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EINLEITUNG 3

1 Einleitung

In den letzten Jahren hat die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) in
der Medizin zunehmend an Bedeutung gewonnen.

Neben den, seit Jahren in der Medizin zum Einsatz kommenden
bildgebenden Verfahren, wie z. B. Computertomographie (CT) oder
Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), stellt PET, uber die Darstellung
physiologischer Vorgénge, in mittlerweile vielen medizinischen Disziplinen
eine Mdglichkeit dar, Tumordiagnostik, -staging und Therapiemonitoring
eines Patienten umfassender zu betreiben.

Die Positronen-Emissions-Tomographie kommt besonders auf dem
Sektor der Neurologie, Psychiatrie, Kardiologie und Onkologie zum
Einsatz [Senekowitsch, Papst, 1992; Frost, 1988; Bustany et al., 1983;
Wiesel et al., 1991].

Neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind bosartige Neubildungen, also
Tumorerkrankungen, in Deutschland die haufigste Todesursache. Laut
Statistischem Bundesamt (Zweigstelle Bonn) starben im Jahr 2001
28.529 Méanner am Bronchialkarzinom, 11.150 am Prostatakarzinom und
9.115 am kolorektalen Karzinom. Frauen starben in erster Linie am
Mammakarzinom (17.504 im Jahr 2001), gefolgt vom kolorektalen
Karzinom (10.835) und dem Bronchialkarzinom (9.996).

Betrachtet man die hohe Tumorinzidenz und nicht zuletzt die hohe
Tumormortalitédt, so kommt der Charakterisierung von Tumoren zur
Auswahl der optimalen Tumortherapie grof3e Bedeutung zu.

In diesem Zusammenhang stellt FDG-PET zum Tumorstaging und zum
Therapiemonitoring eine sehr gute Ergdnzung zu den bisherigen
bildgebenden Verfahren dar. Denn tumorgdse Veranderungen, die sich im
CT und MRT nicht darstellen lassen, sind im PET, durch die Erfassung
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eines veranderten Gewebsstoffwechsels durchaus zu erkennen. Des
Weiteren bietet PET gegeniber CT und MRT den Vorteil, zwischen
vitalem Tumorgewebe, Odem, postoperativen Veranderungen oder
Strahlennekrosen unterscheiden zu kdnnen [Weber et al., 1997] und gibt
in dieser Weise Hilfestellung im Bezug auf die weitere Therapieplanung.
PET dient nicht nur zur Darstellung definierter Strukturen, sondern stellt
biochemische und physiologische Vorgange in raumlicher und zeitlicher
Abhangigkeit dar, und das schon bevor morphologische Verdnderungen
auftreten.

An dieser Stelle sei kurz auf die Funktionsweise des PET eingegangen:
Fir die Durchfihrung der PET-Untersuchung werden bioaktive
Substanzen, wie beispielsweise Glukose oder Aminosduren, mit
Radionukliden gekoppelt (man spricht in diesem Zusammenhang von
Radiopharmazeutika), die ihrerseits Positronen emittieren (z. B. *®F, *°0,
3N, *C). Wenn die, von den Radionukliden ausgesandten Positronen mit
Elektronen rekombinieren, entsteht g-Strahlung in Form von zwei 511-
keV-Photonen, die im Winkel von 180° emittiert werden. Diese ¢
Strahlung wird vom PET-Scanner mit zwei in Koinzidenz geschalteten
Detektoren erfasst, und zu einem Schichtbild verarbeitet, das wiederum
Aufschluss uber die Verteilung des Nuklids im Korper gibt [Coleman,
1991; Bergstrom et al., 1993].

Da Tumorgewebe einen erhéhten Stoffwechsel aufweist, reichern sich die
radioaktiv-markierten, bioaktiven Substanzen (z. B. Glukose oder
Aminoséauren) in den Zellen verstarkt an. Auf diese Weise wird bei der
PET-Untersuchung das Tumorgewebe sichtbar und ist vom
.Normalgewebe* gut abgrenzbar.

Zwei Faktoren kdnnen sich negativ auf diese Anreicherung und damit die
Sichtbarmachung der Tumorherde auswirken: Zum einen die Tatsache,
dass die radioaktiv-markierten bioaktiven Substanzen die Zellen wieder
verlassen, zum anderen, dass diese Substanzen schnell metabolisiert
werden und ihrerseits aus den Zellen austreten. Um eine hohe
Akkumulation zu erreichen, sollte der Efflux der radioaktiv-markierten,
bioaktiven Substanzen madglichst gering sein und es sollten aus diesen
Substanzen keine radioaktiven Metabolite entstehen, die wiederum die
Zellen verlassen. Zudem sollte eine stabile Markierungsmethode und eine
geeignete Position am Molekul zur Markierung gewahlt werden
[Laverman et al., 2002].

Da die zur PET-Untersuchung applizierten Radiopharmazeutika meist mit
Positronenemittern markiert werden, deren Halbwertszeiten sehr kurz
sind, sollte die Herstellung dieser Stoffe (z. B. Substanzen markiert mit
1C) moglichst im hauseigenen Zyklotron erfolgen. Mit den oben
genannten vier Radionukliden kdnnen die meisten am Stoffwechsel
(Glukosestoffwechsel, Aminoséuretransport, Proteinsynthese, Zellteilung
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etc.) beteiligten Verbindungen markiert und quantitativ erfasst werden
[Weber et al., 1999].

Eingesetzt werden nur sehr geringe Substanzmengen der
Radiopharmazeutika, die keinen pharmakologischen Effekt zeigen, der
zur Beeinflussung des zu beobachtenden biochemischen Prozesses
fuhren kdnnte [Weber et al., 1999].

An dieser Stelle seien einige Radiopharmazeutika, die in der Onkologie
Verwendung finden genannt:

Tabelle 1: Fur PET-Studien in der Onkologie verwendete Radiopharmazeutika [Weber et al., 1999]

Radiopharmazeutikum |Physikalische Halbwertszeit | Biochemischer Prozess
in min
®F-Fluordeoxyglucose 110 Glukosemetabolismus
(FDG)
'C-Methionin (Met) 20 Aminosauretransport und
Aminoséurestoffwechsel
®E_Fluormethyltyrosin 110 Aminosauretransport
BE_Fluorethyltyrosin 110 Aminosauretransport
(FET)
®F-Fluorisonidazol 110 Hypoxie
0O-Wasser 2 Perfusion
N-Ammoniak 13 Perfusion
®E-Fluorthymidin 110 Proliferation
"C-Thymidin 20 Proliferation
IC-Cholin 20 Cholinmetabolismus bzw.
Membransynthese
®F-Fluor 110 Knochenstoffwechsel
?%l_FIAU (Fluor-deoxy- 4,2 Tage Expression der Herpes-
arabin-furanosyl-uracil) Simplex-Thymidin-Kinase

Der am haufigsten verwendete Tracer ist FDG. Fur Gliome [Di Chiro et
al., 1982; Kaschten et al., 1998], Leberkarzinome [Kern et al., 1988],
Myosarkome [Okazumi et al., 1992], Osophaguskarzinome [Fukunaga et
al., 1998], Lungenkarzinome [Prauer et al., 1998; Weber et al., 1999],
Non-Hodgkin-Lymphome [Leskinen-Kallio et al., 1992; Rémer et al., 1998;
Kotzerke et al., 1999], Mammakarzinome und deren Rezidive [Avril et al.,
1996/1997; Moon et al., 1998], Keimzelltumoren [Cremerius et al., 1998]
und Lymphknotenmetastasen von Kopf-Hals-Tumoren [Adams et al.,
1998] konnte bereits eine gute Korrelation zwischen FDG-Aufnahme und
Tumorgrading beschrieben werden.

Romer et al. (1998) nennt FDG einen guten Tracer fur die
Verlaufskontrolle einer Therapie bei Non-Hodgkin-Tumoren, Cremerius et
al. (1998) sagt Selbiges fur Keimzelltumoren aus. Ott et al. (2001)
beschreibt FDG-PET als gute Methode zum Monitoring neoadjuvanter
Therapien.

FDG wird Uber exakt die gleichen Transportwege in die Zelle
aufgenommen wie Glukose und durch das Enzym ,Hexokinase“ in ‘°F-
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FDG-6-Phosphat umgewandelt. Im Gegensatz zum weiteren Abbau von
Glukose-6-Phosphat, ist der Abbau von '®F-FDG-6-Phosphat gehemmt.
Es kommt also zu keiner weiteren Verstoffwechselung, weder zur
Glykolyse noch zur Glukosesynthese. Nur die Rickreaktion zu FDG ist
moglich, allerdings ist das dafur benotigte Enzym ,Glukose-6-
Phosphatase” bis auf einige Ausnahmen in den meisten Geweben nur
sehr gering ausgepragt [Fischman und Alpert, 1993; Hughes et al., 1996].
Als stark polares Molekiil kann '®F-FDG-6-Phosphat die Zellmembran
nicht mehr passieren und bleibt in der Zelle eingeschlossen [Fischman
und Alpert, 1993]. Es kommt zur Akkumulation in der Zelle.

Die FDG-Aufnahme in Tumorzellen ist proportional zur gesteigerten
Glykolyse derselben. Dies mag zum einen daran liegen, dass die Dichte
und die Aktivitat der membrangebundenen GLUT-Transportproteine
ansteigt [Bell et al., 1993; Wahl et al., 1996], zum anderen aber daran,
dass die Aktivitat der Hexokinase erhoht ist [Hughes et al., 1996].

Fir die Diagnostik von Hirntumoren wird FDG heute wegen seiner hohen
Anreicherung in der grauen Substanz des ZNS weniger verwendet, da der
Kontrast zwischen normalem Hirngewebe und Tumor zu gering ist [Gross
et al, 1998]. Ebenso problematisch, wegen der vermehrten
Radionuklidanreicherung bei der Ausscheidung, ist die Darstellung des
Urogenitaltraktes. Auch Leber, Milz, Schilddrise und einige andere
Organe zeigen variable FDG-Aufnahmen, die zu falsch-positiven
Befunden fuhren kdnnen [Shreve et al., 1999].

Allerdings nimmt, wie schon beschrieben, die Mehrheit maligner, humaner
Tumoren FDG vermehrt auf [Rigo et al., 1996].

Mittlerweile ist belegt, dass der Glukosemetabolismus neben Tumorzellen
auch in aktiven Entziindungszellen gesteigert ist und dass sich FDG somit
in Tumor- und Entziindungszellen anreichert. So kam es zu falsch-
positiven Ergebnissen bei Abszessen und Pneumonien [Strauss et al.,
1996], bei entzindlich granulomatésen Prozessen in der Lunge, wie
Aspergillose, Sarkoidose etc. [Lowe et al., 1998; Prauer et al., 1998], bei
Sinusitis [Yasuda et al., 1998], bei akuter Pankreatitis und in
Operationswunden [Haberkorn et al., 1991]. Aufgrund dieser Tatsache
wird versucht Substanzen einzusetzen, die sich nur im Tumor anreichern.
Als Versuchsansatz dienen Aminosauren:

6-[*®F]fluoro-L-dihydroxyphenylalanine (6-FDOPA) wird beispielsweise zur
Tumorsichtbarmachung verwendet, wobei sich gezeigt hat, dass sich 6-
FDOPA allein nicht zum Auffinden tumordser Herde eignet, wohl aber in
Kombination mit FDG [Graham, 2001]. L-2-[18F]fluorophenylalanine
wurde von Kubota et al. (1996) an einem Hepatom-Ratten-Modell mit *'C-
Methionin verglichen. L-2-[18F]fluorophenylalanine wurde von den
Tumoren ebenso gut aufgenommen wie Met, die Leber zeigte signifikant
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niedrigere L-2-[18F]fluorophenylalanine-Aufnahme, wobei das Pankreas
sehr hohe Aufnahmen beider Tracer aufwies. Samnick et al. (2000)
verglich p-[***lliodo-L-phenylalanine (IPA), L-[***lliodo-1,2,3,4-tetrahydro-
7-hydroxyisoquinoline-3-carboxylic acid (ITIC) und L-3-[***lliodo-a-
methyltyrosine im Bezug auf das Imaging von Gehirntumoren. 2004
veroffentlichte er zudem Daten (ber die in vivo und in vitro p-[***lJiodo-L-
phenylalanine-Aufnahme in humane Pankreaskarzinomzellen.

Prolin gilt weithin als Kollagen-Synthese-Marker und ist in dieser seiner
Funktion zum Tumor-Imaging herangezogen worden. Wester et al. (1999)
verglich 4-[18F]Fluoro-L-Prolin in der cis- und trans-Form in einem Maus-
Modell. Die cis-Form zeigte sich in dieser Studie als vielversprechend.
Langen et al.,, 2001 wendete dann die cis-form in einer Patientenstudie
zur Darstellung urologischer Tumoren an, wobei sich cis-4-[18F]Fluoro-L-
Prolin nicht in diesen Tumoren anreicherte. Wallace et al., 2002 sieht in
cis-4-[18F]Fluoro-L-Prolin einen sensitiven PET-Marker fir die Detektion
von Lungenfibrosen. Wolf et al., 2001, synthetisierte C'-
[*®F]Fluorethylaminoasparagin, ein Dervat der Aminoséure Asparagin zur
Messung der Tumor-Aminosaure-Aufnahme-Rate mittels PET [Laverman
et al.,, 2002]. Nishii et al., 2003 entwickelte 3-iodo-4-hydroxyphenyl-L-
cysteine um, basierend auf der Melaninsynthese, malige Melanome zu
detektieren.

Aus dem Bereich der Aminoséauren ist *C-Methionin (Met) wohl die am
haufigsten verwendete.

Methionin ist eine essentielle, glukoplastische Aminosaure mit
hydrophobem Rest. Methionin kann sowohl Uber die Nahrung
aufgenommen werden, als auch Uber verschiedene Mechanismen im
Korper synthetisiert werden [Hofmann, 1985].

Die Methionin-Synthese erfolgt Uber zwei Stoffwechselwege, bei denen
Homocystein methyliert wird. Homocystein ist die unmittelbare Vorstufe
von Methionin und kann durch eine erneute Methylierung wieder in
Homocystein umgewandelt werden kann.

Der eine Stoffwechselweg wird durch eine Betain-abhangige
Methioninsynthetase  katalysiert, der andere wird Uber eine
Methyltetrahydrofolat-Vitamin-B12-Methioninsynthetase katalysiert
[Larrabee et al., 1961].

Methionin selbst nimmt an vielen verschiedenen Stoffwechselwegen teil.
Zum Beispiel wird Methionin in Proteine eingebaut, auch spielt es eine
entscheidende Rolle in der Initiation der Proteinsynthese und nicht zuletzt
wird Methionin mit Hilfe von ATP zu S-Adenosyl-Methionin (AdoMet) und
fungiert so als wichtigster Methylgruppendonor der Zelle zur Methylierung
verschiedenster Substanzen [Cantoni 1951].

Wie Warburg schon 1956 herausfand, werden Aminoséuren, so auch
Methionin, wie Glukose im malignen Gewebe vermehrt aufgenommen.
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Bis heute etablierte sich die Aminosaure Methionin in Form von 'C-
Methionin fiir PET-Untersuchungen [Bergstrom et al., 1983]. Bustany et
al. (1986) und Sorensen et al. (2000) messen Met bei der Gliomdiagnostik
einen hohen Stellenwert bei. Erhdhte Met-Anreichungen wurden auch in
Kopf-Hals-Tumoren [Leskinen-Kallio et al., 1992; Lindholm et al., 1998],
Urothelkarzinomen [Ahlstrom et al., 1996], Mammakarzinomen [Leskinen-
Kallio et al., 1991], malignen Melanomen [Lindholm et al., 1995],
Rektumkarzinomen [Wieder et al.,, 2002] und malignen Lymphomen
[Leskinen-Kallio et al., 1991] gefunden. Aber auch Methionin-Analoga, wie
beispielsweise S-(2-18F-fluoroethyl)-L-methionine finden im Bereich der
Tumordetektion Verwendung [Tang et al., 2003].

Kubota et al. (1991) vertritt die Meinung, dass Met sich zur
Verlaufskontrolle nach Strahlentherapie eignet. Methionin reichert sich im
Gegensatz zu FDG vor allem in vitalen Tumorzellen an, aber nur sehr
gering in nekrotischem Gewebe mit umgebenden Makrophagen [Kubota
et al., 1995] und wird zudem noch schneller als FDG wieder aus dem Blut
ausgeschieden [Kubota et al., 1985].

Aufgrund der extrem kurzen Halbwertszeit von *'C ist **C-Methionin nur
beschrankt einsatzfahig zur Diagnostik von Tumoren und Fernmetastasen
in extrakranialen Bereichen, zumal Methionin, was eine Beurteilung von
abdominalen Strukturen noch erschwert, physiologischer Weise eine
hohe Anreicherung in Pankreas, Leber und teilweise auch im
Intestinaltrakt aufweist. Zudem ist die Met-Anreicherung in den meisten
malignen Tumoren signifikant geringer als die FDG-Anreicherung
[Rodriguez et al., 1995].

Geht man von einem idealen Aminosaure-Tracer aus, so sollte dieser in
einem hohen Male in Proteine eingebaut werden und an moglichst
keinem weiteren Stoffwechselweg teilnehmen. Methionin nimmt neben
der Proteinsynthese als Methylgruppendonor an einer Reihe weiterer
Stoffwechselwege teil und wird so nicht nur in Proteine, sondern ebenso
in andere Makromolekille eingebaut [Ishiwata et al., 1988]. Deshalb
eignet sich Met auch nicht fir die Bestimmung der Proteinsyntheserate
[Vaalburg der al., 1992].

Das vielfach angewendete Met st durch die Vielzahl an
Stoffwechselwegen, an denen es beteiligt ist, und durch seine
Anreicherung im Entzindungsgewebe kein optimaler Aminosaure-Tracer.
Deshalb richtete man das Augenmerk auf andere Aminosauren, um sie
als Aminoséaure-Tracer heranzuziehen.

Tyrosin, das durch seine Hydroxylgruppen sehr reaktiv ist und an weniger
Stoffwechselwegen beteiligt ist als Met, ist Ausgangssubstanz fur
Katecholamine, wie Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin und spielt
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zudem eine wichtige Rolle bei der Melaninsynthese und der Synthese der
Schilddriisenhormone.

Tyrosin wird entweder aus Phenylalanin direkt gebildet oder tber einige
Zwischenschritte aus Erythrose-4-Phosphat oder aus Phosphoenol-
pyruvat hergestellt.

Paans et al. (1996) und Braams et al. (1996) sind der Meinung , dass sich
Tyrosin als Tracer zur Darstellung des Aminosauretransportes und der
Proteinsynthese eignet.

Das grol3e Interesse an Tyrosin als Tracer fur PET und SPECT spricht fur
sich. Folgende radioaktive Tyrosinanaloga wurden bisher eingesetzt:

L-[C-11]-tyrosine (Tyr) zum Therapiemonitoring von
Weichteiltumoren [Kole et al., 1999] und zur Hirntumordiagnostik
[Pruim et al., 1995]

3-[I-123] lodo-O-methyl-alpha-methyl-L-tyrosine (123I-OMIMT)
[Langen et al., 1997; Pauleit et al., 2004]
[F-18]-alpha-methyltyrosine (FMT) [Tomiyoshi et al., 1999]
[F-18]Fluoro-beta-fluoromethylene-m-tyrosine [Huang et al., 1999]
[I-123]-alpha-methyl-L-tyrosine  (***-IMT) [Weber et al., 1997;
Pauleit et al., 2004; Diericks et al., 2003]

L-[F-18]-Fluorotyrosine (F-Tyr) [Wienhard et al., 1991]
[F-18]Fluoroethyl-L-tyrosine (FET) [Wester et al., 1999; Heiss et al.,
1999; Weber et al., 2000]

Primare Hirntumoren, Metastasen und maligne Non-Hodgkin-Lymphome
konnten mit 89% diagnostischer Genauigkeit mittels Tyrosinanaloga
detektiert werden [Prium et al, 1995]. In Dysplasien und
Plattenepithelkarzinomen von Kopf-Hals-Tumoren wurde Tyrosin sogar in
h6éherem MalR aufgenommen als FDG [Braams et al., 1998]. Desweiteren
reichert sich Tyrosin bei der Darstellung des Brustdriisengewebes
geringer im fibrozystischen Anteil des Gewebes an als FDG [Wiesel et al.,
1991].

Der Aminosaure Tyrosin kommt neben Methionin eine grof3e Bedeutung
fur die Darstellung des Hirnstoffwechsels zu. Normales Hirngewebe zeigt
eine geringe Aminosaure-Aufnahme, doch sobald die Blut-Hirn-Schranke
z. B. durch einen Tumor gestort ist, steigt die Aminosaure-Aufnahme an.
Samnick et al. (2002); Jager et al. (2001); Weckesser et al. (2002); Henze
et al. (2004); Schmidt et al. (2001) und Weber et al. (2001) nutzten *#I-
IMT far verschiedenste in vivo und in vitro Studien an Hirntumoren,
besonders Gliomen und sehen in 'ILIMT einen vielversprechenden
Tracer fur die Diagnostik von primaren Hirntumoren und deren Rezidiven.
Weber et al., 2001 fand eine signifikante Korrelation zwischen *?3-IMT-
Uptake in postoperativen Gliomresiduen und der Uberlebenszeit der
Patienten. Eine &hnliche Korrelation zwischen Traceruptake und
Prognose der Patienten fand Henze et al. 2004 an einer
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Astrozytompatientenstudie. Uberdies zeichnete sich in einer weiteren
Studie mit, an Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches
leidenden Patienten ab, dass die adjuvante Therapie, die aufgrund der
sensitiven (123)I-IMT-Tumordetektion sehr schnell und effektiv eingeleitet
werden kann, die Prognose der Patienten deutlich verbessern kann
[Diericks et al., 2003].

Im radiochemischen Labor der Nuklearmedizinischen Klinik der
Technischen Universitat Midnchen ist das Aminosaureanalogon [F-
18]Fluorethyl-L-tyrosin (FET, HWZ 109,71min) synthetisiert worden. In
dieser Arbeit sollte die FET-Anreicherung in Lymphozyten, Makrophagen
und SW707-Tumorzellen n&her untersucht werden.

Im Gegensatz zu anderen *®F-markierten Tyrosintracern ist FET einfach
in zwei Schritten und innerhalb einer Stunde herstellbar [Wester et al.,
1999]. Aus pharmakologischen Studien ist bekannt, dass FET als
kinstliche Aminosaure nur zu 1% in der hochmolekularen Fraktion
wiedergefunden wird, also nicht in Proteine eingebaut wird. Deshalb
eignet sich FET nicht zur Untersuchung der Proteinsyntheserate, sehr
wohl aber zur Untersuchung des Aminosauretransportes [Langen et al.,
1997; Wienhard et al., 1991]. In ersten in vivo Studien zeigte FET eine
gute Anreicherung in Kolonkarzinomzellen [Heiss et al., 1999] und auch
bei der erstmaligen Anwendung an Astrozytompatienten erlaubte FET
eine klare Darstellung des tumordsen Gewebes [Wester et al., 1999]. In
weiteren Patientenstudien konnten Weber et al., 2000 und Jarosch et al.,
2000 eine Vergleichbarkeit der Met- und FET-Aufnahme in Tumoren
feststellen, ebenso wie Pauleit et al., 2004 in einer, die FET- und (123)I-
IMT-Aufnahme  vergleichenden  Patientenstudie, die fur die
Tumordiagnostik gute Nutzbarkeit beider Tracer herausstellte.

F-18-FET erscheint, auch aufgrund der langeren Halbwertszeit von 18F
im Vergleich zu C-11, ein vielversprechender Aminoséaure-Tracer fur PET
zu sein.
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2 Zielsetzung

.cancer or inflammation? A holy grail for nuclear medicine” lautete 1994
der Titel von Larsons Veroffentlichung. Larsons Titelworte spiegeln genau
die Fragestellung wieder, die dieser Arbeit zugrunde liegt.

Seit Jahren wird FDG als PET-,Goldstandard“ zum Tumornachweis
verwendet. Dabei wird die Tatsache genutzt, dass Tumoren in
Abhéngigkeit ihres Malignitdtsgrades im Vergleich zum gesunden
Gewebe hohere Glykolyseraten und damit einen erhbhten
Glukoseverbrauch aufweisen [Warburg, 1930].

Allerdings zeigen neben Tumoren auch entziindliche Verénderungen des
Korpers, wie z. B. Gelenksentziindungen [Shreve et al., 1999], Abszesse
[Strauss et al., 1996 und Tahara et al., 1989], Pneumonien [Strauss et al.,
1996 und Bakheet u. Powe, 1998] usw. eine erhéhte FDG-Aufnahme, die
zu falsch positiven Ergebnissen bei der Tumordarstellung fihren kénnen.

Warburg stellte bereits 1956 fest, dass malignes Gewebe nicht nur einen
erhohten Glukosestoffwechsel aufweist, sondern dass, aufgrund des an
sich erhdhten Tumorstoffwechsels auch Aminosauren vermehrt
aufgenommen werden. Diese Eigenschaft des Tumors nutzten Hubner et
al. (1982); Bergstrom et al. (1983) und Kubota et al. (1983) und
berichteten (iber die vermehrte *C-Met-Anreicherung in Tumoren. Kubota
et al. schreibt FDG und Met in einer Studie an Lungentumoren 1990 eine
anndhernd gleiche Sensitivitdt von 80% zu und bezeichnet Met in einer
Studie mit 5 experimentellen Tumoren und einer Vielzahl von
verschiedenen Tracern (1991) als geeignet fur die Diagnostik von
Gehirntumoren und Tumoren im Thoraxbereich.

Met zeigte sogar Vorteile gegeniiber FDG bei der Hirntumordiagnostik.
Da die Proteinsyntheserate der grauen Substanz weitaus geringer ist als
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ihr Glukoseverbrauch, bietet die Met-PET einen besseren Kontrast
zwischen normalem Hirngewebe und Tumor [Weber et al., 1997].

Obwohl Leskinen-Kallio et al. (1993) und Kubota et al. (1995) die These
postulierten, dass sich Met nur in geringem Mal3e im entzundlichen
Gewebe anreichert, konnte an einem Tumor- und Lymphadenitismodell
an der Maus in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass sich sowonhl
Met (im Gegensatz zur These von Leskinen-Kallio und Kubota), als auch
FDG in tumords und entzindlich veranderten Lymphknoten anreichert
[Rau et al., 2002]. Eine weitere Aminoséaure, die ebenfalls in der Tumor-
und Lymphadenitis-Studie verwendet worden war, O-(2-[**F]-Fluorethyl)-
L-Tyrosin (FET), reicherte sich im Gegensatz zu FDG und Met nicht in
entzindlich veranderten, sehr wohl aber in tumorfs verénderten
Lymphknoten an [Rau et al., 2002].

Ziel dieser Arbeit war es nun, die in vitro Aufnahme von Met und FET in
humane Lymphozyten, Makrophagen und humane Adenokarzinomzellen
des Darmes (SW707) nédher zu untersuchen.

Neben Unterschieden in der absoluten AS-Aufnahme der untersuchten
Zellen sollte untersucht werden, Uber welche Transportsysteme die
jeweilige Aminosaure aufgenommen wird. Die in der Literatur
beschriebenen drei Haupttransportsysteme fiir neutrale Aminosauren sind
das A-, das L- und das ASC-System. Diese unterscheiden sich in ihrer
Hemmbarkeit, ihrer Na'- und pH-Abhangigkeit etc. [Oxender et al., 1977;
Dall Asta et al., 1991]. Das A-System lasst sich spezifisch durch MeAlB,
das L-System durch BCH und das ASC-System durch L-Serin blockieren
[Maroni et al., 1986; Cam et al., 1976]. Durch Zugabe dieser spezifischen
Inhibitoren sollte in dieser Arbeit erfasst werden, Gber welche Wege und
zu welchen Anteilen die Aminosauren Met und FET in die verschiedenen
untersuchten Zellen aufgenommen werden.

Auch war es von Bedeutung zu sehen, wie sich die Aminosaure-
Aufnahme verhalt, wenn sich der pH-Wert des Versuchsmediums andert.
Bekannt ist, dass in vivo im entztindlichen Gewebe, verglichen mit dem
physiologischen humanen Serums-pH, ein saureres Milieu vorherrscht.
Verantwortlich dafir sind die Stoffe, z. B. Enzyme oder Peroxidasen, die
von Entzindungszellen ausgeschiittet werden [Karow, Lang, 2000].
Fraglich war, in welchem Mal} die jeweilige Aminosdure von den
untersuchten Tumor- und Entziindungszellen aufgenommen wird, wenn
der pH-Wert des Versuchsmediums zwischen 6,8 und 7,8 variiert wird.

Zur ndheren Charakterisierung der FET- und Met-Aufnahme wurden fir
die verschiedenen untersuchten Zellen Michaelis-Menten-Kinetiken
erstellt, die eine Aussage darlber erlauben, wie sich die Aminosaure-
Aufnahmegeschwindigkeiten der verschieden Zellen verhalten, wie hoch
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die Aminosaure-Aufnahme bei einem jeweils definierten Aminoséaure-
angebot ist, ob die Aufnahme einer Sattigung unterliegt und auch wie
stark die Affinitat zwischen Aminosaure und Transporter ist.

All diese Untersuchungen sollten dazu dienen, ein wenig Licht in das
Dunkel der Frage Larsons ,Cancer or inflammation?* zu bringen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen

Tumorzelllinie:
SW707 (humanes Adenokarzinom DKFZ Heidelberg
des Dickdarms)

Entziindungszellen:
Lymphozyten und Makrophagen isoliert aus buffy coats, Blutbank,

Klinikum rechts der Isar, Minchen
3.1.2 Kulturmedium und Zuséatze
RPMI 1640 Medium (1x), 2g/| NaHCO3 Biochrom, Berlin, FG 1215

Fetales Kalberserum, FKS Biochrom, Berlin, SO115
Penicillin/Streptomycin, 10000U/10000pg/ml Biochrom, Berlin, A2212

3.1.3 Versuchsmedium

NaCl 6000mg/I Merck, Darmstadt, 106404

KCI 400mg/I Merck, Darmstadt, 4936

Na,HPO,, 7H,0 1512mg/I Merck, Darmstadt,
1065741000

MgSQO,, 7H,0 100mg/I Sigma, St. Louis, USA, M-
7506

Ca(NOs3),, 4H,0 100mg/I Merck, Darmstadt
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D-Glucose 2000mg/I Gibco, Karlsruhe, 39002-019
NaHCO3; 2000mg/l Merck, Darmstadt

...gelost in destilliertem Wasser, pH-Wert eingestellt zwischen 7,35 und
7,45

3.1.4 Aminosauren

L-Methionin Sigma, Taufkirchen, M9625

L-Serin Sigma, Steinheim, S450

L-Tyrosin Fluka, Buchs, Schweiz,
93829

Fluorethyltyrosin Wester et al., TU Miinchen

3.1.5 Hemmsubstanzen

2-Amino-2-Norbornan-Carboxyl- Sigma, Steinheim, A-7902
saure (BCH)

a-(Methylamino)-Isobuttersaure (MeAlIB) Sigma, Steinheim, M-2383
L-Serin Sigma, Steinheim, S450

3.1.6 Stimulantien
Concanavalin A (ConA) ICN, 194069, Eschwege

Lipopolysaccharide (LPS) from E.coli Sigma, Steinheim, L-2630
Serotyp 0111:B4

3.1.7 Isolierung von Entzindungszellen aus Blut
bzw. buffy coats

Biocoll (Dichte 1,077) Biocoll, Berlin

Histopaque 1119-1 (Dichte 1,119) Sigma, Steinheim,
031K6015

PBS-Dubelco (w/o Ca, Mg) Biochrom, Berlin, L1825

PBS (10x) Gibco, Karsruhe, 14080-048

destilliertes Wasser

3.1.8 Chemikalien

zur Vitalitatsbestimmung der Zellen:
Trypanblau-Lésung 0,5% Sigma, Steinheim, T 8154
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zur Proteinbestimmung nach Bradford:

Natriumhydroxid NaOH Roth, Karlsruhe

Albumin Fraktion V, Rinderserumalbumin Merck, Darmstadt, 112018

PBS-Dubelco (w/o Ca, Mg) Biochrom, Berlin, L 1825

Proteinbestimmungsreagenz Bio-Rad, Miunchen, 600-
0005

zur pH-Wert-Einstellung des Versuchsmediums:

3M-Natronlauge NaOH Apotheke des Klinikums
rechts der Isar

Salzsaure 1N Merck, Darmstadt, 109057

zur Zellzahlbestimmung:
Casia ton, Verdinnungsldsung Schéarfe System, Reutlingen
fur Zellkulturen

Sonstige Chemikalien:

Sodiumdodecylsulfat SDS Bio-Rad, Miuinchen, 161-
0302

Scintillationscocktail Packard, Groningen,

Hionic-Flour-LSC-Cocktail Niederlande, 3097

EDTA, 1% in PBS ohne Ca, Mg C. C. pro, Neustadt/W.,
Z-17-M

Ethanol, 75%ig Apotheke,  Klinikum  rdl,
Minchen

DMSO Dimethylsulfoxid Sigma, Steinheim, D 05879

3.1.9 Radioaktive Substanzen

L-[Methyl-*H]Methionin Amersham, Freiburg,
(spezifische Aktivitat 3,07TBg/mmol) TRK583-37MBq
*H-HWZ: 12,35 Jahre

O-(2[*®*F]Fluorethyl)-L-Tyrosin (FET); Synthese im radio-
chemischen Labor der
Nuklearmedizinischen Klinik
der Technischen Universitat
Munchen;
BE_HWZ: 109,71min
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L-[Methyl-3H]Methionin (Met)

coo-
|
NH;*—C — H
[
CH,

Q

O]
|
CH,
|
CH,
I
18F

O-(2-[*8F]Fluoroethyl)-L-Tyrosin (FET)

Abbildung 1: Aminosaure-Tracer-Strukturformeln. Die rote Markierung stellt die substituierte
Fluorethylgruppe, die blauen Markierungen die jeweiligen Nuklide dar.

3.1.10 Gerate

Beta-counter Liquid Scintillation,
counter 1414
Brutschrank Typ 6000

Gamma-counter TYP 1480 Wizard TM 3

Casy-Zellzéhlgerat
Photoapparat, Minolta X-300s
Mikroskop, Axiovert 10
Laminair Haeraeus HB 2472
Wasserbad

Pipetus & -akku

Vortex-Genie

Stickstoffbehalter BT 55

Zentrifuge, Megafuge 1,0 R

UV/VIS Spektrometer Uvikon 931 Plus

Analysenwaage Sartorius,
Typ LA 230S-OCE
ph-Meter, pH 522
Neubauer-Zahlkammer

Milli-Q UF Plus

Wallac, Turku, Finnland

Heraeus

Wallac, Turku, Finnland
Schéarfe System, Reutlingen
Japan, 54007156

Zeiss, Gottingen

Haeraeus

GFL 1092

Hirschmann, Laborgerate
Bender&Hobein AG, Zirich,

Schweiz

Deutsche Air Liquid
Anlagebau GmbH,
Wiesbaden

Haeraeus

Kontron Instruments, Italien
Sartorius, Gottingen

WTW, Weilheim
MD-Kova, Madaus
Diagnostika, KdIn
Millipore S. A. Molsheim,
Frankreich
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3.1.11 Gebrauchsmaterial

Casy-Probenrdhrchen
Eppendorfpipetten

(1-10, 10-100, 100-1000ul)
Sterile Messpipetten (5, 10, 25ml)

Messkolben 100ml
Nunc Cryo Tubes 1,8ml 3-63401

Kulturflaschen, 550ml

Pasteurpipetten aus Glas

Polyvials, 6 und 20m|
Safe-Lock-ReaktionsgefafRe 1,5 und 2ml
Zentrifugenroéhrchen, 50m|

Einmalkivetten 1,5ml halbmikro

Schéarfe System, Reutlingen
Eppendorf

Falcon, Becton Dickinson,
USA

Schott, Duran, Deutschland
Nunc Inter Med, Denmark,
Roskilde

Greiner, Solingen, 660 160
Wagner&Munz, 99411015
Zinsser Analytic, Frankfurt
Eppendorf

Corning, Bodenheim,
430291

PLASTIBRAND

PS 7590 15

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

3.2.1.1 Isolierung der Entzindungszellen aus Blutkonserven und

deren Aufnahme in Kulturmedium

Alle, im Folgenden beschrieben Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen
Bedingungen.

Zur Isolierung von Lymphozyten, Makrophagen und Granulozyten kénnen
sowohl Vollblut, als auch Blutkonserven, sogenannte buffy coats,
verwendet werden, wobei buffy coats aufgrund ihrer Aufbereitung im
Vorfeld eine hohere Konzentration an Entziindungszellen aufweisen.
Buffy coats stellen die konzentrierte Entziindungszellfraktion des Blutes
dar, die sich nach Zentrifugation der eigentlichen Blutkonserve von
Erythrozyten- und Plasma/Thrombozyten-Layer abtrennen  l&sst
(Blutdepot, Klinikum rechts der Isar, Minchen).

Der Inhalt des buffy coats bzw. das Vollblut wurde auf 50ml-
Zentrifugenrohrchen verteilt, 1:1 mit PBS verdinnt und gut durchmischt.
Durch die Verdunnung mit PBS stellen sich nach der Dichtegradienten-
zentrifugation die einzelnen Zelllayer besser dar.

In weiteren 50ml-Zentrifugenréhrchen wurden jeweils 12,5ml Biocoll
(Dichte: 1077; bei Raumtemperatur, lichtgeschitzt aufbewahrt) vorgelegt,
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vorsichtig mit dem Blut/PBS-Gemisch uberschichtet und 30min (break
off!, 2200U/min, 20°C) zentrifugiert.

+— Thrombozyten

“— Mononukledre Zellen

+— Dichtegradient 1077

- <+— Granulozyten/Erythrozyten

Abbildung 2: Schichtung der Zelllayer nach Dichtegradienten-Zentrifugation mit einem Gradienten
(frei nach Pharmacia Biotechnology)

Der gelbliche Uberstand, der dem Blutplasma entspricht, wurde
abgesaugt bis zur ,grau-wolkigen* mononukledren Zellschicht (Abb. 2).
Diese wurde vorsichtig abgenommen, moglichst ohne mit dem Biocoll-
oder Erythrozyten-Layer in Berthrung zu kommen, in ein neues 50ml-
Zentrifugenrohrchen eingebracht, mit PBS aufgeflllt und erneut bei
1000U/min, 10min und 20°C zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes konnten die mononuklearen Zellen in ca. 25ml
Kulturmedium (RPMI 1640, versetzt mit 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin) in Kulturflaschen aufgenommen werden.Nach
einer Inkubation von 2 Stunden bei 37°C und 5% CO, konnte bereits
beobachtet werden, dass sich die mononukleare Zellfraktion in
Makrophagen und Lymphozyten auftrennte, indem sich die adhé&renten
Makrophagen am Boden der Kulturflasche absetzten, die Lymphozyten
aber in Suspension blieben.

Zur Gewinnung von Granulozyten ist es notwendig zwei Gradienten
unterschiedlicher Dichte zu verwenden.

In einem 50mlI-Zentrifugenréhrchen wurden ca. 12ml des Histopaque-
Dichtegradienten (Dichte: 1119) vorgelegt, ca. 12ml eines zweiten
Dichtegradienten, Biocoll (Dichte: 1077) wurden vorsichtig darauf
pipettiert.  Zuletzt erfolgte die vorsichtige Uberschichtung der
Dichtegradienten mit dem Blut/PBS-1:1-Gemisch. Nach Zentrifugation bei
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20°C fur 30min, break off! und 2200U/min stellten sich die Layer wie folgt
dar (Abb. 3):

+— Thrombozyten

“— Mononukledre Zellen

+— Dichtegradient 1077

<+ Granulozyten

*— Dichtegradient 1119

Abbildung 3: Darstellung der Blutzellschichten nach Dichtegradienten-Zentrifugation mit zwei
Gradienten (frei nach Pharmacia Biotechnology)

Nach Absaugen des Plasmas konnte die mononukledre Zellschicht
abgenommen und wie oben beschrieben in Kultur genommen werden.
Der Biocoll-Uberstand wurde ebenfalls abgesaugt und verworfen, um
letztendlich zur Granulozyten-Schicht vorzudringen. Diese wurde
vorsichtig abgenommen, in ein neues 50ml-Zentrifugenréhrchen gegeben,
mit PBS aufgefillt und bei 20°C, 1000U/min, 10min zentrifugiert. Da sich
in der Granulozytenschicht eine relativ hohe Menge an Erythrozyten
befindet, wurden zur Erythrozytenlyse, nach Absaugen des Uberstandes
ca. 10ml hypotones destilliertes Wasser gegeben. Nach einigen
Sekunden wurde PBS (2fach konzentriert) zugeben, um die Zelllyse zu
stoppen und um das hypotone Medium zu neutralisieren. Nach
Zentrifugation (1000U/min, 5min und 20°C) wurde der Uberstand
abgesaugt und die Zellen konnten in ca. 25ml Kulturmedium (RPMI 1640,
versetzt mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin) in Kulturflaschen
aufgenommen werden.

In Kultur Uberleben Granulozyten ca. 2 Tage, Makrophagen und
Lymphozyten lassen sich bei mehrfachem Mediumwechsel ca. 2-3
Wochen am Leben erhalten (Aufbewahrung der Kulturen im Brutschrank
bei 37°C unter 5% CO,-Begasung und 100% Wasserdampfsattigung).
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Zum Mediumwechsel von Makrophagen wurde das Kulturmedium mit
einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und neues Kulturmedium
zugegeben. Da Lymphozyten Suspensionszellen sind, wurden die Zellen
mit dem Kulturmedium in ein 50ml-Zentrifugenréhrchen dberfihrt und
zentrifugiert (5min, bei 1000U/min und 20°C). Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und in
eine Kulturflasche mit ca. 25ml Kulturmedium umgesetzt.

3.2.1.2 Auftauen der Tumorzelllinie SW707, Passagieren und
Einfrieren der Zellen

Abbildung 4: Nativaufnahme von SW707-Tumorzellen

3.2.1.2.1 Auftauen der Tumorzelllinie SW707

Zur Langzeitaufbewahrung lagerten die Tumorzellen SW707 in flissigem
Stickstoff in 1,8ml Kryoréhrchen. Zum Auftauen wurde das Rohrchen so
lange unter warmes Wasser gehalten oder ins Wasserbad gestellt, bis
sich die gefrorene Zellsuspension von der GefalRwand geldst hatte. Unter
sterilen Bedingungen wurde die wieder verfliissigte Zellsuspension in ein
50ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert, in das bereits im Vorfeld ca. 15ml
Kulturmedium (RPMI 1640, versetzt mit 10% FKS) vorgelegt worden
waren. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1000U/min, 20°C, 5 min), mit
6ml Kulturmedium resuspendiert und in Kulturflaschen mit 25ml
Kulturmedium pipettiert.

3.2.1.2.2 Passagieren der adharenten SW707-Zellen

Das Medium wurde mit einer sterilen Pasteurpipette aus der Kulturflasche
abgesaugt. Anschlielend wurden 5ml EDTA-L6sung (15ml EDTA in
500ml PBS) zu den Zellen gegeben, um diese vom Flaschenboden
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abzulésen. Um den Vorgang zu beschleunigen, kann die Kulturflasche fir
einige Minuten in den Brutschrank gestellt werden.

In einem 50ml-Zentrifugenréhrchen wurden 20ml Kulturmedium vorgelegt,
die Zellen in der EDTA-L6sung aus der Kulturflasche zupipettiert und
zentifugiert (1000U/min, 20°C, 3min). Der Uberstand wurde abgesaugt, in
6ml Kulturmedium resuspendiert und auf 2-4 Kulturflaschen, in die ca.
25ml Kulturmedium vorgelegt worden waren, verteilt. Die befillten
Kulturflaschen wurden im Brutschrank bei 37°C unter 5% CO,-Begasung
und 100% Wasserdampfsattigung aufbewahrt.

Das Umsetzten der Zellen erfolgte alle 2 bis 4 Tage.

3.2.1.2.3 Das Einfrieren der SW707-Zellen

Nach Ablosung der SW707-Zellen vom Kulturflaschenboden mit EDTA-
Losung, wurden die Zellen in Kulturmedium abzentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und in vorgewarmten DMSO Freeze Medium (17-25°C)
resuspendiert, wobei ca. 5x10° Zellen in 1ml DMSO enthalten sein
solliten. Die Zell/DMSO-Suspension wurde nun steril in 1,8ml
Kryorohrchen pipettiert. Die Zellen verblieben 5 bis 10min im
Einfriermedium bis der Einfriervorgang gestartet werden konnte.

Fur 24 Stunden wurden die befillten Kryoréhrchen bei —20°C aufbewahrt,
dann fur ca. 24 Stunden bei -70°C, um letztendlich in den
Flussigstickstoffbehalter tberflihrt werden zu kénnen.

3.2.2 Vorbereitung der Zellen fur die Versuche zur
Aminosaureaufnahme

3.2.2.1 Stimulation der Entztiindungszellen

Makrophagen

Zur Stimulation von Makrophagen wurden in 25ml Kulturmedium ca. 48
Stunden vor Versuchsbeginn 100ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) pipettiert.
Aus Vorversuchen war bekannt, dass der Stimulationsgrad bei der
genannten LPS-Konzentration nach etwa 2 Tagen sein Maximum erreicht
hatte.
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Abbildung 5: Makrophagen unstimuliert (Nativaufnahme), 2 Stunden nach Isolation und Absaugung
der Lymphozyten.

Abbildung 6: Makrophagen (Nativaufnahme), 2 Tage nach Stimulation mit 100ng/ml LPS. Zu
beachten sind hier die kleinen, vielgestaltigen Fortséatze (siehe Pfeile) der langlichen Makrophagen,
die sich erst nach Stimulation ausbilden

Lymphozyten
Zur Stimulation von Lymphozyten wurden in 25ml Kulturmedium ca. 24

Stunden vor Versuchsbeginn 0,25mg/ml Concanavalin A (ConA)
pipettiert. Auch hier war aus Vorversuchen bekannt, dass die Stimulation
mit genannter ConA-Konzentration nach etwa einem Tag ihr Maximum

erreicht hatte.
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Abbildung 7: Lymphozyten (Nativaufnahme), unstimuliert

Abbildung 8: Lymphozyten (Nativaufnahme), 1 Tag nach Stimulation mit 0,25mg/ml ConA. Man
beachte die Zusammenballung der Lymphozyten, die nur nach Stimulation auftritt.

3.2.2.2 Vitalitatsbestimmung der Zellen

Der Nachweis von mindestens 70-80% vitaler Zellen einer Population galt
als Voraussetzung fur die Durchfuhrung eines Aminosaure-
Aufnahmeversuchs. Zur  Vitalitatsbestimmung wurden 100pl
Zellsuspension und 100pl Trypanblau-Ldsung in einem Eppendorf-Cup
vermischt und 5 Minuten abgewartet.

Anschlieend wurde eine ausreichende Menge des Zell-Farbstoff-
Gemisches auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und unter dem
Mikroskop betrachtet.
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Findet sich der Farbstoff im Inneren der Zellen, so ist davon auszugehen,
dass die Zellen tot sind, da der Farbstoff durch bestehende Defekte in der
Zellwand in die Zelle eindringen kann. Ist jedoch kein Farbstoff in den
Zellen zu sehen, so ist die Zellwand der Zellen intakt und die Zellen sind
folglich vital.

3.2.2.3 Uberfuihren der Zellen in Versuchsmedium

Lymphozyten:

Als Suspensionszellen waren die Lymphozyten mit dem Kulturmedium in
50ml-Zentrifugenrdéhrchen zu dberfihren. Nach dem Zentrifugieren bei
1000U/min und 20°C fir 5min wurde der Uberstand abgesaugt, das
Zentrifugenrdhrchen mit dem Versuchspuffer aufgefillt und die Zellen
darin resuspendiert. Nach einer zweiten Zentrifugation wurde der
Uberstand erneut abgesaugt und je nach Zellzahl bzw. benétigtem
Versuchsvolumen eine entsprechende Menge an Versuchspuffer
zugegeben.

Makrophagen und SW707-Tumorzellen:

Da Makrophagen und SW707 Adhéasionszellen sind, musste zuerst das
Kulturmedium abgesaugt und zur Ablésung der Zellen vom
Kulturflaschenboden 5ml EDTA/PBS-LOsung zugegeben werden. Der
Ablésungsvorgang konnte durch Warmeeinwirkung im Brutschrank
beschleunigt werden.

Waren die Zellen ausreichend abgeldst, wurden sie (mit der EDTA-
Losung) in ein 50ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert, in das im Vorfeld ca.
30ml Versuchspuffer vorgelegt worden waren. Nach dem Abzentrifugieren
(1000U/min, 5min, 20°C) wurde der Uberstand abgesaugt und erneut ca.
30ml Versuchspuffer zu dem Zellpellet gegeben. Nach Resuspension der
Zellen wurde nochmals zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Je
nach Zellzahl bzw. benétigtem Versuchsvolumen wurden die Zellen in
einer entsprechenden Menge Versuchpuffer resuspendiert.

Bis zur Zugabe der radioaktiven Substanzen wurden die Zellen zu je
100ul in Eppendorfcups pipettiert und ca. 2 Stunden im Brutschrank
inkubiert.

3.2.2.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einem CASY1-Zellzahlgerat. 50ul der
Zellsuspension (Zellen/Versuchspuffer) wurden jeweils in ein CASY1-
Probenréhrchen zu 10ml Casyton-Losung pipettiert. Bei einer
Verdinnung von 1:200 wurde dann die Zellzahl unter Berlcksichtigung
der ZellgroRe und des dementsprechenden Messbereiches bestimmit.
Neben der Zellzahlbestimmung erméglicht das CASY1-Zellzahlgerét die
Bestimmung des mittleren Volumens der jeweiligen Zellart, des mittleren
Durchmessers, des Volumens und des Durchmesser am Maximum der
Zellzéhlkurve.
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Um den Messbereich fir vitale Zellen optimal einstellen und um die
Zellkerne abgestorbener Zellen aus der Zellzéhlung ausschlielen zu
konnen, wurde im Vorfeld die Gro3e der Zellkerne bestimmt. Dies erfolgte
dadurch, dass zu 50ul Zellsuspension, 200ul Ethanol 96% gegeben
wurden, 5min abgewartet wurde und letztendlich im CASY1-Zellzéhlgerat
das Volumen am Maximum der Zellzhlkurve bestimmt wurde. Durch die
Einwirkung des Ethanols ist davon auszugehen, dass die Zellen abgetétet
werden, sich Zellwande zersetzen und die Zellkerne hervortreten. Bei der
Zellzahlung ist zu erwarten, dass das Volumen der Zellkerne im Ergebnis
erscheint. Da die Zellkerne kleiner sind als die Zellen selbst, konnte nun
der Messbereich fir die lebenden Versuchszellen so festgelegt werden,
dass erst Zellen ab einem héheren Volumen als dem Zellkernvolumen fur
die Bestimmung der Zellzahl bertcksichtig wurden. Der Messbereich
variierte bei den unterschiedlichen Zellen (Tab. 2).

Tabelle 2: Messbereich der Durchmesser verschiedener Zellen mittels Casy-Zellzéhlgerat

Lymphozyten Makrophagen SW707

Messbereich 7,0 — 30pum 8,0 — 30 um 8,0 — 30 um

Fir die Versuche wurde die Zellzahl auf ca.10%ml je Zellart eingestellt.

3.2.3 Durchfihrung der Aminosaure-Aufnahme-
Versuche

3.2.3.1 Met- und FET-Aufnahme in Tumorzellen, stimulierten und
unstimulierten Entziindungszellen

Um die Met-Aufnahme in den untersuchten Zellen zu vergleichen, wurden
die Zellen, die bereits 2 Stunden im Brutschrank in Versuchsmedium (pH
7,35—7,45), in Eppendorf-Cups zu je 100ul inkubiert worden waren, mit
100ul einer Mischung aus kaltem (nicht radioaktiv markiertem) und
heiRem (radioaktiv markiertem) Met versetzt.

Da die physiologische Methioninkonzentration im humanen Serum
4,4mg/l betragt, und bereits 100ul Zellsuspension im Versuchspuffer
(ohne Aminoséuren) im Eppendorf-Cup vorpipettiert worden waren,
musste die Konzentration in der Mischung aus kaltem und heiRem Met
8,8mg/l (gelést in  Versuchsmedium) bei einer Aktivitat wvon
3,7kBq(0,1pCi)/200ul  betragen. Davon wurden 100ul zu 2100l
Zellsuspension gegeben, nachdem die Zellsuspension im Eppendorf-Cup
kurz gevortext wurde, um die Zellen, die sich nach 2 Stunden Inkubation
abgesetzt hatten zu resuspendieren.

Um die FET-Aufnahme der Zellen untereinander zu vergleichen, wurden
auch hier der Zellsuspension nach 2 Stunden Inkubation in
Versuchsmedium (pH 7,35-7,45) im Brutschrank eine Mischung aus
heiRem und kaltem FET zugegeben.
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Da die physiologische Tyrosinkonzentration im humanem Serum 12,0mg/I
betragt, musste wegen der vorgelegten Zellsuspension eine Mischung
aus kaltem und heiRem Tyrosin mit 24mg/l (gel6st in Versuchsmedium)
bei einer Aktivitat von 370kBq(10uCi)/100ul zugegeben werden. Vor der
Zugabe des Aminosauregemisches wurde die Zellsuspension im
Eppendorf-Cup kurz gevortext.

In beiden Fallen wurde die geringe Konzentration der heiRen Aminosaure
fur die Berechnung vernachlassigt. Als ausschlaggebend wurde nur die
Konzentration des kalten Methionins bzw. des kalten Fluorethyltyrosins
betrachtet, wobei davon auszugehen war, dass die kalte Aminosaure in
gleichem Mafle aufgenommen wurde wie die heil3e, messbare
Aminosaure. Sind also in 100ul Inkubationsmedium beispielsweise
10000cpm zu messen, in den untersuchten Zellen nur 100cpm, so wird
1% der heiRen Aminosaure aufgenommen. Geht man nun davon aus,
dass die kalte Aminosaure zu gleichen Teilen aufgenommen wird wie die
heiRe Aminosédure, so ergibt sich bei einer Ausgangskonzentration von
4,4Amg/l Methionin eine Methionin-Aufnahme der Zellen von 1%, also
0,044mg/l, bei einer Ausgangkonzentration von 12,0mg/l Fluorethyltyrosin
eine Fluorethyltyrosin-Aufnahme der Zellen von 0,12mg/l.

15min nach Zugabe des heil3/kalten Aminosauregemisches wurden
1000pl eiskaltes PBS zugegeben, um die Aminosaureaufnahme zu
stoppen. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Proben auf Eis gelegt.
Anschlie3end erfolgte eine Zentrifugation bei 5000U/min, 0°C fir 5min.
Die Uberstande wurden aus den Eppendorf-Cups abgegossen und erneut
1000u! eiskaltes PBS zugeben. Dieser Waschschritt wurde dreimal
wiederholt, da in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass nach dem
dritten Waschschritt anndhernd keine Aktivitat mehr im Uberstand
gemessen werden konnte.

Nach der vierten Zentrifugation wurde der Probenuberstand komplett
abgenommen, wobei darauf zu achten war, dass das Zellpellet, dass sich
am Grund des Eppendorf-Cups befand, vollstandig im Eppendorf-Cup
verblieb.

Fir die ®FET-Messung konnten die Proben (Zellen in Eppendorf-Cups)
sofort in Messrohrchen eingebracht und die Aktivitat im gCounter
bestimmt werden.

Bei der °H-Met-Messung wurden den Proben nach vollstandiger
Abnahme des Uberstandes 0,5ml 2%ige SDS-Lésung zugegeben, um die
Zellen zu lysieren und einige Stunden stehen gelassen.

Die Zellen in der SDS-Lésung wurden dann aus den Eppendorf-Cups
jeweils in Szintillationsrohrchen pipettiert. Die im Eppendorf-Cup
verbleibenden Ruckstande wurden mit 0,5ml PBS aus dem Cup
gewaschen und ebenfalls in die entsprechenden Polyvials pipettiert. Nach
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Zugabe von 2ml des b-Szintillationscocktail, konnte die Messung der b—
Strahlung von *H im b-Counter erfolgen.

3.2.3.2 Aufzeigen der pH-Abhéangigkeit der Traceraufnahme

Um die pH-Abhé&ngigkeit der Met- bzw. FET-Aufnahme zu testen, wurden
6 Versuchspufferansatze von pH 6,8 bis 7,8 in 0,2-Schritten eingestellt.
Fir den Versuch wurden die Zellen in Versuchspuffer eines bestimmten
pH-Wertes aufgenommen, zu je 100ul in Eppendorf-Cups Uberfuhrt, 2
Stunden im Brutschrank belassen und, nachdem die Proben gevortext
worden waren, 100pl Aktivitdt zugegeben (3,7KBq (0,1pCi)/100ul bei Met;
370kBqg (10pCi)/100ul bei FET). Nach 15min Inkubation wurden 1000l
eiskaltes PBS zugegeben, um die Traceraufnahme zu stoppen und die
Proben auf Eis gestellt. Nach 3 Waschschritten wurden die Proben nach
vollstandiger Abnahme des Uberstandes in gCounter bzw. nach
Auflosung der Zellen mit 2%igem SDS und Zugabe des b-Counter-
Szintillationscocktails im b-Counter gemessen.

3.2.3.3 Durchfihrung der Hemmstoffversuche

In der Literatur werden die drei Carrier L, A und ASC als die
Haupttransporter fir neutrale Aminosauren beschrieben. Spezifische
Hemmstoffe flr die Aminosaure-Transporter sollen in Rahmen dieser
Arbeit aufzeigen Uber welches Transportsystem die jeweilige Aminosaure
aufgenommen wird.

BCH, 2-Amino-2-Norbonan-Carboxylsdure, ist der spezifische Hemmstoff
fur das L-Aminosduretransportsystem. Es handelt sich hierbei um eine
synthetische Aminosaure, die in der Zelle nicht verstoffwechselt werden
kann, mit einem Molekulargewicht von 155. Der Grol3teil, ndmlich 95%
des Hemmstoffes, werden uber das L-System aufgenommen, die
restlichen 5% Uber nicht sattigbare Aufnahmewege [Shotwell et al., 1981].

MeAIB (a-Methylamino)-Isobuttersédure, der spezifische Hemmstoff fir
das A-Transportsystem ist ebenfalls eine Aminosaure, die von der Zelle
nicht metabolisierbar ist. Sie zeichnet sich durch ihre Spezifitdit dem A-
System gegentber aus und hemmt die Aufnahme der, Gber das A-System
typischerweise transportierten Aminosauren kompetitiv. Auch MeAIB
gelangt zu einem Grol3teil, 94% Uber das A-System in die Zelle, nur 6%
finden ihren Weg in die Zelle tiber nicht sattighare Wege.

Die naturliche Aminoséure L-Serin ist der spezifische Inhibitor des ASC-
Systems. Nach Shotwell et al. (1981) wird L-Serin zu 75% tber das ASC-
System und zu etwa 20% uber das A-System aufgenommen.
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In der Literatur ist sowohl von der Verwendung einer Kombination aus
MeAIB und L-Serin, als auch von der Verwendung von L-Serin bzw.
Cystein alleine die Rede, um das ASC-System zu hemmen.

Aus einigen Vorversuchen, die die Aufnahme-Hemmung durch Zugabe
von allen Kombinationen aus L-Serin, Cystein und MeAIB und dieser
Stoffe allein vergleichen sollte, ergaben sich in der Aufnahme jedoch
keine nennenswerten Unterschiede. Deshalb wurde zur Hemmung des
ASC-Systems im Zuge dieser Arbeit L-Serin allein verwendet.

Nachdem die zu untersuchenden Zellen in Versuchspuffer (pH 7,35-7,45)
aufgenommen und zu je 100ul in Eppendorf-Cups pipettiert worden
waren, wurden 100ul einer 180mM LOsung BCH bzw. MeAIB bzw. L-
Serin bzw. BCH+MeAIB+L-Serin zu den Zellen pipettiert. Der
Versuchsansatz wurde zur Inkubation 2 Stunden in Brutschrank
aufbewahrt. Mittels Vorversuchen wurde die Hemmstoffkonzentration mit
der grofdten Inhibitionswirkung festgestellt.

Wie bereits beschrieben, wurden auch hier 100ul der jeweiligen
Aminosaure zugegeben, wobei die Aktivitat 3,7kBq (0,1uCi)/100ul fur Met
bzw. 370kBq (10uCi)/100ul fur FET betrug. Nach 15min wurde die
Traceraufnahme mit eiskaltem PBS gestoppt und die Proben auf Eis
gestellt. Auch hier folgten drei Waschschritte. Nach vollstandiger
Abnahme des Uberstandes wurden die Proben im g bzw. nach SDS-Lyse
der Zellen und Zugabe des b-Counter-Szintillationscocktails im b-Counter
gemessen.

3.2.3.4 Michaelis-Menten-Kinetik von Met an Lymphozyten,
Makrophagen und SW707-Tumorzellen
Zur Durchfihrung einer Met-Aufnahmekinetik ~ wurde eine

Verdiinnungsreihe von kaltem Methionin angelegt (Tab. 3), versehen mit
jeweils einer Aktivitat von 3,7kBq (0,1uCi). Die geringe Menge an
Aminosaure des radioaktiv-markierten Met wurde bei der Berechnung
vernachlassigt.

Tabelle 3: Met-Verdiinnungsreihe zur Berechnung der Michaelis-Menten-Kinetik

Zellsuspension
(100ul)

Verdinnungsreihe fir Met in
mg/l (Aktivitdtskonzentration:
3,7kBq (0,1pCi)/100pul)

Verdinnungsreihe flr Met in
mmol/l (Aktivitatskonzen-tration:
3,7kBq (0,1pCi)/100pl)

Ca. 10° Zellen/ml |352,0 2,362
70,4 0,472
35,2 0,236
17,6 0,118
8,8 0,0599
44 0,0295
2,2 0,0148
0,22 0,00148
0,022 0,000148
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3.2.3.5 Michaelis-Menten-Kinetik

Um die tatsachlichen Aminosaurekonzentrationen der Verdinnungsreihe
zu erhalten, sind die Werte der Tabelle zu halbieren, da 100ul der
aufgefiihrten Met-Konzentrationen zu 100pl Zellsuspension pipettiert
werden.

Bei je vier Aliquots wurde 1, 5 und 10min nach Zugabe der definierten
Menge an Met und °H-Met (3,7kBq (0,1nCi)) die Aminosaure-Aufnahme
durch Zugabe von eiskaltem PBS gestoppt. Die Proben wurden auf Eis
gestellt, 3 Waschschritte mit eiskaltem PBS durchgefihrt und der
Uberstand vollstandig abgenommen. Nach Lyse der Zellen mit 2%igem
SDS und Zugabe von 2ml b-Counter-Cocktail wurde die Aktivitat im b-
Counter bestimmt.

von FET an Lymphozyten,

Makrophagen und SW707
Zur Durchfuhrung einer FET-Aufnahmekinetik wurde, analog zur Met-
Aufnahme, eine Verdinnungsreihe von nicht-radioaktiv markiertem
Fluorethyltyrosin angelegt (Tab. 4), versehen mit einer *F-FET-Aktivitat
von 370kBq (10uCi).

Tabelle 4: FET-Verdinnungsreihe zur Berechnung der Michaelis-Menten-Kinetik

Zellsuspension Verdiinnungsreihe fur FET in | Verdinnungsreihe fur FET in
(100ul) mg/l (Aktivitatskonzentration: mmol/l (Aktivitatkonzentration:
370kBq (10uCi)/100pl) 370kBq (10puCi)/100pl)
Ca. 10° Zellen/ml |180,0 0,994
90,0 0,497
48,0 0,265
36,0 0,199
24,0 0,132
12,0 0,0662
6,0 0,0331
2,0 0,011
0,2 0,0011
0,02 0,00011

Um die tatsachlichen Aminoséurekonzentrationen der Verdunnungsreihe
zu erhalten, sind auch bei FET die Werte der Tabelle zu halbieren.

Die FET-Aufnahme wurde 1, 5 und 10 min (je 4 Aliquots) nach Zugabe
der definierten Menge an FET und **FET 370kBq (10pCi) durch Zugabe
von eiskaltem PBS gestoppt und die Proben auf Eis gestellt. Nach drei
Waschschritten mit eiskaltem PBS und vollstdndiger Abnahme des
Uberstandes wurde die Aktivitat im g-Counter bestimmt.

3.2.3.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Methode nach Bradford dient dazu, den Proteingehalt der jeweiligen
Zellart mittels Photometer zu bestimmen.
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Dieses Verfahren war notwendig zur Bestimmung der Aminosaure-
Aufnahme pro mg Zellprotein. Aufgrund der unterschiedlichen Zellgrobe
und des unterschiedlichen Proteingehaltes der untersuchten Zellen
erschien es sinnvoller die AS-Aufnahme pro mg Zellprotein anzugeben
und nicht pro Zellzahl, um die Zellen und ihr AS-Aufnahmeverhalten
untereinander vergleichen zu kénnen.

Zunachst mussten die Zellen, deren Proteingehalt bestimmt werden
sollte, in 1M NaOH-L6sung lysiert werden. Um eine genaue Aussage Uber
die Hohe des tatsachlichen Proteingehaltes der Proben machen zu
kénnen, wurden die Zellen, die zur Proteinbestimmung vorgesehen
waren, ebenso behandelt wie die ,Versuchszellen®: Dafir wurden 100pl
Zellsuspension in ein Eppendorf-Cup pipettiert und 2 Stunden in
Brutschrank aufbewahrt. Anstelle der Aktivitat wurden 100pl
Versuchspuffer und 1000ul PBS zugegeben. Es folgten dann die bereits
beschriebenen drei Waschschritte, um zuletzt den Uberstand komplett
abzunehmen, sodass sich nur noch das Zellpellet im Eppendorf-Cup
befand. Eine Stunde nach Zugabe der 200ul NaOH-L6sung und gutem
Durchschitteln war davon auszugehen, dass sich die Zellpellets aufgeldst
hatten. Daneben war es notwendig eine Standard-Protein-Messreihe zu
erstellen (Tab. 5):

Tabelle 5: Standard-Protein-Messreihe zur Zellprotein-Bestimmung nach Bradford

[ml] Referenz | Standard |Standard |Standard |Standard | Standard
1 2 3 4 5
(0,002mg |(0,004mg |(0,007mg | (0,01mg |(0,02mg
Protein) |Protein) |Protein) |Protein) |Protein)

PBS 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7

BSA-Standard 0,01 0,02 0,035 0,05 0,1

(2mg/ml):PBS

=1:10

H,O:PBS=1:10|0,1 0,09 0,08 0,065 0,05

Farbstoff 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Aus den Proben fir die Proteinbestimmung wurden 20ul des NaOH-Zell-
Gemisches entnommen und mit 0,7ml PBS, 0,08ml H,O:PBS=1:1 und
0,2ml Farbstoff versehen.

Nach gutem Durchmischen des Standard- und Probeninhalts, erfolgte
dann die Proteinbestimmung im Photometer bei | =595nm und einer
Inkubationszeit von 5 min.

Durch die Standardgerade, die mit den, in Tab. 5 aufgefihrten Standards
erstellt werden konnte, konnte letztendlich der Proteingehalt der
Versuchsproben bestimmt werden.
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3.2.3.7 Auswertung

Zur Aufnahme wurden den zu untersuchenden Zellen eine Mischung aus
einer definierten Menge der nicht-radioaktiv-markierten Aminosaure
Methionin bzw. Fluorethyltyrosin und einer festgelegten Menge der
radioaktiv-markierten Aminosdure angeboten, sodass im Fall von FET
eine Aktivitatskonzentration von 370kBq (10uCi)/100ul, im Fall von Met
eine Aktivitatskonzentration von 3,7kBq (0,11Ci)/100ul erreicht wurde.
Neben der Messung der aufgenommenen Aktivitat in den Zellen im b-
bzw. g-Counter, wurden zur Errechnung des prozentualen Anteils der
Aktivitat bzw. der kalten Aminoséaure Probenstandards mitgemessen, die
genau 100ul des Inkubationsmediums enthielten, also 100% der Aktivitat
entsprachen.

Ausschlaggebend fir die Berechnung der AS-Aufnahme war die Menge
der nicht-radioaktiv-markierten Aminosaure, wahrend die geringe Menge
an radioaktiv-markierter Aminosaure vernachlassigt wurde. Es wurde
davon ausgegangen, dass heibe und kalte Aminosdure prozentual zu
gleichen Teilen aufgenommen wurden (Rechenbeispiel s. 3.2.3.1).

Bei dem Vergleich der Met- bzw. FET-Aufnahme in Tumorzellen,
stimulierten und unstimulierten Entzindungszellen, der pH-Abhangigkeit
der Traceraufnahme und bei der Durchfiihrung der Hemmstoffversuche
wurde von den, im Counter gemessenen ,counts per minute* der Nullwert
substrahiert und das Ergebnis durch den Proteingehalt der Zellen bzw.
durch die Zellzahl geteilt.

Wie bereits erwahnt wurde ein 100%-Wert, der den zugegebenen 100pl
Aktivitdt/Aminosaure-Gemisch entsprach, gemessen und durch ihn der
prozentuale Aktivitdtsanteil und folglich der von den Zellen
aufgenommene Aminoséaureanteil ermittelt.

Bei den Aufnahmekinetiken wurde die Traceraufnahme nach 1, 5 und 10
Minuten bestimmt. Da sich gezeigt hatte, dass sich die Traceraufnahme
nach 5 Minuten nicht wesentlich unterschied von der Traceraufnahme
nach 10 Minuten, wurde der 1-Minuten-CPM-Wert vom 5-Minuten-CPM-
Wert subtrahiert, und das Ergebnis durch vier geteilt, um die
Traceraufnahme pro Minute zu erhalten. Vom bislang errechneten Wert
wurde auch hier der Nullwert abgezogen, das Ergebnis durch den
Proteingehalt der Zellen geteilt und tber den ,100%-Aktivitatswert® die
prozentuale, von den Zellen aufgenommene Aminoséureaufnahme
bestimmt. Aus den errechneten Werten liel3 sich eine Michaelis-Menten-
Kinetik erstellen. Auf der Abszisse wurde die ansteigende Aminosaure-
Konzentration in  mmol/ll angegeben, auf der Ordinate die
Aufnahmegeschwindigkeit in nmol Aminosaure*min™*mg Zellprotein™.
Durch die Annahme, dass die verwendeten Aminoséuren uber
Transportsysteme in die Zellen gelangen und diese Transporter einer
Sattigung unterliegen, war ein einer Hyperbel &hnlicher Graph zu
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erwarten. Ab einer gewissen Aminosaurekonzentration, die von Zellart zu
Zellart variierte, stellte sich ein Plateau, d. h. ein Maximum, also eine
Sattigung der beteiligten Transportsysteme ein. Aus der Kurve wurde
graphisch V. ermittelt, die Maximalgeschwindigkeit der Aminoséaure-
aufnahme, bei der alle Transportmolekile der Zellmembran besetzt sind.
Die Konzentration, bei der die Aufnahmegeschwindigkeit den halben Wert
der von V. erreicht (Vma/2), wird als Michaelis-Konstante bezeichnet
und in den jeweiligen Abbildungen graphisch bestimmt. Ky, angegeben in
mmol/l, gibt die Aminosaurekonzentration an, bei der die Halfte der
Aminosaure-Transporter besetzt ist, des weiteren stellt sie ein Mal3 fir die
Affinitat eines Transporters zur Aminosaure dar. Je groRBer Ky, desto
geringer ist die Affinitat, je kleiner Ky, desto groRer ist die Affinitat
zwischen Aminoséaure und Transporter.
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4 Ergebnisse

An einem Lymphadenitis- und Tumormodell an der Maus konnte bereits
gezeigt werden, dass sich Met im Gegensatz zu FET nicht eignet,
tumorése von entzindlichen L&asionen zu unterscheiden [Rau et al.,
2001]. Im Zuge dieser Arbeit sollte weiterfihrend die in-vitro-Aufnahme
von Methionin und FET in humane SW707-Tumorzellen, Lymphozyten
und Makrophagen untersucht werden.

4.1 Untersuchungen zum Met-Transport

4.1.1 Charakterisierung des Met-Transportes

4.1.1.1 Vergleich der Met-Aufnahme bei Tumorzellen, stimulierten
und unstimulierten Entzindungszellen

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter 3.2.3.1 bereits beschrieben.
Nach Uberfiihrung der Zellen in aminosaurefreies Versuchsmedium und
Inkubation im Brutschrank wurden zu 2100ul Zellsuspension 2100ul
Methionin mit der physiologischen, humanen Serumkonzentration von
4,4mg/l und einer *H-Aktivitatskonzentration von 0,1pCi/100pl zugeben.
Nach einer Inkubation von 15min erfolgten die bereits beschriebenen drei
Waschschritte und die vollstandige Abnahme des Uberstandes. Zuletzt
wurde nach SDS-Zelllyse und Zugabe des Szintillationscocktails die
Methionin-Aufnahme im b-Counter bestimmt. Ein Probenstandard, der
100% der zugegebenen Aktivitat entsprach, wurde mitgemessen.
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L-[Methyl-*H]Methionin-Aufnahme

I
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Abbildung 9: Met-Aufnahme (in pg/mg Zellprotein) unstimulierter, stimulierter Lymphozyten,
Makrophagen und SW707-Tumorzellen (MW+SD; n=5)

Tabelle 6: Met-Aufnahme in Tumor- und Entziindungszellen

Mittelwerte aus 5 png Met/mg Zellprotein
Aufnahmeversuchen (MW=SD)
(je 5 Aliguots)
Lymphozyten 11,6 +20
Stimulierte 14,3+ 1,7
Lymphozyten
Makrophagen 96+1,5
Stimulierte 10,4+ 0,8
Makrophagen
SW707 52+0,3

Die hochste Aufnahme zeigten mit 14,3ug Met/mg Zellprotein die
Lymphozyten, die ca. 24 Stunden mit 0,25mg/ml ConA stimuliert worden
waren, gefolgt von den nicht-stimulierten Lymphozyten mit 11,6 pg
Met/mg Zellprotein. Die Stimulation der Lymphozyten fiihrte somit zu
einer Steigerung der AS-Aufnahme um 13,1%. Die Makrophagen, die 48
Stunden mit LPS stimuliert (100ng/ml) worden waren, nahmen 10,4ug
Met/mg Zellprotein auf, nicht-stimulierte Makrophagen 9,67ug Met/mg
Zellprotein. Die geringste Aufnahme zeigten die SW707-Tumorzellen mit
5,28ug Met/mg Zellprotein (Abb. 9; Tab.6). Stimulierte und unstimulierte
Entziindungszellen nahmen also die ca. 2-3fach hohere Menge an
Methionin auf als die untersuchte Tumorzelllinie.

4.1.1.2 Met-Aufnahme in Abhangigkeit steigender Methionin-
Konzentrationen (Michaelis-Menten-Kinetik)

Um die Met-Aufnahme in die untersuchten Zellen weitergehend zu
charakterisieren, sollten Erkenntnisse Uber die Affinitdt des Methioninis zu
bestimmten Transportern oder dariiber, ob Methionin Uber definierte



ERGEBNISSE 37

Transportsysteme und nicht nur unspezifisch in das Zellinnere
aufgenommen wird, gewonnen werden.

Deshalb wurden den Zellen, nach Uberfithrung in Versuchsmedium und
Inkubation im Brutschrank, steigende Konzentrationen (Tab. 3) nicht-
radioaktiv markierten Methionins zugegeben, die jeweils mit einer fixen
®H-Methionin-Aktivitdtskonzentration von 3,7kBq (0,1uCi)/100pl versehen
waren. Die Aktivitatskonzentration blieb somit immer gleich, es anderte
sich lediglich die Menge des Methionins. Die vernachlassigbar geringe
Aminosaurekonzentration des radioaktiv-markierten Methionins wurde bei
Berechnung nicht bertcksichtigt.

Die Geschwindigkeit (Vimax), bei der die Sattigung der Aufnahme durch die
AS-Transporter erreicht ist, wurde graphisch ermittelt. Vp./2 wurde
ebenfalls graphisch festgelegt. Die Aminosaurekonzentration, die bei
Vmaxd2 vorliegt, entspricht Ky. Aus den Abbildungen 10 bis 12 wurden die,
in Tabelle 7 angegebenen Daten graphisch ermittelt.
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Abbildung 10: Michaelis-Menten-Kinetik von Met bei Lymphozyten
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Abbildung 11: Michaelis-Menten-Kinetik von Met bei SW707
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Abbildung 12: Michaelis-Menten-Kinetik von Met bei Makrophagen
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Tabelle 7: Viaw Vimad2 und Ky, der Met-Michaelis-Menten-Kinetik flir die untersuchten Zellen

Vmax In nmol/min/mg | Vima/2 in Km in mmol/Il
Zellprotein nmol/min/mg
Zellprotein
Lymphozyten 0,78 0,39 0,13
Makrophagen 1,17 0,59 0,11
SW707 1,41 0,71 0,06

Die SW707-Tumorzellen zeigten unter den untersuchten Zellen die
hdchste Aufnahmegeschwindigkeit, ein Vo von 1,41nmol Met/min/mg
Zellprotein. Die Aufnahmegeschwindigkeit V.« der Makrophagen betrug
1,17nmol Met/min/mg Zellprotein, die der Lymphozyten 0,775.

Die hochste Affinitat zwischen Methionin und den entsprechenden
Transportern, also die niedrigste Michaelis-Menten-Konstante zeigten die
SW707-Tumorzellen mit Ky, = 0,063 mmol/I.

Lymphozyten und Makrophagen zeigten ahnlich niedrige Affinitdten von
0,125 bzw. 0,113mmol/l.

4.1.1.3 pH-Abhé&ngigkeit der Met-Aufnahme

Die Versuche zur pH-Abh&ngigkeit der Met-Aufnahme der untersuchten
Zellen zeigte, dass bei den Entziindungszellen, d. h. sowohl bei den
Lymphozyten als auch bei den Makrophagen, das Met-
Aufnahmemaximum bei pH 7,2, wahrend das Traceraufnahmemaximum
von SW707 bei 7,4 lag (Abb. 13/14).
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Abbildung 13: pH-Abhéngigkeit der Met-Aufnahme bei Makrophagen und Lymphozyten
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Abbildung 14: pH-Abh&hgigkeit der Met-Aufnahme bei SW707

4.1.2 Charakterisierung der Transportwege von Met

4.1.2.1 Wirkung spezifischer Transportinhibitoren auf die Met-

Aufnahme

Die Met-Aufnahme-Wege in SW707-Tumorzellen, Lymphozyten und
Makrophagen sollten naher charakterisiert werden. Die drei bekanntesten
Transportsysteme der Aminoséuren sind das L-, das A- und das ASC-
System.

Das L-System unterscheidet sich vom A- und ASC-System durch seine
Natriumunabhangigkeit und durch die, von ihm transportierten
Aminosauren. Das L-System transportiert in erster Linie verzweigtkettige
und aromatische Aminosauren. Da Methionin zu den schwefelhaltigen,
verzweigtkettigen Aminosauren zahlt, ist eine Aufnahme dieser
Aminosaure durch das A- und auch das L-System wahrscheinlich.

Fur die erwahnten Transportwege sind bereits spezifische Hemmstoffe
bekannt: Fur das L-System der Hemmstoff BCH (2-Amino-2-Norbonan-
Carboxylsaure), fur das System A der Hemmstoff MeAIB und das ASC-
System der Hemmstoff L-Serin.

Durch die Verwendung der verschiedenen, spezifischen Transportsystem-
Hemmstoffe sollte untersucht werden, Uber welche Wege Met
vornehmlich in die Zellen aufgenommen wird.
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Abbildung 15: Hemmung der Met-Aufnahme in SW707-Tumorzellen durch spezifische AS-Transport-
Inhibitoren (% der Kontrolle); WMSD; n=5
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Abbildung 16: Hemmung der Met-Aufnahme in Lymphozyten durch spezifische AS-Transport-
Inhibitoren (% der Kontrolle); WM+SD; n=5
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Abbildung 17: Hemmung der Met-Aufnahme in Makrophagen durch spezifische AS-Transport-
Inhibitoren (% der Kontrolle); WM£SD; n=5

Tabelle 7: Hemmwirkung der spezifischen Aminosauretransporter-Inhibitoren auf die
Methioninaufnahme der untersuchten Zellen (MW£SD)

Inhibitoren Met - Aufnahme in % der Kontrolle (MW=+SD)

SW707 Lymphozyten Makrophagen
Kontrolle 100 + 10,0 100+17,1 100+ 150
BCH 31+ 3,1 71+ 14,0 79+11,0
MeAIB 100+ 17 95+ 18,1 103 +21,2
L-Serin 39+ 4,1 73 + 15,0 87+ 9,0
BCH+MeAIB+L-Serin 8+ 3,0 46+ 7,0 54+ 6,9

Bei 5 Versuchen mit je 4 Aliquots erwies sich BCH bei den untersuchten
Tumor- und Entzindungszellen als der effektivste Hemmstoff der Met-
Aufnahme. Jedoch konnte bei SW707 eine Hemmung der Aufnahme
durch BCH von ca. 70% erreicht werden, wahrend die Entziindungzellen
nur zu ca. 20 bis 30% in ihrer Aufnahme gehemmt werden konnten (Tab.
7).

MeAIB zeigte bei SW707-Tumorzellen und Makrophagen gar keine
hemmende Wirkung, bei Lymphozyten eine nur geringe Hemmwirkung
von 5%. L-Serin hemmte die Met-Aufnahme in SW707 bis zu 60%, in den
Lymphozyten und Makrophagen nur zu ca. 25%.

Die Met-Aufnahme der SW707-Tumorzellen konnte unter Verwendung
aller drei spezifischer AS-Transport-Inhibitoren zu ca. 90% gehemmt
werden, wéhrend die Met-Aufnahme in die Lymphozyten und
Makrophagen nur zu ca. 50% hemmbar war (Tab. 7).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Groliteil (ca. 70%) des
Methioninangebots von den SW707-Tumorzellen Uber das L-System
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aufgenommen wurde, nur ca. 60% uber das ASC-System (Abb. 15).
Unter Verwendung aller Inhibitorstoffe konnte die Met-Aufnahme in
SW707 um mehr als 90% gehemmt werden (Abb. 15). Die Met-Aufnahme
von Lymphozyten und Makrophagen dagegen konnte durch BCH nur zu
20-30%, durch L-Serin nur zu 10-20% gehemmt werden (Abb. 16/17).
Hervorzuheben ist, dass die untersuchten Entzindungszellen unter
Verwendung aller Transportinhibitoren nur zu ca. 50% hemmbar waren,
was auf eine hohe AS-Aufnahme Uber unspezifische Transportwege
deutet (Tab. 7).

4.2 Untersuchungen zum FET-Transport

4.2.1 Charakterisierung des FET-Transportes

4.2.1.1 Vergleich der FET-Aufnahme bei unstimulierten,
stimulierten Entziindungszellen und Tumorzellen

Um die FET-Aufnahme in unstimulierten, stimulierten Lymphozyten und
Makrophagen und in SW707-Tumorzellen vergleichen zu kénnen, wurden
die Aufnahmeversuche aller zu untersuchenden Zellen unter gleichen
Bedingungen durchgefinhrt (s. 3.2.3.1)

O-(2-[*®F]Fluoroethyl)-L-Tyrosin-Aufnahme
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0,3 -
0,2 -

0,1 - T
0

SW707 MA MA st. L L st.

——

pg FET/mg Zellprotein

HH

HH

Abbildung 18: O-(2-[*®F]Fluorethyl-L-Tyrosin-(FET)-Aufnahme in ng FET/mg Zellprotein unstimulierter
und stimulierter Lymphozyten, Makrophagen und SW707-Tumorzellen (MW+SD, n=5)
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Tabelle 8: FET-Aufnahme in Tumor- und Entziindungszellen

Mittelwerte aus 5 pug FET/mg Zellprotein
Aufnahmeversuchen (MW=SD)
(je 5 Aliquots)
Lymphozyten 0,15+ 0,03
Stimulierte Lymphozyten 0,42 +0,10
Makrophagen 0,12 + 0,04
Stimulierte Makrophagen |0,20 + 0,04
SW707 0,80 £ 0,08

Die Tumorzelllinie SW707 zeigte mit 0,80pg FET/mg Zellprotein die
hochste FET-Aufnahme. An zweiter Stelle, mit einer Aufnahme von 0,42
Mg FET/mg Zellprotein standen die Lymphozyten, die ca. 24 Stunden mit
0,25mg/I Concanavalin A stiumliert worden waren. Die Makrophagen, die
ca. 48 Stunden mit 100 ng/ml Lipopolysaccharid stimuliert worden waren,
nahmen 0,20 pg FET/mg Zellprotein auf, die unstimulierten Lymphozyten
0,15 pg FET/mg Zellprotein und die unstimulierten Makrophagen 0,12 pg
FET/mg Zellprotein (Die Stimulation der Lymphozyten bewirkte eine
Mehraufnahme von FET um das 2,8fache, die Stimulation der
Makrophagen um das 1,7fache) (Abb. 18, Tab. 8).

Somit nimmt die Tumorzelllinie SW707 deutlich mehr FET auf, als
unstimulierte und sogar stimulierte Lymphozyten und Makrophagen.

4.2.1.2 FET-Aufnahme in Abhangigkeit steigender
Fluorethyltyrosin-Konzentrationen (Michaelis-Menten-
Kinetik)

Zur Feststellung einer Sattigung von Transportwegen der FET-Aufnahme
und somit zu ihrer naheren Charakterisierung wurde nach Zugabe
ansteigender Fluorethyltyrosin-Konzentrationen (Tab. 4) mit einer
Aktivitatskonzentration von 370kBqg (10uCi)/200ul die Aminosaure-
aufnahme der Zellen nach 1 und nach 5 Minuten gemessen. Durch
zusatzliche Messung eines Standards, der 100% der Aktivitat
wiederspiegelte, konnte die absolute Menge des aufgenommenen FET
bestimmt werden, und durch Subtraktion des 1-Minuten-Wertes vom 5-
Minuten-Wertes und Division durch 4 die FET-Aufnahmegeschwindigkeit
in nmol FET*min'l*mg ZeIIprotein'l errechnet werden. Viya, Vimad2 und Ky
wurden auch an dieser Stelle graphisch ermittelt.
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Abbildung 21: Michaelis-Menten-Kinetik von FET bei Makrophagen

Tabelle 9: Viaw Vmad2 und Ky der FET-Michaelis-Menten-Kinetik flir die untersuchten Zellen

Vmax In nmol/min/mg | Vima/2 in Km in mmol/l
Zellprotein nmol/min/mg
Zellprotein
Lymphozyten 0,3875 0,19375 0,068
Makrophagen = |------meeeem 0 fememmeemeeeeee e
SW707 1,08 0,54 0,07

Obwohl die Michaelis-Konstante der Lymphozyten kleiner war als die der

SW707-Tumorzellen,

d. h. die Affinitdt der Transportsysteme der

Lymphozyten zum Substrat FET hoéher als die der Tumorzellen, erreichten
die Tumorzellen eine deutlich héhere Maximalgeschwindigkeit als die

Lymphozyten.

Fur Makrophagen war im untersuchten FET-Konzentrationsbereich im
Gegensatz zu den anderen beiden Zellarten keine Sattigung erreichbar
und somit weder die Bestimmung von V., noch von Ky, méglich.

4.2.1.3 pH-Abhéngigkeit der FET-Aufnahme

Um die pH-Abhéangigkeit der FET-Aufnahme an den untersuchten Zellen
aufzuzeigen, wurde der pH-Wert des Versuchmediums bei 6,8-7,0-7,2—
7,4-7,6 und 7,8 eingestellt und mit den Zellen, wie im Methodenteil
beschrieben, verfahren (s. 3.2.3.2).
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Abbildung 22: pH-Abhangigkeit der FET-Aufnahme bei Makrophagen und Lymphozyten (in % des
Maximalwertes)

120 -

100 -

80 -

——
-

60 -

40 +

Maximalwertes)

Hi

CPM/1EQ5 Zellen (in % des
H

20 -

6,8 7,0 7,2 7,4 7,6 7,8
pH-Wert

Abbildung 23: pH-Abhahgigkeit der FET-Aufnahme bei SW707 (in % des Maximalwertes)

Die Ergebnisse zur pH-Abhangigkeit der FET-Aufnahme der untersuchten
Zellen glich dem der Met-Aufnahme. So zeichnete sich das FET-
Aufnahmemaximum von Lymphozyten und Makrophagen bei pH 7,2 ab,
wahrend das Aufnahmemaximum von SW707 bei 7,4 lag.
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4.2.2 Charakterisierung der Transportwege von
FET

4.2.2.1 Wirkung spezifischer Transportinhibitoren auf die FET-
Aufnahme

Um herauszufinden, ob FET als aromatische Aminosaure Uber die AS-
Transportsysteme L, A und ASC aufgenommen wird, wurden spezifische
Hemmstoffe der Transportsysteme herangezogen: BCH fur das L-
System, MeAIB fur das A-System und L-Serin fir das ASC-System.
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Abbildung 24: Hemmung der FET-Aufnahme in SW707-Tumorzellen durch spezifische AS-Transport-
Inhibitoren (in % der Kontrolle); MW+SD, n=5
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Abbildung 25: Hemmung der FET-Aufhahme in Lymphozyten durch spezifische AS-Transport-
Inhibitoren (in % der Kontrolle); MW+SD, n=5
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Abbildung 26: Hemmung der FET-Aufnahme in Makrophagen durch spezifische AS-Transport-
Inhibitoren (in % der Kontrolle); MW+SD, n=5

Tabelle 10: Hemmwirkung der spezifischen Aminoséauretransporter-Inhibitoren auf die FET-
Aufnahme der untersuchten Zellen

FET - Aufnahme in % der Kontrolle (MW+SD)
Inhibitoren SW707 Lymphozyten Makrophagen
Kontrolle 100+ 10 100+ 12 100+ 18
BCH 19+15 63+ 6,9 87+ 39
MeAlB 100+ 15 93+ 10 107 £ 10,5
L-Serin 41+4,0 69 +7,3 91+ 8,2
BCH+MeAIB+L-Serin 17+1.3 43+29 57+ 51

Sowohl bei SW707-Tumorzellen, als auch bei den untersuchten
Entziindungszellen erwies sich BCH als der effektivste Hemmstoff der
FET-Aufnahme. Jedoch konnte bei SW707 eine Hemmung der
Traceraufnahme durch BCH von ca. 80% erreicht werden, wéhrend
Lymphozyten und Makrophagen nur zu ca. 20 bis 40% in ihrer Aufnahme
gehemmt werden konnten.

MeAIB zeigte bei SW707-Tumorzellen und Makrophagen keine
hemmende Wirkung und nur einen sehr geringen inhibitorischen Effekt
auf Lymphozyten. L-Serin hemmte die FET-Aufnahme in Tumorzellen bis
zu 60%, in den Entziindungszellen nur bis ca. 30%. Bei der Verwendung
aller drei spezifischer AS-Transport-Inhibitoren zeichnete sich bei den
SW707-Tumorzellen eine Hemmung von ca. 80% ab, wahrend die FET-
Aufnahme der Lymphozyten und Makrophagen nur zu ca. 55% hemmbar
war.

FET wurde sowohl von den SW707-Tumorzellen, als auch von den
Makrophagen und Lymphozyten hauptsachlich Gber das L-System in die
Zellen aufgenommen. Zu erwéhnen ist der FET-Anteil, der Uber das ASC-
System in die Zellen aufgenommen wurde und der Anteil an
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unspezifischer Aufnahme, der bei den Lymphozyten und Makrophagen
sehr ausgepragt ist.

4.3 Vergleich der absoluten FET- und Met-
Aufnahme

Betrachtet man die FET- bzw. Met-Aufnahme der untersuchten SW707-
Tumorzellen, der Lymphozyten und Makrophagen, so fehlt noch die
Gegeniberstellung der absoluten Aufnahme der beiden Aminosauren
durch die Zellen.

Insgesamt l&asst sich sagen, dass sowohl die SW707-Tumorzellen als
auch die unstimulierten und stimulierten Makrophagen und Lymphozyten
deutlich mehr Met aufnehmen als FET.

Tabelle 11: Absolute FET- bzw. Met-Aufnahme der untersuchten Tumor- und Entziindungszellen

FET in mg/mg Met in mg/mg Met-Aufnahme/FET-
Zellprotein Zellprotein Aufnahme
SW707 0,000798 0,005280 6,6
Makrophagen 0,000124 0,009670 77,9
Makrophagen 0,000195 0,010400 53,3
stimuliert
Lymphozyten 0,000152 0,011600 76,3
Lymphozyten 0,000418 0,014300 34,2
stimuliert

In Zahlen bedeutet es, dass SW707-Zellen 6,6mal mehr Met als FET,
Makrophagen 77,9mal mehr, stimulierte Makrophagen 53,3mal mehr,
Lymphozyten um den Faktor 76,3 und stimulierte Lymphozyten um den
Faktor 34,2 mehr Met als FET aufnahmen.
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Abbildung 27: Absolute FET- bzw. Met-Aufnahme der untersuchten Zellen in ug Aminosaure/mg
Zellprotein (n=5)

Zusammenfassend sei an dieser Stelle betont, dass die Lymphozyten und
Makrophagen mehr Met aufgenommen haben, als die SW707-
Tumorzellen. FET hingegen wurde von den untersuchten Tumorzellen in
wesentlich grollerem MalRe aufgenommen, als von unstimulierten und
stimulierten Lynmphozyten und Makrophagen.
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5 Diskussion

Verglichen zum Normalgewebe sind der Aminosaurestoffwechsel und die
Proteinsynthese ebenso wie der Glukosestoffwechsel im Tumorgewebe
erhoht. Aus diesem Grund werden bis heute neben Glukose auch
verschiedene Aminoséduren zum Tumorstaging und zum Therapie-
monitoring mittels PET verwendet. Methionin (Met) ist die bislang am
haufigsten eingesetzte Aminosdure. Met reichert sich gut in
verschiedenen malignen L&sionen an. Zusatzlich eignen sich
Aminosauren wie Met besser als FDG zur Diagnostik von Tumoren des
Gehirns, da der physiologische Glukosestoffwechsel des Gehirns sehr
hoch ist und deshalb kein guter Kontrast zwischen Tumor und
Hirngewebe gegeben ist. Zudem postulierte Kubota et al.,1995, dass sich
Aminosauren, insbesondere Met, im Gegensatz zu FDG in einem deutlich
geringeren Mal3e in entzundlich veranderten Geweben anreichern.

Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei Aminoséauretracer L-[Methyl-
*H]Methionin ~ (Met) und  O-(2-[*®F]Fluorethyl)-L-Tyrosin ~ (FET)
dahingehend untersucht, ob sie sich in humanen Entzindungszellen,
ebenso wie in humanen Tumorzellen anreichern. Im Gegensatz zur
These Kubotas (1995) reicherte sich Met in einem weitaus héheren Mal3e
in  humanen, unstimulierten und stimulierten Lymphozyten und
Makrophagen an, als in SW707-Tumorzellen. FET dagegen zeigt im
Vergleich eine deutlich hdhere Anreicherung in SW707-Tumorzellen als in
unstimulierten und stimulierten Lymphozyten und Makrophagen.

Aminosauren sind weithin als Bausteine der Proteine bekannt. Alle 20
Aminosauren, davon 9 essentielle, die dem Organismus Uber die Nahrung
zugefuhrt werden muissen [Jager et. al.,2001], weisen (ausgenommen
Prolin) dieselbe Strukturformel auf: Am a-Atom jeder Aminoséure befindet
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sich eine freie Carboxylsaure-Gruppe und eine freie, nicht substituierte
Aminogruppe. Sie unterscheiden sich lediglich durch ihren Rest [R-CH-
(NH,)-COOH]. Eingeteilt werden die Aminosduren nach der Polaritat ihres
Restes: (1) nicht-polar oder hydrophober Rest, (2) neutraler Rest, (3)
positiv-geladener Rest und (4) negativ-geladener Rest. Alle Aminosauren
existieren als D- und L-Stereoisomere, auf3er Glycin, das kein chirales
Zentrum besitzt und Threonin und Isoleucin, die jeweils zwei chirale
Zentren aufweisen. Alle naturlich vorkommenden Aminosauren, eingebaut
in Proteine, sind L-Stereoisomere [Lehninger, 1976].

Zahllose Mechanismen sind an der Synthese der Aminosauren — soweit
sich nicht essentiell sind -, an ihrem Transport innerhalb des Kdrpers, an
ihrer Aufnahme in die verschiedenen Korperzellen und ihrer Inkorporation
beteiligt [Laverman et al., 2002].

Schon seit Jahren ist bekannt, dass Aminosauren eine grol3e Rolle fir
das Tumorwachstum spielen [Johnstone et al., 1965]. Es konnte gezeigt
werden, dass sich Tumorzellen, um sich mit addquaten Mengen an
Aminosduren zu versorgen, verschiedener Transportmechanismen
bedienen. Definierte aktive Transportmechanismen fur Aminosauren
wurden entdeckt, die spezifisch flir Aminosduren mit &hnlichen
physikalisch-chemischen Eigenschaften ausgestattet sind. Nach dem
Transport der Aminoséuren in die Zelle, wird ein gewisser Anteil zur
Proteinsynthese verwendet. Das Enzym ,Amino-Acyl-RNA-Synthetase”
bewirkt die Veresterung der L-Aminosaure zu Amino-Acyl-tRNA. Diese
bindet an ein Ribosom und folglich an das korrespondierende Codon auf
der mRNA. So entsteht ein neues Polypeptid. Der andere Anteil der
Aminosauren wird als Substrat fur diverse Stoffwechselwege gebraucht
[Lehninger, 1976].

Die zellulare Aminosaure-Aufnahme ist abhangig von verschiedenen
Parametern, wie z. B. dem pH-Wert, der Temperatur, der Na'-
Abhéangigkeit oder der Aminosaurekonzentration. Der Haupttransport der
Aminosauren findet Uber spezifische Carrier statt, deren Aktivitdt zum
einen auf der Affinitat zwischen Carrier und Aminosaure, zum anderen auf
der Kapazitat der Carrier (in Zahl und Gré3e) basiert. So kann ein Anstieg
der Aminosaureaufnahme zum einen in einer steigenden Affinitat (Ky),
zum anderen in einer Zunahme der Transporterzahl (V) oder beidem
begrindet sein [Laverman et al., 2002]. Der eigentliche Transport der
Aminosauren in die Zelle geschieht, indem die Aminosaure sich an ein
spezifisches, katalytisches Zentrum des Transportproteins bindet
[Shotwell et al., 1983].

Wachstum und Malignitdt von Tumorzellen wird Uber aktivierte Zell-
membrantransporter kontrolliert [Oxender et al., 1977]. Die drei bisher
bekannten Aminoséauretransporter von eukaryoten Zellen fur neutrale
Aminosauren sind das A-, das L- und das ASC-System [Shotwell et al.,
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1981; White et al., 1982; Kubota et al., 1984; Christensen et al., 1990;
Chen et al., 1994]. A- und L-System sind ubiquitar auf jeder Korperzelle
vorhanden. Diese beiden Aminosauretransportsysteme wurden auch
bereits 1963 von Christensen et al. und Oxender et al. beschrieben, das
ASC-System dagegen wurde erst viel spater entdeckt.

Das A-System wurde urspringlich nach seiner Affinitat zur Aminosaure
Alanin  benannt. Dieses, bislang bestuntersuchte Aminosaure-
transportsystem wird als Protein ATAT2 bezeichnet und besteht aus 504
Aminosauren. Lin et al. beschreiben 1994 zwei unterschiedliche Typen
des A-Systems deren Proteine noch nicht bekannt sind. Lin et al.
begrinden ihre Aussage darin, dass nach Insulingabe eine Diffenzierung
zweier unterschiedlicher A-Systeme durch ein unterschiedliches
Transport-verhalten moglich sei. Uber das A-Transportsystem gelangen
vorwiegend kurze, geradkettige, neutrale Aminosauren, wie Alanin, Glycin
und Prolin Na*-abhangig in die Zelle bzw. aus der Zelle. Bei einem pH-
Wert kleiner 6 [Sailer et al., 1988] bzw. kleiner 7 [Kilberg et al., 1982] ist
das A-System inaktiv.

Der Transport Uber das A-Systems ist Na'-abhangig: Mittels ATP-
abhangiger Na'/K'-Pumpe wird Natrium unter Energieverbrauch vom
Intra- in den Extrazellularraum tberfuhrt. Durch den hohen extrazellularen
und den niedrigen intrazellularen Natriumgehalt entsteht ein Membran-
potential. Ein mobiler Carrier, wie z. B. das A-System, mit einer
Bindungsstelle fur Na® und fur die zu transportierende Aminosaure,
befordert, betrieben vom Gradienten, die Na*-lonen in die Zelle, wobei die
Aminosauren durch Cotransport ebenfalls in die Zelle gelangen [Bading et
al., 1996]. Pro Na'-lon wird eine Aminosaure transportiert. Auf der
Zellmembraninnenseite dissoziieren der Transporter und seine Transport-
substanzen und der Carrier diffundiert frei zurtick. Dies bedeutet, dass die
Anzahl der Carrier die Transportkapazitat einschréankt, dass also ab einer
bestimmten Menge des transportierten Stoffes eine Séattigung eintreten
muss [Harvey et al., 1989]. Der Aminosauretransport tiber das A-System
erfolgt bidirektional [Lewis et al., 1984].

Horio et al. erhohten 1999 die NaCl-Konzentration im Medium (hypertone
Werte) und stellen schon nach 4 bis 8 Stunden eine 36-fache Steigerung
der Aufnahme von MeAIB, dem spezifischen Substrat des A-Systems
fest. Nach Sailer et al., 1988 scheint die Regulation des A-Systems durch
Onkogene und Protoonkogene beeinflusst, was dessen Anteil an der
Regulation des Zellwachstums erklaren kdnnte. Bading et al., 1996 sieht
ebenfalls eine Korrelation zwischen System-A-Transport und dem
Tumorwachstum.

Kilberg et al. 1986 postuliert sogar ein eigenes A-System-Gen, in dem
das transportinaktivierende Protein ein nukleares Regulationsgen ist, das
dazu dient, die Transkription der Gene zu modulieren, die das System-A-
assoziierte Glykoprotein kodieren.
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Die Transportinhibition von neutralen Aminosauren Uber dieses System
gelingt vollstandig mit einem synthetischen, nicht metabolisierbaren, A-
spezifischen Analogon: MeAIB [a-(Methylamino)-Isobuttersaure]. Es
handelt sich hier um eine Aminosaure, die von der Zelle nicht
metabolisiert werden kann. MeAIB hemmt die Aufnahme der,
typischerweise durch das A-System aufgenommenen Aminosauren
kompetitiv. MeAIB gelangt zu 94% Uber das A-System in die Zelle, nur
6% Uber nicht sattighare Wege. MeAIB fungiert also als kompetitiver
Hemmstoff fur neutrale Aminosauren am A-Transport-System.

Obwohl Matthews et al. (1979) behaupten, dass Methionin zum Grof3teil
durch die Aminosauretransportsysteme L und A aufgenommen wird,
ergaben die verschiedenen Versuchsreihen, dass Met von SW707-
Tumorzellen primér tber das L- und ASC-System aufgenommen wird, bei
Lymphozyten und Makrophagen eine nicht unbetrachtliche Met-Aufnahme
Uber unspezifische Wege stattfand. Laut Oxender et al., 1976; Shotwell et
al.,, 1981; Chen et al., 1994 und Schaider et al., 1995 gelten das L-, A-
und ASC-System als die Haupttransporter fiir Met. Shotwell et al. 1981
legt den nicht-sattigbaren Transportanteil von Met bei 18% fest.

FET wurde weder von SW707-Tumorzellen noch von Lymphozyten und
Makrophagen Uber das A-System aufgenommen. Als Haupttransporter
kristallisierten sich auch der L- und der ASC-Carrier heraus, wobei hier
die untersuchten Entzindungszellen einen nicht unwesentlichen
unspezifischen FET-Transport aufwiesen

Die Buchstaben des Akronyms ASC stehen fir die Aminoséuren Alanin,
Serin und Cystein, die Uber das ASC-System in die Zelle gelangen. Wie
das A-System ist auch das ASC-System Na'-abh&ngig. Im Allgemeinen
werden Aminosduren mit 3 bis 5 C-Atomen bevorzugt Uber dieses
Aminosauretransportsystem transportiert. In der Literatur finden sich
widersprichliche Angaben zur pH-Abhangigkeit dieses Systems.
Weissbach et al., 1982 sagten dem ASC-System eine pH-Unabh&ngigkeit
nach, wahrend Saier et al, 1988 bei pH 6 einen Verlust der maximalen
Aktivitat von 20% feststellten.

Im Gegensatz zum A-System wird das ASC-, ebenso wie das L-System
durch einen ,Preload” von zu transportierenden Aminosauren, wie z. B.
Alanin stimuliert. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von
Transstimulation [Bussolati et al., 1992].

Uber die Hemmung des ASC-Systems herrscht Uneinigkeit unter den
Autoren. Einerseits sei die Hemmung des Systems bei Anwesenheit von
MeAIB durch Zugabe der natirlichen Aminosaure L-Serin am effektivsten,
andererseits fuhren Cystein oder Serin allein zur wirksamen Blockierung
des Aminosauretransportes durch das ASC-System [Del Castillo et al.,
1991; Shotwell et al., 1981; Brookes et al., 1988].

In Vorversuchen zeigte sich, dass L-Serin allein sich als effektivster
Hemmstoff herausstellte bzw. zeigte die Verwendung verschiedenster
Kombinationen aus L-Serin, L-Cystein und MeAIB keine nennenswerten
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Unterschiede in der Hemmung des ASC-Systems. Nach Shotwell et al.
(1981) wird L-Serin zu 75% uber das ASC-System und zu etwa 20% uber
das A-System aufgenommen. In dieser Arbeit nahmen SW707 59% des
ihnen zugesetzten FET Uber das ASC-System auf, Lymphozyten 31%,
Makrophagen 9%. Der Met-Anteil, der Uber das ASC-System in die
untersuchten Zellen aufgenommen wurde, betrug 61% bei SW707, 27%
bei Lymphozyten und 13% bei Makrophagen.

Unter allen Lebewesen zeigt das L-System die weiteste Verbreitung,
allerdings mit unterschiedlicher Auspragung. So haben beispielsweise
Rattenerythrozyten 400mal mehr L-Transporter als humane Erythrozyten
[Harvey et al., 1989].

Im Gegensatz zum A- und ASC-System handelt es sich bei dem L-
System um einen Na’-unabhangigen Aminosauretransporter [Angelo et
al., 1996]. Er transportiert bevorzugt verzweigtkettige und aromatische,
neutrale und hydrophobe Aminosauren und ist so der Haupttransporter fur
Tyrosin [Saier et al., 1988]. Der Mechanismus des L-Aminosaure-
transporters ist noch nicht hinreichend geklart. Einige Autoren gehen
davon aus, dass das L-System entlang eines Konzentrationsgradienten
Aminosduren vom Zellinneren nach auf3en und umgekehrt transportiert.
Andere Autoren sind der Meinung, dass Aminosauren Uber einen
Aminosaure-Protonen-Kotransport in der Plasmamembran (in Vesikeln
von Hepatozyten) [Mitsumoto et al., 1983] die Zellmembran passieren.
Wieder andere schreiben von einem Hetero-Austausch, d. h. die
Akkumulation von einigen Aminosauren steigert die Aufnahme von
anderen Aminosauren [Harvey et al.,, 1989]. Zusatzlich kann das L-
System als sogenannter Countertransport flr eine zweite Aminosaure
dienen, deren Konzentrationsgradient Uber einen Na’-abhangigen
Transporter wieder aufrechterhalten wird.

Im Hinblick auf die Hemmung des L-Systems findet man einheitliche
Aussagen: Das synthetische, nicht metabolisierbare Analogon BCH (2-
Amino-2-Norbonan-Carboxylsdure) mit einem Molekulargewicht von 155
ist der spezifische Hemmstoff fiir das L-System [Shotwell et al., 1981; Del
Castillo et al., 1991; Tovar et al., 1991]. 95% des Hemmstoffes gelangen
Uber das L-System in die Zelle, die restlichen 5% uber nicht sattigbare
Aufnahmewege [Shotwell et al.,, 1981]. BCH fihrt somit zu einer
kompetitiven Hemmung der Aminosaureaufnahme an diesem
Transporter.

Laut Oxender et al. (1977) und Gazzola et al. (1980) steigt die Aktivitat
des L-Systems sowohl bei einem Mangel an Aminoséauren, als auch bei
einem Uberangebot (Preload) an Substrat. Nach Shotwell et al. (1981)
zeigt das L-System eine Steigerung der Aktivitat bei fallendem pH. In
Hepatozyten wurde die Lokalisation des L-Systems genauer bestimmt. Es
befindet sich vorwiegend an kanalikularen Membranen und der
basolateralen Oberflaiche [Novak et al., 1994]. Ein Mangel an
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Aminosduren  fuhrt zur einer 2-4fachen Steigerung der L-
Transportaktivitat.

Neuere Studien bringen das Oberflachenantigen CD98, das fruher als
4F2 bezeichnet wurde, mit dem L-System in Verbindung. CD98 ist ein
Proliferationsmarker fur Zellwachtum, sowohl malignes, als auch
benignes [Broer et al., 1998]. Neben vielen anderen Funktionen stellt
CD98 eben auch ein Aminosauretransportsystem dar, das mehrere
Systeme, darunter das L-System, beinhaltet. Devés et Boyd (2000)
identfizierten die eigentliche Struktur von CD98. Es handelt sich um ein
heterodimeres Membranglykoprotein, das aus einer schweren
glykosierten Kette und einer leichten nichtglykosierten Kette besteht.

Die schwere Kette besteht aus tdber 500 Aminosauren und enthalt eine
transmembrane Domame (hc), von ca. 20 Aminoséuren Lange. Schwere
und leichte Kette sind tUber Cystein-vermittelte Disulfidbriicken verbunden
[Pfeiffer et al., 1998]. Die 6 leichten Ketten, die bisher identifiziert werden
konnten, stellen ebenso Proteine mit 12 Membrandoméanen dar. Auf diese
Weise konnen bislang 6 unterschiedliche Aminoséuretransporter benannt
werden, die sich in ihren Transporteigenschaften und ihrer Lokalisation
unterscheiden.

Aufgabe der schweren Kette CD98hc ist es, die Transporterfunktion der
leichten Ketten zu aktivieren. Man findet die schwere Kette ubiquitér, stark
exprimiert in proliferierenden Zellen. Aufgrund der 6 verschiedenen
leichten Ketten gibt es 6 verschiedene Transporter, die der LAT-Familie
angehoren. LAT-1 transportiert vor allem lange, neutrale Aminosauren mit
verzweigten und aromatischen Seitenketten (darunter auch Tyrosin und
Methionin) und ist Na'-unabhé&ngig. Diese leichte Kette wird bei Mausen
und Ratten in Gehirn, Plazenta, Skelettmuskulatur, Milz, Hoden,
aktivierten Lymphozyten und einigen Tumorzellarten gefunden. LAT-1
findet sich Uberdies in allen humanen Geweben, au3er in Dinndarm und
aktivierten Lymphozyten [Prasad et al., 1999] und ist der verantwortliche
Aminosauretransporter an der Blut-Hirn-Schranke [Boado et al., 1999;
Kim et al., 2002].

LAT-2 besitzt eine hohere Affinitdt zu kurzen als zu langen, neutralen
Aminosauren, hat auch ein hoheres Substratspektrum als LAT-1 und ist
ebenfalls Na'-unabhangig. LAT-2 ist bevorzugt in folgenden murinen
Geweben: Basolaterale Membran von Transportepithelien, Niere,
Plazenta, Dinndarm, Gehirn und Skelettmuskulatur. Sowoh!l LAT-1, als
auch LAT-2 kdnnen durch den spezifischen Hemmstoff BCH gehemmt
werden. Aufgrund der genannten Eigenschaften werden LAT-1 und LAT-2
als Transporter des L-Typs bezeichnet. LAT-2 ist im Gegensatz zu LAT-1
streng stereospezifisch und pH-abhéngig [Rajan et al., 2000]. Laut
Segawa et al., 1999 ist die Affinitdt von LAT-2 zu Tyrosin hoéher als zu
Methionin. y*-LAT-1 und y*-LAT-2 befordern in erster Linie kationische
und neutrale Aminosauren und sind Na'-abhangig bei neutralen
Aminosauren, wobei y*-LAT-1 in Niere, Diinndarm, Leukozyten und vielen
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anderen Geweben zu finden ist, die Lokalisation der y*-LAT-2-Transporter
jedoch noch nicht naher bestimmt worden ist. XCT, ein weiterer
Transporter der LAT-Familie gilt als Na'-unabhangiger Cystin/Glutamin-
Austauschtransporter in aktivierten Makrophagen, Zellkulturen und im
Gehirn. Uber SPRM1, dessen Lokalisation bis heute noch nicht genau
bestimmt werden konnte, gelangen zum Teil Na'-abhangig kationische
und neutrale Aminosauren in die Zelle [Devés et Boyd, 2000].

Andere Autoren benennen neben CD98 bzw. 4F2hc eine zweite schwere
Kette: rBAT, mit der eine weitere leichte Kette verbunden ist: b®*AT.
Daneben wurden auch schon weitere leichte Ketten gefunden: ORF1-
ORF7, die mit CD98 verknupft sind [Chillaron et al., 2001; Verrey et al.,
1999]. Allerdings ist die wissenschaftliche Erkenntnis auf diesem Gebiet
noch in den Kinderschuhen und deshalb lange noch nicht abgeschlossen.

BCH, der spezifische Hemmstoff des L-Systems erwies sich als effek-
tivster Hemmstoff, sowohl der Met- als auch der FET-Aufnahme in Tumor-
und Entziindungszellen. Allerdings konnte die Aminoséaureaufnahme (FET
und Met) in SW707-Tumorzellen wesentlich besser gehemmt werden
(81% bei FET und 69% bei Met), als die Aufnahme der Lymphozyten und
Makrophagen (13% Hemmung der FET-Aufnahme in Makrophagen und
37% in Lymphozyten; 21% Hemmung der Met-Aufnahme in Makrophagen
und 29% in Lymphozyten). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser
Arbeit berichten Heiss et al. (1999), dass 80% des FET uber das L-
System aufgenommen werden. Langen et al. (2000), die die 3-[***I]lodo-
alpha-Methyl-L-Tyrosin- und Met-Aufnahme in humane Gliomzellen
verglichen, stellten ebenfalls fest, dass beide Tracer vornehmlich tber
das L-System in die Zellen aufgenommen werden.

Auch bei Verwendung aller drei spezifischer Hemmstoffe (BCH, MeAlB
und L-Serin) konnte die Aminosaureaufnahme in SW707-Tumorzellen in
einem wesentlich hdheren MalRe gehemmt werden, als bei Lymphozyten
und Makrophagen. Eine Erklarung hierfur kdnnte sein, dass Lymphozyten
und Makrophagen die Aminoséauren Uber andere Subtypen der bekannten
Aminosauretransporter aufnehmen oder, dass sie einen hoheren Anteil
der Aminoséauren uber unspezifische Wege aufnehmen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sich die bekannten drei
Aminosauretransportsysteme, das A-, L- und ASC-System in ihrer
Beeinflussbarkeit durch &ufRere Stimuli und in ihrer Substratspezifitat
unterscheiden. Die Substratspezifitaten kdnnen sich allerdings auch
Uberlappen, da jede Aminosaure zu verschiedenen Anteilen Uber die
einzelnen Transporter aufgenommen wird. Auch die Ausprdgung der
einzelnen Systeme variiert in den verschiedenen Geweben [Maroni et al.,
1986; Brookes et al., 1988].

Zu den auf3eren Stimuli, d. h. den Einflussfaktoren auf den Aminosaure-
transport zahlen die intrazellulare Aminosaurekonzentration, der Glukose-
gehalt [Torizuka et al., 1997], der 0,-Gehalt [Minn et al., 1996],
verschiedene Hormone, wie z. B. Wachtumshormone, Insulin und
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Schilddrisenhormone [Kilberg, 1982], die Na'-Konzentration, der pH-
Wert, die Energieverfugbarkeit, das Ursprungsgewebe und die
Teilungsrate der Zellen. Die Zelldichte [Gazzola et al., 1980] und das
Angebot an Aminosauren ist wichtig fur die Auspragung der
Transportsysteme. Mit Auspragung ist zum einen die Anderung der
Tertiarstruktur des jeweiligen Carriers gemeint, wodurch mehr Substrat an
das Transportsystem gebunden und befoérdert werden kann. Mit anderen
Worten steigt die Affinitat des Transporters zur Aminoséure. Man spricht
hierbei auch vom Ky-Effekt (Ky=Michaelis-Menten-Konstante). Damit ist
diejenige Substratkonzentration gemeint, bei der die Halfte der maximalen
Transportgeschwindigkeit erreicht wird. Zum anderen ist mit Auspragung
der Transportsysteme eine Variation der Anzahl der aktiven
Transportproteine und damit eine Veranderung der maximalen Transport-
geschwindigkeit gemeint. Eine Erhéhung der Anzahl der aktiven
Transportsysteme ist erstens moglich durch eine Novo-Proteinsynthese
des Carriers selbst oder zweitens durch die Synthese eines Regulator-
proteins, das Transporter aktiviert. In diesem Zusammenhang spricht man
von einem V,-Effekt (Vax gibt die Anzahl der aktiven Transporter in der
Zellmembran an, d. h. die Menge Aminosaure, die pro Einheit
Transporterprotein pro Zeiteinheit transportiert wird). Unklar ist allerdings,
welche Effekte sich bei der Met- bzw. FET-Aufnahme durch SW707-
Tumorzellen, Lymphozyten und Makrophagen auswirkten!

Neben den genannten definierten Transportsystemen existieren auch
nicht sattigbare Wege fur die Aufnahme von Aminoséuren durch die
Zellmembran. Am wahrscheinlichsten werden die Aminosauren auf dem
Wege der freien Diffusion aufgenommen. Denn charakteristischer Weise
ist die Aufnahme unspezifisch (was die zu transportierende Aminosaure
anbelangt), bidirektional (d. h. der Transport erfolgt in die Zelle hinein und
aus der Zelle heraus), entlang eines Gradienten (d. h. passive Diffusion
entlang eines Konzentrationsgefalles), nicht sattigbar, ohne durch den
Transportvorgang verursachten Energieverlust und nicht durch
spezifische Inhibitoren hemmbar [Le Cham et al., 1977; Shotwell et al.,
1981; Maroni et al., 1986; Yao et al., 1993; Nicklin et al., 1992)]. In der
Literatur sind noch einige weitere Transportwege beschrieben, die sich
jedoch hauptsachlich auf Kationen, Zwitterionen und spezifische einzelne
Aminoséauren beziehen [White et al., 1982; Dorio et al., 1984; Christensen
et al., 1985; van Winkle et al., 1988; Angelo et al., 1996].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass Met vor allem
Uber das L-System in die untersuchten Zellen aufgenommen wurde, was
indirekt Uber die Hemmung der AS-Aufnahme durch BCH bestimmt
wurde. Jedoch variierte der Anteil der Aufnahme bei den jeweiligen
Zellen. SW707-Tumorzellen nahmen 69% des Met-Angebotes Uber das
L-System auf, 61% Uber das ASC-System und ca. 8% uber unspezifische
Aufnahme. MeAlB, als spezifischer Inhibitor des A-Systems hatte keinen
Effekt auf die Met-Aufnahme in SW707-Zellen. Lymphozyten nahmen
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29% des Met-Angebots lUber das L-System auf, 5% Uber das A-System,
27% Uber das ASC-System und ca. 46% uber unspezifische
Aufnahmewege. Makrophagen nutzten zu 21% das L-System, zu 13%
das ASC-System und zu 54% unspezifische Transportwege zur Met-
Aufnahme. MeAIB zeigte keine inhibitorische Wirkung auf die Met-
Aufnahme in Makrophagen, d. h. die Aufnahme erfolgte nicht tber das A-
System.

FET wurde ebenfalls in erster Linie Uber das L-System aufgenommen.
SW707-Tumorzellen nahmen 81% des FET-Angebots tber das L-System
auf, 59% Uber das ASC-System und 17% uber unspezifische Aufnahme.
Lymphozyten transportierten 37% Uber das L-System, 7% uber das A-
System, 31% uber das ASC-System und 43% uber unspezifische Wege.
Bei den Makrophagen verhielt es sich &hnlich, wie bei den Lymphozyten.
Sie nahmen 13% des FET uber das L-System, 9% uber das ASC-System
und 57% unspezifisch auf. Diese Werte wurden indirekt unter
Zuhilfenahme von spezifischen Hemmstoffen fir die jeweiligen
Transportsysteme ermittelt.

Fur die durchgefihrten Versuche wurde eine Hemmstoffkonzentration von
60mmol/l festgelegt. Diese Konzentration, so ergab sich aus
Vorversuchen, war jene mit der effektivsten Hemmwirkung. Bussolati et
al., 1992 und Chen et al., 1994 beschreiben die Hemmstoffkonzentration
der spezifischen Transportsystem-Inhibitoren, die zur vollstdndigen
Blockade der jeweiligen Transporter fuhrt, als wesentlich niedriger: Zur
Hemmung des A-Systems seien beispielsweise 10mmol/l MeAlB
ausreichend. Castillo et al., 1991 beschreibt eine maximale Hemmung
aller Inhibitoren bei 20mmol/l.

Zur Erstellung der Michaelis-Menten-Kinetiken wurden definierte,
ansteigende Konzentrationen von Met bzw. FET zur Zellsuspension
gegeben. Die hochsten Konzentrationen tberstiegen die physiologischen
humanen Serumskonzentrationen bei Weitem. Bei einem solchen
Uberangebot ist davon auszugehen, dass alle Aminos&uretransporter
besetzt sind und folglich eine Sattigung des Transportes eintritt [Harvey et
al., 1989], wie es auch bei den hohen Konzentrationen der
durchgefiihrten Michaelis-Menten-Kinetiken zu beobachten war.

Wenn mit steigender Aminosaurekonzentration keine Sattigung der
bekannten Transportsysteme erzielt werden kann, sind multiple Systeme
am Aminoséauretransport beteiligt, die eine unterschiedliche Affinitat zur
transportierenden Aminosaure aufweisen [Harvey et al., 1998]. Diese
Aussage konnte als Begrindung gelten, warum die FET-Michaelis-
Menten-Kinetik an Makrophagen keiner Sattigung unterlag.

Was die Aminosauretransporter im Einzelnen anbelangt, so zeigt das A-
System bei einem Uberangebot an Aminoséuren eine Verringerung der
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Aufnahme (Transinhibition) [Maroni et al., 1986], d. h. die
Transportleistung des A-Systems wird nicht durch ein vermehrtes
Angebot an Aminosauren erhoht, sondern im Gegenteil erniedrigt. Man
spricht in diesem Zusammenhang vom Ph&nomen der Transinhibition.
Das L-System hingegen  steigert in  Anwesenheit  eines
Substratiiberschusses seinen Aminoséure-Austausch, man spricht dann
von einer Transstimulation. Den Effekt der Transstimulation des L-
Systems nutzen Lahoutte et al. (2002) zur besseren Sichtbarmachung
von Tumoren mittels 3-'**l-lodo-L-a-Methyltyrosin (3-IMT). Dieses
genannte Tyrosinderivat wird ebenso wie Tyrosin uber das L-System in
die Zellen aufgenommen. In einer Tierstudie konnte nun gezeigt werden,
dass sich nach einem Aminosaurepreload der eigentliche Tracer 3-IMT in
einem hoheren Malie in Tumorzellen anreichert und sich so ein
deutlicherer Bildkontrast einstellt.

Unter geringem AS-Angebot wird sowohl das L-System als auch das A-
Transportsystem in BALB/BT3-Zellen der Maus ,upreguliert’, ASC-
Transporter und der nicht sattigbare Anteil bleiben unveréndert in der
Kapazitat [Oxender et al., 1977]. Ahnliche Beobachtungen zur Stimulation
des L- und A-Systems unter Substratmangel machten auch Muniz et al.
(1993) und Shotwell et al. (1983).

White et al. (1984) stellte sich die Frage, ob der nicht sattigbare Anteil des
Aminosauretransportes mit dem Grad der Tumormalignitat korreliert, dass
durch die maligne Transformation die Zellmembranstruktur verandert oder
die Zellmembran gar geschadigt sei. Lymphozyten und Makrophagen
zeigten jedoch einen wesentlich hoéheren Anteil an unspezifischer
Aminosaureaufnahme als die SW707-Tumorzellen. Bading et al. (1996)
fand eine Korrelation zwischen A-System und Malignitat. Das A-System
wird als Ziel onkogener Aktivitat beschrieben, dessen Funktion mit der
Tumorzellproliferation korreliert, wahrend das L- und ASC-System und die
nicht sattigbare Aminosaureaufnahme von maligner Transformation nicht
betroffen sein sollen [Glassy et al., 1981; Bading et al., 1996]. Nur
Woodlock et al. (1997) beschreibt eine 90%ige Reduktion der L-System-
Kapazitat in CLL-B-Lymphomzellen im Vergleich zu nicht malignen B-
Lymphozyten.

Die Erklarung der unterschiedlichen Met- bzw. FET-Aufnahme durch
Makrophagen und Lymphozyten mag zum einen darin begriindet sein,
dass die beiden Aminosauren uber unterschiedliche L-Transporter-
Subtypen aufgenommen werden, oder Uber ein und denselben L-
Transporter in die Zelle gelangen, dieser Transporter aber
unterschiedliche Affinitaten zu den Aminosauren aufweist. Moglicherweise
existieren neben den 6 genannten leichten Ketten noch weitere, bisher
nicht bekannte, die ebenso die Eigenschaften des typischen Na'-
unabh&ngigen L-Transport-Systems aufweisen und zwar Methionin, nicht
aber FET transportieren. Betrachtet man die Tatsache, dass sich FET laut
Studien bei Patienten in einigen Organen, die typischerweise einen hohen
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Aminosaure-Uptake zeigen nur sehr gering anreichert, lasst auch dies
darauf schlie3en, dass FET Uber spezielle Subtypen des L-Systems in die
Zellen aufgenommen wird.

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, ob durch die Aminoséauretracer Met
und FET eine Differenzierung zwischen Tumor und Entziindung méglich
sei.

Im peripheren Blut eines Menschen sind die Leukozyten, also
Entziindungszellen prozentual wie folgt verteilt: Granulozyten (60-80%),
Lymphozyten (20-30%), und Monozyten bzw. Makrophagen (2-6%)
[Pschyrembel, 1994]. Im inflammatorisch veranderten Gewebe findet man
bei einer akuten Entziindung in erster Linie Granulozyten, bei einer
chronischen Entziindung v. a. Lymphozyten [Rau et al., 2001].

Bemerkenswert ist, dass die Entzindungszellen, also auch die
untersuchten Makrophagen und Lymphozyten bei ihrer Antwort auf
Infektionen ihren Sauerstoff-, Glukose- und Aminoséaurestoffwechsel
enorm steigern kénnen [Fantone et al., 1982]. Darley et al. (1990) zeigte
an einem Rattenmodell einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Entzdndungszellen im inflammatorischen Areal, einer damit
verbundenen erhohten Glukoseaufnahme und einer erhohten
Laktatproduktion. Auch Kubota et al., 1992 beschreibt eine vermehrte
FDG-Anreicherung im Bereich eines von Makrophagen durchsetzten
Granulationsgewebes im Vergleich zum vitalen Tumorgewebe.

Interessant war es zu sehen, wie sich stimulierte Lymphozyten und
Makrophagen im Gegensatz zu unstimulierten -die Aminosauretracer-
Aufnahme betreffend- verhalten. Zur Stimulation von Makrophagen wird in
der Literatur v. a. Lipopolysaccharid (LPS) angegeben [Sass et al., 2002].
LPS bewirkt an Makrophagen eine Sekretion proinflammatorischer
Zytokine, wie TNF-a, IL-1 beta, IL-6, NF-kappaB und sonstiger
Mediatoren wie Leukotrienen und Prostaglandinen [Eliopouos et al., 2002;
An et al., 2002]. Desweitern stimuliert LPS Rattenalveolarmakrophagen
zur Produktion von NO durch Anregung der NO-Synthetase [Li et al.,
2002]. LPS steigert die Expression der COX-2 [Guastadisegni C et al.,
2002] und die Arginaseaktivitat der Makrophagen [Klasen et al., 2001]. In
dieser Arbeit wurden Makrophagen mit 100ng/ml LPS ca. 48 Std. lang
stimuliert. So konnte gezeigt werden, dass LPS-stimulierte Makrophagen
1,08mal mehr Met und 1,6mal mehr FET aufnehmen als unstimulierte
Makrophagen.

Zur Stimulation von Lymphozyten wurde Concanavalin A (ConA)
eingesetzt (0,25mg/ml) [Sass et al., 2002]. ConA ist ein T-Zell-Mitogen
und fihrt zu einer selektiven Aktivierung und Proliferation von T-
Lymphozyten. B-Lymphozyten kdnnen durch ConA nicht direkt stimuliert
werden, man geht aber davon aus, dass sie indirekt doch stimuliert
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werden [Anderson et al., 1972]. Da es sich bei den, aus buffy coats
isolierten mononukledren Zellen um eine Mischpopulation aus T- und B-
Lymphozyten handelte, wurde durch die erh6hte Aminosaureaufnahme in
die Lymphozyten, nach Behandlung mit ConA die Stimulation der Zellen
sichtbar. ConA-stimulierte Lymphozyten nahmen 1,2mal mehr Met und
2,75mal mehr FET auf, als unstimulierte Lymphozyten. Bestatigend sagt
Scanion et al. (1983), dass mitogen aktivierte Lymphozyten vor allem
Uber die Nat-abhangigen Transportsysteme (v. a. A-System) eine 4-
8fache Aufnahme von Met zeigen, das L-System spielt dabei keine Rolle.
Souba und Pacetti (1992) sehen die Transportrate des A-Systems durch
verschiedene Hormone, Zytokine wie Interleukin-1 und durch Mitogene
beeinflussbar. Bei unstimulierten Lymphozyten spielt nach Scanion et al.
(1983) das L-System die Hauptrolle bei der Aminosaure-Aufnahme.
Allerdings zeigen sich die Autoren uneinig, da Devés und Boyd (2000) bei
der Betrachtung der L-Transportsystem Subtypen, diese auch auf
stimulierten Entztundungzellen finden und somit sehr wohl auch das L-
System verantwortlich machen fir die erh6hte Aminosaureaufnahme
aktivierter Lymphozyten. Genauer gesagt wurden LAT-1-Transporter auf
der Oberflache aktiverter Lymphozyten gefunden, nicht aber LAT-2.

In ConA-stimulierten murinen Lymphknoten reichert sich FDG mehr an als
in tumorinfiltrierten Lymphknoten. Ebenso verhélt es sich bei der Met-
Aufnahme. Im Gegensatz dazu reichert sich FET nur im tumordsen
Lymphknoten an [Rau et al, 2002]. Diese in vivo Daten spiegeln die
Ergebnisse dieser Arbeit wieder. Stimulierte und unstimulierte
Lymphozyten und Makrophagen nahmen deutlich mehr Met auf, als
SW707-Tumorzellen, wohingegen FET vor allem von SW707-
Tumorzellen aufgenommen wurde, die stimulierten und unstimulierten
Lymphozyten und Makrophagen nur eine geringe FET-Anreicherung
zeigten.

Bei der Betrachung der absoluten Aufnahme von Met und FET fallt sofort
auf, dass Met deutlich mehr von den untersuchten Zellen aufgenommen
wurde als FET (bis zu 78mal!). Bei den Hemmestoffversuchen stellte sich
heraus, dass das L-System der Haupttransporter der Aminosauretracer
Met und FET in die Zellen ist. LAT-1 und LAT-2 transportieren
erwiesenermallen Methionin und Tyrosin. Beide Transporter kdnnen
durch BCH, den spezifischen Hemmstoff des L-Systems gehemmt
werden. Segawa et al., 1999 fanden heraus, dass LAT-2 eine hdhere
Affinitdt zu Tyrosin als zu Methionin hat. Durch seine schwefelhaltige
Seitenkette z&hlt Methionin zu den hydrophoben Aminoséuren. Tyrosin,
das allein schon durch seinen aromatischen Rest zu den hydrophoben
Aminosauren zu rechnen ist, wird durch die substituierte Fluorethylgruppe
noch hydrophober.

Da die Zellmembranen aller Lebewesen aus einer Lipiddoppelschicht
bestehen, deren polarer Abschnitt jeweils zum ZellauReren bzw.
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Zellinneren gerichtet ist, sollte eine gute Aufnahme der in dieser Arbeit
untersuchten lipophilen Aminosaure-Tracer gewdhrleistet sein. Hier ist
eventuell auch die Erklarung fur eine unspezifische Aufnahme der Tracer
durch die Zellen zu suchen. Warum Met nun in einem so viel gré3eren
Mafl3e aufgenommen wurde als FET ist unklar, zumal FET durch seine
zusatzliche Athylgruppe hydrophober sein miisste und deshalb noch
leichter Zellmembranen passieren kdnnte.

Was die pH-Abhangigkeit der Met-und FET-Aufnahme anbelangt, so
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Lymphozyten und
Makrophagen ihr Tracer-Aufnahmemaximum bei pH 7,2 hatten, wahrend
die SW707-Tumorzellen ihr Maximum bei pH 7,4 zeigten. Eine Erklarung
findet diese Beobachtung madglicherweise in der Tatsache, dass
physiologischer Weise im in vivo entziindlichen Gewebe ein niedrigerer
pH vorherrscht als im nicht entzindlichen Gewebe. Grund dafir ist die
vermehrte Enzym- und Mediatorausschittung (z. B. Peroxidase, Wasser-
stoffperoxid, Proteasen usw.) durch Entzindungszellen, die am
Entzindungsort zugegen sind [Karow, Lang, 2000].

Eine andere Erklarung dafur, warum die untersuchten Entziindungszellen
ihr Aufnahmemaximum bei einem anderen pH-Wert aufwiesen als die
Tumorzellen mag sein, das die unterschiedlichen Zellen in
unterschiedlicher Auspragung mit den verschiedene spezifischen und
unspezifischen Aminosauretransportern ausgestattet sind. So gilt
beispielsweise das L-System als pH-unabhéangig, auch steigt seine
Aktivitdt mit sinkendem pH-Wert. Allerdings wird dem LAT-1
Aminosauretransporter im Gegensatz zum LAT-2 Transporter eine pH-
Unabhangigkeit nachgesagt. Laut Weissbach et al. (1982) ist auch das
ASC-System pH-unabhangig, wahrend Saier et al. (1988) bei pH 6 einen
Aktivitatsverlust des ASC-Systems von 20% feststellten. Das A-System ist
ebenso pH-abhangig. Saier et al. (1988) erklaren, dass es bei pH 6 inaktiv
sei, Kilberg et al. (1982) stellen die Inaktivitdt des A-Systems schon bei
pH 7 fest.

Die Michaelis-Menten-Kinetiken, die im Rahmen dieser Arbeit angefertigt
wurden, zeigten, dass die SW707-Tumorzellen mit 1,41nmol*min™*mg
Zellprotein™ die héchste Maximalgeschwindigkeit aufwiesen (Vinay), gefolgt
von den Makrophagen mit 1,17 und den Lymphozyten mit 0,775. Die
kleinste Michaelis-Konstante (Ky) und damit die hochste Affinitat
zwischen Met und Aminosauretransporter zeigten mit 0,063 mmol/l die
SW707-Tumorzellen. Die Ky der Makrophagen betrug 0,113mmol/l, die
der Lymphozyten 0,125mmol/l. SW707-Tumorzellen zeigten also die
grol3te Maximalgeschwindigkeit, als auch die hochste Affinitat.

Bei der Michaelis-Menten-Kinetik fur FET konnte fir Makrophagen keine
Maximalgeschwindigkeit und keine Michaelis-Konstante ermittelt werden,
da im Bereich der eingesetzten FET-Konzentrationen keine Sattigung der
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Aminosaure-Aufnahme erreicht werden konnte. Obwohl die Tumorzellen
bei FET mit einem Vo von 1,08 eine hohere Maximalgeschwindigkeit
hatten als die Lymphozyten mit einem V., von 0,3875, so wiesen die
Lymphozyten mit Ky=0,068mmol/l doch eine hohere Affinitat zwischen
FET und den Aminosauretransportern auf als die SW707-Tumorzellen mit
Kv=0,07mmol/l. Die genannten, aus der Michaelis-Menten-Kinetik
ermittelten Werte fir FET und Met bei Lymphozyten, niedrige
Maximalgeschwindigkeit und relativ hohe Affinitdt, konnten ebenso wie
der hohe Anteil an unspezifischer FET-Aufnahme und die geringe
absolute FET-Aufnahme dafur sprechen, dass es Lymphozyten an
spezifischen Transportern fur FET mangelt. Riemann et al. (1999)
erstellten Michaelis-Menten-Kinetiken an C6-Gliomzellen mit 3-[**]lodo-
L-alpha-Methyltyrosin (***I-IMT) und erhielten &hnliche Werte fir Vpa
(35,4nmol*mg Zellprotein*10min™*) und Ky, (26,2umol/l) und sahen *#I-
IMT durch das L-Transportsystem aufgenommen.

Wie bereits erwahnt hat Tumorgewebe einen erhdéhten Bedarf, nicht nur
an Glukose, sondern auch an Aminosauren. Die erhohte AS-Aufnahme ist
notig, um genugend ,Material* fur die gesteigerte Proteinsynthese- und
Transmethylierungsrate im neoplastischen Gewebe bereitstellen zu
konnen. Diese Tatsache lasst Nuutinen et al. (1998) zum Schluf3
kommen, dass ein Stop der Aminosaurezufuhr mit einem Rickgang des
Tumorwachstums verkntipft sein sollte.

Die Fragestellung, die dieser Doktorarbeit zugrunde liegt ist, ob Met und
FET die Differenzierung zwischen Tumor- und Entzindungsgewebe
zulassen. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse ist durch Met keine
Unterscheidung zwischen Inflammation und Neoplasie mdglich, wohl aber
durch FET.
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6 Zusammenfassung

Charakterisierung des Transportes der Aminosauren L-[Methyl-2H]-
Methionin (Met) und O-(2-[*®Flfluorethy)-L-Tyrosin (FET) in humane
Lymphozyten, Makrophagen und Kolonkarzinomzellen

FDG-PET bietet diagnostisch eine sehr gute Moglichkeit Tumoren
frihzeitig zu erkennen. Auch bei der Metastasensuche, der
Rezidiverkennung und beim Therapiemonitoring gibt FDG-PET gute
Hilfestellungen.

Da sich das zur PET-Untersuchung verwendete FDG nicht nur im
neoplastischen Gewebe anreichert, sondern auch im inflammatorischen
Gewebe, fuhrt es oft zu falsch positiven Ergebnissen in der
Tumordiagnostik und erlaubt keine Differentierung zwischen Tumor und
Entziindung.

Entziindungszellen zeigen bei der Immunabwehr aufgrund ihres
gesteigerten Stoffwechsels eine erhohte Glukose- und Aminoséaure-
Aufnahme. Was FDG betrifft, so ist bereits unumstritten nachgewiesen,
dass sich FDG sowohl in vielen Tumorzellarten, als auch in
Entziindungszellen anreichert und so keine Differenzierung zwischen
Tumor und Entziindung zuldsst. Bei Met als Aminoséauretracer finden sich
widersprichliche Aussagen in der Literatur. Wahrend einerseits zu lesen
ist, dass Met sich nicht in Entzindungszellen anreichert, sind auch
Literaturstellen zu finden, in denen das Gegenteil behauptet wird und Met
die Fahigkeit der Differenzierung zwischen Tumor- und entziindlichen
Gewebe abgesprochen wird.
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In dieser Arbeit sollte daher die Aufnahme der Aminosauren Met und FET
in humane SW707-Tumorzellen, humane Lymphozyten und Makrophagen
naher charakterisiert werden.

Es stellte sich heraus, dass Met in hdherem Mal3e von stimulierten und
unstimulierten Lymphozyten und Makrophagen aufgenommen wurde, als
von den SW707-Tumorzellen. FET dagegen wurde von den SW707-
Tumorzellen in einem wesentlich h6heren MalRe aufgenommen, als von
stimulierten und unstimulierten Entzindungszellen. Die stimulierten
Lymphozyten und Makrophagen zeigten bei beiden AS-Tracern eine
hohere Aufnahme, als die jeweils unstimulierten Formen.

Durch die Verwendung von spezifischen Aminoséauretransporter-
hemmstoffen konnte gezeigt werden, Gber welche Wege Met und FET in
die untersuchten Zellen aufgenommen wurden. Sowohl Met, als auch
FET wurden von SW707-Tumorzellen, ebenso wie von den Lymphozyten
und Makrophagen vorwiegend Uber das L-System aufgenommen, wobei
zu bemerken ist, dass der Anteil der unspezifischen Aminoséaure-
Aufnahme in Lymphozyten und Makrophagen erheblich héher war als in
den untersuchten Tumorzellen.

Zur pH-Abhéngigkeit der Met- und FET-Aufnahme in den untersuchten
Zellen lasst sich zusammenfassend sagen, dass die SW707-Tumorzellen
ihr Met- und FET-Aufnahme-Maximum bei pH 7,4 zeigten, wahrend das
Aufnahmemaximum der Lymphozyten und Makrophagen bei pH 7,2 lag.

Betrachtet man die absolute Met- und FET-Aufnahme durch die
untersuchten Zellen, so wurde Met in betrachtlich hdherem Mal3e von
allen drei untersuchten Zellarten aufgenommen als FET.

Bei der Auswertung der angefertigten Michaelis-Menten-Kinetiken fur Met
zeigte sich, dass die SW707-Tumorzellen sowohl die héchste, maximale
AS-Transportgeschwindigkeit, als auch die gro3te Affinitat zwischen
Aminosaure und Transporter aufwiesen. Bei den Michaelis-Menten-
Kinetiken fur FET zeigten Makrophagen in Rahmen der eingesetzten
FET-Konzentrationen keine Sattigung der Aufnahme bzw. der AS-
Transporter.

Aufgrund der Ergebnisse beziglich der Met- und FET-Aminosaure-
Aufnahme der untersuchten humanen Kolonkarzinomzellen, Lymphozyten
und Makrophagen, lasst sich zusammenfassend sagen, dass sich FET
aufgrund seiner geringen Anreicherung in stimulierten und unstimulierten
Entziindungszellen und seiner hohen Anreicherung in Tumorzellen im
Gegensatz zu Met zur Differenzierung zwischen Tumor und Entzindung
eignet.
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