatakhomzellen zu vergleichen, mussten
wir diese aus Buffy Coats isolieren. Mittels Didpadientenzentrifugation versuchten wir
mononukledre Zellen (Lymphozyten und Monozyten) @whnulozyten in einer moglichst
hohen Reinheit zu gewinnen. Durchflusszytometrisigtiten wir in unserem mononukle&aren
Zellisolat eine Verunreinigung mit 30% Granulozyfest (Ergebnisse 4.1.1). Bei English et al.
zeigte sich im mononuklearen Zellisolat bei Verwamgl eines Dichtegradienten 91%
Lymphozyten und 5% Monozyten bei einer granuloanaverunreinigung von 5%. Zugleich
isolierten English et al. Granulozyten mit zwei Btegradienten in einer Reinheit von 98% bei
einer lymphozytdren Verunreinigung von nur 1% [Esiglet al., 1974]. Wir isolierten

Granulozyten in einer Reinheit von 85%.

Da es uns nicht gelang, Lymphozyten und Granulozyteder von English et al. publizierten
Reinheit zu isolieren und ebenfalls eine getrets&ation von T- und B-Lymphozyten mittels
Dichtegradientenzentrifugation nicht mdglich waihiften wir eine weitere Zellsortierung
mittels FACS durch. Entsprechend den Oberflacheekiidén CD3, CD19 und CD15 erhielten
wir dabei T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Granyken in einer Reinheit iber 99%. Die
erzielte hohe Reinheit durch FACS Zellsortierundptg@sbesondere bei den Granulozyten-
Uptakeversuchen mit einem erheblichen Mehraufwankee. Hierbei mussten an einem Tag
die Dichtegradientenisolation, Antikdrpermarkierur¢ACS Sortierung, Zellstimulation und
der kombinierte Uptakeversuch durchgefihrt werdémgleich wurden B-Lymphozyten oft
nicht in der ndtigen Menge isoliert, was das Vefemreines kompletten Versuchsansatzes
erforderte. Da auch Granulozyten und T-Lymphozytenin begrenzter Anzahl isoliert wurde,
konnten alle FACS isolierten Leukozyten nuremer Stimulationsstufe stimuliert werden.
Eine hbhere Anzahl isolierter Zellen wére unter #erwendung des MACS (Magnetic-
Activated Cell Sorting) Verfahren zu erwarten gesresHierbei wird die zu isolierende Zelle
mit Antikdrpern markiert, der an magnetische Nambtia gekoppelt ist. Beim Durchflie3en

eines starken Magnetfeldes kann die markierte Zeltgert werden.
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5.1.2 Der kombinierte Uptakeversuch

Da wir in unserer Studie fir jede Zelllinie da§F]JFDG- und fH]Cholin-Uptakeverhalten
untersuchten und das Uptakeverhalten der beideseil gegentberstellen wollten, entschieden
wir uns fir einen kombinierten Uptakeversuch, bemddie beiden Tracer zur gleichen Zeit
denselben Zellen zugefiihrt werden.

Um die Anreicherung von Glukose und Cholin in Emihings- und Tumorgewebe zu
untersuchen, filhrten Kubota et al. eine in vivo Bletracerstudie mit'fF]Fluormethylcholin
und PH]Deoxyglukose an Ratten durch. Beide Tracer wurden Ratten zur gleichen Zeit
injiziert. Die [*®F]Fluormethylcholin Biodistributionsanalyse am Gaawounter konnte direkt
nach der Gewebspraparation vorgenommen werden. ARtwitat der [PH]Deoxyglukose
wurde nach dem Abklingen d&fF-Aktivitat am Betacounter gemessen [Kubota et24106].
Auch Hara fuhrte 2006 Studie durch, bei der diesel@iedenen Tracer in einem in vitro Modell
zur gleichen Zeit appliziert wurden. In einem komérten Uptakeversuch wurde hierbei die
Aufnahme von PFJFDG, PH]Cholin und [“C]Azetat in PC-3 und LNCaP Zellen unter
aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht.tDiegh dem Uptakeversuch wurden die
Zellen in den Proben durch 1% SDS lysiert und inemeProbegefal3en in den Gammacounter
zu Messung der{FJFDG Aktivitat Gberfuhrt. Nach mehr als 8 Halbveaiten von'®F
wurden die Zerfallsraten von®H]Cholin und [“C]Azetat entsprechend der emittierten
Betaenergie vorfH (Energie 0,0186 MeV) und’C (Energie 0,156 MeV) am Betacounter
gemessen.

Bevor wir den kombinierten Uptakeversuch in unsédeitsgruppe einfuhrten, stellten wir
fest, dass die Betastrahlung vdid- die **F-Messung am Gammacounter nicht beeinflusst.
Zugleich zeigten wir, dass nach zwei Tagen'8eAktivitat soweit abgeklungen ist, dass die
®H-Messung am Betacounter nicht beeinflusst wird. ir Westeten den kombinieten
Uptakeversuch durch einen Vorversuch, bei dem eigen konnten, dass bei Verdoppelung
die Zellzahl auch doppelt so vief]JFDG und fH]Cholin aufgenommen wird. Durch den
Bezug der Uptakeraten auf die Proteinmasse dereRrpbigten sich die Uptakeraten bei der
Zellverdopplung konstant (siehe Ergebnisse 4.Bdj.diesem Versuch wurde gleichzeitig mit
dem kombinierten Uptakeversuch die Proteinbestingrggtiestet. Im Anschluss daran wurden
alle in dieser Arbeit durchgefihrten Uptakeversualsekombinierte Uptakeversuche gestaltet.
Im Vergleich zu den*fFJFDG und fH]Cholin Einzeluptakeversuchen spart man sich durch

den kombinierten Uptakeversuch Zeit und MateriaésDst insbesondere bei den aufwéndigen
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Uptakeversuchen an FACS isolierten Leukozyten vaf3gm Vorteil. Ebenfalls gewahrt der
kombinierte Uptakeversuch eine bessere Vergleittaitader f*F]FDG- und fH]Cholin-
Uptakewerte, da der Uptake der jeweiligen Tracemufiean unter denselben
Versuchsbedingungen bestimmt wird.

Fur vergleichende Studien zum Traceruptake fuhmen erfolgreich den kombinierten
Uptakeversuch ein, der es uns ermdglichte, zweieiner Probe befindliche Tracer
entsprechend der unterschiedlicher Strahlenqualitéd Halbwertszeit ihrer Isotope zu
untersuchen. Um jedoch Tracer zu untersuchen, didsatope gleicher Strahlenart und
Strahlenenergie gekoppelt sind, fuhrten wir eineseDoubletracermodell ein (siehe Anhang
B). Mit diesem Modell war es moglich, unter Kenstaier unterschiedlichen Halbwertszeiten
und durch Zerfallsratenbestimmung zu zwei unteestifithen Zeitpunkten, die Aktivitaten
zweier Isotope in einer Probe separat darzustelBeses Doubletracermodell eignet sich
insbesondere gut fur vergleichende PET Tracer 8tydia die in der PET verwendeten Tracer
mit Isotopen gekoppelt sind, die alle nach PosiEtektron Annihilation Gammaquanten mit
die gleiche Energie von 511 MeV emittieren. Wittégsn das Modell mit den Isotop&C und
8 und konnten durch Anwendung des Rechenmodetiezetlass die Einzelzerfallsraten von
¢ und®®F in einer Doubletracerprobe genauso bestimmt wekdanen wie in'C- und*®F-
Einzelproben.

Ein mdglicher Einsatzbereich dieses Doubletracestt®drgibt sich durch Uptakeversuche,
wie wir sie durchgefiihrt haben, oder durch Biodisitionsstudien, bei denen die Verteilung
zweier PET Tracer verglichen werden soll. Durcheeiminimalen Mehraufwand kdnnen
durch dieses Modell zwei Tracer bei einem Versuebaia untersucht werden. Lediglich
missen statt eines Tracers zwei Tracer applizierd@n und im Gammacounter sollte die die
Bestimmung der Zerfallsraten der Proben nach degerrMessung nicht gestoppt werden, so
dass eine zweite Messung zu einem spateren Zeitponlkegt. Berticksichtigt man die sehr
langen Halbwertszeiten voffC und>H, so sehen wir in unserem Modell eine Méglichkeit,
Doubletracerstudien durchzufiihren, bei denen kedimeglebigen radioaktiven Nuklide
aufwandig entsorgt werden mussen.

Kombiniert man das in dieser Arbeit fur alle Verseaurchgefiihrte Uptakemodell mit dem
hier erarbeiteten Doubletracermodell, ist auch eacdrstudien zu denken, bei denen mehr als
2 Tracer in einem Versuchsansatz verglichen werden.

Eine umfangreiche Literaturrecherche ergab keimgelinisse fir in vitro Tracerstudien, die ein
ahnliches Modell verwendeten, um zwei Positronah$ér aufgrund ihrer unterschiedlichen

Halbwertszeiten und zweier Messungen zu unterseheidediglich beschreiben Huang et al.
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1982 wie durch ein &hnliches Rechenmodell zwei @rdei PET Aufnahmen unterschieden
werden koénnen. Aufgrund von Storsignalen in der PBSrechnen Huang et al. die
Ausgangszerfallsrate der jeweiligen Tracer niché wiir auf algebraischen Weg, sondern
nahern sich den Zerfallsraten, durch die statistiddethode des kleinsten Quadrates. In ihrer
Studie konnten sie bei einem PET Dummy, in dem isidasserkammern die Isotop®l und
18F pefanden, die Zerfallsraten der jeweiligen Isetagnzeln darstellen. Converse et al.
beschreiben jedoch, dass Doubletracer PET Aufnahmignder von Huang publizierten
Technik aufgrund nicht konstanter raumlicher Traegeilung in vivo nicht mdglich sind. Um
PET Tracer in Doubletracerstudien zu unterscheidegrwenden Converse et al. ein
Kompartmentmodell [Converse et al., 2006].

Da Storsignale in einem nach auf3en abgeschlossystam wie dem Gammacounter kaum
vorkommen und die raumliche Tracerverteilung irrovikonstant ist, sehen wir fir mogliche

Tracerstudien unter Anwendugn unseres Modells Kéinschrankungen.
5.2 Tumorzellvergleich

Der kombinierte Uptakeversuch miff]JFDG und fH]Cholin wurde an Androgen-abhéngigen
LNCaP- und Androgen-unabhangigen PC-3 Prostatal@rzellen durchgefuhrt. Wir
untersuchten das Tracer-Uptakeverhalten dieser tdaiarzionzellen einmal an
proliferierenden Zellen unter adhérenten Bedingangewie ein zweites mal nach Ablésen der
Zellen unter Suspensionsbedingungen.

Unter adharenten und suspensiven Versuchbedingureggien die PC-3 Zellen einen hdheren
[®F]FDG-Uptake als die LNCaP Zellen. Die hochst¥R]FDG-Uptakewerte wurden bei PC-
3 Zellen unter adharenten Bedingungen gemessehe(dtrgebnisse 4.4.1). Miller et al.
verglichen den’fF]FDG-Uptake unter Suspensionsbedingungen von Z€#8n mit dem von
LNCaP Zellen und konnten ebenfalls bei all ihrensstengen hoheré®F]FDG-Uptakewerte
bei PC-3 Zellen zeigen [Miller et al., 2007]. Dieighe Beobachtung beschreiben Price et al.
in ihrer in vitro Studie an ebenfalls LNCaP- und -BCZellen unter adharenten
Versuchsbedingungen [Price et al., 2002]. Auch ISiegal. erarbeiteten in ihrer Studie, dass
das schnelle Wachstum Androgen-unabhéngiger Zstenk von Glukose abhangig ist [Singh
et al., 1999]. Einen hohere’f]JFDG-Uptake in Tumore mit Androgen-unabhangigen3C
Zellen im Vergleich zu Tumore mit Androgen-abhamgidZellen konnten Javar et al. auch in
vivo in einem Xenograftmodell zeigen [Javar et 2005]. Diese Beobachtungen konnten von

Oyama et al. auch in einer klinischen PET Studehwallzogen werden, bei der hdhergradig
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entartet Tumore mit einem aggressiveren Wachstuoh hisheren Gleason-Scores hohere
[*®F]FDG-Aufnahmen zeigten [Oyama et al., 1999].

Anders als beim*fF]JFDG-Uptake beschreiben Price et al. einen hohgf&iFluorocholin-
und Mdller et al. einen h('jhereﬁ-l]ChoIin-Uptake in Androgen-abhangigen LNCaP Zellen
Vergleich zu PC-3 Zellen. Miller et al. fuhrtenah¥ersuche unter Suspensionbedingungen
durch, wahrend Price et al. proliferierende Zelleer adhérenten Bedingungen untersuchten
[Mdller et al., 2009] [Price et al., 2002]. In unse Versuchen zeigte sich ein gleicher
Sachverhalt bei Uptakeversuchen unter suspensieesu@hsbedingungen. Allerdings konnten
wir an proliferierenden Zellen unter adharenten iBgangen einen hohererfH]Cholin-
Uptake der PC-3 Zellen messen (siehe Ergebnissg)4@iese Beobachtung ware mit dem
aggressiveren Wachstumsverhalten der Androgen-angiden PC-3 Zellen und dem
erhohten PFJFDG-Uptake dieser Zellen gut vereinbar. Wir vetemy dass PC-3 Zellen, die im
Vergleich zu LNCaP Zellen sehr fest am Kulturflamthoden anwachsen durch das
aufwandigere Ablosen der Zellen eher geschadigtieverDadurch wére der in unserer Studie
beobachtete geringere Uptake vorH]Cholin und {®%F]JFDG bei PC-3 Zellen unter
Suspensionsbedingungen im Vergleich zu VersuchenP@A3 Zellen unter adharenten
Bedingungen erklarbar. Die Uptakeversuche von Raicd, die unter adhérenten Bedingungen
durchgefuhrt wurden, zeigten jedoch héhere Uptakiewaer LNCaP Zellen. Allerdings muss
bertcksichtigt werden, dass Price et al. bei itWptakeversuchen an LNCaP und PC-3 keine
Proteinbestimmung durchfuhrten. Vergleichbare Zefigen in der LNCaP und PC-3 Probe
erwarteten sich die Autoren durch das Aussaen lgei&ellzahlen zwei Tage vor dem
Uptakeversuch, sowie einer Kontrolle auf 90% koeflendes Wachstum am Tag der
Versuchsdurchfihrung. Zugleich wurden die Zellenchnadem Uptakeversuch mit
Trypsin/EDTA abgel6st, um sie in neuen ProbegefdRaten Gammacounter zu Uberfuhren.
Da sich PC-3 Zellen wesentlich schwerer abloseselasls LNCaP Zellen, sollten als Ursache
fur die in der Studie nach Price et al. beobachtegringeren'fF]Fluorocholin-Uptakewerte
der PC-3 Zellen eine geringere Anzahl von PC-3efelh der Probe in Betracht gezogen
werden. In unserer Studie lysierten wir die Zellemt 5% SDS, um anschlieBend die
Zerfallsraten des Zelllysates in einem neuen Prgé&kf am Gammacounter zu bestimmen.
Somit ist in unserer Studie das unterschiedlichgp3in/EDTA Abl6severhalten der PC-3
Zellen und LNCaP Zellen unrelevant. Zugleich wurdah unsere Uptakewerte mit der
Proteinmasse der Proben verglichen, so dass uniedfiche Zellzahlen keinen Einfluss auf

unsere Uptakewerte in %/mg Protein haben.
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5.3 FDG und Entzindungsgewebe

Die FDG Anreicherung in entzindlichem Gewebe sowie Entzindungszellen wurde
umfangreich untersucht. Nachdem klinisch hohe FD@refkherungen in Abszessen
beobachtet wurden [Tahara et al., 1989] und Kubb&l. zeigen konnten, dass eine sehr hohe
Traceraufnahme in Tumorgewebe von Makrophagen uaduationsgewebe ausgeht [Kubota
et al., 1992], fuhrten Yamada et al. 1995 einetiperimentelle Studie an Ratten durch, um die
FDG Verteilung in experimentell induzierten Entzingsgewebe zu untersuchen.
Autoradiographisch wurden hierzu sterile Entzindumgintersucht, die durch subkutane
Injektion von Terpentin-Ol vier Tage zuvor hervangien wurden. In  der
Makroautroadiographie zeigte sich eine Ringstryktlie der Abszesswand entsprach. Eine
mikroautoradiographische Analyse ergab eine hoh& FAnreicherung in Schichten der
Abszesswand, die eine hohe Fibroblaten-, Makrophagmd Granuolzytenkonzentration
zeigten. Die Biodistributionsanalyse im chroniscitizéndlichen Stadium, das sich am 4. Tag
nach Terpentin-Injektion durch Makrophagen und Liiogyteninfiltration darstellte, zeigte im
Vergleich zum akut entzindlichen Stadium, das sioh ersten Tag nach der Terpentin-
Injektion durch Granulozyteninfiltration darste|lteeine hohere fFJFDG  Anreicherung
[Yamada et al., 1995]. Auch Sugawara et al. bedieseh eine erh6hté®FJFDG-Aufnahme in
Unterschenkelabszessen von Ratten, die durch inglamére Injektion von E. Coli induziert
wurden. Die H]JFDG Autoradiographie zeigte hierbei eine hohec€ranreicherung in der an
Makrophagen und Granulozyten reichen Abszesswarakirvale Uptakewerte wurden in
Regionen gemessen, die durch eine hohe Anzahl vakrdghagen ein hohes Makrophagen-
zu Granulozyten-Verhaltnis zeigten [Sugawara et18199]. Kaim et al. beschreiben in ihrer
Tracer vergleichenden Studie eine hoh&F]FDG-Aufnahme in experimentelle
Staphylokokkus Auresus induzierte Abszesse beieRatm Vergleich zu'fF]JFDG zeigte
[*®F]Fluoroethyltyrosin #®F]FET) keine Anreicherung im entziindlichen Geweair et al.,
2002]. Auch Rau et al. beobachteten in ihrer StadidMausen hohé¥F]FDG-Uptakeraten in
die mittels Streptozotocin und Concanavalin A indue chronische und aktue Lymphadenitis,
wahrend {°F]FET in dieser Studie jedoch keine Anreicherungliesen Lasionen zeigte. Die
Autoren schlieen daraus, dass mittels FDG nichisawen Entzindung zun Tumor
unterschieden werden kann, wahren dies mit FET ictdgkein sollt [Rau et al., 2002]. In der

Studie von Kaim et al. werden Makrophagen und Qomyten in der Abszesswand als
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Ursache fiir den erhohtet®fJFDG-Uptake gesehen [Kaim et al., 2002]. In unsS&tidie
zeigten unter den Leukozyten die Makrophagen dohstien {°FJFDG-Uptakewerte. Ebenfalls
wurden bei Granulozyten hoher€H]FDG-Uptakewerte gemessen als bei den Lymphozyten
und mononukledren Zellen (siehe Ergebnisse 4.2:1Tabelle 9). Allerdings konnte ein
signifikanter Unterschied lediglich zwischen deffF[FDG-Uptake der Makrophagen zu den
Lymphozyten und MNCs aufgezeigt werden. Durch weitéersuche kdnnten auch kleinere
[®F]FDG-Uptake Unterschiede zwischen den Leukozyigmifikant dargestellt werden.

5.3.1 Granulozyten, Lymphozyten und die FDG Markierung

In einer in vitro Studie konnten Osman et al. dggte dass Granulozyten in der Lage sind, sehr
hohe Mengen fFJFDG aufzunehmen. Um infektiése Prozesse in Patiemit [°FJFDG
markierten Leukozyten in der PET (FDG-LeukozytenTPHarzustellen, wurde in dieser
Studie versucht, den®F]JFDG-Uptake in Granulozyten zu maximieren. Hiemzurden 18
Uber Dichtegradienten isolierte Granulozyten inroviin 1 ml glukosefreien Puffer mit
['®F]FDG inkubiert. Nach 30 min befand sich 80% défFJFDG Aktivitat in den
Granulozyten. Zugleich wurde in dieser Studie dibh@ngigkeit des FDG-Uptakes von
Inkubationszeit, Puffertemperatur, Glukosekonzeioma im Puffer und Zellzahl der
Granulozyten untersucht. So wie auch wir in uns&ferversuchen zeigen konnten, war in der
Studie von Osman et al. défff]JFDG-Uptake in glukosefreien Puffer und bei hoHetizahlen
maximal [Osman et al., 1992]. Bei unserem Vorvenswarden nach 10 min Inkubation von
5:10° mononukledren Zellen in glukosefreien Puffer melsr5% der PF]JFDG in die Zellen
aufgenommen. Durch Erh6hung der Zellzahl sowie baltionsdauer waren wie bei Osman et
al. héhere Uptakeraten zu erwarten. In unserem a&reuch zur Aktivitatsverdinnungsreihe
konnten wir zeigen, dass die Aufnahme v8iFJFDG in mononukleare Zellen direkt mit der
Menge an TPFJFDG im Puffer wahrend der Inkubation korrelieffine unzureichende
[*®F]FDG-Markierung von Leukozyten in der FDG-Leukaamyt PET kann somit durch

Erhdhung der'’fF]FDG Konzentration im Puffer tiberwunden werden.

Die nach dem Modell von Osman et al. MiF[FDG markierten Patientenleukozyten wurden
in zwei klinischen Studien Patienten retransfuridiem entztindliche Prozesse in der PET
darzustellen. In einer Ubersichtsarbeit zu diesarei zStudien beschreibt Dumarey die
[*®F]FDG-Leukozyten PET/CT als ein Verfahren mit hol8ansitivitat und Spezifitat zur
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Entzindungsdiagnostik. Zuverlassig wurden u. a.oHaivertikulitis, Osteomyelitis und
infizierte Gelenke diagnostiziert [Dumarey, 2009].

Auch Lymphozyten kénnen hohe MengéfF[FDG aufnehmen. Botti et al. inkubierten 2®
Lymphozyten in °FJFDG versetzten glukosefreien Dulbecco’s ModifiEdgle’s Medium
(DMEM) und konnten nach 30 min zeigen, dass 64% VYBR]JFDG in die Zellen
aufgenommen wurde [Botti et al., 1997]. Ein moghistwissenschaftliches Anwendungsgebiet
der PET/CT mit PFJFDG markierten Lymphozyten beschreiben Tumeh letbai der
adoptiven Immuntherapie bei Karzinompatienten. bi#er werden tumorinfiltrierende
Lymphozyten aus Tumorgewebe isoliert, ex vivo vérrheind aktiviert und anschliel3end in
den Tumorpatienten retransfundiert. DIEFJFDG Markierung der retransfundierten Zellen
ermoglicht mittels PET die Verteilung der Zellenviivo zu verfolgen [Tumeh et al., 2008].
Maier et al. transfundierten natirliche KillerzellNKs) mit spezifischer Bindung an das
Antigen HER2/neu in fiir dieses Antigen positive Tuméause. Durch'fF]JFDG Markierung
der NKs konnte gezeigt werden, dass sich NKs nazigigcher Bindung gegentiber HER2/neu
im Vergleich zu NKs ohne spezifische Bindung gedpemi HER2/neu vermehrt im
Tumorgewebe anreichern [Meier et al., 2008]. Epksst al. isolierten aus chirurgisch
resezierten Milzen T-Lymphoblasten, die ex vivo Rltytohemaglutinin aktiviert und somit
zur Proliferation angeregt wurden. Na¢fFJFDG Markierung wurden die Zellen in Schweine
retransfundiert und mittels PET konnte die Vertggum Korper nachverfolgt werden. Die
Autoren entwickelten ein Modell, das klinisch zuarBtellung der adoptiven Immuntherapie
am Menschen anwendbar ist, und konnten zugleicle &ohe Anreicherung intravents
retransfundierter T-Lymphoblasten in der Lunge erifEriksson et al., 2011]. Dass auch die
Verteilung von Knochenmark-isolierten Stammzelleittets [°FJFDG Markierung dargestellt
werden kann, zeigten Hofmann et al. in einer kéhen Studie an Myokardinfaktpatienten.
Hierbei wurden aus dem Knochenmark mittels MACSkhhgc CD34+ Stammzellen in hoher
Reinheit isoliert und den Patienten natff[FDG Markierung intrakoronar retransfundiert. Im
Vergleich zu Knochenmarkzellen, die unselektiv etétDichtegradientenzentrifugation aus
dem Knochenmark gewonnen wurden (Stammzellen, Ritogeellen und hamatopoetische
Zellen in verschiedenen Entwicklungsstufen), kontbech PET/CT Aufnahmen dargestellt
werden, dass sich CD34+ Stammzellen hoch selektiv Grenzzonenbereich des
Myokardinfarktes anreichern [Hofmann et al., 2005].

Dadurch dass Leukozyten hohe Mengen JR]FDG aufnehmen kénnen und mittels hoch

empfindlicher PET/CT eine sehr genaue Darstelluag Zellverteilung in vivo méglich ist,
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kann man von zukinftigen Studien erwarten, daskebige Zellmarkierungsmethoden mit
[*°™Tc]Hexamethylproylene-Amine-Oxime (HMPAO) undf]Oxine verlassen werden.

5.3.2 Makrophagen und die FDG Atherosklerosediagnostik

Makrophagen zeigten einen hoheéfiF[FDG-Uptake in autoradiographischen Analysen von
Entzindungs- und Tumorgewebe [Kubota et al., 1992mada et al., 1995] [Kaim et al.,
2002]. Auch wir konnten unter in vitro Bedingungéei Makrophagen im Vergleich zu
Granulozyten und Lymphozyten hohelgFl]FDG-Uptakeraten feststellen. Da in
atherosklerotischen Arterien die entziindliche Konegsde durch Makrophagen vermittelt wird
[Ross et al., 1999], zeigen auch atherosklerotiselagues einen hohern®f]FDG-Uptake.
Rudd et al. beschreiben 2002 die erste prospeltivdie an Patienten, in der die Entziindung
in atherosklerotischen Plaques mittels FDG-PET eksdlt wurde. An 8 Patienten mit
transistorischen ischamischen Attacken aufgrund \abherosklerotischen Lasionen der
Karotisarterie konnten die Autoren durch FDG-PEE distabilen Plaques darstellen. Im
Vergleich der rechten und der linken Karotisartetés Patienten zeigten sich héhere FDG-
Aufnahmen in der Arterienwand der durch Hemiparesger unilaterale Amaurosis
symptomatischen Karotisarterie. Zugleich wurderdigser Studie atherosklerotische Plaques
von Patienten, die durch Thrombendarteriektomieeziest wurden, in 3H]Deoxyglukose
inkubiert und anschlieBend mittel Autoradiographimlysiert. Der *H]Deoxyglukoseuptake
beschréankte sich hierbei auf an Makrophagen refdleale [Rudd et al., 2002]. In weiteren
Studien konnte atherosklerostische Veranderungein an den lliac-, Femoral-, Popliteal- und
Vertebralarterien, sowie Aorta und an den Koroni@en mit der FDG-PET dargestellt
werden [Hiari et al., 2011].

In einer in vitro Studie konnten Deichen et al.gesi, dass menschliche Makrophagen &ahnlich
viel [®FJFDG  aufnehmen wie  Glioblastomtumorzellen und  peatische
Adenokarzinomzellen. Die Autoren isolierten hierzonononukleédre Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation aus menschlichem bl und lieBen anschliel3end
Monozyten in der Zellkultur zu Makrophagen reif@urch Stimulation der Makrophagen mit
LPS (Lipopolysaccharid) konnten die Zellen aktiviend der {°F]JFDG-Uptake verdoppelt
werden Peichen et al., 2003 Auch wir isolierten menschliche Makrophagen undriten durch
verschiedene Stimulationsstufen mit unterschiediichPS Konzentrationen zeigen, dass der

[*®F]FDG-Uptake in Makrophagen graduiert stimulierisrund mit der LPS Konzentration
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signifikant korreliert. In dem Ubersichtsartikel rvoHiari und Rudd zur FDG-PET
Atherosklerosediagnostik diskutieren die Autoremtsprechend der Studienlage, die
Abhangigkeit des arteriellen®FJFDG Signals von der Anzahl der Makrophagen in den
Plaques [Hiari et al.,, 2011]. Die Ergebnisse derli®genden Studie zeigen, dass der
Aktivierungsgrad der Makrophagen als Ursache fim dehohten PFJFDG-Uptake in die
Plaques bericksichtigt werden muss.

Tahara et al. verwendeten die FDG-PET zur Therapie&lle bei Atherosklerosepatienten. In
ihre Studie wurden 43 Patienten eingeschlosseraufgrund von Tumorscreening eine PET-
CT erhielten und hohé®¥F]FDG-Aufnahmen in der Thorakal- und Karotisarterégten. Die
eingeschlossenen Patienten wurden randomisiert @ne Simvastatin-Therapiegruppe und
Diat-Therapiegruppen verteilt. Simvastatin gehdrder Medikamentengruppe der Statine, die
durch Hemmung der HMG-CoA-Reduktase auch als Ctelasynthesehemmer (CSE)
bezeichnet werden. Auch sind Statine als Plaquédisetbren bekannt und zeigen durch
Senkung des C-reaktiven Proteins (CRP) antiinflatonmsche Eigenschaften [Ridker et al.,
2001]. In der Studie zeigte sich in einer KontfeG-PET nach 3 Monaten lediglich in der
Simvastatin-Therapiegruppe im Vergleich zur Vorahime eine reduzierte’®F]JFDG-
Aufnahme in die Plaques. Die Autoren sehen somitflG-PET als geeignetes Verfahren zur
Kontrolle der Statintherapielr@hara et al., 2006|0b Statine eine direkte antiinflammatorische
Wirkung auf Makrophagen haben, wirde sich gut irsesem in vitro Makrophagen-
Stimulationsmodell untersuchen lassen. Durch die wvitro Inkubation stimulierter
Makrophagen mit Statinen sowie weiterer potentidllaquestabilisatoren und anschlielRender
[*®F]JFDG-Uptakebestimmung kénnte herausgefunden werdenPlaquestabilisatoren einen
direkten Einfluss auf die Makrophagenaktivierungdra

In der Charakterisierung inflammatorischer Prozessden Arterien mit FDG-PET, sehen
Schwaiger et al. in ihrem Ubersichtsartikel zur REIT Diagnostik bei koronarer

Herzerkrankung die Madoglichkeit, Patienten mit eineerhohten Risiko fur das akute
Koronarsyndrom zu identifizieren. Auch erwdhnenAligoren den Wert dieses Verfahrens fur
Wissenschaft und Forschung, um neue pharmakolagistierapiestrategien zu Uberwachen
[Schwaiger et al., 2010]
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5.4 [*®F]- und F*C]Cholin und Entziindungsgewebe

In der Cholin-PET zeigte entziindliches Gewebe mre&chen klinischen Beobachtungen hohe
Cholinaufnahmen. Insbesondere in benignen Lasiongh einer hohen Anzahl von
Makrophagen konnten erhéht&'G]Cholin-Anreicherungen festgestellt werden [Tianag,
2004]. Experimentell konnten Wyss et al. an Rag#n hohe {*F]Cholin-Aufnahme in der
Staphylokokken-Abszesswand nachweisen. In der adittgraphischen Analyse beschrénkte
sich der Uptake auf markophagenreiches Granulajemsbe. Die Autoren schlieRen daraus,
dass Makrophagen hauptséchlich fiir d&&]Cholin-Uptake verantwortlich sind [Wyss et al,
2004]. Auch Laitinen et al. sehen in Makrophagee Wirsache fiir die hohé*]Cholin-
Aufnahme in atherosklerotische Plaques. In ihrgreexnentellen Mausstudie konnte Laitinen
et al. nach einer *C]Cholin-Biodistributionsanalyse zeigen, dass di®rtdn von
Atheroskleroseméausen signifikant meht'CJCholin aufnehmen als die Aorten von
Kontrollmausen. In der autoradiographischen AnalyseAorten stellte sich heraus, dass das
aufgenommene*{C]Cholin sich auf die Plaques konzentriert. EntzirdPlaques mit einem
hohen Anteil an Makrophagen zeigten eine hohél@]Cholin-Aufnahme [Laitinen et al.,
2010].

Auch in unserer Studie zeigten Makrophagen eineheho mit LNCaP Tumorzellen
vergleichbaren in vitro Uptake voriH]Cholin. Auch nahmen die Makrophagen signifikant
mehr FH]Cholin auf als mononukledre Zellen, Granulozyterd B- und T- Lymphozyten
(siehe Ergebnisse 4.2.2.1). Dies sind besonderenitkisse, da Makrophagen in der benignen
Prostatahyperplasie und im Prostatakarzinom mebr 20% des Leukozyteninfiltrates
darstellen [McClinton et al. 1990]. Die Makrophaupittration muss somit als ursachliche
Teilkomponente des Cholinuptakes bei diesen LasioneBetracht gezogen werden. In der
chronisch prostatatischen Lasionen wie der pralfeen inflammatorischen Atrophie sind nur
vereinzelt Makrophagen und zu 85% T-Lymphozytetizden [De Marzo et al., 1999]. Da T-
Lymphozyten in unserer Studie nur sehr gerintgGholin-Uptakeraten zeigten, sollte sich
die chronische Prostatitis in der Cholin-PET wenigdeutlich darstellen als das
Prostatakarzinom und die benigne Prostatahypeep{B&tH). Diese Vermutung unterstitzt die
Patientenstudie von Souvatzoglou et al., in derHigtologie von Prostataresektaten mit der
Cholin-PET verglichen wurde. Gegentiber normalenstatagewebe zeigten in dieser Studie

die BPH und das Prostatakarzinom signifikant hol@&helin-Uptakewerte, wahrend fir die
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Prostatitis Uptakewerte in der H6he von normaleostatagewebe und unterhalb der BPH und

des Prostatakarzinoms gemessen wurden.
5.5 Tracervergleich

In einem weiteren tierexperimentellen Ansatz unteingen Kubota et al. an Ratten die
[*®F]Cholin- sowie die J’C]Deoxyglukose- und*H]Deoxyglukose-Aufnahme in Entziindung-
und Tumorgewebe. Hierzu wurden undifferenziertedtemzellen in Ratten injiziert, wahrend
in den gleichen Ratten zugleich eine aseptischeidung durch Injektion von Terpentin-Ol
hervorgerufen wurde. Die Biodistributionsanalysegtee eine hodhere Anreicherung der
Deoxyglukose gegentber Cholin in Tumor- und Entzingdgewebe. Allerdings ist die
Deoxyglukoseaufnahme in Tumorgewebe gegenitber Batrijsgewebe dreimal hdher
wahrend die Tracer-Tumorselektivitat fur Cholin Form der Tumor-Inflammationratio in
dieser Studie jedoch nur ungefahr 1,5 betragt. Naaterer autoradiographischen Analyse der
Entziindung, wobei die von Wyss et al. beschriebgfie]Cholin Anreicherung in der
Abszesswand nicht nachvollzogen werden kann, deisch fir die Deoxyglukose mdéglich ist,
schreiben die Autoren, dass mittelS®F|[Cholin-PET eine Unterscheidung zwischen
Entztindung und Tumor moglich sein sollte [Kubotalgt2006].

Von Waarde konnte 2006 jedoch in einem ahnlicherexperimentellen Modell zeigen, dass
[**C]Cholin eine schlechtere Tumorselektivitat a$[FDG aufweist. Hierfur wurde mittels
Biodistribution die Traceraufnahmen von Terpentimdluzierter Eentziindung und induzierten
Gliom-Tumoren in Ratten erfasst. Die Tumorselekiivierrechnete sich aus den Tumor-
Inflammationratios der jeweiligen Tracer durch Bien der SUVs (Standardized Uptke
Values) des Tumors durch die SUVs der Entziindutig [fF]FDG wurde ein Wert von 3,5
ermittelt, wohingegen*fC]Cholin mit einem Wert von 1,0 keine Tumorselekét zeigte. Die
Autoren folgern daraus, dass aufgrund dieser Tlésdalsch-positive Ergebnisse in der
Cholin-PET Diagnostik bei Karzinompatienten entetekdnnen [Waarde et al., 2006].

Auch in unserer Studie wurden die Uptakeraten deeithdungszellen mit den Uptakeraten
der Tumorzelllinien LNCaP und PC-3 verglichen uisl Bntziindungszell/Tumorzell Indices
(ETIs) fiir die Tracer FDG undH]Cholin dargestellt. Um die ETIs der jeweiligena€er zu

vergleichen, errechneten wir den faktoriellen Usthred und waren somit in der Lage,
Aussagen Uuber die Tumorselektivitat der Tracer mumélieren. Bezogen auf LNCaP

Tumorzellen und Makrophagen wurde®H[Cholin unselektiver als *fFJFDG in

125



Entziindungszellen und Tumorzellen aufgenommendsieh3.1). Dies beobachteten wir auch
bei PC-3 Zellen und Makrophagen (siehe 4.2.3.2) fiihren das auf die hohePH]Cholin-
Uptakeraten der Makrophagen zuriick. Makrophagemeeicenigne Léasionen produzieren
somit eher in der Cholin-PET als in der FDG-PET di Karzinomdiagnostik falsch positive
Befunde. Unsere Beobachtung unterstitzt somit ider Studie von Waarde beschriebene
geringere Tumorselektivitat von'C]Cholin gegeniiber{F]FDG.

In weiteren Vergleichen von mononukleédre Zellen Grdnulozyten mit LNCaP Zellen zeigte
[*H]Cholin gegeniiber ‘fFJFDG eine hohere Tumorselektivitat (siehe 4.2.3Alerdings
konnte dies bei PC-3 Zellen nicht beobachtet werttanVergleich von B-Lymphozyten mit
PC-3 Zellen wurde wie bei den Makrophagen einengerie Tumorselektivitat voriHijCholin
gegeniiber'fF]FDG festgestellt (siehe 4.2.3.2). Dies konntedsiem bei LNCaP Zellen nicht
beobachtet werden.

Die Tracer fH]Cholin und {®FJFDG zeigten keinen Unterschied im Bezug auf
Tumorselektivitat bei den T-Lymphozyten im Vergleizu den Prostatakarzinomzellen PC-3
und LNCaP.

5.6 Zellstimulation

5.6.1 Granulozytenstimulation

An der Pathogenese zahlreicher Lungenerkrankungea entscheidend neutrophile
Granulozyten beteiligt, deren metabolische Aktividurch die FDG-PET nicht invasiv
dargestellt werden kann. Die Abhangigkeit déFJFDG-Aufnahme vom Aktivierungszustand
stimulierter und unstimulierter Granulozyten wuidezwei in vitro Studien untersucht. Jones
et al. isolierten neutrophile Granulozyten mitteBichtegradientenzentrifugation aus
menschlichem Vollblut. Bei einer Reinheit von 0b&5% Granulozyten wurden
[*H]Deoxyglukose Uptakeversuche an unstimulierteefielan in TN vorinkubierten Zellen

und an formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (fMLB)imulierten Zellen durchgeftihrt. FMLP
ist ein formyliertes Tripeptid mit positiv chemotacher Eigenschaft auf neutrophile
Granulozyten und wurde den Zellen zu Beginn desakiptersuches verabreicht. Zu
verschiedenen Messzeitpunkten konnte gezeigt werdeéass die Aufnahme von
[*H]Deoxyglukose in TNE aktivierte sowie fMLP stimulierte Zellen hoher ials bei den

unstimulierten Kontrollen [Jones et al., 2002]. Achuster et al. konnten durch verschiedene
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LPS Konzentrationen Granulozyten aktivieren undisdie Aufnahme von*H]Deoxyglukose
in die Zellen stimulieren. Die Autoren isolierteretzu mittels Dichtegradientenzentrifugation
aus dem Knochenmark von Méausen neutrophile Gragygnzn einer Reinheit von tber 90%
und inkubierten diese eine Stunde in LPSu¢Iml, 0,1ug/ml und 0,0kg/ml), bevor die
Aufnahme von JH]Deoxyglukose in einem Uptakeversuch bestimmt wuj8chuster et al.,
2006]. Auch Stober et al. konnten isolierte menshblel Granulozyten durch 8-stindige LPS
Inkubation (0,1 ug/ml) aktivieren und in den anschlieRenden Uptaiewehen erhohte
[*®F]Fluoroethylthyrosin- und H]Methionin Aufnahmen gegeniiber der unstimulierten

Kontrolle feststellen.

Bei einem von uns durchgefluihrten Vorversuch an efsittDichtegradienten isolierten
Granulozyten konnte nach 2h Inkubation der Zelreden LPS Konzentrationen Ougy/ml, 1
ug/ml und 10 pg/ml kein erhdhter *fFJFDG und PH]Cholin-Uptake gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle festgestellt werden (ineskr Arbeit nicht dargestellt). Demnach
gestalteten wir unser Protokoll fir die Granulomgténulation nach den Studien von Schuster
et al. und Stdber et al. und inkubierten die FA&8ierten CD15+ Granulozyten zwei Stunden
in LPS 0,1pg/ml, bevor der kombinierte Uptakeversuch durchigefiwurde. In unseren
Versuchen lieR sich weder di#]Cholin- noch die F]JFDG-Aufnahme der FACS isolierten
CD15+ Granulozyten mit LPS stimulieren (siehe Ergsfe 4.3.5). Die in unserer Studie
erzielte hohe Reinheit FACS isolierter Granulozydelite hierbei in Betracht gezogen werden.
Durch die Abwesenheit anderer Leukozyten erfolgteeiZellstimulation unter &uf3erst
unphysiologischen Bedingungen, da hierbei eine raetlildre Chemotaxis zwischen
verschiedenen Leukozyten nicht moglich ist. Sondtevhierbei die nicht stimulierbare FDG-
Aufnahme auf eine mangelnde Zellaktivierung zuriiaren. Da in den oben erwéhnten
Studien durch alleinige Dichtegradientenzentrifi@ahicht die von uns mittels FACS erzielte
Granulozytenreinheit erzielt werden kann, konntewliesen Studien auch andere Leukozyten
zur erhdhten FDG-Aufnahme unter LPS Stimulatiorgbgagen haben. Weitere Studien an
hoch aufgereinigten MACS oder FACS isolierten Gtanyten konnten diesbeziglich Klarheit

verschaffen.
5.6.2 Makrophagen Stimulation

Die aus mononuklearen Zellen geziichteten Makroph&ganten wir entsprechend der hohen

Menge von Dichtegradienten isolierten mononukle&Zefien auf beliebig vielen 24-Well
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Platten kultivieren. Aufgrund der hohen Anzahl déakrophagenproben war es moglich die
Zellen in verschiedenen LPS Konzentrationsstufenstimulieren. Bei der Ausarbeitung
unseres Stimulationsprotokolls orientierten wir uren zwei Studien, in denen
Traceruptakeversuche an LPS stimulierten Makropihayechgefihrt wurden. Menschliche
Makrophagen wurden hierbei, wie in unserer Stualiss, mononuklearen Zellen gezichtet und
nach Deichen et al. 24 h in 8ug/ml LPS und nacbhe&tét al. 48 h in 0,1 pg/ml LPS inkubiert.
Bei den anschlieRenden Uptakeversuchen konnterh&eiet al. zeigen, dass di&HJFDG-
Aufnahme in den LPS stimulierten Proben hoher warima der unstimulierten Kontrolle
[Deichen et al., 2002]. Stéber et al. fiihrten Uptacsuche mit'fF]Fluoroethylthyrosin durch
und beobachteten ebenfalls hohere Traceruptakdoateten nach inrem Protokoll stimulierten
Makrophagen [Stober et al., 2006]. Um die in dewabnten Studien beschriebene LPS
Stimulationskonzentrationen zu bericksichtigenuim&rten wir unsere Makrophagen in den
LPS Konzentrationen (g/ml, 0,1pug/ml, 1 ug/ml und 10ug/ml fur 48 h. Hierbei zeigte sich
der [F]FDG-Uptake in signifikanter Korrelation zur LPS ofzentration graduiert
stimulierbar. Eine Stimulierbarkeit de®H]Cholinuptakes konnten wir in unseren Versuchen
nicht demonstrieren. An dieser Stelle muss jedoalilent werden, dass sich in einem unserer
Versuchsansétze eine geringe Stimulation #dékCholinuptakes zeigte wéhrend sich in einem
weiteren Versuchsansatz eher eine von der LPS éftration abhangige Suppression des
[*H]Cholinuptakes nachvolliziehen lieB. Bei der Widmdung des Stimulationsversuches
streuten die Werte derart, dass wir die im Ergdbihisinter 4.3.1.2 nicht normalverteilten
Werte erhielten. Als Konsequenz mussten weiterebioierte Uptakeversuche an stimulierten
Makrophagen durchgefuhrt werden, um den Einfluss A&tivierungszustandes auf die
[*H]Cholinaufnahme darzustellen. In weiteren Uptakswehen an Makrophagen mit
[*®F]FDG und f'C]Cholin sehen wir auch die Mdglichkeit, unser Dietitacermodell mit zwei
Isotopen gleicher Strahlenqualitéat erstmals anefetu testen.

Nachdem Laitinen et al. in makrophagenreichen, (grdtegten atherosklerotischen Plaques in
Mausen erhdhte'{C]Cholin-Uptakewerte feststellen konnten [Laitinen al., 2010] und in
weiteren klinischen Studien arterielle atheroskisohe Wandveranderungen sich mittels
Cholin-PET darstellen lieBen [Kato et al.,, 2009ghen wir eine Abhangigkeit des
[**C]Cholinuptake in Makrophagen von deren Aktiviersggad als sehr wahrscheinlich und
erhoffen dies durch weitere Versuche zu bestatigen.
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5.6.3 Stimulation von MNCs und Lymphozyten

Dass die Lymphozytenaktivierung entscheidendenli&sfauf die PFJFDG-Aufnahme hat,
konnte in zahlreichen in vitro Studien belegt werdshozushima et al. isolierten menschliche
Lymphozyten aus Vollblut. Die durch Dichtegradiementrifugation isolierten
mononukledren Zellen wurden vier Stunden in Zetlkdllaschen inkubiert, um die an Plastik
adharent wachsenden Monozyten von in Suspensiandbehen Lymphozyten zu trennen
(Adharenzseparation). Nach zwei Tagen Inkubationlgenphozyten in Kulturmedium mit
dem mitogenen Lektin Phytohemagglutinin (PHA pg§/ml) konnte ein 8-fach erhohte
[*®F]FDG-Aufnahme gegeniiber einer unstimulierten Kalfgr gemessen werden. In der
gleichen Studie zeigten Splenozyten, die aus detzelli von Mausen isoliert wurden
(hauptsachlich Lymphozyten), nach zellvermittelggnysiologischer Stimulation 40-fach
erhohte fH]Deoxyglukose Uptakeraten. Die Mausspenozyten emirtierbei in vivo gegen
Schafserythrozyten (Sheep Red Blood Cells —sRBGhumsiert und durch den in vitro
Kontakt zu sRBC-Antigen prasentierenden Makrophagdiviert [Shozushima et al., 2003].
Auch Ishimori et al. konnten erhoht®f]FDG-Uptakeraten bei aktivierten Maussplenozyten
feststellen. In vivo wurden die Mause mit dem maiogn Lektin Concanavalin A (ConA) (10
mg/kg) vorbehandelt, bevor nach 24 h die Splenozyeliert wurden und anschlieRend in
vitro der [°F]JFDG-Uptake dieser Zellen mit unvorbehandeltereSptyten verglichen wurde.
Zugleich konnte durch Biodistributionsanalysen ggizeverden, dass nach 24h ConA-
Behandlung der Mause die Leber und die Milz sigaift mehr {*F]JFDG aufnehmen [Ishimori
et al., 2002].

Nachdem Stéber et al. in vitro erfolgreich digF[Fluorethyltyrosinaufnahme in Lymphozyten
durch ConA stimulieren konnten und Mukherjee et ial.ihrer Studie, die aktivierende
Wirkung von ConA auf Lymphozyten durch proliferai¥ssays belegten, entschieden wir uns
fur die ConA-Stimulation unserer Lymphozyten undnmaukleédren Zellen. Stéber et al.
inkubierten ihre durch Dichtegradientenzentrifugati und Adharenzseparation aus
menschlichen Buffy Coats isolierten LymphozyterhZa 250ug/ml ConA Medium [Stober et
al., 2006]. Mukherjee et al. fuhrten ihre Versu@re CD4+ T-Lymphozyten durch, die aus
mononukledren Zellen durch Komplementsystem-veefigit Lyse der Nicht-CD4+ Zellen in
einer Reinheit von 95% gewonnen wurden und bestanmdie Proliferationsraten der Zellen
durch deren3H]Thymidine Aufnahme. Die Autoren konnten fiir Cofi\der Konzentration
von 1pug/ml die stimulatorische Wirkung auf die Prolifecsisraten belegen, wahrend sie fur

die Konzentration von dg/ml eine suppressive Wirkung beschreiben [Mukleegeal., 2005].
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Um for unsere FACS isolierten  Lymphozyten die optem  ConA-
Stimulationskonzentrationen herauszufinden, inkuére wir mononukleare Zellen in den
ConA-Konzentrationen @g/ml, 1 pg/ml, 50 ug/ml und 250ug/ml und fihrten anschlie3end
einen [®F]JFDG-Uptakevorversuch durch (siehe Ergebnisse5}.1n diesem Vorversuch
zeigten sich viele tote Zellen und eine gerindéF]JFDG-Aufnahme bei der ConA-
Konzentration von 250ug/ml. Dementsprechend wahlten wir flr unsere komebien
Uptakeversuche an mononukledren Zellen die ConAnd#tionskonzentrationen @g/ml, 1
ug/ml, 4 ug/ml und 50ug/ml. Die FACS isolierten B- und T-Lymphozyten iftkerten wir in O
pg/ml und 1 pg/ml ConA, nachdem auch Kruisbeek et al. in ihrentik&l Gber T-
Zellaktivierung niedrigere ConA-Konzentrationen vda 10 pg/ml bei 48 h Inkubation

erwahnen [Kruisbeek et al., 2004].

Unter Anwendung unseres ConA-Stimulationsmodelisnken wir die °FJFDG-Aufnahme in
mononukledre Zellen stimulieren. Eine maximdf#JFDG-Aufnahme beobachteten wir bei
der ConA-Konzentration 4g/ml (siehe Ergebnisse 4.3.2.1). Auch did]Cholin-Aufnahme
lie@ sich durch die ConA-Aktivierung der mononukbx@a Zellen stimulieren (siehe
Ergebnisteil 4.3.2.2). Somit konnten wir erstmaliy unserer Studie zeigen, dass die
leukozytére Cholin-Aufnahme stimulierbar ist. Aumobachteten wir eine erhéhféi[Cholin
und [*F]JFDG-Aufnahme in aktivierte B-Lymphozyten (sieheg&bnisse 4.3.4). Bei den T-
Lymphozyten konnten wir weder erhdht8H[Cholin- noch erhéhte 'fF]JFDG-Uptakeraten
nach Inkubation der Zellen fur 48 h innd/ml ConA messen (siehe Ergebnisse 4.3.3.).

Um die ausbleibende T-Zellaktivierung in unserengtations-Uptakeversuchen zu verstehen,
recherchierten wir anhand einer Ubersichtsarbeitn vdilpatrick den ConA-
Stimulationsmechanismus bei T-Lymphozyten. ConA isowhytohemagglutinin (PHA)
gehoéren zur Stoffgruppe der Lektine. Lektine singk@proteine, die sich unspezifisch an
zellulare Oberflachenmolekile binden und somit Aigglutination von Leukozyten und
Erythrozyten verursachen kénnen. Dies konnten aghnConA-Inkubation der mononuklearen
Zellen in unserem Vorversuch als Zellklusterung Hamtiten (siehe Ergebnisse 4.1.5).
Entsprechend der Vielfalt der Lektine werden zéHel Oberflachenmolekile mit
unterschiedlicher Affinitdt gebunden. Die dabeigrli8sten biochemische Reaktionen kénnen
sich auf T-Lymphozyten mitogen oder antimitogervatken. Insbesondere Lektinen mit einer
hohen Affinitat zum T-Zellrezeptor wie ConA und Rblyemagglutinin zeigen mitogene

Eigenschaften. Jedoch reicht eine alleinige Binddeg Lektine an den T-Zellrezeptor nicht
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aus, um T-Lymphozyten zu aktivieren. Akzessoris&alen wie B-Lymphozyten und
Monozyten sind bei Lektin-Stimulation notwendig, wostimulatorische Molekile zu binden
und somit die T-Zell Aktivierung zu verstarken. Hiei wird insbesondere das auf den T-
Lymphozyten vorkommende Oberflachenmolekil CD28&mt, das durch Bindung der auf
B-Lymphozyten und Monozyten vorkommenden MolekilB8C und CD86 entscheidend
costimulatorisch wirkt [Kilpatrick, 1999]. Die Noewndigkeit der akzessorischen Zellen bei der
ConA-Aktivierung von T-Lymphozyten wurde bei ungareStimulationsmodell nicht
bertcksichtigt. Die mittels FACS isolierten CD3H.ymphozyten wurden in einer sehr hohen
Reinheit mit ConA inkubiert, sodass costimulatdresdvolekile von anderen Zellen als T-
Lymphozyten nicht gebunden werden konnten. Zugleiciss darauf verwiesen werden, dass
der T-Zellrezeptor dem Oberflachenmolekil CD3 emtsp. Da aufgrund der FACS Isolation
der T-Lymphozyten mittels Anti-CD3-Antikérpermarkimg der T-Zell Rezeptor schon durch
den Anti-CD3-Antikdrper gebunden wurde, ist einatere Zellaktivierung durch die Bindung
von Lektinen fraglich. Unser Stimulationsmodell flr-Lymphozyten muss somit als
ungeniigend betrachtet werden und erklart somitAdmbleiben der erhéhter®F]FDG- und

[*H]Cholin-Aufnahme in die Zellen.

Umfangreich untersuchten Frauwirth et al. die Ghdaufnahme in Abhangigkeit der CD28
Costimulation bei T-Lymphozyten, die in hoher Rainmittels MACS isolierten wurden. Die
Autoren konnten zeigen, dass di#{]Deoxyglukose Aufnahme in T-Lymphozyten durch
alleinige Anti-CD3- oder alleinige Anti-CD28-Antikper Inkubation nicht zu stimulieren ist.
Allerdings nahmen die T-Lymphozyten in dieser Studach simultaner Anti-CD3- und Anti-
CD28-Antikérper Inkubation vielfach mehfH]Deoxyglukose auf als Zellen, die mit einem
Kontrollantikérper inkubiert wurden. Ebenfalls kdann dieser Studie gezeigt werden, dass
durch simultane T-Zellrezeptor- und CD28- Bindungazellular die Phosphatidylinositol 3-
Kinase (PI3K) aktiviert wird [Frauwirth et al., 2PPD Die PI3K vermittelt als Schllisselenzym
nach Insulinrezeptorstimulation die Aktivierung d¥oteinkinase B (Akt), die wiederum durch
Aktivierung glykolytischer Enzyme die zellulare ®bseaufnahme steigert und durch GLUT
Transporter-Translokation den gesteigerten trandmamisen Glukosetransport ermdéglicht
[Frauwirth et al., 2004].

Da bei den von uns isolierten T-Lymphozyten derelkBzeptor nach der FACS Zellisolation
schon durch die Anti-CD3- Antikdrper gebunden wurdére durch zusatzliche Applikation
von Anti-CD28-Antikdrpern eine erfolgreiche Zellakérung nach Frauwirth et al. mdglich
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gewesen. Ebenfalls beschreiben Kruisbeek et &. Methode, T-Lymphozyten zu stimulieren,
die in hoher Reinheit isoliert wurden. Demnacteise Zellaktivierung mit Phorbol 12-Mystrat
13-Azetat (PMA) kombiniert mit lonomycin mdglichadlie T-Lymphozytenaktivierug nach
diesem Protokoll keine zuséatzlichen Zellen zur @eptorstimulation erfordert [Kruisbeek et
al., 2004]. Mond et al. beschreiben durch die l@kidn von B-Lymphozyten in PMA und

lonomycin auch fur diese Zellen ein geeignetes @atronsmodell [Mond et al., 1999].

Um die [®FFDG-und PH]Cholin-Aufnahme in Lymphozyten umfangreicher zur
charakterisieren und den Einfluss der Zellaktivigyiauf die Traceraufnahme abzuschéatzen,
sehen wir es als erforderlich, dass weitere korebi@iUptakeversuche an in hoher Reinheit
isolierten Lymphozyten durchgefihrt werden. Insinelsve durch eine differenziertere

Zellstimulation sollte es moglich sein, hieraus e&ukenntnisse fur die Cholin-PET und FDG-

PET abzuleiten.
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6 Zusammenfassung:

Um bei der PET-Tumordiagnostik zwischen Entziindund Tumor zu differenzieren, ist es
erforderlich, dass PET-Tracer selektiv von Tumorgleewv aufgenommen werden.
Diesbeziglich wurde in der vorliegenden in vitroudé die Tumorzellselektivitat von
[*®F]FDG und fH]Cholin durch kombinierte Uptakeversuche untersuiohi denen der Uptake

der zwei Tracer simultan an denselben Zellen bastiverden konnnte.

Die kombinierten Uptakeversuche wurden an den Btasarzinomzelllinien LNCaP und PC-3
durchgefiihrt. Hierbei wurden dié®f]FDG- und fH]Cholin-Uptakeraten der proliferierenden
Zellen unter adharenten Versuchsbedingungen mitUjgakeraten der nicht-proliferierenden
Zellen unter suspensiven Versuchsbedingungen eaggii Es stellte sich dabei heraus, dass
insbesondere der Traceruptake der PC-3 Zellen eaninstéanden, unter denen die Versuche

durchgefuhrt wurden, abhéngig ist.

Nach Isolation von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten ufEanulozyten mittels FACS in
exzellenter Reinheit, wurde an diesen Zellen, soware isolierten Makrophagen und
mononukledren Zellen, der kombinierte Uptakeversudtrchgefiihrt. Die in vielen
autoradiographischen Studien beschriebenen hofeiFrPG- und fH]Cholin-Uptakeraten
von Makrophagen konnten in dieser Studie erstmaligh in vitro dargestellt und mit den
Uptakeraten anderer Leukozyten vergleichen wertfeshesondere®H]Cholin zeigte hierbei
hohe Uptakeraten in Makrophagen, die mit d&d]Cholin-Aufnahme von Tumorzellen

vergleichbar war.

Bezogen auf ihre Tumorzellselektivitat erwies sich Vergleich der Tracer *H]Cholin
weniger geeignet al$%F]FDG, um zwischen Makrophagen und den Prostatai@rzellen zu
unterscheiden. Andererseits konnte MIE[FDG anhand der in unserer Studie gemessenen
Uptakeraten weniger selektiv zwischen Granulozyted LNCaP Tumorzellen unterschieden

werden.

In den Versuchen zur Zellstimulation konnte erstgnalezeigt werden, dass di€H]FDG-
Aufnahme in Makrophagen graduiert stimuliert werdk@nn. Die Aufnahme vorff]Cholin
liel3 sich jedoch nicht stimulieren. Stimulierte mookleéren Zellen sowie B-Lymphozyten

zeigten erhohte 'fFJFDG-Uptakewerte. Auch derH]Cholin-Uptake in diese Zellen war
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stimulierbar. Somit wird in dieser Studie erstmatiie Stimulierbarkeit der*H]Cholin-
Aufnahme in Leukozyten beschrieben. Aufgrund einezureichenden Stimulationsmodells

fur T-Lymphozyten, konnten hier keine erhéhten €raptakewerte nachvollzogen werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass nebenorkeften auch Entzindungszellen
[*H]Cholin in hohem MaRe aufnehmen. Eine Unterschidwwischen Tumor und
Entziindung ist somit mittels Cholin-PET schlechtgiieh. Da unter den Entziindungszellen
besonders die Makrophagen viéH[Cholin aufnehmen und diese Zellen zugleich in éroh
Zahl im Prostatakarzinom sowie der Prostatahypsiglorkommen, muss davon ausgegangen
werden, dass besonders die Makrophagen an der teth@fiC]Cholin-Aufnahme in die

genannten Prostataldsionen beteiligt sind.

Neben dem kombinierten Uptakeversuch miEJFDG- und fH]Cholin, wurde im Rahmen
dieser Studie ein weiteres Doubletracermodell esit@lt, bei dem zwei PET-Tracer, die
Gammaquanten mit der gleichen Energie von 511 Maittieren, gleichzeitig appliziert
werden konnen. Durch ein Rechenmodell ist es hierbéglich, die Zerfallsraten der
jeweiligen Isotope einzeln darzustellen. Im Verghetu Uptakeversuchen mit einem einzelnen
Tracer erfordert dieses Doubletracermodell in deakgschen Durchfiihrung keinen
Mehraufwand und eignet sich diesbeziiglich besonfderStudien bei denen zwei PET-Tracer

an demselben Modell verglichen werden sollen.
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Ci Curie

ConA |Concanavalin A

cpm counts per minute

dpm desintegrations per minute

CT Computertomographie

eV Elektronenvolt

ETI Entziindungszell/Tumorzell Index
FACS ffluorescent activated cell sorting

FCH  |[18F]Fluormethylcholin

FCH-
PET Positronenemissionstomographie mit dem Trat®&jfluormethylcholin

FET  |[18F]Fluorethyltyrosine

FDG  [18F]Fluordesoxyglukose

FDG-
PET Positronenemissionstomographie mit dem Tral&jfluordesoxyglukose

FKS  [fetales Kalberserum
fMLP  [formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin

D
>S5

Kl Konfidenzintervall

LPS  |Lipopolysaccharid

M Molar

MACS [Magnetic-Activated Cell Sorting
min Minuten

MRT  |Magnetresonanztomographie

NEAS |nicht-essentielle Aminosauren

PET  |Positronenemissionstomographie

PET/CT |Positronenemissionstomographie mit Computertomdreap
PI3K |Phosphatidylinositol 3-Kinase

PSA  |prostataspezifisches Antigen

SPECT |Single photon emission computed tomography

Tab.  |Tabelle

TNFa [Tumornekrosefaktor alpha

TRUS |transrektaler Ultraschall
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ANHANG

A — Statistik

A-1  Zelllinienvergleich - [**F]FDG-Uptake

Multiple Comparisons
FDG Uptake in %/mg

Bonferroni
95%-Konfidenzintervall
Mittlere Standardfehle
(I)Zelle (J)Zelle Differenz (1-J) r Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
B-Lymphzyten  Granulozyten -1,2580 75673 1.000 -3,6357 1,1197
LNCaP —6‘9594’ 75673 | <0,05 -9,3371 -4,5817
Makrophagen 72‘9830’ 75673 | <0,05 -5,3608 -,6053
MNC -,9480 75673 1,000 -3,3257 1,4298
PC-3 —26‘7707‘ 75673 | <0,05 -29,1485 -24,3930
T-Lymphzyten -,4251 75673 1,000 -2,8029 1,9526
Granulozyten B-Lymphzyten 1,2580 75673 1,000 -1,1197 3,6357
LNCaP -5‘7014’ 75673 | <0,05 -8,0791 -3,3237
Makrophagen -1,7250 75673 533 -4,1027 6527
MNC ,3101 75673 1,000 -2,0677 2,6878
PC-3 —25‘5127’ 75673 | <0,05 -27,8905 -23,1350
T-Lymphzyten ,8329 19673 1,000 -1,5449 3.2106
LNCaP B-Lymphzyten 6,9594 75673 | <0,05 45817 39,3371
Granulozyten 5‘?014’ 75673 | <0,05 3,3237 8,079
Makrophagen 3‘9754’ 75673 | «<0,05 1,5987 6,3541
MNC 6,01 15‘ 15673 | <0,05 3,6337 8,3892
PC-3 -19,81 13 75673 | <0,05 -22,1891 -17.4336
T-Lymphzyten 6‘5343’ 75673 | <0,05 4,1565 8,9120
Makrophagen B-Lymphzyten 29830 5673 | «0,05 6053 5,3608
Granulozyten 1,7250 19673 933 -,6927 41027
LNCaP —3‘9754’ 75673 | <0,05 -6,3541 -1,5987
MNC 2,0351 715673 184 -, 3427 4,4128
PC-3 -23‘?8?’7’ 75673 | «<0,05 -26,1655 -21,4100
T-Lymphzyten 2‘5579‘ 75673 | <0,05 ,1801 4,9356
MNC B-Lymphzyten ,9480 715673 1,000 -1,4298 3,3257
Granulozyten -,3101 715673 1,000 -2,6878 2,0677
LNCaP -6,01 15" 75673 | <0,05 -8,3892 -3,6337
Makrophagen -2,0351 75673 184 -4,4128 3427
PC-3 —25‘8228’ 75673 | <0,05 -28,2005 -23,4451
T-Lymphzyten 5228 75673 1,000 -1,8549 2,9005
PC-3 B-Lymphzyten 26,7707 75673 | <0,05 24,3930 29,1485
Granulozyten 25‘5127‘ 75673 | <0,05 23,1350 27,8905
LNCaP 19,81 13" 75673 | <0,05 17,4336 22,1891
Makrophagen 23‘?8?’7’ 75673 | <0,05 21,4100 26,1655
MNC 25‘8228’ 75673 | <0,05 23,4451 28,2005
T-Lymphzyten 26‘3456' 75673 | <0,05 23,9679 28,7233
T-Lymphzyten  B-Lymphzyten 4251 75673 1,000 -1,9526 2,8029
Granulozyten -,8329 75673 1,000 -3,2106 1,5449
LNCaP -6‘5343‘ 15673 | <0,05 -8,9120 -4,1565
Makrophagen —2‘5579' 75673 | <0,05 -4,9356 -,1801
MNC -,5228 75673 1,000 -2,9005 1,8549
PC-3 -26‘3456’ 75673 | «<0,05 -28,7233 -23,9679

Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mitiel der Quadrate(Fehler) = 3,436

*. Die mittlere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
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A-2  Zelllinienvergleich - [’H]Cholin-Uptake

H3Cholin Uptake in %/mg

Multiple Comparisons

Bonferroni
95%-Konfidenzintervall
Mittlere Standardfehle
(1)Zelle {J)Zelle Differenz (I-J) r Sig. Untergrenze | Obergrenze
B-Lymphzyten Granulozyten -2,7980 6,32211 1,000 -22 6629 17,0669
LNCaP —59,5?26‘ 6,32211 <0,05 -79,5375 -39,8077
Makrophagen -49,9681 : 6,32211 <0,05 -69,8330 -30,1032
MNC -2,9565 6,32211 1,000 -22,8214 16,9083
PC-3 —95,1669‘ 6,32211 <0,05 -115,0318 -75,3020
T-Lymphzyten -,6341 6,32211 1,000 -20,4950 19,2308
Granulozyten B-Lymphzyten 2,7980 6,32211 1,000 -17,0669 22,6629
LNCaP —55,8?46‘ 6,32211 <0,05 -76,7395 -37,0098
Makrophagen -47,1701 : 6,32211 | <0,05 -67,0350 -27,3052
MNC -, 1586 6,32211 1,000 -20,0235 19,7063
PC-3 —92,3689‘ 6,32211 <0,05 -112,2338 -72,5040
T-Lymphzyten 2,1639 6,32211 1,000 -17,7010 22,0287
LMNCaP B-Lymphzyten 59,6726 6,32211 <0,05 39,8077 79,5375
Granulozyten 56,8?46‘ 6,32211 <0,05 37,0098 76,7395
Makrophagen 9,7045 6,32211 1,000 -10,1604 29,5694
MNC 56,?161‘ 6,32211 <0,05 36,8512 76,5810
PC-3 —35,4943‘ 6,32211 <0,05 -55,3592 -15,6294
T-Lymphzyten 59,0385 6,32211 | <0,05 39,1736 78,9034
Makrophagen  B-Lymphzyten 49,9681 6,32211 | <0,05 30,1032 69,8330
Granulozyten 4?,1?(]1‘ 6,32211 <0,05 27,3052 67,0350
LNCaP -9,7045 6,32211 1,000 -29,5654 10,1604
MNC 4?,(]115‘ 6,32211 <0,05 27,1467 66,8764
PC-3 -45,1983‘ 6,32211 <0,05 65,0637 -25,3339
T-Lymphzyten 49,334[)‘ 6,32211 <0,05 29,4691 69,1989
MNC B-Lymphzyten 2,9565 6,32211 1,000 -16,9083 22,8214
Granulozyten ,1586 6,32211 1,000 -19,7063 20,0235
LNCaP -56,7161 : 6,32211 <0,05 -76,5810 -36,8512
Makrophagen -47,(]115‘ 6,32211 <0,05 66,8764 -27,1467
PC-3 —92,2104‘ 6,32211 <0,05 -112,0753 -72,3455
T-Lymphzyten 2,3224 6,32211 1,000 -17,5425 22,1873
PC-3 B-Lymphzyten 95,1669 6,32211 <0,05 75,3020 115,0318
Granulozyten 92,3689‘ 6,32211 <0,05 72,5040 112,2338
LNCaP 35,4943‘ 6,32211 <0,05 15,6294 55,3592
Makrophagen 45,1983‘ 6,32211 <0,05 25,3338 65,0637
MNC 92,2104‘ 6,32211 <0,05 72,3455 112,0753
T-Lymphzyten 94,5323‘ 6,32211 <0,05 74,6679 114,3977
T-Lymphzyten  B-Lymphzyten 6341 6,32211 1,000 19,2308 20,4990
Granulozyten -2,1639 6,32211 1,000 -22,0287 17,7010
LNCaP —59,(]385‘ 6,32211 <0,05 -78,9034 -39,1736
Makrophagen -49,334[)‘ 6,32211 <0,05 -69,1989 -29,4691
MNC -2,3224 6,32211 1,000 -22,1873 17,5425
PC-3 —94,5323‘ 6,32211 <0,05 -114,3977 -74,6679

Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 239,814

*_Die mittiere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
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A-3

Stimulation der Makrophagen - ["*F]FDG-Aufnahme

Abhangige Variable:zFDG

Multiple Comparisons

(ILPS Konzentration in  (J)LPS Konzentration in 95%-Konfidenzintervall
Hg/mi ugrmi Mittlere Standardfehle
Differenz (I-J) r Sig. Untergrenze | Obergrenze
LSD 0 1 - 488 2322 041 -,956 -,020
1.0 —,983' 2322 ,000 -1,451 -915
10,0 —2,156- 2322 ,000 -2,624 -1,688
A 0 ,488 2322 ,041 ,020 956
1.0 —,495' 2322 ,039 -,.963 -.027
10,0 -1 ,668' 2322 ,000 -2,136 -1,200
1.0 .0 983 2322 ,000 515 1,451
1 ,495' 2322 ,039 027 963
10,0 -1 ,173' 2322 ,000 -1,641 -,705
10,0 .0 2,156 2322 .000 1,688 2,624
1 1 ,668' 2322 ,000 1,200 2,136
1.0 1,173' 2322 ,000 705 1,641
Bonferroni 0 1 -488 2322 ,248 -1,129 154
1,0 —,983' 2322 ,001 -1,625 -.342
10,0 2156 2322 000 2797 1514
A .0 488 2322 ,248 - 154 1,129
1.0 -495 2322 231 -1,137 146
10,0 -1 ,668' 2322 ,000 -2,309 -1,026
1,0 0 ,983 2322 ,001 ,342 1,625
A 495 2322 231 -146 1,137
10,0 -1 ,173' 2322 ,000 -1,814 -9531
10,0 .0 2,156 2322 ,000 1,514 2,797
1 1 ,668' 2322 ,000 1,026 2,309
1,0 1,1?3' 2322 ,000 531 1,814
Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fenler) = ,324
*_Die mittiere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
Korrelationen
Stimulationsgr
ad ZFDG
SDEE[I’I’IHH—RhD Stimulatiﬂnsgrad Korrelationskoeffizient 1,000 841
Sig. (2-seitig) 000
N 48 48
ZFDG Korrelationskoeffizient 841 1,000
Sig. (2-seitig) ,000
N 48 48

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
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A-4  Stimulation der Makrophagen - [’H]Cholin-Aufnahme

Paarvergeich P Wert

0,0zu0,1 0,1
0,0zu1,0 0,004*

0,0 zu 10,0 0,043
0,1zul0 0,043
0,1zu 10,0 0,326
1,0 zu 10,0 0,773

Signifikanzniveau (korrigiert nach Bonferroni)

* Die Mittlere Differenz ist auf einem 0,05-Niveau Signifikant

0,008
0,008
0,008
0,008
0,008
0,008

A-5  Stimulation der MNCs - [**F]FDG-Aufnahme

Multiple Comparisons

ZFDG
Bonferroni
95%-Konfidenzintervall
(1)ConA Konzentration in ~ (J)ConA Konzentration in _Mittlere Standardfehle )
pug/mi pgimi Differenz (I-J) r Sig. Untergrenze | Obergrenze
0 1 -1,2491 ,20758 000 -1,8226 -,6756
4 -2,351 1‘ ,20758 ,000 -2,9246 -1,7776
50 —,9854’ 20758 ,000 -1,5589 -4119
1 0 1,2491 20758 000 6756 1.8226
4 -1.1 02{], ,20758 000 -1,6755 -,5285
50 2637 ,20758 1,000 -,3098 8372
4 0 23511 20758 ,000 17776 29246
1 1.1 02{], 20758 000 5285 1,6755
50 1,355?, 20758 000 71922 1,9392
50 0 ,9854 ,20758 ,000 A119 1,5589
1 -,2637 20758 1,000 -,8372 3098
4 -1 ‘355?‘ 20758 000 -1,9392 - 7922
Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mitiel der Quadrate({Fehler) = ,259
*_Die mittiere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
A-6 Stimulation der MNCs - [’H]Cholin-Aufnahme
Multiple Comparisons
ZH3Cholin
Bonferroni
95%-Konfidenzintervall
()ConA Konzentration in  (J)ConA Konzentration in _Mittlere Standardfehle )
ug/mi pgimi Differenz (I-J) r Sig. Untergrenze | Obergrenze
0 1 -,8539 22256 002 -1,4688 -,2391
4 21 059' 22256 ,000 -2,7208 -1,4910
50 -1 ,?319’ 22256 ,000 -2,3467 -1,1170
1 0 8539 22256 002 ,2391 1.4688
4 -1 ,2519' 22256 ,000 -1,8668 -,6370
50 - B??SI’ ,22256 ,002 -1,4928 -,2630
4 0 2,1059 22256 000 1,4910 2,7208
1 1,2519, 22256 000 6370 1,8668
50 3740 ,22256 ,600 -,2409 ,9889
a0 0 1.7319 22256 000 11170 23467
1 ,B??S‘ 22256 002 ,2630 1,4928
4 -,3740 22256 ,600 -,9889 ,2409

Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 297

*_Die mittlere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
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a. Nicht fur Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: ConA
Konzentration in pg/ml

A-7  Stimulation der CD3+ T-Lymphozyten - [ "F]FDG-Aufnahme
Test bei unabhingigen Stichproben
Levene-Test der
Warianzgleichheit T-Test fiir die Mittelwertgleichheit
Mittlere Standardfehle
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig) Differenz r der Differenz
ZFDG  Varanzen sind gleich 3,551 073 -1,585 22 27 -,5988 3779
Varianzen sind nicht -1,585 17,822 A3 -,5988 3779
gleich
Test bei unabhingigen Stichproben
T-Test fur die
Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Untere Obere
ZFDG Varianzen sind gleich -1,3824 ,1849
Varianzen sind nicht -1,3932 1957
gleich
A-8  Stimulation der CD3+ T-Lymphozyten - PH]Cholin-Aufnahme
Test bei unabhdngigen Stichproben
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
Mittlere Standardfehle
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig) Differenz r der Differenz
ZH3Cholin Varianzen sind gleich 427 920 1,144 22 265 4432 L3875
Varianzen sind nicht 1,144 21,862 265 4432 ,3875
gleich
Test bei unabhéngigen Stichproben
T-Test fir die
Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Untere Obere
ZH3Cholin Varianzen sind gleich -,3605 1,2468
Varianzen sind nicht -.3608 1,2471
gleich
A-9  Stimulation der CD19+ B-Lymphozyten - {*FJFDG-Aufnahme
Mann-Whitney-Test
Réange
ConA Konzentration. .. N Mittlerer Rang | Rangsumme
ZFDG 0 12 7,67 92,00
1 12 17,33 208,00
Gesamt 24
I b
Statistik fiir Test
zZFDG
Mann-Whitney-U 14,000
Wilcoxon-wW 92,000
z -3,349
Asymptotische Signifikanz | <0,05
(2-seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- <0,05"
seitig Sig.)]
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A-10 Stimulation der CD19+ B-Lymphozyten - H]Cholin-Aufnahme

T-Test
Gruppenstatistiken
ConA Konzentration in Standardfehle
Hgfml Standardabwe rdes
Mittelwert ichung Mittelwertes
zH3Cholin 0 12 -,490 6521 1883
1 12 ,490 9800 2829
Test bei unabhiéngigen Stichproben
Levene-Test der
‘Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Mittlere Standardfehle
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig) Differenz r der Differenz Untere Obere
zH3Cholin  Varianzen sind gleich 2,142 157 2,883 22 | <0,05 -8796 3398 -1,6843 2749
Varianzen sind nicht 2,883 19,145 | <0,05 -8796 ,3398 -1,6905 -,2687
gleich
. . 8
A-11 Stimulation der CD15+ Granulozyten - {°FJFDG-Aufnahme
T-Test
Gruppenstatistiken
LPS Konzentration in Standardfehle
pgiml Standardabwe r des
Mittelwert ichung Mittelwertes
zFDG 0 12 -022 ,9355 L2700
12 022 1,0164 ,2934
Test bei unabhdngigen Stichproben
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
Mittiere Standardfehle
F Signifikanz T dr Sig. (2-seitig) Differenz r der Differenz
zFDG  Varianzen sind gleich 014 907 -,108 22 915 -,0431 3988
Varianzen sind nicht -,108 21,850 915 -0431 3988
gleich

Test bei unabhéngigen Stichproben

T-Test fir die
Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
ifferenz
Untere Obere

ZFDG  Varianzen sind gleich -,8701 ,7838

Varianzen sind nicht -,86704 7842

gleich
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A-12 Stimulation der CD15+ Granulozyten - fH]Cholin-Aufnahme

T-Test
Gruppenstatistiken
LPS Konzentration in Standardfehle
ug/mi Standardabwe rdes
N Mittelwert ichung Mittelwertes
ZH3Cholin O 12 -113 1,1420 3297
1 12 113 7597 2193
Test bei unabhangigen Stichproben
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
Mittlere Standardfehle
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig) Differenz r der Differenz
zH3Cholin  Varianzen sind gleich 1,986 73 -570 22 574 -,2258 3959
Varianzen sind nicht -570 19,142 575 -,2258 3959
gleich
Test bei unabhangigen Stichproben
T-Test fur die
Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Untere Obere
ZH3Cholin  Varianzen sind gleich -1,0470 5953
Varianzen sind nicht -1,0541 6025
gleich
A-13 Tumorzellen Uptakevergleich - {°F]JFDG-Aufnahme
Multiple Comparisons
FDG Uptake in %/mg
Bonferroni
95%-Konfidenzintervall
Mittlere Standardfehle
{)Zelle () Zelle Differenz (I-J) r Sig. Untergrenze | Obergrenze
LMNCaP adh. LNCaP susp. 8448 1,34946 1,000 -2,8835 45731
PC-3 adh. —19,8113’ 1,34946 | <005 -23,5396 -16,0830
PC-3 susp. -3,7120 1,34946 052 -7,4403 L0163
LMNCaP susp. LNCaP adh. -,8448 1,34946 1,000 -4,5731 2,8835
PC-3 adh. -20,6562 ) 1,34946 | <0,05 -24 3845 -16,9279
PC-3 susp. —4,5558, 1,34946 | <0,05 -8,2851 -,8285
PC-3 adh. LNCaP adh. 19,8113 1,34946 | <0,05 16,0830 23,5396
LNCaP susp. 20,6562 ) 134946 | <0,05 16,9279 24 3845
PC-3 susp. 16,[)994’ 1,34946 | <005 12,3711 19,8277
PC-3 susp. LNCaP adh. 33,7120 1,34946 052 -,0163 7.,4403
LNCaP susp. 4,5558’ 1,34946 | <005 8285 8,2851
PC-3 adh. -16,0994 ) 1,34946 | <0,05 -19,8277 12,3711

Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 10,926

*_Die mittlere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
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A-14 Tumorzellen Uptakevergleich - {H]Cholin-Aufnahme

Multiple Comparisons
H3Cholin Uptake in %/mg
Bonferroni
95%-Konfidenzintervall
Mittlere Standardfehle
{)Zelle () Zelle Differenz (I-J) r Sig. Untergrenze | Obergrenze
LNCaP adh. LNCaP susp. -64,9683 12,39462 | <0,05 -99,2124 -30,7243
PC-3 adh. -35,4943‘ 12,39462 | <D,05 -69,7383 -1,2503
PC-3 susp. 10,3457 12,39462 1,000 -23,8983 44,5898
LNCaP susp. LNCaP adh. 64,9683 12,39462 | <0,05 30,7243 99,2124
PC-3 adh. 29,4740 12,39462 131 -4,7700 63,7181
PC-3 susp. ?5,3141‘ 12,39462 | <0,05 41,0701 109,5581
PC-3 adh. LNCaP adh. 35,4943 12,39462 | <0,05 1,2503 69,7383
LNCaP susp. -29,4740 12,39462 131 -63,7181 4,7700
PC-3 susp. 45,84[)0‘ 12,39462 | <0,05 11,5960 80,0841
PC-3 susp. LNCaP adh. -10,3457 12,39462 1,000 -44,5898 23,8983
LNCaP susp. —?5,3141‘ 12,39462 | <0,05 -109,5581 -41,0701
PC-3 adh. -45,84[)0‘ 12,39462 | <0,05 -80,0841 -11,5960

Grundliage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 921,759

*_ Die mittlere Differenz ist auf dem 0,05-Niveau signifikant.
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B — Der kombinierte Uptakeversuch mit zwei Isotopen glieher Strahlenqualitét

Bisher wurden erfolgreich kombinierte Doubletratigtakeversuche mit Tracern
durchgefuhrt, die an Nuklide unterschiedlicher Beaqualitdt gekoppelt waren. Hierzu
wurden PH]Cholin und [°F]JFDG verwendet. Durch die unterschiedliche Halligz=it und

Strahlenqualitéat der Isotope konnte die Aktivititder zwei Tracer, die sich einer Probe

befanden separat voneinander untersucht werden.

Im Folgenden wird beschrieben, wie man die Zemalés von zwei Isotopen gleicher
Strahlenart und Energie, die sich in einer Prob@ntben, separat voneinander untersuchen
kann. Beispielhaft soll das hier fiir die zvg&iStrahler''C und*®F erlautert werden, die, nach
Abgabe der kinetischen Energie des Positrons, Gajmamien mit der identischen Energie von
511 MeV emittieren. Liegen beide Isotope in eingr @ammacounter zu untersuchenden
Probe vor, so kann man nicht unterscheiden, oZeifallsereignis von den IsotopélC oder
18F ausgeht. Die gemessenen Counts sind immer eimem&tion aus der Aktivitat beider
Isotope (siehe Abb. 1).

11C - 18F Zerfall

1400
1200 \
1000

800 A

— n(FDG)
—n(11C)
—— Gesamt

cpm

600 A

400 A

200 A

0 50 100 150 200 250 300
t (in min)

Abbildung 1) Zerfall von'®F (rote Linie - 500 Cpm) un#C (blaue Linie - 800 Cpm). Die am Gammacounter
messbare Aktivitat in Cpm entspricht der schwarkarie, die sich aus der Summe den cpm V&R und*'C

ergibt.
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Im Folgenden wird gezeigt, wie man unter Kenntres Halbwertszeiten (Zerfallskonstanten
Lambda) von™'C und*®F, durch zwei Messungen am Gammacounter zu zwsthiedenen
Zeitpunkten { und t unter Angabe der Aktivitat Nund N in cpm die anfanglich eingesetzte

Aktivitat in cpm von®®F und*'C errechnen kann.

Gegeben:

N; cpm zum Zeitpunkt;t
N2 cpm zum Zeitpunkit
Agr= IN2/ t2 18F

Mic= In2/tu2 11¢

Die am Gammacounter messbare Gesamtaktivitat N sietz aus der Aktivitat vortF Nosr)
11 .
und="C ngy,., zusammen:

N = Nggry + Ny

Die Zerfallsraten Nund N lassen sich demnach in Abhangigkeit der Messzekigus und ¢

sowie der Ausgangszerfallsraten zu Beginn der M&ssn, .-, und n,,,., nach Gleichung |
und Il darstellen. Die Ausgangszerfallsratg,-, und n,,,., zu Beginn der Messung sind die

Zerfallsraten, die wir durch dieses Rechenmodedtibemen wollen.

_ ~ Mg ~Acl
| N1 = Noagr [e ™ + Noaac) [e e

_ i i} oy !
[l Nz = Noasr) [e 7= + Noaac) Le e

n _ N > ~ Noaic) [ e
AUS ” -> 0QA8F) e_/]18F 1,
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Il in|

— _)lllc[ﬂz
— N2 nO(llC) e @_/‘1&:[{{ +n

~hicl
1 e_/llsF[fb 0LIC) €

Die Gleichung wird nachn,,,., aufgelost. Um die weitere Rechnung Uberschaubdraiten,

werden nun folgende Terme durch Buchstaben ersetzt.
— A — A AT 1 R RN/ C v —
a=e 11c b b=e herth c=¢ 18F ’ d=¢e 11c[ﬂ1’ X = nO(llC)

Die Gleichung lasst sich demnach wie folgt darstell

N, = N, ;X[amﬁxm

Nun wird nach x bzwng,c) aufgelost:

N, = N,[Cc x[a[c+xm
b b
N, - N, [C :_x[a[c+ x[d[b
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B b _Nl[ﬂ)—NZE:_n
T[dD-a®)  db-ae
b

X

Schreibt man nun statt den Buchstaben wieder diernié in die Formel, ergibt sich fur

Noaic) folgende Formel:

" _ N1 |E_/118F  _ N2 @_AlSF[ﬂl
0Q1C) - e_/]nc[ﬂi [e_/]18|:[fb _e_/]llc[fb [e_/llsF[q

Die 'C Ausgangszerfallsrat8y, ., in Abhéngigkeit von N Ny, t, t, Aage Undisc

Bei bekannterfyq i) kann durch Umformung von Gleichungnf,,-, errechnet werden:

_ ~ Mg ~Acl
| N1 = Noagr [e ™ + Noaac) [e e

— ~Ac
N, Nouic) e e
e_/118F|:ﬂl

Nousry =

Die **F AusgangszerfallsratBy, e, in Abhangigkeit von N t; Agr Aazcund N ey
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Ein simulierter Zerfall vort’C (1000 cpm) und®F (300 cpm) ergibt die in Tab. 1 dargestellten

Werte. Durch Messung am Gammacounter erfahrenwridie schwarz unterlegten Werte.

(i)W n(FDG)
300

296,235099

292,5174462
288,8464488
285,2215212
281,6420852
278,1075699
274,6174117
271,1710538
267,7679465
264,4075471
261,0893196
257,8127348
254,5772701
251,3824093
248,227643

245,112468

242,0363874
238,9989106
235,9995531
233,0378366
230,1132886
227,2254428
224,3738384
221,5580208
218,7775407
216,0319548
213,320825

210,6437191
208,0002099
205,3898759
202,8123007
200,2670732
197,7537875
195,2720428
192,821443

190,4015976
188,0121203

n(11C)
1000

934,270812
872,861951
815,489444
761,887985
711,809707
665,023033
621,311609
580,473302
542,319263
506,673058
473,36985
442,255634
413,186531
386,028116
360,654801
336,949254
314,801853
294,110183
274,77856
256,717588
239,84375
224,079015
209,350483
195,590046
182,734071
170,723109
159,501618
149,017706
139,222893
130,071886
121,522366
113,5348
106,07225
99,1002068
92,5864307
86,5007998
80,8151725

Gesamt N

1300
1230,50591
1165,3794
1104,33589
1047,10951
993,451792
943,130603
895,929021
851,644355
810,08721
771,080606
734,45917
700,068369
667,763801
637,410525
608,882444
582,061722
556,838241
533,109094
510,778113
489,755425
469,957038
451,304458
433,724322
417,148067
401,511612
386,755064
372,822443
359,661425
347,223103
335,461761
324,334667
313,801873
303,826037
294,37225
285,407874
276,902397
268,827293

Tabelle 1) Simulierter Zerfall

cpm

1400

1200 +

1000 A

800

600 -

400 -

200 A

11C - 18F Zerfall

50

100

150 200

t (in min)

250

300

—n(FDG)
—n(11C)
—— Gesamt N

Durch das Tabellenprogramm Microsoft Excel konnten eine Tabelle erstellen, die es

ermdoglicht, mit obigen Formeln durch die Eingabe #mlbwertszeiten der verwendeten

Isotope, den gemessenen Couniaifd N, und der Zeitemtund ¢ die Ausgangsaktivitaten fur
Y1C und®®F zu berechnen (siehe Tab. 2).
Eine Proberechnung mit Werten aus dem simulierfall (siehe Tab. 1) fir die Messzeiten
ty bei 4min und 4 bei 10min mit N bei 1165 cpm und Nbei 993 cpm ergibt fur die
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Ausgangswerten,,,., und ng,., ziemlich genau die anfanglich eingesetzte Aktheitafiir'C

1000 cpm und®F 300 cpm (siehe Tab. 2).

t1/2 18F

Lambda

Clil= 0,03399447
Lambda

F18= 0,00631454
t 4

tz 10

N, 1165

N, 993

a 0,71180971
b 0,93880695
C 0,97505815
d 0,87286195

no 11C 1000,67263

Tabelle 2) In den grunen Feldern steht die Halbszeit, woraus sich der jeweilige Lambdawert detdge

errechnet. In die gelb unterlegten Felder werden ath Gammacounter messbharen Werte eingetragen. Die

AusgangszerfallsrateNgry und Ny 4y Werden nun durch oben genannte Formeln automéiesethnet.

Nachdem man durch diese Simulation sehr genaugafgsaktivitaten errechnen konnte,
stellte sich die Frage, ob das theoretische Madealh fur direkt am Gammacounter gemessene
Werte anzuwenden ist. Dazu wurden 3 Proben untetsie erste Probe enthdfiF, die
zweite enthalt’'C und die Dritte enthat®r und*!C, entsprechend Probe 1 und 2. Durch
Anwendung der Exceltabelle mit den errechneten Ebrrsollte gezeigt werden, dass man aus

Probe 3 die Aktivitaten errechnen kann, die sicRiobe 1 und 2 befinden.

Praktische Durchfuhrung:

In einem ersten Ansatz wurden dt€-Probe *C-Probe sowie dit’F+''C Doubletracer-Probe
mit den Aktivitaten fur®F und*'C von jeweils 10uCi (0,37 Mbq) angefertigt.

In einem zweiten Ansatz wurden die gleichen drebEn mit einer Aktivitat von 0,1 uCi (3,7

kBq) fiir jeweils'®F und*'C vorbereitet.
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Jede Probe wurde als 3 Fachmessung bestimmt, uetti®igJngenauigkeiten aufzudecken.
Alle Proben liefen sieben mal durch den Gammacounse dass fur jede einzelne

Eppendorfcup-Probe 7 Werte mit ihren jeweiligent&erten existieren.

Ein technisches Problem war jedoch, dass am Gamunsarokein Messprogramm existiert,
bei dem Nuklidzerfall-unkorrigierte Messwert in c@ausgegeben werden. Deshalb wurde zur
Aktivitatsbestimmung aller Proben das Programm “fir verwendet. Durch Anwenden des

Zerfallsgesetzes fiit®F konnte die automatisch&F-Zerfallskorrektur des Gammacounters

rickgéngig gemacht.

In Abbildung 2a) und 2b) sind die am Gammacounéenessenen Werte de€-Probe und der

8F_Probe des ersten Ansatzes dargestellt.

F18 Zerfallam Gammacounter C11 Zerfallam Gammacounter

10000000 10000000

1000000

100000 -

cpm (Logarithmische Darstellung)
-
cpm (Logarithmische Darstellung)

10000

1000000 ' ! !
0 50 100 150 200

tin min

0 50 100 150 200

tin min

a) b)

Abbildung 2) Zerfallsraten in Counts per Minute iftpin Abhangigkeit der Zeit t défF-Probe a) und défC-
Probe b). Es zeigt sich ein exponentielles Zerfalister. Das ist eine wichtige Vorraussetzung zuvémdung

der Aktivitatsriickrechnungsformel fur zwei Tracer.

Zunachst wird auf die WertéF +'C Doubletracer-Probe des zweiten Ansatzes eingegang
Die am Gammacounter gemessenen Werte fur die Dwabde-Probe stehen in Tab. 3 und

sind im Graph der Abb. 3 gegen die Zeit logaritrahiaufgetragen.
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18Fund 11C Zerfallam Gammacounter
) ) 1000000

Messung tin min N cpm
1

15,95 118217
2 g

41,03 84149 g

3 .

3 £ 100000 -

66,07 64492 : O
4 g .

91,02 51709 g .
5

115,93 42956
6 10000 ‘ ‘

140,83 36104 0,00 50,00 100,00 150,00

tin min

7

165,75 30455 Abbildung 3) Counts per Minute der Doubletracerdero

Tabelle 3) Messung der Zerfallsrate N in cpm dgf aphangigkeit der Zeit t. Wie zu erwarten, besiben
18,11 H
F+7C Doubletracer-Probe des zweiten Ansatzes gib \esswerte in der logarithmischen Darstelluninée

den Verschiedenen Messzeitpunkten t. Gerade.

Unter Anwendung der Exceltabelle mit den oben Wereten Formeln errechnen sich fur die
Messungspaarvergleiche die in Tab. 4) dargestelffenund*'C-Ausgangsaktivitdten in cpm

zum ZeitpunktgOmin).

Messungspaarvergleich Moaic) iN €PM Noggr) in cpm
1zu3 68122 86936
3zu6 71397 86410
2zub 70221 86485
1zu?2 68729 86545

Tabelle 4) Ausgangsaktivitaiten voHC und *®F in cpm in Abhé&gingkeit der Messpaarvergelichee Di
Messpaarvergleiche beschreiben, aus welchen Messwan Tab3) die zur Errechnung der Ausgangsatesit

ndtigen Zeiten tund  und Zerfallsraten Nund N, entnommen wurden. Die verschiedenen Messpaariatgle

ergeben ahnliche Werte fur die Ausgangsaktivitaign,) und Nyqqe -

Um die errechneten Zerfallsrateny,,., und ny.., der Doubletracer-Proben mit den

Zerfallsraten der'®F und *'C Singletracer-Proben zu vergleichen, wurde die egsene
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Zerfallsraten der Singletracer-Proben auf den zekpt (O min) zurtickgerechnet. In Tab. 5a)
und b) sind die Zerfallsraten von jeweils df&#i-Proben und dréi'C-Proben zum Zeitpunkg t
(0O min) dargestellt. Aufgrund von Pipettierungemgeiten variieren die Zerfallsraten der
Singletracer-Proben. Vergleicht man nun die erretdmWerte der Doubletracer-Probe in Tab.
4) mit den Werten der Singletracer-Proben in Tali&] ersichtlich, dass ahnliche Werte — im
Rahmen der Pipettierungenauigkeit wie sie aus Taergorgehen- fiir die Isotop&C und®F

gemessen wurden.

*F-Probenummer Cpm zy t YC-Probenummer | Cpmzyt
1 90580 1 58611

2 85830 2 75541

3 105762 3 56805

a) °F-Proben bj'C-Proben

Tabelle 5 a) Die drei Werte der 0,1 uCi (3,7 kB&fj-Proben variieren ein wenig aufgrund von

Pipettierungenauigkeiten b) Auch df€-Proben zeigen leicht unterschiedliche Werte

Auch fur die Doubletracer-Proben des ersten Ansaitza& es moglich, die Anfangsaktivitat
von*C und®®F zu errechnen. Es war jedoch darauf zu achtes,diasrste Messung aufgrund
der sehr hohen Probenaktivitat nicht zu verwertan Wie erste der sieben Messungen wurde
vom Gammacounter mit der Warnung ,First isotope kpeshifted; normalization
recommended” ausgegeben. Alle weiteren Messungespdteren Zeitpunkten wurden vom
Gammcounter ohne Warnhinweis ausgegeben. In Talsté)en die am Gammcounter
gemessenen Werte, aus denen sich durch Anwenden Edeelltabelle mit den

Riickrechnungsformeln die in Tab. 7) ersichtlichesgangsaktivitat fut'C und*®F errechnet.
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Messung tin min cpm Paarvergleich Moac) Mogsr)
1 8220057,68 1zu3 1736697 9980882
e el | 32u4 6398764 8130565

3.5 recommendea 3zu5 6571086 8091373
2 28,5 8554074,79 32u6 6039496 8212277
3 53,5 6837788,33 6zu7 5832205 8259423
4 785 5393406.28 Tabelle 7) Ausgangsaktivititen vonC und “°F in
5 103.4 4404990 67 cpm in Abhéagingkeit der Messpaarvergeliche. Die

Messpaarvergleiche, bei denen Messung 1 nicht

6 128,3 3727649,85 enthalten ist ergeben &hnliche Werte fiir die jegei
7 153,2 3169374,26 Isotope.

Tabelle 6) Messung der Zerfallsrate N in cpm der
¥4+11C Doubletracer-Probe des ersten Ansatzes zu

den verschiedenen Messzeitpunkten t.

Zusammenfassung der Experimente:

Die Aktivitatsrickrechnung mit oben hergeleitetenrieln ist sehr gut moglich. Das sieht man
insbesondere daran, dass die zu verschiedenenuZkligm gemessenen Paarvergleiche
ziemlich &hnliche Ausgangsaktivitaten ergeben. lamiRen der Pipetierungenauigkeit wurden
fur die Doubletracer-Proben &hnliche Werte wie flie Singletracer-Proben errechnet.
Zugleich konnte gezeigt werden, dass das Modelhfilve Aktivitaten 10 pCi (0,37 Mbq),
sowie niedrigere Aktivitdten wie 0,1 pCi (3,7 kBepfolgreich angewendet werden kann. 10
uCi (0,37 Mbq) entsprechen bei ZelluptakeversudtenStandardaktivitat, wahrend 0,1 uCi
(3,7 kBq) ungefahr der Aktivitat entsprechen, dia Zellen aufgenommenen wird.

Das Doubletracermodell stellt somit fur Zelluptakesuche eine hervorragende Mdoglichkeit

dar, zwei Tracer an denselben Zellen zu untersuchen
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