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1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die spezifische Unterscheidung von Tumor und Entzindung ist bis heute ein
weitgehend ungeldstes Problem in der nuklearmedizinischen Tumordiagnostik. Zwar ist
die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) im Bereich der Onkologie zunehmend
im klinischen Alltag etabliert und gilt in vielen Fragestellungen als die sensitivste
Untersuchungsmethode, doch schranken falsch positive Resultate die diagnostische
Genauigkeit ein [Fisher & Mortensen 2006], [Uchida et al. 2005], [Voth et al. 2003],
[Albes et al. 2002], [Diederichs et al. 1999]. Der am haufigsten eingesetzte PET-Tracer
[*®F]Fluor-2-Deoxy-D-Glukose (FDG) zeigt sowohl im Experiment [Zhang et al. 2006],
[Spaeth et al. 2004], [Rau et al. 2002], [Kaim et al. 2002a], [Sugawara et al. 1999],
[Yamada et al. 1995], [Kubota et al. 1992] als auch am Patienten [Fisher & Mortensen
2006], [Strauss 2000], [Bakheet 2000 a/b], [Tahara et al. 1989] eine starke
Anreicherung in Entziindungszellen und -gewebe. Problematisch ist dies nicht nur bei
der Primardiagnostik eines Tumors sondern auch im Rahmen des Stagings und
insbesondere bei der Rezidivdiagnostik, da Therapieeffekte reaktiv-entziindliche
Veranderungen hervorrufen kénnen. Zur Differenzierung von Tumor und Entziindung

werden daher tumorspezifische PET-Tracer gefordert.

Ein viel versprechender Ansatz ist der Einsatz von radioaktiv markierten Aminoséuren.
Diese ermobglichen als PET-Tracer die nicht-invasive Untersuchung von
Stoffwechselverédnderungen, die mit der gesteigerten Aminosaureutilisation maligner
Zellen in Zusammenhang stehen [Jager et al. 2001]. Wegen der im Vergleich zu FDG
geringeren Aufnahme in gesundes Hirngewebe sind Aminoséauretracer vorteilhaft bei
der Darstellung von Hirntumoren [Laverman et al. 2002]. Sie eignen sich aber ebenfalls
zur Diagnostik von peripheren Tumoren wie Lymphomen [Leskinen-Kallio et al. 1991a],
Lungen- [Nettelbladt et al. 1998] und Mamma-Karzinomen [Kole et al. 1997],
[Leskinen-Kallio et al. 1991b] sowie von Tumoren der Kopf-Hals-Region [Leskinen-
Kallio et al. 1992]. Bestimmte Aminoséauretracer eignen sich moglicherweise besser als
FDG zur spezifischen Differenzierung von Tumor und Entziindung. Der zurzeit am
haufigsten eingesetzte Aminoséauretracer L-[Methyl-"'C]Methionin (*'C-Met) zeigte in
mehreren Studien eine im Vergleich zu FDG geringere Aufnahme in
Entziindungsgewebe [Sugawara et al. 1999], [Reinhardt et al. 1997], [Kubota et al.
1995]. Wegen der kurzen Halbwertzeit von nur 20 Minuten ist der Einsatz von *'C-
markierten Tracern wie 'C-Met oder L-["'C]-Tyrosin [Kole et al. 1997] jedoch auf
Zentren mit eigenem Zyklotron beschréankt und nicht fir die Nutzung an peripheren
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PET-Einrichtungen geeignet [Langen et al. 2006], [Laverman et al. 2002]. *F-markierte
Tracer mit einer Halbwertzeit von 109 Minuten sind unter diesem Aspekt technisch und

logistisch vorteilhafter.

Das Tyrosinderivat O-(2-[**F]Fluorethyl)-L-Tyrosin (FET) erwies sich in ersten Studien
als besonders viel versprechender Tumor-Tracer. Sowohl in experimentellen Tumoren
[Heiss et al. 1999], [Wester et al. 1999] als auch bei Patienten mit Hirntumoren [Weber
et al. 2000], [Wester et al. 1999] wurde FET stark angereichert. Im Tiermodell an der
Maus war mit FET im Gegensatz zu FDG und “C-Met eine Differenzierung von
entzindeten und metastatisch veranderten Lymphknoten moglich [Rau et al. 2002].
Mehrere experimentelle und klinische Studien bestéatigten seither die fehlende FET-
Anreicherung in Entzindungsgewebe bei ahnlich guter Sensitivitat fur maligne
Tumoren wie andere PET- und SPECT-Tracer wie ''C-Met oder 3-[**l]lod-alpha-
Methyl-L-Tyrosin [Weckesser et al. 2005], [Popperl et al. 2004], [Pauleit et al. 2004],
[Kaim et al. 2002a]. FET kann zudem in einem automatisierten Verfahren schnell und
mit hoher Ausbeute synthetisiert werden [Wester et al. 1999] und erscheint daher gut
geeignet fur den klinischen Einsatz.

Fir die Anreicherung eines Aminosauretracers in einem Gewebe ist die zellulare
Aufnahmerate entscheidender als der Einbau in Proteine [Laverman et al. 2002],
[Ishiwata et al. 1993]. FET wird uber spezifische Aminosauretransporter zellular
aufgenommen, jedoch nicht in Proteine eingebaut und ist daher ein reiner Aminoséure-
Transport-Tracer [Wester et al. 1999]. **C-Met hingegen nimmt nach der Aufnahme in
die Zelle an verschiedenen Stoffwechselwegen teil und wird in Proteine eingebaut. Die
zellulare Aminosaureaufnahme erfolgt Uber spezifische Transportermolekile in der
Zellmembran. Die Transportrate wird einerseits durch die Affinitat der Transporter zu
dem jeweiligen Substrat und andererseits durch die Transportkapazitat, also die Anzahl
aktiver Transporter auf der Zelloberflache, bestimmt. Hinzu kommen aufRere Einflisse
wie pH-Wert, Temperatur oder Aminosdurekonzentration. Eine unterschiedliche
Anreicherung bestimmter Aminoséuren in verschiedenen malignen und nicht-malignen
Zellen kann also zum einen durch eine unterschiedliche Anzahl aktiver Transporter,
zum anderen durch die Expression qualitativ unterschiedlicher Transporter mit
unterschiedlichen Affinitdten bedingt sein. Das Wissen um die Aufnahmemechanismen
von Aminosaure-Tracern kann die Interpretation positiver oder negativer Befunde

verbessern und den gezielten Einsatz fur bestimmte Fragestellungen ermdglichen.
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ZIELSETZUNG

Gegenstand dieser in vitro Studie war der Vergleich der Aufnahme von FET und L-
[methyl-*H]Methionin (MET) in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
humane Granulozyten und die Charakterisierung der beteiligten
Aufnahmemechanismen. Mit Hilfe kompetitiver Hemmestoffe fir die drei Aminosaure-
Transportsysteme A, L und ASC wurde ihr jeweiliger Anteil an der Aufnahme von MET
bzw. FET ermittelt. Durch gleichzeitige Hemmung aller drei Systeme wurde der nicht
spezifisch hemmbare Anteil der Aufnahme bestimmt. Des Weiteren wurde der Einfluss
des pH-Wertes und der Tracerkonzentration auf die Aufnahme untersucht. Durch
Untersuchung der  Aufnahmegeschwindigkeit in  Abhé&ngigkeit von  der
Substratkonzentration im Sinne einer Michaelis-Menten-Kinetik wurden Transporter-
Affinitat K, und Transportkapazitat Vmax ermittelt. Besonderes Augenmerk lag dabei auf
Unterschieden zwischen Granulozyten einerseits und den untersuchten Tumorzellen
andererseits, mit dem Ziel die Eignung von FET und MET zur Differenzierung von

Tumor und Entziindung auf zellularer Ebene zu untersuchen.
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2. GRUNDLAGENWISSEN/ LITERATURUBERSICHT

2.1 Positronen-Emissions-Tomographie (PET) in der Onkologie

Maligne Neubildungen z&hlen weltweit zu den héaufigsten Todesursachen. Die
Verbesserung der therapeutischen Mdglichkeiten erlaubt heute jedoch in vielen Féllen
eine definitive Heilung maligner Erkrankungen oder zumindest eine Verlangerung der
Uberlebenszeit bei guter Lebensqualitit. Entscheidend fiir die Prognose ist eine
moglichst frihzeitige Identifizierung und exakte Beurteilung maligner Veranderungen.
Die Verbesserung der therapeutischen Mdglichkeiten erfordert deshalb im gleichen

Malf3 immer differenziertere und sensitivere Diagnosetechniken.

Nach Anamnese und Klinischer Untersuchung kommen zur Diagnostik in erster Linie
bildgebende Verfahren wie Ultraschall, konventionelles Rontgen,
Computertomographie (CT) und Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) zum Einsatz.
Diesen Verfahren gemeinsam ist die Beurteilung nach anatomisch-morphologischen
Kriterien wie Gréf3e, Ausdehnung, anatomische Lage, Abgrenzung und Binnenstruktur
eines Befundes. Im Gegensatz zu den morphologisch ausgerichteten bildgebenden
Verfahren bieten metabolisch ausgerichtete Verfahren wie die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) oder auch die Einzelphotonen-Emissions-Tomographie (Single
Photon Emission Computed Tomography, SPECT) eine Mdglichkeit, nicht-invasiv
pathophysiologische und biochemische Vorgénge bildgebend darzustellen und
guantitativ zu beurteilen ohne sie in ihrem Ablauf zu beeinflussen. Die PET bietet so
eine Mdglichkeit, in vivo Vitalitdt, Dignitat und Stoffwechselaktivitdt zu beurteilen. Bei
der Entstehung maligner Tumoren gehen biochemische Veranderungen den
morphologischen voraus und kénnen durch metabolisch ausgerichtete Methoden noch
vor dem Auftreten anatomischer Veré&nderungen erfasst werden [Coleman 1991],
[Wilson 1992], [Koh et al. 1994].

2.1.1 Technik

Fur die PET werden Radioisotope verwendet, die unter Aussendung eines Positrons
(B") zerfallen. Ein Positron ist das positiv geladene Antiteilchen eines negativ
geladenen Elektrons. Beim Aufeinandertreffen eines Positrons und eines Elektrons
zerstrahlen beide Teilchen in Energie in Form zweier Gammastrahlen von je 511 keV,
die zueinander in einem Winkel von 180° abgestrahlt werden. Die PET beruht auf der
extrakorporalen Detektion dieser Annihilationsstrahlung (Vernichtungsstrahlung). Bei
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einem PET-Scanner sind wenige Millimeter grof3e Szintillationskristalle ringférmig um
den Patienten angeordnet. Nur zwei Photonen, die innerhalb eines bestimmten
Zeitfensters von einander gegentberliegenden Detektoren registriert werden, werden
als Ereignis gewertet (Koinzidenz). Aus dem Laufzeitunterschied der beiden koinzident
detektierten Photonen und weiteren Parametern wird die genaue Lokalisation des
Strahlungsursprungs berechnet. Da im Korper aufgrund der Elektronendichte die
Flugstrecke des Positrons bis zur Rekombination mit einem Elektron sehr kurz ist, kann
so mit hoher raumlicher Auflésung der Ort der Traceranreicherung lokalisiert werden.

Biomolekille werden zu PET-Tracern indem sie mit Positronen-emittierenden
Radionukliden markiert werden. Als Bindungssubstanzen eignen sich sowohl Molekule
des korpereigenen Stoffwechsels als auch synthetische Pharmaka. Zur Herstellung
von Radiopharmazeutika werden dabei vor allem die Isotope C (Halbwertzeit
t1,=20min), N (ty>=10min), O (ty,=2min) und *°F (ty,=110min) verwendet. Mit diesen
Isotopen kénnen organische Verbindungen markiert werden ohne ihre Strukturen und
biologischen Eigenschaften zu verdndern und ohne biologische Funktionen zu
beeinflussen. Der PET-Tracer verhalt sich im Koérper wie das entsprechende nicht
markierte Molekil. Nach der Injektion erfolgt die Verteilung tGber den Blutweg und die
Aufnahme und Metabolisierung durch bestimmte Zellen. Mit Hilfe eines
Hochleistungsrechners kénnen Stoffwechselvorgange qualitativ in  Form von
Querschnittsbildern dargestellt werden. Die Anzahl der registrierten Zerfallsereignisse
ist proportional zur Zerfallsaktivitat, sodass die angereicherte Tracermenge quantifiziert

werden kann.

Positronenstrahlende Isotope werden udber Kernreaktionen im Zyklotron kunstlich
erzeugt. Aufgrund der kurzen Halbwertzeiten der Positronenstrahler erfordert die PET
deshalb ein Zyklotron in unmittelbarer Nahe, weshalb ihr Einsatz in der Regel grof3en
Zentren mit eigenem Zyklotron vorbehalten ist. Zunehmend werden aber auch externe
PET-Satelliten ohne eigenes Zyklotron mit PET-Tracern beliefert. Abh&ngig von der
Entfernung zwischen Zyklotron und Tomograph ist der Einsatz aber auf Nuklide mit

Halbwertzeiten von mindestens einer Stunde limitiert.

Bisher werden mit Hilfe der PET vor allem physiologische Parameter wie Blutfluss,
Sauerstoffverbrauch, Glukose-, Aminoséure- und Fettstoffwechsel untersucht. Die PET
stellt dartiber hinaus eine Technik des Molecular Imaging fur Stoffwechselverlaufe und
Genexpression dar. PET-Sonden und Medikamente werden gemeinsam entwickelt um
Funktionen darzustellen und gezielt therapeutisch zu beeinflussen [Schaller 2004].
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Durch die Entwicklung von Gensonden oder Liganden fir Neurotransmittersysteme
und andere Rezeptoren kdnnten Immunreaktionen, neuronale Signaltransduktion oder

genetische Verdnderungen in vivo dargestellt werden.

2.1.2 Indikationen

Neben dem Einsatz zu Forschungszwecken hat die PET in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung in der klinischen Praxis gewonnen und kommt vor allem in
den Gebieten Neurologie, Psychiatrie, Kardiologie und Onkologie in Erganzung zu
konventionellen Verfahren zum Einsatz. Die h&ufigste klinische Anwendung findet die
PET bei onkologischen Fragestellungen.

Im Rahmen der Primardiagnostik wird die PET zur Differenzierung maligner und

benigner Verédnderungen und bei der Suche nach okkulten (Primar-)Tumoren
eingesetzt [Schneider et al. 2006], insbesondere wenn nach konventioneller
Bildgebung Unklarheit besteht [Reske et al. 1996]. Bei der Diagnostik von Hirntumoren
verbessert die PET die Planung von Biopsien durch ldentifikation der metabolisch
aktivsten Tumorregionen und Differenzierung von vitalem Tumorgewebe und Nekrosen
[Schaller 2004]. Im Rahmen des Stagings liefert die PET Informationen zur Beurteilung
der lokalen Tumorausdehnung und wird insbesondere zur Metastasensuche sowohl
von Lymphknoten- als auch von Fernmetastasen genutzt. Ein Vorteil der PET ist die
Beurteilung von Lymphknoten unabh&ngig von ihrer GroRe anhand verdnderter
Stoffwechseleigenschaften. Metastasen kdnnen dadurch friher identifiziert werden
[Damian et al. 1996]. Im Rahmen des Therapiemonitorings kann mit Hilfe der PET

frihzeitig die Wirksamkeit der eingeleiteten Therapie beurteilt und Therapiestrategien
verandert werden [Price & Jones 1995], [Damian et al. 1996], [Schaller 2004], da
Veréanderungen im Tumormetabolismus Veranderungen der Tumormasse vorausgehen
[Romer & Schwaiger 1998]. PET-Studien mit markierten Zytostatika liefern bereits vor
Therapiebeginn Aussagen zu deren zellularer Aufnahme oder Elimination und
ermdglichen Voraussagen zum Therapieansprechen [Dimitrakopoulou-Strauss et al.
2006]. Eine héufige PET-Indikation ist auch die fruhzeitige Erfassung von

Tumorrezidiven und deren Differenzierung von Narbengewebe und reaktiven

Veréanderungen, wobei die PET morphologischen Methoden (berlegen ist [Popperl et
al. 2002]. Mehrere Studien beschreiben eine Korrelation von Tracer-Anreicherung und
histopathologischem Malignitatsgrad [Dimitrakopoulou-Strauss et al. 2006], [Borbely et
al. 2006], [Padma et al. 2003], sodass die PET moglicherweise Aussagen zum Grading
maligner Befunde erlaubt.
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2.1.3 Vergleich mit anderen bildgebenden Verfahren

Viele Studien belegen fur die PET eine hohere Sensitivitat als fur CT und MRT. Bei
Lungen- und kolorektalen Karzinomen, Melanomen und Lymphomen verbessert FDG-
PET die diagnostische Genauigkeit um 8-43% gegenuber konventionellen Methoden
[Phelps 2000]. Bei der Diagnostik von Lymphknotenmetastasen bei Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (NSCLC) wird mit Hilfe von FDG-PET eine Sensitivitat von uber
92% erreicht [Liewald et al. 2000]. Die Staging-Information ist dabei der der
morphologischen Bildgebung tberlegen und die diagnostische Genauigkeit wird durch
die PET verbessert [Strauss 2000]. Bei der Diagnostik von Mamma-Karzinomen zeigte
die PET eine grolRere Sensitivitat als Sonographie, CT und MRT [Ruhlmann et al.
1997]. Beim Metastasen-Screening von malignen Melanomen bietet die PET einen
zeitlichen Vorsprung von bis zu mehreren Monaten im Vergleich zu radiologischen
Verfahren [Damian et al. 1996]. Vitales Tumorgewebe kann aufgrund des gesteigerten
Stoffwechsels von Nekrosen, Odem und anderen therapiebedingten Veranderungen
differenziert werden. Insbesondere bei der Rezidivdiagnostik ist die PET daher
anderen Verfahren Uberlegen [Popperl et al. 2002].

Hinsichtlich der Darstellung anatomischer Strukturen ist die PET radiologischen
Verfahren unterlegen, sodass kombinierte Verfahren wie PET/ CT oder PET/ MRT an
Bedeutung gewinnen [Townsend et al. 2004]. Im Vergleich zu den einzelnen Verfahren
kann die diagnostische Genauigkeit dadurch weiter erhoht werden [Seemann et al.
2006]. Gegenuber der Einzelphotonen-Emissions-Tomographie (Single Photon
Emission Computed Tomography, SPECT), die wegen des geringeren Kosten- und
Materialaufwandes haufig propagiert wird, bietet die PET den Vorteil der um mehr als
100-fach groRReren Empfindlichkeit, da durch die Technik der Koinzidenzmessung bei
der PET keine Filter zur Richtungsdefinition und Absorption unerwiinschter Quanten
bendtigt werden. Im Vergleich zur SPECT liefert die PET eine bessere raumliche
Auflésung, was eine bessere Beurteilung anatomischer Strukturen im PET-Bild
ermdglicht [Pauleit et al. 2004].
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2.2 PET-Tracer

2.2.1 [*®F]Fluor-2-Deoxy-D-Glukose (FDG)

Der bisher am haufigsten verwendete PET-Tracer ist [**F]Fluor-2-Deoxy-D-Glukose
(FDG). Er wird analog zu Glukose zellular aufgenommen und zu [*®F]Fluor-2-Deoxy-D-
Glukose-6-Phosphat phosphoryliert, jedoch nicht weiter metabolisiert, sodass es zur
intrazellularen Akkumulation kommt [Fanti et al. 2006]. Alle Gewebe mit hohem
Glukosebedarf reichern FDG an; physiologischerweise sind dies in erster Linie Muskel-
, Fett- und Gehirnzellen. Die Aufnahme in Muskel- und Fettzellen erfolgt
insulinabhéangig, sodass die PET-Untersuchung nach einer Fastenperiode von 6-12
Stunden durchgefuhrt wird [Czech et al. 2000]. Der Glukosemetabolismus von
Tumorzellen ist im Vergleich zu gesundem Gewebe gesteigert. FDG wird deshalb als
hochsensitiver PET-Tracer im Rahmen von Priméardiagnostik, Staging,
Therapiemonitoring, Restaging nach neoadjuvanten Therapien, zur Planung von
Strahlentherapien und in der Rezidivdiagnostik vieler Krebserkrankungen eingesetzt
[Fischer & Mortensen 2006], [Ruiz Hernandez et al. 2005]. Bei speziellen
Fragestellungen zahlt FDG-PET mittlerweile zu den Standardmethoden in der
Diagnostik von Lymphomen, Melanomen sowie Karzinomen der Lunge, des
Dickdarms, der Speiserdhre, der Brustdriise und der Kopf-Hals-Region [Kumar et al.
2005]. Fur verschiedene Tumorarten wie z. B. Gliome [Borbely et al. 2006], [Padma et
al. 2003], [Kaschten et al. 1998] und Weichteiltumoren [Dimitrakopoulou-Strauss et al.
2006] konnte eine Korrelation zwischen FDG-PET-Befund und histologischem Grading
nachgewiesen werden. In neueren Studien werden fir Aussagen zum Grading
dynamische PET-Untersuchungen empfohlen, die den herkdmmlichen Methoden
Uberlegen sein sollen [Pdpperl et al. 2006a). FDG-PET wird zum Lymphknotenstaging
bei Lungen-Karzinomen, Kopf-Hals-Tumoren, Kolorektal-Karzinomen und malignen
Melanomen empfohlen [Reske et al. 1996]. Bei der Suche nach unbekannten
Primartumoren ist das kombinierte Verfahren FDG-PET/ CT konventionellen Methoden
Uberlegen [Pelosi et al. 2006]. FDG-PET eignet sich zur Differenzierung von
residualem  Tumorgewebe oder  Tumorrezidiven und  therapiebedingten
Gewebeveranderungen wie Narbengewebe und Fibrose [Romer & Schwaiger 1998],
[lto et al. 1992]. Bereits wenige Tage nach Beginn einer Standard-Chemotherapie bei
Non-Hodgkin-Lymphomen zeigt sich bei Therapieansprechen eine deutliche Abnahme
der FDG-Aufnahme [ROmer et al. 1998], sodass friuhzeitig Vorhersagen zum
Therapieerfolg moglich sind.



SEITE 18 KAPITEL 2 GRUNDLAGENWISSEN/ LITERATURUBERSICHT

FDG-Anreicherung in Entziindungsgewebe

Problematisch bei der Tumordiagnostik mit FDG ist vor allem die starke Anreicherung
des Tracers in Entziindungsgewebe, die zu falsch positiven Resultaten fihrt [Strauss
2000]. Viele Studien belegen den gesteigerten Glukosemetabolismus bei
Entziindungsreaktionen [Lowe & Naunheim 1998], [Kubota et al. 1992], [Yamada et al.
1995], [Reinhardt et al. 1997]. Eine starke FDG-Anreicherung wird fiir abdominale
[Tahara et al. 1989] und zerebrale Abszesse [Meyer et al. 1993], [Sasaki et al. 1990],
Pneumonien [Kubota et al. 1990], [Lowe & Naunheim 1998], [Kapucu et al. 1998],
[Bakheet et al. 2000a] und Tuberkulose [Bakheet et al. 1998] beschrieben. Akute und
chronische Mastitis und postoperative Veranderungen der Mamma kénnen in der FDG-
PET ebenfalls maligne Tumoren vortduschen [Bakheet et al. 2000b]. Falsch positive
Befunde werden auch im Zusammenhang mit reaktiv veranderten Lymphknoten
beschrieben [Adams et al. 1998], [Strauss 2000]. Entziindlich verdnderte Lymphknoten
verringern die diagnostische Genauigkeit von FDG-PET beim Staging suspekter
NSCLC [Albes et al. 2002]. Insbesondere in Fallen starker FDG-Anreicherung ist oft
keine Differenzierung von Primartumor, Metastase und akuter Entziindung mdglich
[Halter et al. 2000]. Experimentell erzeugte bakterielle und abakterielle
Lymphadenitiden zeigen eine stark erhdhte Anreicherung von FDG [Rau et al. 2002],
[Sugawara et al. 1999]. Die FDG-Anreicherung ist dabei sowohl in akutem wie auch in
chronischem Entziindungsgewebe gesteigert [Rau et al. 2002].

Aufgrund der starken Anreicherung in Entzindungsgewebe wird FDG als
hochsensitiver Tracer zur Diagnostik entziindlicher Erkrankungen genutzt [Boerman et
al. 2001]. Beschrieben ist unter anderem der Einsatz zur Detektion okkulter
Entziindungsherde [Sugawara et al. 1998] und zur Diagnostik bei chronischer
Osteomyelitis [Guhlmann et al. 1998]. FDG eignet sich zur Aufdeckung von
Entziindungsherden bei Morbus Crohn [Neurath et al. 2002] und ist hochsensitiv bei
der Diagnostik von unklarem Fieber [Meller & Becker 2001].

Die Steigerung des Glukosestoffwechsels nach einer Verletzung korreliert mit dem
Auftreten von Entziindungszellen, insbesondere von Makrophagen [Schuster et al.
2003], [Daley et al. 1990]. Seit langem ist bekannt, dass Makrophagen die
Glukoseaufnahme im Rahmen der Infektabwehr erheblich steigern [Bonventre et al.
1977]. An experimentellen Weichteilabszessen wurde gezeigt, dass die starke FDG-
Anreicherung in Entzindungsgewebe vor allem auf die starke Aufnahme in
Granulozyten (akute Phase) und Makrophagen (chronische Phase) zurlick zu fiihren ist
[Kaim et al. 2002b]. Dies bestétigt friihere Arbeiten, die bereits darauf hinweisen, dass
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aktivierte Makrophagen und neutrophile Granulozyten entscheidend an der
gesteigerten FDG-Anreicherung in Entzindungsgewebe beteiligt sind [Yamada et al.
1995], [Kubota et al. 1995], [Kubota et al. 1992], [Daley et al. 1990]. Werden
Neutrophile durch TNFa aktiviert, kommt es zu einer Steigerung der FDG-Aufnahme
[Jones et al. 2002]. Die Aktivierung von Neutrophilen fuhrt vermittelt durch
Tyrosinkinasen und Proteinkinase C zu einer Steigerung der Affinitat der
Glukosetransporter [Tan et al. 1998]. Auch die Aktivierung von Monozyten fuhrt zu
einer Erhéhung der Transporteraffinitat [Ahmed et al. 1997] und zu einer Steigerung
der FDG-Aufnahme um ein Vielfaches [Paik et al. 2004].

2.2.2 Aminosauretracer

Aminosauren spielen eine wichtige Rolle fur das Wachstum von Tumoren [Johnstone &
Scholefield 1965]. Der gesteigerte Aminosdure-Metabolismus von Tumorzellen kann
mit Hilfe radioaktiv markierter Aminosauren dargestellt werden. Aminosauretracer
kénnten vor allem in Bereichen hilfreich sein, in denen der Einsatz von FDG
problematisch ist, wie z. B. im Gehirn oder zur Differenzierung von Tumoren und
Entziindungen [Jager et al. 2001]. Bereits in den 1980er Jahren wurden “'C-markierte
Aminosauren zur Darstellung von Hirntumoren eingesetzt [Hubner et al. 1982]. Bei der
Markierung mit *'C wird die chemische Struktur der Aminosauren nicht verandert, doch
BE_markierte fluorierte Aminoséurederivate gewinnen zunehmend an Bedeutung, da
sie den Vorteil der langeren Halbwertzeit bieten. Eingang in die klinische Diagnostik
fanden bisher vor allem der PET-Tracer L-[Methyl-"*C]Methionin und der SPECT-
Tracer 3-'*’I-Jod-a-Methyl-L-Tyrosin (IMT) [Biersack et al. 1989]. L-["'C]-Tyrosin [Kole
et al. 1997], [Pruim et al. 1995] und zahlreiche Tyrosin-Derivate wie L-2-
[*®F]Fluortyrosin (FTyr) [Langen et al. 2003], [Wienhard et al. 1991], [Coenen et al.
1989], L-3-[**F]Fluor-a-Methyltyrosin (FMT) [Inoue et al. 1998], O-[**F]Fluormethyl-L-
Tyrosin [Yamaura et al. 2006], O-2-[**F]Fluorethyl-L-Tyrosin (FET) [Wester et al. 1999]
sowie L-2-[*®F]Fluorphenylalanin [Kubota et al. 1996] und cis-4-[**F]Fluor-L-Prolin
[Langen et al. 2001] werden ebenfalls auf ihre Eignung als PET-Tracer untersucht.

Ob sich Aminosauretracer generell besser zur Differenzierung von Tumor und
Entziindung eignen als FDG, ist fraglich. Zwar gibt es Hinweise dafur, dass
Entzindungszellen Aminosduren weniger stark anreichern als FDG [Kubota et al.
1995], mehrere Studien beschreiben jedoch auch fur verschiedene Aminoséuretracer
eine erhebliche Anreicherung in Entziindungsgewebe [Van Waarde et al. 2006], [Rau
et al. 2002], [Kole et al. 1999], sodass moglicherweise nur bestimmte Aminosaure-
Tracer eine héhere Tumorspezifitdt besitzen.
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2.2.2.1 Methionin (Met)

L-[Methyl-"*C]Methionin (*'C-Met) ist die am héaufigsten in onkologischen PET-
Untersuchungen als Tracer eingesetzte Aminosaure. Sie wird analog zu Methionin
zellular aufgenommen, in Proteine eingebaut und metabolisiert. Methionin ist eine
absolut essenzielle glukogene Aminosaure mit hydrophobem Rest und folgt in der Zelle
neben dem Einbau in Proteine verschiedenen Stoffwechselwegen (Abb. 1).
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Abb. 1:  Methioninstoffwechsel
[nach Petrides P. Stoffwechsel der essentiellen Aminosauren, 1998, S. 541-566]

S-Adenosylmethionin ist der wichtigste physiologische Methylgruppendonator in
Stoffwechselreaktionen. Die Sulfhydrylgruppe dient als Schwefellieferant bei der
Proteinsynthese. Die meisten Koérperzellen kdnnen Methionin bei ausreichendem
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Angebot von Homocystein, Vitamin B und Folsdure durch Remethylierung
(re)synthetisieren. Viele Tumorzellen sind hingegen direkt von exogener
Methioninzufuhr abhéngig, da die Umwandlungskapazitat von Homocystein aufgrund
der erhohten Transmethylierungsrate infolge der gestérten Proliferationskontrolle
Uberschritten wird [Hoffman 1985]. Vorteile gegeniiber FDG bietet **C-Met aufgrund
der geringeren Aufnahme in gesundes Hirngewebe besonders bei der Diagnostik von
Hirntumoren. Diese werden mit *C-Met hochsensitiv erfasst [De Witte et al. 2001],
[Herholz et al. 1998], [Kaschten et al. 1998], wobei eine bessere Darstellung der
tatsachlichen Tumorausbreitung mdglich ist als mit konventionellen Methoden [Pirotte
et al. 2003], [Ogawa et al. 1993], [Bergstrom et al. 1983]. Im Unterschied zur
Anreicherung von Kontrastmitteln fir CT oder MRT erfolgt die Met-Aufnahme in Gliome
unabhangig von einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke, woraus sich eine héhere
Sensitivitat fir niedrig-maligne Gliome ohne Schrankenstérung ergibt [Herholz et al.
1998], [Ogawa et al. 1993]. Die FDG-Aufnahme in low-grade Gliomen ist oft &hnlich
hoch wie in normale graue Substanz [Weber et al. 1997], sodass insbesondere
niedrigmaligne Gliome durch ''C-Met besser dargestellt werden als durch FDG
[Narayanan et al. 2002], [Kaschten et al. 1998].

1C-Met eignet sich auch zur Diagnostik peripherer Tumoren, weist bei der Darstellung
maligner Lungentumoren und deren Metastasen eine ebenso hohe dianostische
Genauigkeit von 89-95% auf wie FDG [Nettelbladt et al. 1998] und ist der CT Uberlegen
[Yasukawa et al. 2000]. Auch fir Mammakarzinome [Leskinen-Kallio et al. 1991b] und
Tumoren der Kopf-Hals-Region [Leskinen-Kallio et al. 1992] sowie zur Darstellung von
Lymphomen [Nuutinen et al. 1998], [Rodriguez et al. 1995], [Leskinen-Kallio et al.
1991a] erwies sich 'C-Met als sensitiver Tracer. Ob anhand der 'C-Met-Aufnahme
Aussagen zum histopathologischen Grading gemacht werden kdnnen, wird
unterschiedlich beurteilt. Mehrere Studien beschreiben eine Korrelation zwischen *'C-
Met-Aufnahme und histopathologischem Grading fur Gliome [Narayanan et al. 2002],
[Derlon et al. 2000], [Kaschten et al. 1998]. Aufgrund erheblicher Uberlappungen
scheint eine genaue Vorhersage des Malignitatsgrades jedoch nicht mdglich zu sein.
FDG gilt in dieser Fragestellung als tiberlegen [Borbely et al. 2006], [Rodriguez et al.
1995]. Eine Korrelation der Met-Verteilung innerhalb von Hirntumoren mit dem lokalen
Malignitatsgrad konnte durch stereotaktische Biopsien belegt werden. Met eignet sich
demnach insbesondere als Tracer fur PET-gefuhrte stereotaktische Biopsien und
Resektionen [Pirotte et al. 2003]. Nuutinen beschreibt eine Korrelation der Met-
Aufnahmegeschwindigkeit mit dem Malignitdtsgrad von Lymphomen [Nuutinen et al.
1998] nicht jedoch mit der Uberlebenszeit. Bei Gliomen korreliert eine hohe Met-
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Aufnahme mit kiirzeren Uberlebenszeiten [De Witte et al. 2001], [Kaschten et al. 1998].
Die "C-Met-Aufnahme in Gliome reduziert sich unter Strahlentherapie dosisabhéngig
[Wurker et al. 1996] und *'C-Met erwies sich als besonders giinstig zur Differenzierung
von Gliomrezidiven und Strahlennekrosen [Sonoda et al. 1998].

Problematisch ist die starke Methionin-Anreicherung in den abdominalen Organen
Pankreas, Niere, Leber und Intestinum [Kubota et al. 1996], [Comar et al. 1976],
welche die Darstellung abdominaler Tumoren erschwert. Die physiologische
Methioninverteilung beeintrachtigt auch die Interpretation von Met-Anreicherungen
beim Staging maligner Lymphome [Sutinen et al. 2000]. Ein technisches Problem stellt
die kurze Halbwertzeit von *'C dar, die nur kurze Untersuchungszeitraume erlaubt und
den Einsatz an peripheren PET-Einheiten ohne eigenes Zyklotron praktisch unmoglich
macht.

1C-Methionin zur Differenzierung von Tumor und Entziindung

Es stellt sich die Frage, ob **C-Met hinsichtlich der Tumor-Spezifitat FDG iberlegen ist.
Reaktiv veranderte Lymphknoten bei experimentell erzeugten bakteriellen Infektionen
reichern weniger Met als FDG an [Sugawara et al. 1999]. Autoradiographische
Untersuchungen ergaben, dass sich Met vor allem in vitalen Tumorzellen aber nur
wenig in nekrotischem bzw. in mit Makrophagen infiltriertem Gewebe anreichert
[Reinhardt et al. 1997], [Kubota et al. 1995]. *C-Met wurde deshalb als méglicher
Tracer zur Differenzierung von Tumor und Entziindung diskutiert [Kubota et al. 1989].
Zahlreiche Publikationen beschreiben jedoch auch eine erhebliche Anreicherung von
Methionin in Entziindungsprozesse [Kubota et al. 1990], [Rau et al. 2002], [Ishii et al.
1993], [Yamada et al. 1998]. Entzundlich (akut und chronisch) veranderte
Lymphknoten reichern mehr Methionin an als metastasierte Lymphknoten [Rau et al.
2002] und konnen zu falsch-positiven Ergebnissen beim Lymphknotenstaging mit
Methionin fihren [Yasukawa et al. 2000]. Ergebnisse in unserer Arbeitsgruppe ergaben
eine starkere Methioninanaufnahme in Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen
als in verschiedene Tumorzellen [Stbber et al. 2006]. Eine sichere Unterscheidung von
malignen und entzundlichen Ver&nderungen ist also auch durch Met-PET nicht
moglich.
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2.2.2.2 O-(2-[*®*F]Fluorethyl-L-Tyrosin (FET)

Tyrosin ist eine bedingt essenzielle aromatische Aminosaure, die in der Leber durch
irreversible Hydroxylierung von Phenylalanin synthetisiert wird. Der Abbau erfolgt
gluko- und ketogen zu Fumarat und Acetacetat. Tyrosin dient als Vorstufe von Melanin,
Dopamin, der Schilddriisenhormone und der Katecholamine (Abb. 3). Der Benzolring
dient der Synthese weiterer aromatischer Verbindungen wie z. B. Ubichinon.
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Abb. 2:  Strukturformeln von L-Tyrosin und FET

Das Tyrosin-Derivat FET kann in einem automatisierten Verfahren kosten- und
zeitsparend mit hoher Ausbeute synthetisiert werden [Wester et al. 1999]. Die zelluléare
Aufnahme erfolgt stereospezifisch tber spezifische Aminosduretransporter [Wester et
al. 1999], [Heiss et al. 1999]. FET wird nicht in Proteine eingebaut [Langen et al. 2003],
[Wester 1999] und scheint auch nicht an anderen Biosyntheseschritten beteiligt zu sein
[Langen et al. 2006], sodass es sich um einen reinen Aminosauretransport-Tracer
handelt. FET verhélt sich in vivo relativ stabil; eine gewisse Degradierung findet im
menschlichen Organismus jedoch statt, wobei die langsam gebildeten Metabolite rasch
renal ausgeschieden werden [Pauleit et al. 2003]. Erste Versuche an experimentellen
Tumoren [Wester et al. 1999], [Heiss 1999] ebenso wie bei Patienten mit Hirntumoren
[Wester et al. 1999], [Weber et al. 2000] waren vielversprechend: FET wurde in
malignen Tumoren stark angereichert, zeigte aber keine Akkumulation in nicht-
malignem Gewebe und erméglichte eine klare Tumorabgrenzung [Wester et al. 1999].
Im Tierversuch zeigte FET im Gegensatz zu FDG und Met nur eine geringflgige
Anreicherung in Entziindungszellen und entziindeten Lymphknoten [Kaim et al. 2002a],
[Rau et al. 2002].
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Abb. 3:  Tyrosinstoffwechsel
(nach Petrides P. Stoffwechsel der essentiellen Aminosduren, 1998, S. 541-566)

FET zur Darstellung von Hirntumoren

Neuere Untersuchungen an grofReren Patientenkollektiven bestatigen FET-PET als
eine geeignete Methode zur ldentifikation maligner Hirntumoren [Weckesser et al.
2005]. Rezidive von niedrig- und hochmalignen Gliomen konnen durch FET-PET
zuverlassig von post-therapeutischen benignen Veré&nderungen differenziert werden
[Popperl et al. 2004]. Im direkten Vergleich von **C-Met und FET bei Patienten mit
priméren oder rezidivierenden Hirntumoren korrelierte die Aufnahme beider Tracer bei
allen Lasionen stark. Die Anreicherung von ''C-Met war zwar starker, doch beim
Kontrast zwischen Tumor und normalem Gewebe ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede [Weber et al. 2000]. Der Vergleich der FET- und ®H-Met-Aufnahme in
experimentelle Rattengliome ergab fur beide Tracer ein &hnliches Verteilungsmuster
innerhalb der Tumoren sowie eine hohe Korrelation der Tumor-zu-Gehirn-Ratios beider
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Tracer [Langen et al. 2003]. Auch die Tumor-zu-Gehirn-Ratios von IMT und FET
korrelieren signifikant [Pauleit et al. 2004]. Der Kontrast zwischen Tumor und Gehirn
und die Unterscheidung anatomischer Strukturen sind in der FET-PET jedoch deutlich
besser als in der IMT-SPECT.

Sowohl bei priméaren Gliomen als auch bei Glioblastomrezidiven ermoglicht die
Kombination von MRT und FET-PET eine bessere Wiedergabe der tatsachlichen
Tumorausdehnung als MRT allein [Plotkin et al. 2006], [Pauleit et al. 2005b].
Tumorgewebe wird durch MRT allein mit einer Sensitivitat von 96% erkannt, die
Spezifitat betragt jedoch nur 53%. Hingegen bringt die Kombination aus MRT und FET-
PET eine Verbesserung der Spezifitat auf 94% bei einer Sensitivitat von 93%, sodass
FET-PET die Lokalisation von Biopsieorten und die Therapieplanung verbessern
koénnte [Pauleit et al. 2005b]. Tatséchlich erwies sich FET als hilfreich bei der Planung
stereotaktischer Biopsien bei diffusen Gliomen. Im Vergleich zum MR-Befund konnten
durch die FET-PET zusatzliche Tumorherde aufgedeckt und die Biopsielokalisation
verbessert werden [Messing-Junger et al. 2002]. Plotkin et al. beschreiben FET-PET
als wertvolle Methode zur Bestimmung der Zielvolumina zur Implantation magnetischer

Nanopartikel in Glioblastomrezidiven [Plotkin et al. 2006].

Inwiefern anhand der FET-Aufnahme Aussagen zum Grading oder zur Prognose
moglich sind, ist noch nicht abschlieRend geklart. Weckesser beschreibt einen
signifikanten Unterschied zwischen den Tumor-zu-Gehirn-Ratios niedrig- (WHO Grad
[+Il) oder hochmaligner (WHO Grad llI+IV) Tumoren nur in frihen Aufnahmen 10
Minuten nach Tracerinjektion, wéhrend nach 40 Minuten kein signifikanter Unterschied
mehr bestand [Weckesser et al. 2005]. Andere Autoren beschreiben eine leichte, aber
nicht signifikante Zunahme der FET-Anreicherung mit steigendem Malignitatsgrad
[Popperl et al. 2004]. Die Aufnahmekinetik in hoch- und niedrigmaligne Hirntumoren
soll sich unterscheiden, sodass sich daraus zusatzliche Informationen zur
Differenzierung suspekter Hirnlasionen ergeben kdnnten [Weckesser et al. 2005]. Fir
dynamische FET-PET Aufnahmen wird eine hohe diagnostische Genauigkeit bei der
Differenzierung von High-grade und Low-grade Astrozytomrezidiven beschrieben
[Popperl et al. 2006a].

FET wurde erfolgreich zum Therapiemonitoring bei Glioblastomrezidiven eingesetzt
[POpperl et al. 2005]. Vier Wochen nach Therapie wurde im Gegensatz zur
Kontrastmittelanreicherung in  der MRT ein Rickgang der FET-Aufnahme

dokumentiert. Erst bei erneutemm Tumorwachstum kam es wieder zu einem lokalen
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Anstieg der FET-Aufnahme. Ebenso zeigte sich FET-PET als sensitive Methode zur
Beurteilung der Wirkung einer intrakavitdren Radioimmuntherapie bei hochmalignen
Gliomen [Popperl et al. 2006b]. Therapiebedingte benigne Veranderungen fihrten zu
einer homogenen FET-Anreichrung, wéhrend noduldre starkere FET-Anreicherungen

auf ein Tumorrezidiv hinwiesen.

FET zur Differenzierung von Tumor und Entziindung

In Tierversuchen zeigte sich weder eine FET-Anreicherung in bakteriellen Abszessen
[Kaim et al. 2002a] noch in akut oder chronisch entzindeten Lymphknoten [Rau et al.
2002]. Autoradiographische Untersuchungen ergaben, dass FET nicht von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten angereichert wird [Kaim et al. 2002a].
FET eignet sich somit moglicherweise zur spezifischen Differenzierung maligner und
entziindlicher Veranderungen und weist eine hohere Tumorspezifitdt auf als FDG oder
'C-Met. Eine Differenzierung von Gliomrezidiven und therapiebedingten Lasionen wie
Radionekrosen ist durch konventionelle Methoden nur unzureichend mdglich.
Gliomrezidive nach verschiedenen Therapiemaflinahmen wurden durch MRT mit einer
Sensitivitat von 93,5% erfasst, jedoch nur mit einer Spezifitat von 50% von benignen
therapiebedingten Verédnderungen unterschieden. Im Vergleich dazu wurde mit FET-
PET eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitdt von 92,9% erreicht [Rachinger et al.
2005]. An experimentellen Radionekrosen wurde lediglich eine geringe FET-
Anreicherung beobachtet, die auf die Schrankenstérung zurtickgefihrt wurde und
deutlich geringer war als die Anreicherung in malignen Tumoren. Im Gegensatz zu
FDG fand dariber hinaus keine Anreicherung von FET in Makrophagen statt [Spaeth
et al. 2004]. In einer neueren Publikation wird hingegen eine Anreicherung von FET in
zwei von funf zerebralen Abszessen wie auch in einem demyelinisierenden Prozess
beschrieben [Floeth et al. 2006]. Dieselbe Arbeitsgruppe beschreibt jedoch sehr gute
Ergebnisse bei der Differenzierung benigner und maligner Hirnlasionen durch die
Kombination von FET-PET und MR-Spektroskopie [Floeth et al. 2005].

FET zur Darstellung peripherer Tumoren

In der bisher einzigen Studie zum Einsatz von FET bei peripheren Tumoren schnitt
FET erheblich schlechter ab als FDG [Pauleit et al. 2005a]. Nur 13 von 38 Patienten
mit verschiedenen malignen Tumoren zeigten eine Anreicherung von FET, 37 waren
hingegen positiv fir FDG. Uberraschenderweise wurde FET fast ausschlieRlich von
Plattenepithelkarzinomen angereichert, wahrend die meisten Adenokarzinome (in
Kolon, Pankreas, Ovar und Prostata) und Lymphome FET-negativ waren. Die
Sensitivitat fur Plattenepithelkarzinome war ebenso gut aber nicht besser als mit FDG
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[Pauleit et al. 2005a]. Plattenepithel-Karzinome der Kopf-Hals-Region wurden durch
FET mit einer héheren diagnostischen Genauigkeit erfasst als mit FDG, da FET eine
bessere Differenzierung von tumordsen und entzindlichen Veranderungen erméglichte
[Pauleit et al. 2006]. Die Sensitivitat war jedoch wegen der insgesamt geringeren FET-
Anreicherung vor allem bei kleinen Tumoren niedriger als mit FDG [Pauleit et al. 2006].
FET-PET kommt somit vor allem als zusatzliche Methode zur Differenzierung von
Tumoren und Entziindungen in Betracht [Langen et al. 2006].

2.3 Transmembraner Aminosauretransport

Die zellulare Aufnahme von Aminosduren wird durch spezifische Aminoséure-
Transporter vermittelt [Souba & Pacitti 1992]. In der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran befinden sich dafur spezialisierte Membranproteine. Membrankanéle
bilden eine hydrophile Pore, die die Diffusion kleiner Molekile oder lonen entlang eines
Konzentrations- und Ladungsgefélles erméglichen. Sie sind substratspezifisch und
spannungs- oder ligendenabhangig regulierbar, zeigen jedoch keine Sattigungskinetik.
Im Unterschied dazu lauft der Transport Uber einen Transporter (Carrier) erst nach
spezifischer Bindung der zu translozierenden Substanz ab. Der Transport ist
spezifisch, sattigbar und zeigt haufig eine hyperbolische Abhangigkeit von der
Substratkonzentration (Michaelis-Menten-Kinetik) [LOffler G. 1998, S. 178-187]. Der
Transportvorgang aus Bindung, Translokation und Freigabe der Substanz ist dabei mit
einer Enzymreaktion vergleichbar: Substrat S und Transporter T bilden einen Komplex
ST, es kommt zur Konformationsdnderung des Transporters T, die den
Transportvorgang bewirkt, und daraufhin zur Dissoziation von T und S.
Geschwindigkeit bestimmend ist die Bindung von Substrat und Transporter. Die
Transportgeschwindigkeit wird deshalb zum einen bestimmt von der Affinitdt des
Transporters zum Substrat (K,-Effekt) zum anderen von der Kapazitdt des
Transportsystems (Vmax -Effekt). Mal3 fir die Affinitat ist die Michaeliskonstante K, die
die Substratkonzentration bezeichnet, bei der die halbmaximale
Transportgeschwindigkeit erreicht wird. Strukturelle Veranderungen des Transporters
oder des Substrates fihren zu einer Veranderung der Affinitat. So kdnnen Subtypen
eines Transporters dieselbe Substanz mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
transportieren. Die Kapazitat beschreibt die maximal madgliche
Transportgeschwindigkeit Vo bei Séattigung des Transportsystems. Verandert wird die
Kapazitat durch eine Anderung der Zahl aktiver Transporter durch Synthese, Abbau,
Aktivierung oder Inaktivierung. Welche Rolle diese Effekte bei der erhdhten

Aminosaureaufnahme von Tumorzellen spielen, ist noch weitgehend ungeklart. Es wird
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jedoch vermutet, dass aktivierte Zellmembrantransporter an Wachstum und maligner

Entartung von Tumorzellen beteiligt sind.

Einfache Carrier transportieren Substanzen ausschliel3lich in Richtung eines
Konzentrationsgefalles. Diese Art des Transportes wird als carriervermittelte oder
erleichterte Diffusion bezeichnet. Sie erfolgt passiv, ohne Aufwendung von Energie.
Man spricht hingegen von aktivem Transport, wenn Substanzen unter Aufwendung von
Energie auch gegen ein Konzentrationsgefalle transportiert werden. Beim priméar
aktiven Transport ist der Transportvorgang direkt mit der Spaltung von ATP gekoppelt,
der Carrier hat die Funktion einer ATPase. Beim sekundar aktiven Transport finden
ATP-Verbrauch und Transport getrennt voneinander statt. Der haufigste sekundar
aktive  Transportmechanismus ist der Transport unter Ausnutzung des
transmembranen Natriumgradienten. Das Natrium-Konzentrationsgefélle zwischen
Extra- und Intrazellularraum ist so grof3, dass der Einstrom von Natrium Uber den
Transporter genug Energie liefert, um im selben Transportvorgang eine andere
Substanz gegen einen Konzentrationsgradienten zu  transportieren.  Der
Energieverbrauch in Form von ATP findet dabei an der Na'/K*-ATPase statt, die in
einem priméar aktiven Transportprozess den Natriumgradienten aufrecht halt.

Aminosauretransporter

Seit den frihen 1960er Jahren wurden verschiedene Transportsysteme fur
Aminosauren identifiziert [Christensen 1990] und anhand funktioneller Eigenschaften
wie Substratspezifitdt, Eigenschaften der transportierten Aminosauren (z. B. anionisch,
kationisch, neutral), Wirkung kompetitiver Hemmstoffe und Energie- oder
Natriumabhéangigkeit klassifiziert. Bis heute wird diese Klassifikation in funktionellen
Studien angewandt, wenn molekulare Transportmechanismen unbekannt sind [Langen
& Broer 2004]. In den 1990er Jahren begann die Aufkldarung der molekularen
Strukturen und Funktionsweisen der Aminosauretransporter, was zu neuen

Klassifikationen fuhrte.

Oxender und Christensen beschrieben 1963 erstmals zwei unterschiedliche
Transportsysteme fir neutrale Aminoséuren mit breit Gberlappenden Spezifititen, die
sie nach den jeweils bevorzugten Substraten als Alanin-bevorzugendes A-System und
Leucin-bevorzugendes L-System bezeichneten [Oxender & Christensen 1963]. Als
Transportsystem mit hoher Affinitat fur die kurzkettigen neutralen Aminoséuren Alanin,
Serin und Cystein wurde wenige Jahre spater das ASC-System beschrieben
[Christensen et al. 1967]. Bis heute dienen diese drei Transportsysteme zur
funktionellen Beschreibung der wichtigsten Transport-Typen flr neutrale Aminosauren,
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wenn auch mittlerweile fir jedes der drei Systeme mehrere Genprodukte bzw.
Transporter-Molekiile identifiziert und weitere Transportsysteme abgegrenzt wurden.

Natriumabhéngige Systeme werden im Allgemeinen mit Grof3buchstaben,
natriumunabhangige Systeme mit Kleinbuchstaben bezeichnet. Ausnahmen sind die
natriumunabhangigen Systeme L und T.

2.3.1 Natriumabhéangige Transportsysteme
Transportsystem A (A-Type Amino Acid Transporter, ATA)

Das A-System ist das wichtigste Transportsystem fir kurze aliphatische Aminosauren
wie Alanin, Glycin und Serin, aber auch Prolin und langerkettige unverzweigte
aliphatische Aminosauren wie Methionin werden zumindest teilweise Uber Transporter
vom A-Typ zellular aufgenommen. System A-Transporter sind Aminosaure-Natrium-
Kotransporter mit 1:1 Stochiometrie, der sekund&r aktive Transportmechanismus
ermoglicht dabei eine stark konzentrative Funktionsweise. Alpha-(Methylamino)-iso-
Buttersdure (MeAlB) gilt als spezifisches Substrat mit hoher Affinitat und kann als
spezifischer kompetitiver Hemmestoff fiir das A-System eingesetzt werden [Christensen
1989]. Die Aktivitat von System A ist bei Substratmangel gesteigert und verringert sich
bei hohem Substratangebot im Sinne einer adaptiven Regulation. Hohe intrazellulére
Substrat- und Natriumkonzentrationen flihren ebenfalls zu einer Verringerung der
Aktivitat im Sinne einer Transinhibition [White & Christensen 1983]. Die Transportrate
wird durch Hormone, Zytokine und Mitogene beeinflusst [Souba & Pacitti 1992]. Die
Aktivierung von Lymphozyten durch Mitogene fuhrt zu einer 4-8fachen Steigerung der
System-A-Aktivitéat [Scanlon et al. 1983]. Interleukin-1 hingegen verringert die System
A-Aktivitat in Trophoblasten [Thongsong et al. 2005]. System A spielt eine Rolle bei der
Regulation von Zellwachstum und Proliferation [Bading et al. 1996]. Maligne
Transformation fiihrt Gber eine Steigerung der Transportersynthese zu einer erhéhten
System-A-Aktivitat [Saier et al. 1988]. Transportsystem A spielt in vielen verschiedenen
Geweben eine wichtige Rolle. In der Leber wird die System A-Aktivitdt durch Glukagon
und Insulin reguliert, wobei Aminosauren der Glukoneogenese und der
Harnstoffproduktion zugefihrt werden [Christensen & Kilberg 1995]. Inkubation von
Fibroblasten in hypertonem Milieu fihrt zu einer Steigerung der System-A-Aktivitat. Die
vermehrte Aminosdureaufnahme wirkt dabei der Zellschrumpfung entgegen [Dall’Asta
et al. 1994]. In der Plazenta spielt System A eine wichtige Rolle bei der
Aminosaureversorgung des Feten [Desforges et al. 2006].
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Bisher wurden drei Mitglieder der Slc38 Gen-Familie als Subtypen des A-Systems
identifiziert und als ,Sodium-Coupled Neutral Amino Acid Transporter® SNAT1 (ATAL),
SNAT2 (ATA2) und SNAT4 (ATA3) bezeichnet [Desforges et al. 2006], [Mackenzie &
Erickson 2004]. SNAT2 wird in S&ugetier-Geweben ubiquitdr exprimiert, SNAT1 vor
allem in Herz, Gehirn und Plazenta. SNAT4 wird vor allem in der Leber exprimiert, in
geringerem Maf3 auch in Muskeln, Niere, Pankreas und Plazenta [Desforges et al.
2006], [Hatanaka et al. 2001]. Uber Austauschmechanismen mit anderen
Transportsystemen beeinflusst SNAT2 die intrazellulare Konzentration fast aller
Aminoséauren. Die bereits beschriebene Rolle von System A zur Aufrechterhaltung des
Zellvolumens in hypertonem Milieu wurde durch eine Steigerung der SNAT2-Gen-
Expression in hypertonem Milieu bestatigt [Franchi-Gazzola et al. 2006]. Die adaptive
Steigerung der System-A-Aktivitdt bei extrazellularem Aminosdauremangel kommt
ebenfalls Uber eine verstarkte de-novo Synthese von SNAT2 zustande [Gaccioli et al.
2006], [Tanaka et al. 2005].

Transportsystem ASC (ASC-Type Amino Acid Transporter, ASCT)
Das ASC-System ist wie das A-System natriumabh&ngig und transportiert vorwiegend

kurze Aminosauren mit 3-5 Kohlenstoffatomen wie Alanin, Serin und Cystein, aber
auch Prolin und Threonin. Im Gegensatz zu System A ist es unempfindlich gegentber
N-methylierten Aminosaurederivaten wie MeAIB [Christensen et al. 1967]. In Zellen
ohne System A-Expression wie z. B. nicht aktivierten Lymphozyten ist das ASC-
System das wichtigste natriumabhéngige Transportsystem fir neutrale Aminosauren
[Borghetti et al. 1981]. Einige Autoren beschreiben fur System ASC eine titrierbare pH-
Abhangigkeit der Substratspezifitit. Demnach transportiert System ASC bei
physiologischen pH-Werten um 7,4 neutrale Aminosauren, bei sauren pH-Werten
zunehmend auch anionische Aminoséuren wie Aspartat und Glutamat [Vadgama &
Christensen 1984]. Moglicherweise bewirkt der saure pH-Wert eine Protonierung der
sauren Aminosauren, sodass diese in elektrisch neutraler Form zu Substraten des
ASC-Systems werden [Utsunomiya-Tate et al. 1996]. Bisher wurden zwei Subtypen
des ASC-Transportsystems identifiziert: ASCT1 [Arriza et al. 1993] und ASCT2
[Utsunomiya-Tate et al. 1996].

Weitere natriumabhangige Transportsysteme

System B%* wurde erstmals in Maus-Blastozysten, spater auch in epithelialen Zellen
nachgewiesen [Van Winkle et al. 1985]. Die Substratspezifitat ist breiter als fur die
Systeme A und ASC. Das System transportiert natriumabh&angig neutrale (auch

verzweigte und aromatische), basische und bizyklische Aminosauren wie Alanin, Lysin
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und 2-Amino-2-Norbornan  Carboxylsdure = 2-aminobicyclo-[2,2,1]-heptane-2-
carboxylic acid (BCH). Die vorher verbreitete Ansicht, dass BCH als spezifischer
Hemmstoff fur System L eingesetzt werden kann, gilt somit nur in natriumfreier
Umgebung. Der entsprechende humane ATB®* Transporter wurde als Na'/Cl
abhangiger Transporter der Neurotransmitter-Transporter-Genfamilie identifiziert und in
verschiedenen Geweben wie Lunge, Speichel- und Brustdriise, Magen und Hypophyse
nachgewiesen [Sloan & Mager 1999]. Das natriumabhéngige Transportsystem N
bevorzugt als Substrate Glutamin, Asparagin und Histidin und spielt eine wichtige Rolle
im Glutamin-Metabolismus [Kilberg et al. 1980]. Zwei Mitglieder der Slc38 Gen-Familie,
SNAT3 (NAT1) und SNATS5 (NAT 2), stellen Subtypen dieses Systems dar. Im
Gegensatz zu den Subtypen von System A, findet ein Gegentransport von H* statt,
was ihre bidirektionale Funktionsweise erklaren konnte [Mackenzie & Erickson 2004],
[Fei et al. 2000]. System Gly mit den Subtypen GLYT1 und GLYT2 ist spezifisch fir
Glycin und Sarcosin und wurde vor allem im Gehirn nachgewiesen, GLYT-1 auch in
Chondrozyten [Barker et al. 1999]. Der Transport ist Na'- und Cl—abhangig. System B
ist ein natriumabh&ngiges Transportsystem fur f-Aminosauren und Taurin [Christensen
1964]. Als System Xac wurden natriumabhangige Transporter fir anionische
Aminosauren (Aspartat und Glutamat) bezeichnet. Inzwischen wurden verschiedene
neuronale, epitheliale und gliale Glutamat-Transporter identifiziert, die zur groRen Gen-
Familie der ,Excitatory Amino Acid Transporters” (EAAT) gehéren. Fir Prolin wird
neben System A und ASC noch ein prolinspezifisches Transportsystem mit den
Subtypen PROT1 und PROT2 erwahnt.

2.3.2 Natriumunabhangige Transportsysteme
Transportsystem L (Large Neutral Amino Acid Transporter LAT)

System L ist das wichtigste Transportsystem fiir grof3e verzweigte und aromatische
neutrale Aminosauren wie Leucin, Isoleucin, Valin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan,
Histidin und Methionin [Christensen 1990]. Der Transport ist stereospezifisch,
natriumunabhéangig, bidirektional und erfolgt als Aminosaureaustausch [Christensen
1990], [Oxender & Christensen 1963]. 2-Amino-2-Norbornan-Carboxylsaure = 2-
aminobicyclo-[2,2,1]-heptane-2-carboxylic acid (BCH) ist ein nicht metabolisierbares
Substrat und kann als kompetitiver Hemmstoff genutzt werden [Christensen et al.
1969]. Im Gegensatz zu System A  fuhren hohe intrazellulare
Aminosaurekonzentrationen zur Erhéhung der Kapazitat im Sinne einer
Transstimulation [Maroni et al. 1986]. Die Vorinkubation mit System-L-transportierten
Aminoséauren fordert die Aktivitdt ebenfalls (Preloading-Stimulation). L-Typ-Transport
wurde fast ubiquitdr in verschiedenen Spezies und Geweben nachgewiesen, darunter

Gehirn, Muskeln, Niere, Leber, Dinndarm und Plazenta [Segawa et al. 1999],
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[Christensen 1990]. System L spielt eine wichtige Rolle beim Aminosaure-Transport
Uber die Blut-Hirnschranke und an Gliazellen [Broer et al. 1995].

Bisher wurden drei verschiedene L-Transporter identifiziert: LAT1 [Kanai et al. 1998],
LAT2 [Pineda et al. 1999], [Segawa et al. 1999] und LAT3 [Babu et al. 2003]. LAT-1
und LAT-2 sind klassische L-Typ Transporter, die natriumunabhangig neutrale
Aminosauren transportieren und durch BCH hemmbar sind. Es handelt sich um
Heterodimere aus dem Glykoprotein h4F2hc und den katalytischen Leichtketten hLAT1
bzw. hLAT2 (s.u.). Beide Untereinheiten sind zur Bildung eines funktionsfahigen
Transporters notwendig. LAT-1 ist ein obligatorischer Aminosaure-Austauscher mit 1:1
Stéchiometrie [Kanai et al. 1998]. Pineda et al. beschreiben auch fiir LAT-2 eine starke
Transstimulierbarkeit, sodass ebenfalls eine Austauscher-Funktion als bevorzugter
Mechanismus angenommen wird [Pineda et al. 1999]. Segawa et al. halten fir LAT-2
auch den Mechanismus der erleichterten Diffusion ohne Aminoséureaustausch fur
moglich [Segawa et al. 1999]. Der Nettotransport grof3er neutraler Aminoséuren tber
LAT1 und LAT2 hangt von der gleichzeitigen Expression unidirektionaler Transporter
mit Uberlappender Substratspezifitat (wie System A oder N) ab. Diese Transporter
liefern und recyclen die intrazellularen Aminosauren, die als Austausch-Substrate die
Transporterfunktion aufrecht halten. Unidirektionale Transporter kontrollieren somit
Uber die Bereitstellung der Austauschsubstrate die Aktivitdt von LAT1 und LAT2. LAT3
ist ohne weitere Untereinheit ein funktionsfahiges Transport-Protein und ermdoglicht
Influx und Efflux durch erleichterte Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten
ohne Austausch-Mechanismus [Babu et al. 2003]. Im Gegensatz zu LAT1 und LAT2,
deren Affinitaten im mikromolaren Bereich liegen (hohe Affinitat), liegt die Affinitat von
LAT3 zu seinen Substraten im millimolaren Bereich (niedrige Affinitat).

LAT1 wird in den meisten Geweben, besonders in Gehirn, Milz, Thymus, Leber, Ovar,
Testes, Plazenta und aktivierten Lymphozyten exprimiert [Wagner et al. 2001], [Prasad
et al. 1999], [Kanai et al. 1998] und dient vermutlich dem Zellwachstum. Im Gehirn
spielt LAT1 eine wichtige Rolle beim Aminoséduretransport tiber die Blut-Hirn-Schranke.
LAT1 wird von vielen malignen Zellen Gberexprimiert und die Expression korreliert mit
dem Tumorwachstum [Shennan et al. 2003], [Ohkame et al. 2001], [Yanagida et al.
2001], [Kanai et al. 1998]. LAT-1 ist pH-unabhangig und transportiert vor allem mittlere
bis lange, verzweigte und aromatische Aminosauren wie Leucin, Isoleucin,

Phenylalanin, Methionin, Tyrosin, Histidin, Tryptophan, Valin und auch BCH.
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LAT-2 transportiert L-Isomere fast aller neutralen Aminosauren, darunter sowohl grof3e
verzweigte und aromatische als auch kleine Aminoséuren wie Alanin, Serin, Threonin,
Cystein und Glycin. Die Affinitdt zu Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan, Threonin,
Asparagin, Isoleucin, Cystein, Serin, Leucin, Valin und Glutamin ist hoher als zu
Histidin, Alanin, Methionin und Glycin [Segawa et al. 1999]. BCH wirkt ebenfalls als
Hemmstoff. Die Aktivitdt von LAT-2 steigert sich bei sauren pH-Werten mit einem
Maximum bei pH 6,25 [Segawa et al. 1999]. LAT2 wurde vor allem auf den
basolateralen Membranen von Transportepithelien in Niere, Dinndarm, Plazenta,
Gehirn und Leber aber auch in Skelett- und Herzmuskelzellen nachgewiesen [Pineda
et al. 1999], [Segawa et al. 1999], sodass eine wichtige Rolle bei transepithelialen

(re)absorptiven Vorgdngen angenommen wird.

LAT-3 transportiert vor allem klassische L-System—Substrate wie L-Leucin, L-Isoleucin,
L-Phenylalanin, L-Methionin und L-Valin. BCH wirkt als Hemmstoff. Im Gegensatz zu
LAT-1 und LAT-2 werden auch bestimmte Aminosdure-Alkohole wie L-Leucinol, L-
Valinol und L-Phenylalaninol trotz positiver Nettoladung tber LAT-3 transportiert [Babu
et al. 2003]. LAT-3 ist pH-abh&ngig mit einer Verringerung der Aktivitéat bei pH-Werten
unter 6,5 und uber 8. N-Ethylmaleimid (NEM) wirkt als starker Inhibitor. LAT-3 wird in
vielen Geweben exprimiert und wurde z. B. in Pankreas, Leber, Skelettmuskel, fetaler
Leber, in geringerem Mal3 auch in Herz, Plazenta, Lunge, Niere, Milz, Prostata, Ovar,
Dinndarm, Colon, Lymphknoten und Knochenmark nachgewiesen. LAT3 ist identisch
mit dem Genprodukt von POV1, einem in Prostata-Tumoren tberexprimierten Gen; der
erste Nachweis von LAT3 wurde an Leberzellkarzinomzellen erbracht, sodass
moglicherweise ein Zusammenhang mit kanzerogenetischen Mechanismen besteht
[Babu et al. 2003].

Weitere natriumunabhangige Transportsysteme

Zu den natriumunabhangigen Aminosauretransportsystemen zahlen neben System L
auch die Systeme T, y*, y'L, b%*, asc, und x. [Wagner et al. 2001]. System T wurde in
humanen Erythrozyten neben System L als weiteres Transportsystem fur aromatische
Aminosauren wie L-Tryptophan, L-Tyrosin und L-Phenylalanin identifiziert [Rosenberg
et al. 1980]. Spezifischer Hemmstoff flr System T ist 4-Azidophenylalanin. Im
Unterschied zu System L wirken auf System T auch N-methylierte und N-acetylierte
Derivate aromatischer Aminosauren inhibitorisch, nicht jedoch Aminosaure-Methylester
[Kim et al. 2001], [Rosenberg et al. 1980]. Das entsprechende Transportermolekl
TAT1 (T-Type Amino Acid Transporterl) konnte in Dunndarm, Plazenta und Leber
nachgewiesen werden [Kim et al. 2001]. TAT1 transportiert spezifisch aber mit

niedriger Affinitdt aromatische Aminosduren sowie aromatische Aminosaurederivate
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wie L-DOPA und 3-O-methyl-DOPA, nicht jedoch a-Methyl-DOPA, a-Methyl-Tyrosin,
Tyramin oder Schilddrisenhormone. Der Mechanismus ist natriumunabhéngig,
vermutlich als erleichterte Diffusion. TAT1 wurde basolateral an Transportepithelien
des Ratten-Dunndarms lokalisiert und scheint somit eine Rolle beim transepithelialen
Transport aromatischer Aminosauren zu spielen [Kim et al. 2001]. BCH oder MeAlB
zeigen keine inhibitorische Wirkung auf TAT1.

Das y'-System, friher als Ly*-System bezeichnet [Christensen & Liang 1966],
[Christensen & Antonioli 1969], ist ein spezifisches Transportsystem fir kationische
(dibasische) Aminoséuren wie Lysin, Arginin und Ornithin. Bisher wurden vier
verschiedene Transportermolekiile CAT1-4 identifiziert. Der Transportmechanismus ist
natriumunabhéngig, vermutlich als erleichterte Diffusion, und reagiert sensibel auf

Veréanderungen des Membranpotenzials [Kavanaugh 1993].

Als weiteres Transportsystem fur kationische Aminosauren wurde das y‘L-System
zuerst in humanen Erythrozyten, spéater auch in Plazenta, Dunndarm, Niere,
Fibroblasten und anderen Geweben beschrieben [Devés et al. 1992]. Es weist eine
hohere Affinitat, jedoch geringere Kapazitat auf als das y*-System [Eleno et al. 1994].
Im Unterschied zum y*-System werden nicht nur kationische sondern in Anwesenheit
von Natriumionen auch langkettige neutrale Aminosauren v. a. Leucin, Methionin und
Glutamin mit hoher Affinitat transportiert [Devés et al. 1998]. Der Transport erfolgt
bevorzugt als Austausch von intrazellularen kationischen gegen extrazellulare neutrale
Aminosauren und Natrium. In Transportepithelien befindet sich System y'L basolateral
und vermittelt die (Re)absorption kationischer Aminosauren. In Abwesenheit von
Natrium werden kationische Aminoséauren wechselseitig ausgetauscht. BCH hat keinen
Einfluss auf das y’L-System [Devés et al. 1998]. Bisher wurden die zwei Isoformen
y'LAT1 und y'LAT2 molekular identifiziert [Torrents et al. 1998]. y'LAT1 spielt eine
wichtige Rolle beim basolateralen Transport basischer Aminosauren in der Niere,
wurde aber auch in Dinndarm, peripheren Leukozyten, Lunge, Plazenta, Milz, Leber,
Pankreas, Epididymis, Testis, Ovar und Schilddrise nachgewiesen [Torrents et al.
1998], [Wagner et al. 2001]. Defekte im y'LAT1-Gen verursachen die autosomal
rezessive Lysinurische Proteinintoleranz [Torrents et al. 1998]. y'LAT2 wurde im
Gehirn sowohl bei Neuronen als auch Astrozyten nachgewiesen, auf3erdem in Testis,
Parotis und in geringerem MaR in Dunndarm, Niere und Herz. y'LAT2 fungiert
moglicherweise hauptséchlich als Arginin/Glutamin-Austauscher und soll eine wichtige
Rolle im ZNS und an der Blut-Hirn-Schranke spielen [Broer et al. 2000].
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Transportsystem b°%* vermittelt natriumunabhéngig den Transport neutraler und
dibasischer (kationischer) Aminosauren und von Cystin [Van Winkle et al. 1988]. Es
handelt sich um einen obligatorischen Austauscher, der bevorzugt extrazellulare
kationische Aminosduren und Cystin gegen intrazelluldre neutrale Aminosduren
austauscht. Der Transportvorgang verursacht dabei einen einwarts gerichteten
Ladungsfluss. Das Transportermolekiil b®*AT wird unter anderem an der luminalen
Seite von Transportepithelien in Niere, Dinndarm und Plazenta exprimiert. Ein
genetischer Defekt des b®*-Transporters verursacht Cystinurie [Chairoungdua et al.
1999], [Pfeiffer et al. 1999].

System asc ist ein natriumunabhéngiges Transportsystem fir kurzkettige neutrale
Aminosauren wie Alanin, Serin, Cystein, Glycin und Threonin [Young et al. 1988].
Neben den L-Formen werden auch D-Serin und D-Alanin transportiert. System asc
wurde zuerst auf humanen Erythrozyten beschrieben. Genetisch identifiziert wurde der
Transporter asc-1, die entsprechende mRNA wurde in Gehirn, Plazenta, Lunge und
Dinndarm nachgewiesen [Fukasawa et al. 2000]. System x., ein
natriumunabhangiges Transportsystem fir anionische Aminosauren, dient vor allem
der zellularen Aufnahme von Cystin im Austausch gegen Glutamat [Christensen 1990].
Ein entsprechendes Transprtermolekil xCT wurde genetisch identifiziert [Wagner et al.
2001].
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2.3.3 Transporter-Gene und -Proteine

Die traditionelle Einteilung der Aminosauretransporter anhand Substratspezifitat und
physiologischer Eigenschaften wird zunehmend ersetzt durch neue Klassifikationen,
die auf der fortschreitenden Aufklarung molekularer Strukturen beruhen. Die
Aminosauretransporter gehdren zu verschiedenen SLC (Solute Carrier) Genfamilien,
einen Uberblick gibt Tabelle 1.

Tab. 1:  Genfamilien verschiedener Aminosaure-Transporter [nach Hoffmann R. 2006]

Genfamilie | Beschreibung zugehorige Aminosaure-Transporter
SLC1 ,Glutamat-Transporter-Familie” Glutamat-Transporter,
Exzitatorische Aminoséure-Transporter | ASCT1 und ASCT2
(EAAT Excitatory Amino Acid
Transporters)
SLC38 ~SNAT-Familie" Natriumabhangige ATAL (SNAT1), ATA2 (SNAT2), ATA3
Neutrale Aminosaure-Transporter (SNAT4),
(Sodium Dependant Neutral NAT1 (SNAT3), NAT2 (SNAT5)
Amino Acid Transporter SNAT)
SLC6 Neurotransmitter-Transporter ATB",
GLYT1, GLYT2,
PROT1, PROT2
SLC7 Kationische und ,Broad-Scope” CAT1-4
Aminosaure-Transporter LAT1, LAT2, y+LAT1, y+LAT2, ascl,
(CAT- und BAT-Familie) XCT (Dimere mit 4F2hc);
b%*AT (Dimer mit rBAT);
maglicherweise asc2 mit unbekannter
schwerer Kette
SLC3 schwere Untereinheiten der Glykoproteine rBAT und 4F2hc
heterodimerischen Aminosaure-
Transporter

Die Glutamat-Transporter-Familie (SLC1-Familie)

Bisher wurden mindestens flnf verschiedene gliale, neuronale und epitheliale
exzitatorische Aminosauretransporter identifiziert, die natriumabhangig Glutamat und
Aspartat transportieren entsprechend dem Transportsystem Xas. Nachgewiesen
wurden sie vor allem in Gliazellen und Neuronen des ZNS. Zur gleichen Genfamilie
gehdren auch die Transporter ASCT1 und ASCT2, die dem ASC-System entsprechend
natriumabhangig kleine neutrale Aminosauren transportieren [Tamarappoo et al. 1996],
[Utsunomiya-Tate et al. 1996], [Arriza et al. 1993].

Die SNAT-Familie (SLC38-Familie)

Zur Familie der natriumabhangigen neutralen Aminosaure-Transporter (Sodium

Dependant Neutral Amino Acid Transporter SNAT) gehoren drei Transporter vom A-
Typ, sowie zwei Transporter vom N-Typ. ATA1, ATA2, ATA3 und NAT2 sind Natrium-
Cotransporter, NAT1 funktioniert als Austauscher von zwei Na'-lonen und einer
Aminosaure gegen ein H'-lon. Es handelt sich um integrale Membranproteine mit
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vermutlich 11-12 Transmembrandomanen [Desforges et al. 2006], [Franchi-Gazzola et
al. 2006], [Gaccioli et al. 2006], [Tanaka et al. 2005], [Mackenzie & Erickson 2004],
[Mackenzie et al. 2003], [Gu et al. 2001], [Nakanishi et al. 2001], [Wang et al. 2000],
[Fei et al. 2000], [Yao et al. 2000], [Sugawara et al. 2000].

Die Nerotransmitter-Transporter-Familie (SLC6-Familie)

Zu dieser Familie zahlen neben zwei zerebralen Glycin- und Prolin-Transportern auch
der Transporter ATB®" mit breiter Substratspezifitat fur kationische und neutrale
Aminosauren. Der Transportvorgang ist natrium- und chloridabhangig [Sloan & Mager
1999].

Die CAT-Familie (Cationic Amino Acid Transporters, SLC7-Familie)

Aktive CAT-Transporter entsprechen dem Aminosaure-Transportsystem y* fur
kationische Aminosauren [Devés & Boyd 1998]. Bisher sind drei Gene fur insgesamt 4
Transporter bekannt: CAT-1, CAT-2A, CAT-2B und CAT-3. Es handelt sich um
Proteine mit 12-14 Transmembrandomanen. Alle CAT-Transporter transportieren mit
hoher Affinitéat kationische Aminosauren durch erleichterte Diffusion. Der Transport ist
natriumunabhéngig. Sie sind an der Regulation der NO-Synthese durch Kontrolle der
Argininaufnahme beteiligt. Die verschiedenen Subtypen unterscheiden sich in
Gewebeverteilung, Kinetik und Regulation.

Die BAT-Familie (Broad-Scope Transport Proteins, SLC7-Familie)

Dazu gehort die groRe Gruppe der heterodimerischen Aminosauretransporter (HAT),
die sich aus einer leichten Kette mit Transporterfunktion und einer schweren
Glykoprotein-Kette mit Regulatorfunktion zusammensetzen [Palacin & Kanai 2004]. Sie
werden deshalb auch als Glycoprotein-assoziierte Aminosauretransporter bezeichnet
(gpaAT). Funktionell ist diese Transportergruppe heterogen und umfasst verschiedene
Transportsysteme der traditionellen Einteilung mit unterschiedlichen
Substratspezifititen und physiologischen Eigenschaften. Die meisten HATs
funktionieren als Aminosaure-Austauscher [Verrey et al. 1999]. Zu den HATs gehéren
Transporter vom L-Typ flr gro3e neutrale Aminosduren, vom asc-Typ fur kleine
neutrale Aminosauren, vom x.-Typ fir anionische Aminosauren, vom y'L-Typ fur
kationische und neutrale Aminosauren (natriumabh&ngig bei neutralen Aminosauren)

und vom b%* -Typ fiir kationische und neutrale Aminoséuren [Devés & Boyd 1998].
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Abb. 4:  Schematischer Aufbau eines heterodimerischen Aminosauretransporters

Die schweren Ketten sind Glykoproteine der SLC3-Genfamilie [Palacin & Kanai 2004].
Bisher sind zwei schwere Ketten bekannt: 4F2hc (CD98) und rBAT (D2, NBAT) [Broer
et al. 1995], weshalb die Transporter-Familie auch als rBAT/ 4F2hc-Familie bezeichnet
wird [Verrey et al. 2004], [Malandro & Kilberg 1996]. Bei den schweren Ketten handelt
es sich um Typ Il Membranglykoproteine von 59-78 kDa mit 1-4
Transmembrandoménen, extrazellularem C- und intrazellularem N-Terminus [Palacin &
Kanai 2004]. Die Hauptaufgabe der schweren Ketten ist es, den Transporter zur
Plasmamembran zu dirigieren [Palacin & Kanai 2004], rBAT ist moglicherweise
aufRerdem auch direkt am Substrattransport beteiligt [Broer & Wagner 2002]. 4F2hc ist
bekannt als Proliferationsmarker fir normales und neoplastisches Zellwachstum und
wurde urspringlich als Marker fir Tumorzellen und aktivierte Lymphozyten
beschrieben [Broer et al. 1995]. Neben den Glykoproteinen 4F2hc und rBAT werden
noch weitere, bisher unbekannte schwere Ketten vermutet. So soll beispielsweise ein
heterodimerischer Transporter vom asc-Typ (asc-2) weder mit 4F2hc noch mit rBAT
assoziiert sein [Chairoungdua et al. 2001]. Zwischen den verschiedenen
Untereinheiten heterodimerischer Transporter gibt es komplexe Interaktionen, die noch
nicht vollstandig aufgeklart sind [Wagner et al. 2001].

Die leichten oder katalytischen Ketten der heterodimerischen
Aminosauretransporter gehdren zur SLC7-Genfamilie [Palacin & Kanai 2004]. Sie
besitzen vermutlich 12 Transmembrandomanen und sind Uber eine Disulfidbriicke mit
den schweren Ketten 4F2hc oder rBAT verbunden [Kanai & Endou 2001]. Bisher sind 7
verschiedene leichte Ketten bekannt: 4F2hc interagiert mit den Leichtketten LAT1,
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LAT2, y'LAT1, y'LAT2, ascl und xCT und bildet so Transporter der Typen L, y'L, asc
und x. [Wagner et al. 2001]. Mutationen im y'LAT1-Gen fiihren zur Lysinurischen
Proteinintoleranz (LPI) [Torrents et al. 1998]. Im Unterschied zu 4F2hc dimerisiert das
Glykoprotein rBAT nur mit einer Leichtkette, dem b%* Aminoséuretransporter fiir Cystin,
kationische und neutrale Aminosauren [Wagner et al. 2001]. rBAT-b%" wurde vor allem
in Niere und Diunndarm an den Mikrovilli der proximalen Tubuli und der
Dunndarmmukosa gefunden und ist verantwortlich fiir die apikale Reabsorption von
Cystin in der Niere. Mutationen im rBAT-Gen fuihren zu Cystinurie [Palacin et al. 2001].
LAT1 gilt als Prototyp des neutralen Aminosaure-Transporters. Es wird vermutet, dass
sich andere HATs wie y'LAT1, y'LAT2 und b®" daraus divergierend weiterentwickelt
haben und als Folge auch mit elektrisch geladenen Aminosdure-Seitenketten
interagieren [Kanai & Endou 2001].

Bei der Charakterisierung von Transportmechanismen geht es zunehmend um
einzelne Molekile und deren Interaktionen. Eine Charakterisierung auf zellularer
Ebene anhand funktioneller Eigenschaften, wie sie in dieser Arbeit erfolgte, liefert
hingegen Informationen uber das Aufnahmeverhalten bestimmter Zellen unter
bestimmten Konditionen, wobei verschiedene Transportmechanismen,
unterschiedliche Transportmolekile und deren Interaktionen am Transportvorgang
beteiligt sein kdnnen. Beobachtungen auf zellularer Ebene ermdglichen einerseits
Ruckschlusse auf das Verhalten bestimmter Gewebe und Zellverb&nde, andererseits
kénnen sie eine Grundlage schaffen fiir weitergehende Untersuchungen auf
molekularer Ebene. Tabelle 2 gibt einen Uberblick Uber die verschiedenen
Aminoséaure-Transportsysteme und entsprechende Gene und Proteine.
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Tab. 2: Aminoséaure-Transportsysteme und entsprechende Gene und Proteine

Abkirzungen: SLC: Solute Carrier Familiy; Co: Cotransport; eD: erleichterte Diffusion; A: Austauscher-
Funktion; AS: Aminosaure(n), extraz: extrazellul&r, intraz: intrazellul&r, (un)abh: (un)abhangig

M echanis-

Gen* Protein/ Synonyme | Substrate mus Gewebe Sonstiges
System X 'ag: natriumabhangiger Transport von anionischen Aminosiuren
EAAC1, EAATS3, Excitatory amino-acid carrier 1, Excitatory amino acid transporter 3,
SLC1A1 EAAC1 Neuronal and epithelial glutamate transporter, Sodium-dependent glutamate/aspartate
transporter 3
EAAT2, Excitatory amino acid transporter 2, GLT1, GLT-1, Sodium-dependent
SLC1A2 GLTL glutamate/aspartate transporter 2
SLC1A3 GLAST1 EAAT], Excitatory amino acid transporter 1, GLAST, GLAST1, GLAST-1, Glial glutamate
transporter, Sodium-dependent glutamate/aspartate transporter 1
EAAT4, Excitatory amino acid transporter 4, MGC33092, Sodium-dependent
SLC1A6 EAAT4 glutamate/aspartate transporter
SLC1A7 EAATS AAAT, EAATS5, Excitatory amino acid transporter 5, Retina glutamate transporter

Transport-System A: natriumabhéngig; kurze aiphatische, auch polare Seitenketten; Gly, Ala, Ser, Pro; pH-sensitiv

(inaktiv bei pH < 6), adaptive Regulation, Trans nhibition, Preload Hemmung, spez. Hemmstoff MeAIB

ATA-1 Kleine liphatische 487 AS, mit
(amino acid neutrae AS Plazenta, Herz vermutlich 11
SLC38AL transporter A), SAT1, | v.a Ala, Gly, GIn, Na'-Co Neurone, Gliazellen '(;’ran;membran-
SNAT1 MeAIB omanen,
pH sensitiv
Geninduktion bei
ATA-2 kleine diphatische extrazellulérem
SLC38A2 SAT2_ SNAT2 neutrae AS, Na'-Co In vielen Geweben AS-Mangel und bei
’ MeAIB hypertonem Stress;
pH sensitiv
kleine diphatische Leber >>Muskd, .
Shec VIR RS neutre AS, Na'-Co Niere, Pankress, SIS
MeAIB Plazenta P
Transport-System N: natriumabhéngig; Glutamin, Asparagin, Histidin
NAT-1 SO4AS,
(N-type amino acid . n p!ﬂ sensitiv,
SLC38A3 transport), SNAT3 Gln, His, Asn, Ala | 2Na'/1AS Astrozyten, stérkere
ey 13?53/ o gegen 1H Hepatozyten bidirektionale
amino acid transport) Funktionsweise als
P System A
. . 472 AS;
NAT-2 Gln, His, Asn, Alg, 4 v.a. Gehirnund )
SLC38A5 SNATS, SN2 Ser, Gly Na'-Co Leber géoﬁggr\/adlg pH
Transport-System ASC: natriumabhangig; kleine neutrale Aminoséuren (Gly, Ala, Ser, Pro), Resistent gegen MeAlIB,

Transstimulation

bei pH 7,4: Na'-
abh. kleine
ASCT1 neutrale AS; nicht
SLC1A4 (ASC-type transport), | MeAIB Na'-Co
SATT bei saurem pH:
zunehmend
anionische AS
ASCT2,
ATB(0), Baboon M7
virus receptor, kleine neutrale AS, +
SLCIAS M7VSL1, RD114/ nicht MeAIB Na-Co
simian type D
retrovirus receptor
Transportsystem B%*: natrium- und chloridabhéngig; breites Substratspektrum: neutrale und kationische Aminoséuren
Breite Substrat-
spezifitét:
ATBO kati or; sc;lg u(nd ) Epthel i aSIS G?]Aélebe ]
. . neutrae aucl 4+ ~— unge, Speichel- un
SLC6A14 (amino acid trans- verzweigtel Na"/Cl~abh. Brustdriise, Magen,

porter B%*), OBX

aromatische): Ala,
Lys, Arg, Gly, Trp;

auch BCH

Hypophyse
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Glycin- und Proalintransporter

SLC6A5 GLYT2 Glycin Na'/Cl—abh.
SLC6A9 GLYT1 Glycin Na'/Cl—abh.
SLCBA7 PROT1 Prolin Na'-Co
PROT?2,
Neurotransmittertrans
SLC6A20 porter rB21A Prolin Na"/Cl—abh.
homolog, SIT1,
XTRP3, XT3
Transport-System y*: natriumunabhangig; kationische Aminosauren
CAT-1 Ubiquitér au3er in
cationic amino acid - eD; A (nicht der Leber; auf
SLC7AL Eransporter), ATRC1, kationische L-AS | i gat() Epithelzellen
ERR, REC1 basolateral
CAT-2A: Leber,
Skelettmuske CAT-2A: niedrige
CAT-2 (A oder B), - Pankreas Affinitat
SLCTA2 TEA, A'(I'RCZ " | katiorische L-AS | eD CAT-2B: vidle CAT-2B: hohe
verschiedene Affinitét
Gewebe
CAT-3, - Thymus, Ovar,
SLC7A3 ATRC3 kationische L-AS eD Tegtes Neurone
SLC7TA4 | CAT-4(9) ? ? Gehirn, Testes,
Plazenta

Transport System L : natriumunabhéngig grol3e verzwei gtkettige und aromatische neutrale AS; adaptive Regulation,
Transstimulation, Preload Stimulation, kompetitiver Hemmstoff ist BCH

ATt gAré’Bn‘ji?e””a‘e Y | Armitanl. | Gehim, Ovar, Testes,
(Large neutral amino | verzweigten oder ﬁ)](ttrr:ZZ' u gﬁﬂfﬂ?&g#&g 507 AS, dimerisiert
acidstransporter / L- | aromatischen Sub stf - Lymphozyten mit der schweren
SLC7A5 Type Amino acid Seitenketten: Levu, esifitit Tumorzellen: ’ Kette 4F2hc/CD98;
transporter), hLAT1, | Phe; BCH; auch Spe. ! : S Unabhangig von
Integral membrane T3, T4, L-Dopa, geringere geringere E>§pr on pH und Nat+
. . : intraz. in vielen weiteren
protein E16 keine AS mit Affinitit Geweben
Ladung
Niere>>> Plazenta ﬁf?;ﬁ;&g’:ﬂm
Breitere >> Gehirn, Leber> Kette 4F2hc/CD98
Subgtratspezifitét Milz, Skelett- und 12 !
SLC7A8 LAT2 alsLAT1: kleine A oder eD Herzmuske,
und grof3e neutrale Dinndarm, Lunge; Trmsrr?en;]ts)tr andom
L-AS basolateral auf e tgcbd ‘;H
Transportepithel 6,25
LAT3 grol3e verzvv_ei gte _
POV1 Prostate oder aromatische Ohne weitere
SLC43A1 cancer ’overexpr essed AS,_ BCI:|; eD Un_terel nheiten
gene 1 protein Aminosaure- aktiv
Alkohole

Transport-System y+L : Austausch von intrazellul&ren kation
neutraler ASist natriumabh&ngig, Transport kationischer AS natriumunabhéngi

ischen AS gegen

extrazellulére neutrale A

)

S+ Na' (Transport

511 AS,
Dimerisiert mit

Yy'LAT1 Na" -unabh.: A:intraz. basolateral in Niere 4F2hc/CD98; 12
(y+L-type amino acid | kationische AS kationische und Dunndarm, Transmembrandom
SLC7A7 transporter), Na" -abh: gegen extraz. | Leukozyten, anen, Defekt
Monocyte amino acid | grof3e neutrale L- neutrde AS + | Plazenta Milz, verursacht
permease 2 AS Na’ Lunge lysinurische
Proteinintoleranz
(LP)
Na" -unabh.: A: Weite Verbreiting: | 45 g
kationische AS; :(r;ttrlizm sche S:rr;trig’ a:rnzn?\lairgrm Dimerisiert mit
SLC7A6 y'LAT2 Na" -abh.: X L ure L e S | ar2ho/CDYS; 12
grol3e neutrale L- gegen extraz. unge, < Transmembrandom
AS netitral eAS+ | basolaterd a_luf 4nen
Na Transportepithel




SEITE42

KAPITEL 2 GRUNDLAGENWISSEN/ LITERATURUBERSICHT

Transport-System b®*: natriumunabhéngiger Austausch von extrazellul&ren kationischen AS oder Cystin gegen
intrazellulére neutrde AS

hohe Affinitat fir

Cystin und A: Luminal/ apil_<d aL_lf o _
BO*AT kationische AS: ext_raz._ Transport-eplthel in Dimerisert mit
SLC7A9 (bo'+ -type amino acid | Arg, Lys geringere kathnlsche/ Nluere und rBAT, Defekt
transporter), BAT1 Affinitét fur grole _Cystln gegen | Dinndarm, . veru_rsacht
neutrae AS: Leu intraz. Plazentra, Gehirn, Cystinurie Typ B
Phe, GIn ! neutrae AS Leber
Transport-System asc: natriununabhéngig; kleine neutrale AS
Gehirn, Herz- und
natriumunabh. Skelettmuskel, Niere
Ascl kleine neutrae AS: (bei der Maus auch Dimerisiert mit der
SLC7A10 (asctypeamino acid | Gly, Ala, Ser, Thr, | bevorzugt A Lunge, Dunndarm schweren Kette
transproter) Cys (D-und L- und Plazenta; 4F2hc/CD98
Form) basolateral auf
Transportepithel
Bisher nur in Dimerisiert mit
(Sllvf ;uai.‘)Z Qic_ﬁ(") eD oder A murinen Geweben unbekannter Heavy
nachgewiesen Chain
Transport-System X.: natriumunabhéngiger Cystin/Glutamat-Austauscher
. . M akrophagen,
gnﬁ'gln?sngﬁza:g L- gtraz Cystin Gehirn, Reti na, Dimerisiert mit der
SLC7A11 xCT Glu, Cystin (iﬁ gegen. Leber, Niere; schweren Kette
anic;nischer Form) | Glutamat basolateral auf 4F2hc/CDI8
Transportepithel

Schwere K etten der heter odimerischen Aminosdur etr anspor ter

rBAT,
ATRL, B(0,+)-type

Dimerisiert mit der

. id leichten Kette

SLC3AL S:‘T(])Itggna(l:\ll B;r\qrnsport Aktivator fUr Transport 3/+0n Cystin, dibasi schen und _b°'+AT; M utationen

Neutr aI’ and baéic neutralen AS (Systemb™") imrBAT-Gen

amino acid transport veru_rsachen

: Cystinurie

protein

4F2hc

4F2 cdl-surface Dimerisiert mit den

antigen heavy chain, Aktivator fUr Transport von dibasi schen und neutrden AS leichten Ketten
SLC3A2 CD98 antigen, (Systeme L, y+L, asc und x; ) LATL, LAT2,

Lymphocyte ’ ’ ¢ y+LAT1, y+LAT2,

activation antigen ascl und xCT

4F2 |arge subunit

* Die Zuordnung der Gene erfolgte nach Hoffmann R. Information hyperlinked over proteins

(http://Amww.ihop-net.org/Uni Pub/iHOP) Stand:10.10.2006
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3. MATERIAL

3.1 Chemikalien

Calziumnitrat-Tetrahydrat [Ca(NO3),*4H,0] Merck, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat

[Na;HPO,*7H,0] Merck, Darmstadt 1065741000
Ethanol 70%

D-Glukose Gibco, Karlsruhe 39002-019
Glukose L6sung, x100 Gibco, Karlsruhe

Kaliumchlorid [KCI] Merck, Darmstadt 4936
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

[MgSO,*7H,0] Sigma, St. Louis M-7506
Natriumchlorid [NacCl] Merck, Darmstadt 106404
Natriumchlorid L6sung 0,9% Merck, Darmstadt 106404
Natriumhydrogencarbonat [NaHCOs] Merck, Darmstadt

Natronlauge 3N und 1N Apotheke Klinikum Rechts der Isar
Salzsaure 1N Merck, Darmstadt 109057
Natrium-Lauryl-Sulfat (SDS) Bio Rad 161-0302
Scintillations cocktail Lumasafe Plus Lumac LSC

Kompetitive Hemmestoffe fir Aminoséuretransporter
2-Amino-2-Norbornan-Carboxylsaure (BCH) Sigma, Steinheim  A-7902
a-(Methylamino)isobuttersaure (MeAlB) Sigma, Steinheim M-2383
L-Serin Sigma, Steinheim S-450

3.2 Aminoséauren

Aminoséuren ohne radioaktive Markierung

L-Methionin (Met) Sigma, Taufkirchen M9625
L-Serin (Ser) Sigma, Steinheim  S450
L-Tyrosin (Tyr) Fluka, Buchs (CH) 93829

Fluorethyl-L-Tyrosin (FET?)

Radioaktiv markierte Aminosauren
L-[methyl-*H]Methionin (MET)

Nuklearmedizinische Klinik der TUM

Amersham biotech

Wassrige Losung mit 0,2% Mercaptoethanol

Aktivitat: 37,0 MBg/ml (2mCi/ml)

spezifische Aktivitat: 3,0 TBg/mmol (83,0 Ci/mmol)
molares Gewicht: 155 g/mol (markiert), 149 g/mol (unmarkiert)

Reinheit: 96,7%

TRK705

Tritium ®H: HWZ 12,35 Jahre; Elektronenstrahlung (B™-Zerfall), 18,6 keV

O-(2-[*®*F]Fluorethyl)-L-Tyrosin (FET)
molares Gewicht: 181,19 g/ml
spez. Aktivitat uber 18,5 GBg/pmol

Herstellung im radiochemischen Labor der Nuklearmedizinischen Klinik der
Technischen Universitat Miinchen durch **F-Fluoraklylisierung von Tyrosin

[Wester et al. 1999]

®F: HWZ 109,71 min, Positronenstrahler (8*-Zerfall), Vernichtungsstrahlung (y-

Photonen) 511 keV

Herstellung durch Protonenbeschleunigung auf ein **0-Wassertarget (Zyklotron
der Nuklearmedizinischen Klinik der Technischen Universitat Miinchen, 11-

MeV-Zyklotron RDS 112, CTl / Siemens)
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3.3 Zellen

Tumorzellen
Humane Gliomzellen HS-683
Herkunft: Zell- und Tumor-Bank des West German Cancer Center Essen,
ATCC-Nr.: HTB 138
Monolayer-Zellen, Verdopplungszeit 15-20 h
Mittlerer Zelldurchmesser: 16 um
Mittleres Zellvolumen: 3000 fl

Humane Lymphom-Zellen Su-DHL-4
Histiozytisches Burkitt-Lymphom
University of Umea, Schweden
Mittlerer Zelldurchmesser: 9,75 um
Mittleres Zellvolumen: 486 fl

Granulozyten
Isoliert aus frischen Buffy Coats der Blutbank des Klinikums Rechts der Isar

der TU Minchen durch Dichtegradienten-Separation
Mittlerer Zelldurchmesser: 8,88 um
Mittleres Zellvolumen: 870 fl

Material zur Isolation der Granulozyten:

Buffy Coat Blutdepot des Klinikum Rdl
Histopaque 1119-1 (Dichte 1,119) Sigma, Steinheim 1119-1
Histopaque 1077 (Dichte 1,077) Sigma, Steinheim 1077-1
Dulbecco’s PBS, 10x Gibco, Karlsruhe 14080-048
Trypan-Blau 0,4% Sigma T8154

Granulozyten-Stimulans:
Lipopolysaccharid (LPS), E. coli Serotyp 0111:B4 Sigma, Steinheim L-2630

Material zur Zellproteinbestimmung

Natronlauge N3 Apotheke, Klinikum Rdl
Bio-Rad Protein Assay Bio Rad
BSA-Standard 2 mg/ml Uptima interchim

3.4 Pufferldsungen, Medien und Zusatze

RPMI 1640 Medium, 2 g/L NaHCO3 Biochrom, Berlin FG 1215
Einfriermedium: DMSO-Freeze-Medium IGEN international
Phosphatpuffer: Dulbecco’s PBS, w/o Ca, Mg Biochrom L 1825

Casy-ton isotone Salzlésung fir Zellz&hlgerat
Dulbecco’s MEM
mit 3,7 g/L NaHCO3, 4,5 g/L D-Glucose,

ohne NaPyr Biochrom, Berlin FG 0435
Fetales Kélberserum, FKS Biochrom, Berlin S0O115
EDTA 1% in PBS c.c.pro

davon 30 ml/L in PBS

= 0,03% Endkonzentration
Penicillin/Streptomycin 10000 U/ 10000 pg/ml Biochrom
Natriumpyruvat 100 mmol/L Biochrom
2-Mercaptoethanol 1000-fach stock solution

(34,9 pl/ 10 ml H,O = 50 mmol/L = 3900 mg/L)
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Zusammensetzung der Kulturmedien:
Kulturmedium fir HS-683 Gliomzellen:

Dulbecco’s MEM 500 mi
FKS 75 ml (15%)
NaPyr (100mmol/l) 5ml

Penicillin/Streptomycin
2-Mercaptoethanol*

5 ml (100 U/ml)
3,9 mg/L Endkonzentration
* zur Wachstumsstimulation nur bei Bedarf

Kulturmedium flr Lymphomzellen und Granulozyten:

RPMI 1640 Medium 500 ml
FKS 50 ml
Penicillin/Streptomycin

Zusammensetzung des Versuchspuffers:

NacCl 6000 mg/L
KCI 400 mg/L
Na2HPO4*7H20 1400 mg/L
MgSO4*7H20 100 mg/L
Ca(NO3)2*4H20 100 mg/L
NaHCO3 2000 mg/L
D-Glucose 2000 mg/L

Aqua dest. ad 1000 ml

5 ml (100 U/ml)

Salzsaure bzw. Natronlauge zur Einstellung des pH-Wertes

3.5 Gerate

Absauggerat ECOMP 4153
Analysenwaage LA 230S-OCE
Beta-counter Win spectral 1414

liquid scintillation counter
Flow: Laminair HB 2472
Gamma-counter 1480 Wizard 3"
Kamera: Minolta X-300s
Kuhlschranke: 5°C, -20°C, -70°C
Mikroskop: Axiovert 10
Neubauer-Z&hlkammer
UV/VIS Spektrophotometer Uvikon 9331
Vortex-Genie
Wasserbad, GFL 1092, 37°C
Zellkulturschrank Typ 6000, 37° C, 5% CO,
Zellzahlgerat: Casy 1
Zentrifuge Megafuge 1,0 R

3.6 Sonstiges

Eppendorfpipetten und Pipettenspitzen
Eppendorf-Multipette plus und combitips 5 ml
Einmalkivetten 1,5 ml Halbmikro

Nunc Cryo Tubes 1,8 ml

Pasteurpipetten

Polyvials 6 ml und 20 mi
Safe-Lock-Reaktionsgeféalle 1,5 ml und 2 ml
Zellkulturflaschen cellstar, 550 ml
Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml

Eppendorf
Sartorius, Gottingen

Wallac, Finnland
Heraeus

Wallac, Finnland
Minolta, Japan

Zeiss, Gottingen

Madaus Diagnostika, Kdln
Kontron Instruments, Italien
Bender & Hobein, Zlrich, CH

Heraeus
Schéarfe System, Reutlingen
Heraeus

Eppendorf

Eppendorf

Plastibrand

Nunc Inter Med, D&nemark
Greiner, Solingen

Zinsser Analytic, Frankfurt
Eppendorf

Greiner, Solingen

Falcon, Greiner Labortechnik
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4. METHODIK

4.1 Bereitstellung der verwendeten Zellen

Humane Granulozyten wurden durch Dichtegradienten-Separation aus Buffy Coats
isoliert. Dies sind Blutkonserven nach weitgehender Abtrennung der Erythrozyten- und
Plasma-/Thrombozytenfraktion durch Zentrifugieren. Gliomzellen wurden als
Monolayer-Zellen, Lymphomzellen als Suspensionszellen in Zellkulturflaschen mit
Luftfilter bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert.

4.1.1 Gewinnung von humanen Granulozyten

Dichtegradienten-Separation

Zur lIsolierung von Granulozyten wurden Buffy Coats aus 500 ml Vollblut verwendet,
was 100-150 ml Buffy Coat entsprach. Um eine Uberladung des Dichtegradienten zu
vermeiden war eine Verdinnung mit PBS im Verhaltnis von 1:1 notwendig. In
Zentrifugenréhrchen wurden von unten nach oben nacheinander 12,5 ml Histopaque
1119, 12,5 ml Histopaque 1077 und 25 ml Blut-PBS-Gemisch ubereinander
geschichtet und bei 2200 Umdrehungen pro Minute (rpm) 30 Minuten zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren stellt sich die Schichtung von oben nach unten
folgendermalRen dar: Plasma, mononukledre Zellen (MNZ) und Thrombozyten (TZ),
Dichtegradient 1077, Granulozytenfraktion, Dichtegradient 1119, Erythrozytenfraktion.

Plasma
S
L / MNZ / TZ
—— Verdinntes Blut ~_— Histopague 1077
— Histopaque 1077 Granulozyten
— Histopague 1119 § Histopague 1119
o o Erythrozyten
Vor dem Zentrifugieren Nach dem Zentrifugieren

Nach Absaugen der daruberliegenden Schichten bis ca. 0,5 cm Uber der
Granulozytenschicht wurde diese moglichst exakt mit einer Pasteur-Pipette
abgenommen, in einem frischen Zentrifugenréhrchen mit mindestens der dreifachen
Menge PBS vermischt (Waschschritt), anschlieRend bei 1000 rpm 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.

Hypotone Lyse der Erythrozyten

Da die Dichtegradienten-Separation nur eine grobe Trennung der Zellfraktionen
erlaubt, ist auch bei exaktem Arbeiten eine ,Verunreinigung“ der Granulozytenfraktion
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mit Erythrozyten nicht zu vermeiden. Zur Beseitigung der verbliebenen Erythrozyten
durch hypotone Lyse nutzt man deren im Vergleich zu den Granulozyten geringere
osmotische Resistenz. Nach dem Waschschritt wurden dazu die Zellpellets in 10 ml
sterilem Aqua dest. resuspendiert, was zum Platzen der Erythrozyten, nicht aber der
Granulozyten fuhrt. Nach 20-30 Sekunden wurde die hypotone Lyse durch Zugabe von
10 ml zweifach konzentrierter PBS gestoppt und die nunmehr isotone Suspension
erneut bei 1000 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgte
die Resuspension in 5 ml Kulturmedium. AnschlieBend wurden die Zellen in
Kulturflaschen mit 20 ml Kulturmedium aufgenommen und bis zum Versuch im
Brutschrank aufbewahrt. Vitalitdtskontrollen mit Trypanblau ergaben eine Absterberate
von 20-30% nach einem Tag, sodass die Zellen nie langer als einen Tag aufbewahrt

wurden.

Abb. 5:  Granulozyten nach der Isolation. Nativaufnahme in 400-facher Vergrof3erung

Stimulation
Fur Versuche mit stimulierten Granulozyten wurde dem Kulturmedium 8 Stunden vor
dem Versuch lyophilisiertes LPS von E. coli in einer Endkonzentration von 100 ng/ml

zugegeben.

4.1.2 Gliomzellen

Verwendet wurde die humane Astrozytomlinie HS-683. Die Monolayer-Zellen wurden
in beschichteten Kulturflaschen mit 20-25 ml Dulbecco’s MEM-Medium mit 15% FKS,
1% NaPyruvat, 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde ein
Mediumwechsel durchgefuhrt.
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Mediumwechsel

Nach leichtem Beklopfen der Kulturflasche zum Ablésen abgestorbener Zellen wurde
das Medium Uber der Zellschicht mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und durch
20-25 ml frisches, vorgewarmtes Medium ersetzt. Bei einer Verdopplungszeit von 15-
20 Stunden war jeweils nach 5-8 Tagen der Boden einer Kulturflasche komplett
bewachsen und eine Zellpassage notwendig.

Abldsen der Zellen und Passage

Das Medium wurde abgesaugt, anschlie3end 6 ml 0,03% EDTA-L6sung zum Ablésen
der adh&renten Zellen sowie der interzellularen Kontakte zugegeben. Nach 10 Minuten
im Brutschrank und kraftigem Beklopfen der Kulturflasche I6sten sich die Zellen vom
Flaschenboden ab (Kontrolle unter dem Mikroskop). Zur Entfernung der EDTA-LOsung
wurden die abgeldsten Zellen in 20ml vorbereitetem frischem Medium gewaschen, bei
1000 rpm, 20°C, 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 6 ml
frischem Kulturmedium resuspendiert und auf 3-6 frische Kulturflaschen mit je 20ml

Medium verteilt.

Abb. 6: HS-683 Gliomzellen 5 Tage nach Passage, Nativaufnahmen
a) 300-fache VergrolRerung, b) 125.000-fache VergroRerung

4.1.3 Lymphomzellen

Die humanen su-DHL-4 Burkitt-Lymphomzellen wurden als Suspensionszellen in
RPMI-Medium mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Aufgrund des
raschen Wachstums war alle 2-4 Tage eine Passage notwendig. Die Zellsuspension
wurde dazu aus der Kulturflasche in ein Zentrifugenrohrchen pipettiert, bei 1000 rpm,
20°C, 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die in frischem Medium
resuspendierten Zellen wurden dann auf vorbereitete Kulturflaschen mit je 25 ml
Medium verteilt.
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Abb. 7:  DHL-4 Lymphomzellen, Nativaufnahme in 400-facher Vergré3erung

4.1.4 Einfrieren der Zellen

Es wurden nur Zellen aus Kulturen in optimalem Zustand eingefroren. Ein Vitalitatstest
mit Trypanblau musste mindestens 70% vitale Zellen ergeben, da sich die Erholung
der Zellen nach dem Auftauen proportional zur Vitalitat vor dem Einfrieren verhélt. Bei
den Gliomzellen wurde ein Zeitpunkt gewahlt, zu dem die Zellen gerade den
Kulturflaschenboden bedeckten, sich aber noch keine Nekrosen in der Mitte der
Zellnester zeigten. Bei den Lymphomzellen wurde ein Zeitpunkt 2-3 Tage nach der
letzten Passage gewahlt. Die Zellen wurden wie zur Passage aus den Kulturflaschen
entnommen, das Kulturmedium bei 1000 rpm, 5 min, 20°C abzentrifugiert, die Zellen in
frischem Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die endultige
Konzentration im Einfriermedium sollte 5*10°-1*10° Zellen/ml betragen, sodass
entsprechend die bendtigte Menge Einfriermedium berechnet wurde. Das
Kulturmedium wurde bei 1000 rpm, 5 min, 20°C abzentrifugiert, die Zellen in der
berechneten Menge DMSO Freeze Medium resuspendiert und auf sterile Kryordhrchen
verteilt. Nach 5-10 Minuten Inkubation im DMSO-Medium wurden die Zellen fir 24 h
bei -20°C, dann fiur weitere 24 h bei -70°C vorgekihlt bevor sie zur
Langzeitaufbewahrung in Flussigstickstoff gebracht wurden.

4.1.5 Auftauen der Zellen

20 ml des entsprechenden Kulturmediums wurden auf 37°C vorgewarmt in einem
Zentrifugenréhrchen vorgelegt. Das Kryoréhrchen mit der gefrorenen Zellsuspension
wurde aus dem Flissigsticksoff genommen und unter 37°C warmem flieRendem
Wasser erwadrmt. Sobald die Zellsuspension nach 40-60 Sekunden geschmolzen war,
wurde sie unter sterilen Bedingungen in das vorbereitete Zentrifugenrohrchen pipettiert

und mit dem vorgelegten Kulturmedium vermischt. Um das Einfriermedium zu
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entfernen, wurde bei 1000 rpm, 20°C, 5 min zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. AnschlieRend wurden die Zellen in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und
auf vier vorbereitete Kulturflaschen mit jeweils 25ml Kulturmedium verteilt. Nach 24
Stunden im Brutschrank wurde die neue Kultur unter dem Mikroskop auf Wachstum
und Kontamination durch Bakterien oder Pilze kontrolliert. Zu diesem Zeitpunkt
mussten vitale Gliomzellen bereits am Boden der Kulturflasche angewachsen sein und
erste Zellfortsatze zeigen. Die Lymphomzellen sollten sich als einheitliche kreisrunde
Zellen frei in Suspension befinden und zeigten h&ufig bereits eine Vermehrung im
Vergleich zum Vortag. Zur Kontrolle der Vitalitit wurde eine Trypanblau-Farbung
durchgefuhrt. Nach drei Tagen fand der erste Mediumwechsel statt (siehe oben). Die
Lymphomzellen zeigten in der Regel bereits wenige Tage nach dem Auftauen gutes
Wachstum. Die Gliomzellen erholten sich dagegen wesentlich langsamer. Zum Teil war
erst 1-3 Wochen nach dem Auftauen die erste Passage moglich, sodass bis dahin
lediglich zweimal pro Woche ein Mediumwechsel durchgefihrt wurde. Als
Wachstumsstimulans fir HS-683 Gliomzellen wurden 3,9 mg/L Mercaptoethanol
zugegeben. Sowohl Lymphom- als auch Gliomzellen wurden ab der dritten Passage

nach dem Auftauen fir Versuche verwendet.

4.1.6 Vitalitdtsbestimmung mit Trypanblau

Zur Vitalitatsbestimmung wurden 50 pl Zellsuspension und 50 pl Trypanblau-L6sung in
einem Reaktionsgefal vermischt und 5 Minuten inkubiert. Intakte Zellmembranen sind
undurchlassig fur Trypanblau, vitale Zellen erscheinen somit ungefarbt. Zellen mit
defekten Membranen nehmen den Farbstoff auf und erscheinen kraftig blau. Die
Auszahlung erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer bei 100-facher Vergrof3erung.
Bestimmt wurde das Verhaltnis angefarbter Zellen zur Gesamtzellzahl in vier grof3en
Quadraten der Zahlkammer. Voraussetzung fur die Durchfuhrung eines Versuches

waren mindestens 70% vitale Zellen.

4.1.7 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte im Casy-Zellzahlgerat. Die Bestimmung erfolgte je
nach Zellzahl bei einer Verdiinnung von 1:200 oder 1:1000 (10 bzw. 50ul
Zellsuspension auf 10 ml Casy-ton-Lésung) als Mittelung zweier Zahlungen derselben
Probe. Zur Bestimmung der Zellzahl einer Suspension wurden insgesamt drei Proben
ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt.
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4.2 Standard-Versuchsablauf

Vor der Beschreibung der eigentlichen Versuche zu bestimmten Fragestellungen wird
hier zundchst der allgemeine Versuchsablauf unter Standardbedingungen detailliert
dargestellt.

Versuchsprinzip

Die in Versuchspuffer suspendierten Zellen wurden zu je 100 pl (ca. 1*10° Zellen) in
Eppendorf-Cups pipettiert und fur 1 Stunde bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden je 100 ul radioaktive Aminosdureldsung zugegeben. Dies
entsprach einer Aktivitat von 3,7 kBq (0,1 pCi) bei MET oder 370 kBq (10 pCi) bei FET.
AuBBer der entsprechenden radioaktiv markierten Aminosaure enthielt die
Aminosaureldsung definierte Konzentrationen an nicht radioaktiv markiertem Methionin
(Met) bzw. Fluorethyl-L-Tyrosin (FET*). Die Proben wurden erneut fir 15 Minuten bei
37°C inkubiert (,Aufnahmezeit”). Die Aufnahme wurde dann durch Zugabe von 1 ml
eiskaltem PBS gestoppt und von den Zellen nicht aufgenommenes MET bzw. FET in
drei Waschschritten mit jeweils 1 ml eiskaltem PBS wieder ausgewaschen. Bis nach
dem dritten Waschschritt wurden die Proben kontinuierlich bei 0-5°C gekihlt, um eine
weitgehende Inaktivierung aller Transportmechanismen zu erreichen. Die nach dem
Waschen noch in den Proben verbliebene Aktivitat wurde als von den Zellen
aufgenommene Aktivitat betrachtet und im Gamma- bzw. Betacounter gemessen. Um
die Aufnahme in verschiedene Zellen vergleichen zu kdénnen, wurde anschlie3end der

Proteingehalt der Proben bestimmt.

Vorbereitung der Zellsuspension

Die zellulare Aufnahme einer bestimmten Aminosaure ist unter anderem abhéngig von
der Aminosaurekonzentration im Medium. Um die Aufnahme von MET und FET
unbeeinflusst von anderen Aminosduren zu untersuchen, wurde ein aminosaurefreier
Versuchspuffer mit pH 7,4 gewéhlt. Die Gliomzellen wurden wie oben beschrieben mit
EDTA abgeldést und in Versuchspuffer einmal gewaschen. Das Kulturmedium der
Suspensionszellen wurde abzentrifugiert und die Zellen ebenfalls einmal in
Versuchspuffer gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen bei 1000 rpm, 20°C, 5
Minuten zentrifugiert, in 10 ml Versuchspuffer resuspendiert und die Zellzahl im
Zellzahlgerat bestimmt. Durch weitere Zugabe von Versuchspuffer wurde die
Zellkonzentration zwischen 1*10° und 5*10° Zellen pro ml eingestellt und als Mittelwert
dreier Messungen genau bestimmt. Je 100 pl Zellsuspension wurden in die
vorbereiteten ReaktionsgefalRe (Eppendorfcups) pipettiert, je nach Versuch weitere
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Reagenzien zugegeben und die Proben fir 1 Stunde bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank
inkubiert.

Vorbereitung der radioaktiven Aminosaureldésung

Wahrend der Inkubation der Proben in Versuchspuffer wurde aus Versuchspuffer,
unmarkiertem Methionin (Met) bzw. Fluorethyl-L-Tyrosin (FET*) und radioaktiv
markiertem MET bzw. FET die radioaktive Aminoséureldsung hergestellt. Der Anteil
der radioaktiv markierten Aminosauren an der gesamten Aminosaure-Stoffmenge der
Losung war dabei vernachlassigbar klein, sodass die Aminosdurekonzentration der
Losung allein durch kaltes Met bzw. FET* eingestellt wurde und unabhangig von der
Radioaktivitat beliebig variiert werden konnte. Die Standard-Aminosaurekonzentration
orientierte sich an den physiologischen Plasmakonzentrationen von Methionin (4,4
mg/L) und Tyrosin (12 mg/L). Unter Berlcksichtigung der 2:1-Verdinnung im
Versuchsansatz wurden die Aminosaurelésungen mit 8,8 mg/L Met bzw. 24 mg/L FET*
vorbereitet. Die Methionin-Losung wurde dann durch Zugabe von MET auf eine
Aktivitat von 37 kBg/ml (1 pCi/ml), die FET-L6sung durch Zugabe von FET auf eine
Aktivitat von 3700 kBg/ml (100 pCi/ml) eingestellt.

Aufnahmezeit

Als Aufnahmezeit wurde die Zeit zwischen Zugabe der radioaktiven Aminosaurelésung
und dem Abstoppen der Aufnahme durch Zugabe von 1 ml eiskaltem PBS bezeichnet.
Um eine Temperatur von 37°C wéahrend der Aufnahme zu erhalten, wurden sowohl die
Proben als auch die Aminosdurelésung auf 37°C vorgewarmt und bei Aufnahmezeiten
von zehn Minuten und langer die Proben wahrend der Aufnahme im Brutschrank
inkubiert. Wie die Kinetik-Versuche zeigen, nahm die Aufnahmegeschwindigkeit
ausgehend von einem Maximum unmittelbar nach Zugabe der Aktivitdt in den ersten
Minuten rasch ab. Innerhalb der ersten Minuten wirkten sich Schwankungen der
Aufnahmezeit deshalb am deutlichsten aus. Als Standard wurde daher eine relativ
lange Aufnahmezeit von 15 Minuten gewahlt.

Abstoppen und Waschen

Nach dem Abstoppen mit 1 ml eiskaltem PBS wurden die Proben bei 5000 rpm, 0°C, 5
min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden erneut in 1 ml
eiskaltem PBS resuspendiert und bei 5000 rpm, 0°C, 5 Minuten zentrifugiert.
Insgesamt wurde dreimal auf diese Weise gewaschen. Nach dem dritten Waschen
wurde der Uberstand komplett abpipettiert.
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Aktivitdtsmessung

Versuche mit FET: Nach dem dritten Waschschritt wurden die ReaktionsgefdlRe samt
Inhalt in 20 ml Szintillationsrohrchen gestellt und die Aktivitat im Gammacounter
gemessen.

Versuche mit MET: Nach dem dritten Waschschritt wurden 0,5 ml zweiprozentige SDS-
Losung zur Lyse der Zellen zugegeben und bis zum folgenden Tag bei
Raumtemperatur belassen. Dann wurde die SDS-Losung mit den lysierten Zellen in
Szintillationsréhrchen pipettiert. Zum Ausspilen der Eppendorf-Cups wurden jeweils
0,5 ml PBS verwendet, die ebenfalls in das jeweilige Szintillationsrohrchen pipettiert
wurden. Es wurden 2 ml Szintillationscocktail zugegeben und durch mehrmaliges
Kippen gleichmafig mit der Probe vermischt. AnschlielBend wurde die Aktivitat im

Betacounter gemessen.

Standards

Bei jedem Versuch wurden Standards der verwendeten radioaktiven
Aminosaureldsung mitgefihrt. Dazu wurden bestimmte Mengen der verwendeten
radioaktiven Aminoséureldsung direkt in Szintillationsréhrchen pipettiert (bei MET mit 2
ml Szintillationscocktail), ihre Radioaktivitat im Gamma- bzw. Betacounter gemessen
und Standardgeraden erstellt. Als Standards wurden 0%, 0,1%, 1%, 10%, 50% und
100% der im jeweiligen Versuch den Proben zugegebenen radioaktiven

Aminosaurelésung verwendet.

Proteinbestimmung

Um die GrolRenunterschiede der verschiedenen Zelllinien zu bertcksichtigen, wurde
die Aufnahme auf die Zellproteinmasse in mg bezogen. Dazu wurde bei jedem Versuch
der Proteingehalt an 5 Proben jeder Zelllinie nach der Bradford-Methode bestimmt und
der Mittelwert berechnet. Zur Proteinbestimmung wurden 100 pl der jeweiligen
Zellsuspension verwendet und durch den gesamten Versuch mit den Ubrigen Proben
mitgefuhrt. Statt der radioaktiven Aminosaurelésung wurden 100 pl Versuchspuffer
zugegeben. Nach dem dritten Waschschritt wurde wie bei den tbrigen Proben der
Uberstand komplett abpippetiert, die Zellpellets in 200 pl NaOH (1N) resuspendiert und
eine Stunde lang lysiert. 20 pl des Zelllysates wurden mit 700 pl PBS und 80 ul
PBS/H,0-Gemisch (1:1) gleichmaRig vermischt und 200 pl Farbstoff-Reagenz
zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurde die Extinktion bei einer
Wallenlange (A) von 595 nm gemessen und anhand von Proteinstandards der
Proteingehalt der Proben bestimmt.
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Tab. 3:  Pipettierschema zur Proteinbestimmung

Referenz | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard| Probe

1 2 3 4 5

Proteingehalt (mg) 0 0,002 0,004 0,007 0,01 0,02
PBS 700 ul 700 ul 700 ul 700 ul 700 ul 700 ul| 700 ul
BSA-Standard* + - 10 pl 20 pl 35 ul 50 pl 100 pl -
PBS (1:10)
PBS + H,0 (1:10) 100 pl 90 pl 80 pl 65 pl 50 pl ol 80 pl
Farbstoff-Reagenz 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl| 200 pl
Probe zur - - - - - - 20 pl
Proteinbestimmung
Gesamt 1000 pl| 1000 pl| 1000 pl| 1000 pl 1000 pl 1000 pl | 1000 pli

* BSA-Standard: 2mg/ml Proteingehalt
Wellenlange: A=595nm

Messdauer: 10sec

Inkubationszeit: 5min

Auswertung
Die Radioaktivititsmessung im y- bzw. B-Counter liefert Messwerte in der Einheit

,counts Per Minute (CPM)“, also detektierte Strahlungsereignisse pro Minute. Diese
Einheit entspricht weder der Aktivitat der Proben in Bg, noch existiert ein konstanter
Lediglich
proportionaler Bezug zwischen CPM und Radioaktivitit der Proben. Das Gerat

Umrechnungsfaktor. innerhalb derselben Messung besteht ein direkt
bericksichtigt dabei rechnerisch bereits den Zerfall wahrend der Messzeit der Proben
und bezieht alle Ergebnisse auf den Zeitpunkt des Messbeginns der ersten Probe.
Anhand der mitgefihrten Standards mit bekannter Radioaktivitat wurde fur jeden
Versuch eine Standardgerade erstellt. Uber die Standardgerade wurde der prozentuale
Anteil der aufgenommenen Radioaktivitat ermittelt und die Messwerte von CPM in %
aufgenommene Radioaktivitdt umgerechnet.

Der Anteil der aufgenommenen Radioaktivitdt entspricht dem Anteil der
aufgenommenen Tracermenge. Da sich radioaktiv markierte und nicht-markierte
Aminosauren bei der Aufnahme in die Zelle nicht unterscheiden, gilt derselbe Anteil
auch fur die gesamte Methionin- bzw. Fluorethyl-L-Tyrosinmenge in der Probe. Diese
wurde allein durch die jeweilige nicht-markierte Aminoséure bestimmt, da der
mengenmaRige Anteil der markierten Aminosauren vernachlassigbar klein war. Uber
die bekannte Aminosaurekonzentration in den Proben konnte somit die aufgenommene
Methionin- bzw. Fluorethyl-L-Tyrosinmenge in pug oder nmol berechnet werden. Uber
die bekannte Zellzahl pro Probe wurde die Aufnahme pro 100.000 Zellen berechnet,
alternativ wurde der Proteingehalt der Probe bestimmt und die Aufnahme pro mg

Zellprotein ausgedriickt.
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4.3 Durchfiihrung der Versuche

4.3.1 Vergleich der Aufnahme von MET und FET in verschiedene Zellen
Die Aufnahme von MET und FET wurde an HS-683 Gliomzellen, DHL-4

Lymphomzellen und humanen Granulozyten untersucht und verglichen.

4.3.1.1 Aufnahme von MET in verschiedene Zellen

Der Versuchsablauf entsprach dem oben beschriebenen Standard-Versuchsablauf. Fir
jede Zelllinie wurden 5 Proben mit je ca. 1*10° Zellen in 100 pl Versuchspuffer
vorbereitet und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. In jede Probe wurden anschlie3end
100 pl Methioninldsung pipettiert, sodass eine Endkonzentration von 4,4 mg/L
Methionin bei einer Radioaktivitat von 3,7 kBq resultierte. Nach 15 Minuten Inkubation
bei 37°C wurde die Aufnahme durch Zugabe von 1 ml eiskaltem PBS gestoppt. Es
folgten wie im Standardversuch beschrieben drei Waschschritte unter kontinuierlicher
Kihlung der Proben. Nach dem letzten Zentrifugieren wurde der Uberstand vollstandig
abpippetiert, die Zellen in zweiprozentiger SDS-Lésung lysiert und nach Zugabe von 2
ml Szintillationscocktail die aufgenommene Aktivitdt im Betacounter gemessen. An
mitgefuhrten Proben zur Proteinbestimmung wurde der Proteingehalt bestimmt.

4.3.1.2 Aufnahme von FET in verschiedene Zellen

Die FET-Aufnahme wurde analog zum Methioninversuch untersucht. Je Probe wurden
100 pl FET-L6sung zugegeben, was einer Endkonzentration von 12 mg/L bei 370 kBq
entsprach. Nach einer Aufnahmezeit von 15 Minuten bei 37°C wurde die FET-
Aufnahme durch Zugabe von 1 ml eiskaltem PBS gestoppt und die Proben unter
kontinuierlicher Kuhlung dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert, die ReaktionsgefalRe mit Inhalt in Szintillationsréhrchen fiir den
y-Counter gestellt und die aufgenommene Radioaktivitat gemessen. Am folgenden Tag
(nach ca. 10 HWZ) konnte nach Zerfall der Aktivitat der Proteingehalt an den Proben

selbst bestimmt werden.

Anhand mitgefuhrter Standards mit bekannten Mengen der verwendeten MET- bzw.
FET-Losung wurde festgestellt, welcher Prozentsatz der urspriinglich zugegebenen
Radioaktivitat von den Zellen aufgenommen worden war. Uber die bekannten Met- und
FET*-Konzentrationen der Ldsungen wurde daraus die absolute Met- und FET*-
Aufnahme in nmol berechnet. Die Aufnahme wurde auf 1*10° Zellen und auf mg
Zellprotein bezogen. Die Mittelwerte aus den Messwerten der jeweils funf Aliquots
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ergaben das Ergebnis fir einen Versuch. Insgesamt wurde jeder Versuch finfmal
durchgefuhrt. Die Mittelwerte daraus ergaben das Endergebnis fur jede Zelllinie.

4.3.2 Aufnahme von MET und FET in stimulierte Granulozyten

Im Verlauf einer Entzindungsreaktion werden Granulozyten durch Zytokine und
bakterielle Bestandteile aktiviert. Da die Aktivierung Transporteigenschaften verandern
kann, wurde die Auswirkung einer Stimulation der Granulozyten auf die Aufnahme von
MET und FET untersucht.

Granulozyten eines Buffy Coats wurden isoliert und in zwei Kulturflaschen mit RPMI-
Medium gebracht. Einer Kulturflasche wurde mindestens acht Stunden vor dem
Versuch lyophilisiertes LPS von E. coli in einer Endkonzentration von 100 ng/ml
zugesetzt und bei 37°C inkubiert. Das Kulturmedium wurde dann bei 1000 rpm, 5min
abzentrifugiert, die Zellen einmal gewaschen und in Versuchspuffer resuspendiert. Je
Probe wurden 100 pl Granulozytensuspension mit etwa 1*10° Granulozyten vorbereitet
und far eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Fir stimulierte und nicht-stimulierte
Granulozyten wurden jeweils funf Aliquots untersucht, auRerdem jeweils 5 Proben zur

Proteinbestimmung mitgefuhrt.

Wie im Standard-Versuchsablauf beschrieben wurde Methioninldsung mit 37 kBg/ml
MET und 8,8 mg/L kaltem Met bzw. FET-L6sung mit 3700 kBq FET und 24 mg/L
kaltem FET* vorbereitet und auf 37°C erwarmt. Den Proben wurden 100 pl der
jeweiligen L6osung zugegeben, was einer Methioninkonzentration von 4,4 mg/L bei 3,7
kBg bzw. einer FET*-Konzentration von 12 mg/L bei 370 kBqg entsprach. Nach einer
Aufnahmezeit von 15 Minuten bei 37°C wurde die Aufnahme durch Zugabe von
eiskaltem PBS gestoppt. Alle weiteren Schritte entsprachen dem Standard-
Versuchsablauf.

4.3.3 Aufnahme bei unterschiedlichen pH-Werten

Der pH-Wert hat entscheidenden Einfluss auf viele Stoffwechselschritte. Auch fir
verschiedene Aminosauretransportsysteme ist eine pH-Abhangigkeit der Aktivitat
bekannt. Fir die Anreicherung von PET-Tracern im Gewebe stellt der pH-Wert somit
einen wichtigen Parameter dar. Ziel war es daher, die pH-Abh&ngigkeit der MET- bzw.
FET-Aufnahme zu untersuchen.

Versuchspuffer wurde in sechs Portionen von ca. 25 ml aufgeteilt und durch Zugabe
von NaOH bzw. Salzsédure auf pH-Werte von 6,8 / 70/ 72/ 74/ 7,6 und 7,8
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eingestellt. Der Rest des Versuchspuffers wurde auf pH 7,0 eingestellt. Wie
beschrieben wurde das Kulturmedium der Suspensionszellen abzentrifugiert und die
abgel6sten Monolayer-Zellen in Versuchspuffer von pH 7,0 suspendiert und dieser
ebenfalls abzentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in mindestens 50 ml
Versuchspuffer (pH 7,0) gleichmé&Rig resuspendiert und die Zellzahl auf ca. 1*10’
Zellen/ml eingestellt. Die Suspension wurde zu je 8 ml auf 6 Zentrifugenréhrchen
verteilt, 5 min bei 1000 rpm, 20°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die
Zellen in je 5 ml Pufferlosung mit pH-Werten von 6,8 bis 7,8 resuspendiert.
AnschlieRend wurde jeweils die genaue Zellzahl bestimmt. Je 100 pl eines pH-Wertes
wurden in ein Reaktionsgefald pipettiert und fir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wurde die radioaktive Aminosaurelésung unter
Verwendung von Versuchspuffer mit pH 7,0 hergestellt. Die Aktivitat der MET-L6sung
betrug 37 kBg/ml (1 uCi/ml), die der FET-LOsung 3700 kBg/ml (100 pCi/ml). Da nur ein
relativer Vergleich der verschiedenen Zellen angestrebt wurde, wurde bei den pH-
Versuchen auf einen Zusatz kalter Aminosauren verzichtet. Je Probe wurden 100 pl
der radioaktiven MET- bzw. FET L6sung (3,7 bzw. 370 kBq) zugegeben und nach einer
Aufnahmezeit von 15 min bei 37°C abgestoppt. Der weitere Ablauf entsprach dem
Standard-Versuch. Die Proteinbestimmung wurde im FET-Versuch am folgenden Tag
an den Proben selbst, bei MET an mitgefuhrten Proben zur Proteinbestimmung
durchgefuhrt. Fir jeden pH-Wert wurden fnf Aliquots untersucht.

4.3.4 Hemmstoff-Versuche

Aminosauren werden Uber spezifische Transportsysteme zellular aufgenommen. Als
wichtigste Aminosauretransporter fur neutrale Aminosauren gelten das A-, das L- und
das ASC-System. Ziel war es, den Anteil dieser Transportsysteme an der Aufnahme
von MET und FET in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten
festzustellen. BCH (2-Amino-2-Norbornan-Carboxylsaure) ist eine synthetische
Aminosaure mit hoher Affinitdt zum L-System, die als kompetitiver Hemmestoff fir das
L-Transportsystem eingesetzt wurde. MeAIB (a-(Methylamino)-Isobuttersaure) ist
ebenfalls eine synthetische Aminosaure, die von der Zelle aufgenommen aber nicht
weiter metabolisiert wird und gilt als spezifischer kompetitiver Hemmstoff fir das A-
System. Die natirliche Aminosaure L-Serin wird vorwiegend tber das ASC-System
transportiert und wurde als kompetitiver Hemmestoff fur dieses System eingesetzt. In
der Literatur werden zur Untersuchung des ASC-Systems teilweise auch MeAIB und
Serin kombiniert und davon der A-System-Anteil (MeAIB allein) subtrahiert. Da dieses
Verfahren in Vorversuchen keinen Unterschied gegentber L-Serin allein brachte,
wurde auf die Kombination mit MeAIB verzichtet. Der durch den jeweiligen Hemmstoff
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hemmbare Anteil der Tracer-Aufnahme wurde als Anteil des entsprechenden
Transporters am Gesamttransport gewertet. Der durch die genannten Hemmstoffe
nicht hemmbare Anteil der Aufnahme wurde als ,unspezifische Aufnahme* bezeichnet.
Sie wurde ermittelt, indem die Aufnahme in Anwesenheit aller drei Hemmstoffe

bestimmt wurde.

Hemmstofflosungen mit 180 mmol/L BCH, MeAIB oder L-Serin sowie mit je 180
mmol/L aller drei Hemmstoffe in Versuchspuffer wurden vorbereitet. Die
Zellsuspensionen wurden wie im Standard-Versuchsablauf beschrieben vorbereitet
und je 100 pl (ca. 1*10° Zellen) in ReaktionsgefaRe pipettiert. AnschlieRend wurden
100 pl der jeweiligen Hemmstofflésung zugegeben. Durch die Verdiinnung ergab sich
somit eine Hemmstoffkonzentration von 90 mmol/L wahrend der Inkubationszeit und
von 60 mmol/L wahrend der Aufnahmezeit. Zur Messung der ungehemmten Aufnahme
wurden 100 pl Versuchspuffer ohne Hemmstoffe zugegeben. Anschlieend wurden die
Proben fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. FUr jede Hemmstofflosung und die
ungehemmte Aufnahme wurden je 4 Aliquots untersucht, der Versuch wurde fir jede
Zelllinie dreimal durchgefuhrt. Die verwendete Hemmstoffkonzentration wurde in
Vorversuchen als Konzentration mit maximaler Hemmwirkung ermittelt. Durch eine
weitere Erhohung der Hemmstoffkonzentrationen lieBen sich keine besseren
Hemmwirkungen erzielen. Wahrend der Inkubationszeit wurde radioaktive
Aminosaurelésung mit 37 kBg/ml MET bzw. 3700 kBq FET vorbereitet. Je Probe
wurden 100 pl zugegeben, entsprechend einer Aktivitat von 3,7 kBq MET bzw. 370 kBq
FET. Nach einer Aufnahmezeit von 15 min wurde die Aufnahme mit eiskaltem PBS
gestoppt. Die weiteren Schritte Waschen, Aktivitdtsmessung und Proteinbestimmung
entsprachen dem Standard-Versuchsablauf.

4.3.5 Einfluss unterschiedlicher Substratkonzentrationen

Die Abhangigkeit eines Transportvorgangs von der Substratkonzentration I[&sst
Ruckschlisse auf die Art der beteiligten Transportmechanismen zu. Wahrend
unspezifische Mechanismen wie Diffusion eine lineare Abhangigkeit von der
Substratkonzentration aufweisen, zeigt die Aufnahme in Abhé&ngigkeit von der
Substratkonzentration bei spezifischen Transportern typischerweise den Verlauf einer
Sattigungskurve. Um die Konzentrationsabhangigkeit und Sattigbarkeit des
Transportes von MET und FET in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
Granulozyten zu untersuchen, wurde die Aufnahme in Anwesenheit unterschiedlich
hoher Konzentrationen von unmarkiertem Met bzw. FET* bestimmt. Der nicht

sattigbare Anteil der Aufnahme wurde bei sehr hohen Met- bzw. FET*-Konzentrationen
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von 176 bzw. 180 mg/L ermittelt und zur Berechnung der sattigbaren Aufnahme von
der Gesamtaufnahme abgezogen.

4.3.5.1 Einfluss der Met-Konzentration auf die Aufnahme von MET

Um die Abhangigkeit der MET-Aufnahme von der Methioninkonzentration zu
untersuchen wurden folgende Konzentrationen von nicht radioaktiv markiertem
Methionin in Versuchspuffer hergestellt; Angabe in mg/L (mmol/L): 0,022 (0,000148) /
0,22 (0,00148) / 2,2 (0,0148) / 4,4 (0,0295)/ 8,8 (0,0599) / 17,6 (0,118) / 35,2 (0,236) /
70,4 (0,472) / 352 (2,362). Zu allen Losungen wurde MET zugegeben, sodass die
Aktivitat bei allen Konzentrationen 37 kBg/ml (1 pCi/ml) betrug. In Relation zur gesamt-
Methioninkonzentration der Losung ist dabei die Stoffmenge von MET
vernachlassigbar klein, sodass die Methionin-Konzentration der Losung allein durch die

Konzentration kalten Methionins bestimmt wird.

4.3.5.2 Einfluss der FET*-Konzentration auf die Aufnahme von FET

Um die Abhangigkeit der FET-Aufnahme von der FET*-Konzentration zu untersuchen,
wurden folgende Konzentrationen von nicht radioaktiv markiertem FET* hergestellt;
Angabe in mg/L (mmol/L): 0,02 (0,00011) / 0,2 (0,0011) / 2 (0,011) / 6 (0,033) / 12
(0,066) / 24 (0,13)/ 36 (0,2) / 48 (0,27) / 90 (0,5) / 180 (1,0) / 360 (2,0). Durch Zugabe
von FET wurde die Aktivitat bei allen Konzentrationen auf 3700 kBg/ml eingestellt. Fir
die Fluorethyl-L-Tyrosin-Konzentration der Ldsung war wiederum allein die

Konzentration von kaltem FET* relevant.

Versuchsablauf:

Die Proben mit 100 ul Zellsuspension (ca. 1*10° Zellen) wurden wie im Standard-
Versuchsablauf beschrieben vorbereitet und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Dann
wurden 100 pl der jeweiligen Aminosdureldsung zugegeben. Die End-Konzentration
der jeweiligen Aminosaure entsprach durch die 1:1-Verdinnung der Halfte der oben
angegebenen Konzentrationen. Die Aufnahmezeit bis zum Abstoppen betrug 15
Minuten. Alle weiteren Schritte entsprachen dem Standard-Versuchsablauf. 100 pl
jeder Konzentrationsstufe wurden als Standards im Beta- bzw. Gammacounter
gemessen. Die Proteinbestimmung wurde beim MET-Versuch an eigens mitgefihrten
Proben zur Proteinbestimmung durchgefiihrt, beim FET-Versuch am folgenden Tag an
den Proben selbst. Je Konzentration und Zelllinie wurden vier Aliquots untersucht.
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4.3.6 Abhangigkeit der Aufnahme von der Inkubationszeit

Die Aufnahme von MET und FET in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
Granulozyten wurde nach unterschiedlichen Aufnahmezeiten gestoppt, um so die
Traceraufnahme in Abhangigkeit von der Zeit zu untersuchen. Die Aufnahmezeiten
betrugen 0, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60 und 90 Minuten. Die vorbereiteten Proben mit 100 pl
Zellsuspension in Versuchspuffer (ca. 1*10° Zellen) wurden fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde MET-L6sung mit einer Aktivitdt von 37
kBg/ml und die FET-L6sung mit einer Aktivitat von 3700 kBg/ml aus der jeweiligen
radioaktiv markierten Aminosédure und Versuchspuffer hergestellt und bei 37°C
vorgewarmt. Je Probe wurden 100 pl radioaktive Aminoséurelésung zugegeben und
zugleich die Zeitmessung begonnen. Nach der jeweiligen Aufnahmezeit wurde die
Aufnahme durch Zugabe von 1 ml eiskaltem PBS abgestoppt und die Proben sofort in
Eis gekuhlt. Anschlielend folgten wie im Standard-Versuch beschrieben drei
Waschschritte mit eiskaltem PBS. Alle weiteren Schritte zur Messung der Aktivitat und
Proteinbestimmung erfolgten wie im Standard-Versuchsablauf. Fir die Aufnahmezeit O
Minuten wurden die Proben bereits bei Zugabe der radioaktiven Aminosdure auf Eis
gekihlt und die radioaktive Aminoséureldsung vor Zugabe ebenfalls auf Eis gekuhlt.
Die Aufnahmegeschwindigkeit wurde aus der Differenz der Aufnahme zwischen
aufeinander folgenden Zeitpunkten, geteilt durch die Zeitdifferenz in Minuten,
berechnet. Fur jede Aufnahmezeit wurden funf Aliquots untersucht.

4.3.7 Michaelis-Menten-Kinetik

Die Transportgeschwindigkeit eines spezifischen Transporters wird von V. und Ky,
bestimmt. Die Transportgeschwindigkeit v geht mit steigender Substratkonzentration
asymptotisch gegen Vnax, dem MalR fur die Kapazitat des Transportsystems. Die
Michaelis-Konstante K, gibt die Substratkonzentration an, bei der v = %2 Vax iSt. Sie ist
ein Mal3 fur die Affinitdt des Transporters zum Substrat. Die Affinitat beschreibt die
Passgenauigkeit des Transporters fir ein bestimmtes Substrat, also die Qualitat mit
der der Transporter sein Substrat binden kann. Die Kapazitat beschreibt die maximale
Transportrate des Transportsystems und ist abhéangig von der Anzahl aktiver
Transporter. Um Vpa und Kp, fur den Transport von MET und FET in HS-683
Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten zu ermitteln, wurden Michaelis-
Menten-Kinetiken erstellt. Dazu wurde die Aufnahmegeschwindigkeit bei
unterschiedlichen Substratkonzentrationen ermittelt.

Die Zellsuspensionen wurden wie im Standardversuchsablauf beschrieben vorbereitet,
je 100 ul (ca 1*10° Zellen) in die ReaktionsgefalRe pippetiert und fiir 1 Stunde bei 37°C
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inkubiert. Aus unmarkiertem Met bzw. FET* und Versuchspuffer wurden Verdiinnungen

mit unterschiedlichen Konzentrationen (Tabelle 4) hergestellt und durch Zugabe von
MET bzw. FET auf Aktivitaten von 37 kBg/ml bzw. 3700 kBg/ml eingestellt.

Tab. 4: Fir Michaelis-Menten-Kinetik verwendete Met- und FET*-Konzentrationen

Met FET*
mg/L mmol/L mg/L mmol/L
352 2,362 360 1,98
70,4 0,472 180 0,994
35,2 0,236 90 0,497
17,6 0,118 48 0,265
8,8 0,0599 24 0,132
4,4 * 0,0295 12 ** 0,0662
2,2 0,0148 6 0,0331
0,22 0,00148 2 0,011
0,022 0,000148 0,2 0,0011

0,02 0,00011

* physiologische Met-Konzentration

**physiologische Tyrosin-Konzentration

Fir die Aminoséurekonzentration der Loésungen war allein die Menge der unmarkierten
Aminoséaure relevant. Je Probe wurden 100pul vorgewarmte Aminosaurelésung je einer
Konzentration zugegeben. Die Radioaktivitdt in den Proben betrug bei allen
Konzentrationen 3,7 kBq MET bzw. 370 kBq FET. Wahrend der Aufnahmezeit
befanden sich die Proben in Raumtemperatur von ca. 25°C. Die Aufnahme wurde nach
1 bzw. 5 Minuten durch Zugabe von eiskaltem PBS gestoppt und nach drei
Waschschritten die zellular aufgenommene Radioaktivitdit gemessen. Waschschritte,
Messung der aufgenommenen Aktivitat und Proteinbestimmung erfolgten wie in den
bereits beschriebenen Versuchen. Fir jede Konzentrationsstufe wurden jeweils vier
Aliquots mit 1 bzw. 5 Minuten Aufnahmezeit untersucht. Der Versuch wurde fir jede
Zellline dreimal durchgefuhrt. Fur jede Konzentrationsstufe wurde die Radioaktivitét
definierter Mengen als Standards gemessen und eine Standard-Gerade erstellt. Aus
dem aufgenommenen Anteil der zugegebenen Radioaktivitdt und der bekannten Met-
bzw. FET*-Konzentration im Ansatz wurde die aufgenommene Met- bzw. FET*-Menge
berechnet. Fir jede Konzentration wurde die Differenz aus der Aufnahme nach 5
Minuten und nach 1 Minute gebildet und durch 4 dividiert, sodass die durchschnittliche
Aufnahmegeschwindigkeit zwischen der 1. und 5. Minute nach Zugabe der
Aminosaureldésung bestimmt wurde. Bei reziproker Darstellung in einem Diagramm
nach Lineweaver-Burk mit der x-Achse 1/Substratkonzentration und der y-Achse
1/Aufnahmegeschwindigkeit kann 1/Vn.cals Schnittpunkt des Graphen mit der y-Achse
und -1/K, als Schnittpunkt des Graphen mit der x-Achse direkt abgelesen oder aus der
Geradengleichung des Graphen berechnet werden.
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5. ERGEBNISSE

5.1 Vergleich der Aufnahme von MET und FET in verschiedene Zellen

Die MET- und FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
humane Granulozyten wurde unter jeweils gleichen Bedingungen verglichen. Die
Aufnahme wurde in Prozent der eingesetzten Aktivitat bestimmt und zum Ausgleich
unterschiedlicher Zellzahlen einheitlich auf 100.000 Zellen bezogen. Bei dieser Art der
Darstellung ist die ZellgroRe ein entscheidender Faktor, sodass zum Vergleich
unterschiedlich groRer Zellen der Bezug auf mg Zellprotein aussagekréftiger erschien.
Dabei besteht andererseits das Problem, dass bei Zellen mit groRem intrazellularem
Proteingehalt wie den Gliomzellen der verzerrte Eindruck einer geringeren Aufnahme
entsteht. Zum Vergleich wird die Aufnahme deshalb im Folgenden sowohl bezogen auf
100.000 Zellen als auch auf mg Zellprotein dargestellt. Die absolut aufgenommene
Aminosauremenge wurde aus dem aufgenommenen Anteil der eingesetzten
Radioaktivitdt und der bekannten Menge an kaltem Methionin (Met) bzw. Fluorethyl-L-
Tyrosin (FET*) im Probenansatz berechnet und in pg/100.000 Zellen bzw. pg/mg
Zellprotein ausgedriickt.

5.1.1 Aufnahme von MET in verschiedene Zellen

Die Proben wurden mit 3,7 kBq (0,1 uCi) MET bei einer Konzentration von 4,4 mg/L
unmarkiertem Met 15 Minuten bei 37°C inkubiert. HS-683 Gliomzellen zeigten mit
0,275 pg die starkste Methionin-Aufnahme pro 100.000 Zellen, gefolgt von
Granulozyten mit 0,125 pg und DHL-4 Lymphomzellen mit 0,09 pg/100.000 Zellen.
Granulozyten nahmen trotz ihrer geringeren Grof3e mehr Methionin pro Zelle auf als
DHL-4 Lymphomzellen.

Bezogen auf die Zellproteinmasse nahmen Granulozyten mit 15,1 pg/mg Zellprotein
mit Abstand am meisten Methionin auf. DHL-4 Lymphomzellen nahmen mit 6,35 pg/mg
Zellprotein weniger als die Halfte, HS-683 Gliomzellen mit 2,8 pg/mg Zellprotein nur ein
Funftel davon auf. Tabelle 5 und Abbildung 8 zeigen die Methioninaufnahme in HS-683
Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten in pg/100.000 Zellen und in
pHg/mg Zellprotein.
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Tab. 5:  Methioninaufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten
in 1g/100.000 Zellen und in pg/mg Zellprotein
Hg/1*10° Zellen pg/mg Zellprotein
HS-683 Gliomzellen 0,275 + 0,020 2,8+0,3
DHL-4 Lymphomzellen 0,09 + 0,006 6,35+0,5
Granulozyten 0,125 + 0,015 15,1+4,0
a)
0,35
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c
9 025 L
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N 0.2
L
o 0,15 T
2 o1 - =
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0
HS DHL Gz
Met 0,275 0,09 0,125
b)
25
c
S 20
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2 15
N
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£
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o NN
HS DHL Gz
Met 28 6,35 15,1
Abb. 8:  Methionin-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen

und Granulozyten a) in pg/100.000 Zellen und b) in pg/mg Zellprotein

Relativer Vergleich

Pro Zelle war die Met-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen um den Faktor 2,1 gr6éRRer als

die Aufnahme in Granulozyten. Diese nahmen wiederum 1,25 mal so viel Met auf wie

DHL-4 Lymphomzellen. Bezogen auf die Zellproteinmasse war die Met-Aufnahme in

Granulozyten 5,56 mal groRRer als die der Gliomzellen und 2,38 mal gré3er als die der

Lymphomzellen.
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5.1.2 Aufnahme von FET in verschiedene Zellen

Die Proben wurden analog zur Anordnung fiir Methionin 15 Minuten bei 37°C mit 370
kBg (10 pCi) FET und einer Konzentration von 12 mg/L FET* inkubiert. Die FET*-
Aufnahme in Granulozyten betrug 0,001 pg/100.000 Zellen und war damit um ein
Vielfaches geringer als die Aufnahme der Tumorzellen. HS-683 Gliomzellen nahmen
mit 0,0653 pg/100.000 Zellen am meisten FET* pro Zelle auf, bei DHL-4
Lymphomzellen betrug die Aufnahme 0,049 ug/100.000 Zellen.

Bezogen auf die Zellproteinmasse war die Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen mit
3,18 pg/mg Zellprotein am grofdten, HS-683 Gliomzellen nahmen 0,66 pg/mg
Zellprotein auf, Granulozyten lediglich 0,12 pg/mg Zellprotein. Tabelle 6 und Abb. 9
zeigen die FET*-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
Granulozyten in pg/100.000 Zellen und in pg/mg Zellprotein.

Relativer Vergleich
Pro Zelle war die FET*-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen 66,3 mal und die Aufnahme

in DHL-4 Lymphomzellen 49,8 mal grof3er als die Aufnahme in Granulozyten. Bezogen

auf die Zellproteinmasse war die Aufnahme in HS-683 Gliomzellen 5,5 mal und die
Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen 26,5 mal groRBer als die Aufnahme in
Granulozyten. Wie bei Methionin wirkt sich der grof3e Proteingehalt der Gliomzellen in

einer geringeren FET*-Aufnahme pro mg Zellprotein aus.

Tab. 6: FET*Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
Granulozyten in pg/100.000 Zellen und in pg/mg Zellprotein

Hg/1*10° Zellen pg/mg Zellprotein
HS-683 Gliomzellen 0,0653 + 0,014 0,666 + 0,146
DHL-4 Lymphomzellen 0,049 + 0,002 3,18 £ 0,155
Granulozyten 0,001+ 0,0005 0,12 + 0,006
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Abb. 9:  FET*Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen
und Granulozyten a) in pg/100.000 Zellen und b) in pg/mg Zellprotein

5.1.3 Vergleich der Quotienten aus der Aufnahme in Tumorzellen und
Granulozyten fur MET und FET

Als MalR3 fir die Differenzierungsfahigkeit zwischen Tumor- und Entzindungszellen
wurden fur beide Tracer die Quotienten aus der Aufnahme in Gliom- und
Lymphomzellen einerseits und Granulozyten andererseits gebildet. Tab. 7 und Abb. 10
zeigen das relative Verhéltnis der Traceraufnahme in Gliom- und Lymphomzellen zur
Aufnahme in Granulozyten zum einen bezogen auf die Aufnahme pro Zelle, zum
anderen bezogen auf die Aufnahme pro mg Zellprotein. Aus den Grafiken geht hervor,
dass sowohl hinsichtlich der Aufnahme pro Zelle, als auch hinsichtlich der Aufnahme
pro mg Zellprotein lediglich FET, nicht aber MET eine deutliche Differenzierung beider

Tumorzelllinien von den Granulozyten ermdglicht.
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Tab. 7: Relatives Verhaltnis der Traceraufnahme in Tumorzellen zur Aufnahme in
Granulozyten jeweils bezogen auf die Aufnahme pro Zelle und bezogen auf die
Aufnahme pro mg Zellprotein

MET-Aufnahme FET-Aufnahme

pro | pro pro pro
Zelle | mg Zellprotein | Zelle | mg Zellprotein

Verhéltnis Gliomzellen/Granulozyten 2,1 0,18 | 66,34 5,55

Verhéltnis Lymphomzellen/Granulozyten 0,8 0,42 | 49,76 26,52

a)
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Abb. 10: Relatives Verhaltnis der Traceraufnahme in Tumorzellen zur Aufnahme in
Granulozyten a) bezogen auf die Aufnahme pro Zelle und b) bezogen auf die
Aufnahme pro mg Zellprotein

5.2 Aufnahme von MET und FET in stimulierte Granulozyten

5.2.1 MET-Aufnahme in stimulierte Granulozyten

Die Aufnahme von Methionin vergrof3erte sich durch eine Stimulation mit LPS 8
Stunden vor dem Versuch um den Faktor 1,85 gegentber der unstimulierten
Aufnahme. Die Met-Aufnahme in stimulierte Granulozyten betrug 27,9 + 3,3 pg/mg
Zellprotein, im Vergleich zur unstimulierten Aufnahme von 15,1 + 4,0 ug/mg Zellprotein.
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Abb. 11 zeigt die Methioninaufnahme in stimulierte und unstimulierte Granulozyten in

Mg pro mg Zellprotein.
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Abb. 11: Methioninaufnahme in LPS-stimulierte und unstimulierte
Granulozyten in pg/mg Zellprotein.

5.2.2 FET-Aufnahme in stimulierte Granulozyten

Die Stimulation mit LPS hatte keinen Einfluss auf die FET*-Aufnahme in Granulozyten.
Die FET*-Aufnahme in stimulierte Granulozyten betrug 0,126 + 2,52 ug/mg Zellprotein
und war nahezu identisch mit der Aufnahme in unstimulierte Granulozyten von 0,12 +
0,006 pg/mg Zellprotein. Abb. 12 zeigt die Aufnahme von FET* in stimulierte und

unstimulierte Granulozyten in pg pro mg Zellprotein.
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Abb. 12: FET*-Aufnahme in LPS-stimulierte und unstimulierte
Granulozyten in pug/mg Zellprotein

5.3 Aufnahme bei unterschiedlichen pH-Werten

5.3.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Aufnahme von MET

Die MET-Aufnahme in alle drei Zelllinien war abhangig vom pH-Wert. Das pH-Optimum
lag fur HS-683 Gliomzellen und Granulozyten bei pH 7,2 und fir DHL-4
Lymphomzellen bei pH 7,4. Anséduerung des Milieus auf pH 6,2 fihrte bei allen
Zelllinien zu einer Reduktion der MET-Aufnahme um rund 40%. Die Erhéhung des pH
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auf 7,6 fihrte zu einem Rickgang der MET-Aufnahme um rund 40% bei den
Tumorzellen und um rund 60% bei den Granulozyten. Bei weiterer Alkalisierung auf pH
8,2 reduzierte sich die MET-Aufnahme der Tumorzellen um 50% und die der
Granulozyten um 75%.

pH-Erh6hungen wirkten sich somit starker negativ auf die MET-Aufnahme aus als eine
Senkung des pH. Die Alkalisierung reduzierte die MET-Aufnahme der Granulozyten
starker als die der Tumorzellen, wahrend Granulozyten leicht saure Werte von pH 6,8
besser tolerierten als die Tumorzellen. Tab. 8 zeigt die MET-Aufnahme in HS-683
Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten bei unterschiedlichen pH-
Werten in kBg/100.000 Zellen und in Prozent der maximalen Aufnahme. Abb. 13 zeigt
die MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten
in Abhangigkeit vom pH-Wert in Prozent der maximalen Aufnahme.

Tab. 8: MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten
bei pH-Werten zwischen 6,2 und 8,2 in kBg/100.000 Zellen und in Prozent der
maximalen Aufnahme

pH-

Wert HS-683 DHL-4 Granulozyten
kBg/1*10°| % d. max. kBg/1*10°| % d. max. kBg/1*10°| % d. max.
Zellen| Aufnahme Zellen| Aufnahme Zellen| Aufnahme
6,2 0,027 66% 0,068 60% 0,051 62%
6,8 0,030 74% 0,082 72% 0,073 90%
7,2 0,040 100% 0,108 95% 0,081 100%
7,4 0,040 98% 0,114 100% 0,068 83%
7,6 0,027 67% 0,068 60% 0,033 40%
8,2 0,023 56% 0,054 48% 0,020 25%
O HS-683
m DHL-4
é 120% O Granulozyten
E  100%
T L ang
< E 80% - — —
c & 60% - — —
Q5
40% - — |
E<
© 20% + — — —
2 0% -

6,2 6,8 7,2 7,4 7,6 8,2
pH
Abb. 13: MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten bei

unterschiedlichen pH-Werten zwischen 6,2 und 8,2 in Prozent der maximalen
Aufnahme




KAPITEL 5 ERGEBNISSE SEITE 69

5.3.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Aufnahme von FET

Bei den Tumorzellen wurde die FET-Aufnahme in nahezu gleicher Weise durch pH-
Veranderungen beeinflusst wie die MET-Aufnahme. Hingegen wurde die FET-
Aufnahme der Granulozyten durch Veranderungen des pH weniger beeinflusst als bei
den Tumorzellen und erwies sich als deutlich weniger pH-abhéngig als die Aufnahme
von MET in Granulozyten.

Wie bei MET lag das pH-Optimum der FET-Aufnahme fir alle Zellen bei pH 7,2-7,4.
Ansduerung auf pH 6,2 reduzierte die FET-Aufnahme beider Tumorzelllinien um rund
50%. Alkalisierung auf pH 7,6 reduzierte die FET-Aufnahme der Gliom- und
Lymphomzellen um 30% bzw. 39%, starkere Alkalisierung auf pH 8,2 fiihrte zu einem
Riuckgang um 45% bzw. 62%. Die (geringe) FET-Aufnahme in Granulozyten wurde
durch pH-Verdnderungen weniger stark beeinflusst: Die Aufnahme reduzierte sich bei
pH 6,2 um 30% und bei pH 8,2 um 20%. Tabelle 9 zeigt die FET-Aufnahme in HS-683
Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten bei unterschiedlichen pH-
Werten in kBg/100.000 Zellen und in Prozent der maximalen Aufnahme. Abb. 14 zeigt
die FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten in
Abhangigkeit vom pH-Wert in Prozent der maximalen Aufnahme.

Tab. 9: FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten bei
pH-Werten zwischen 6,2 und 8,2 in kBg/100.000 Zellen und in Prozent der
maximalen Aufnahme

VF\)llg;t HS-683 DHL-4 Granulozyten
kBg/1*10°| % d. max. kBg/1*10°| % d. max. kBg/1*10°| % d. max.
Zellen| Aufnahme Zellen| Aufnahme Zellen| Aufnahme
6,2 5,07 47% 3,85 48% 0,59 70%
6,8 7,77 72% 5,99 75% 0,74 87%
7,2 10,47 97% 8,03 100% 0,85 100%
7,4 10,80 100% 7,88 98% 0,74 87%
7,6 7,55 70% 4,96 61% 0,63 74%
8,2 5,96 55% 3,07 38% 0,67 78%
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Abb. 14: FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten bei
unterschiedlichen pH-Werten zwischen 6,2 und 8,2 in % der maximalen Aufnahme

5.4 Hemmstoff-Versuche

5.4.1 Einfluss spezifischer Hemmstoffe auf die Aufnahme von MET

Die MET-Aufnahme wurde bei allen Zellen am stéarksten durch BCH gehemmt. Und
zwar um 58% bei HS-683 Gliomzellen, um 68% bei DHL-4 Lymphomzellen und um
36% bei Granulozyten. Die Anwesenheit von L-Serin verringerte die MET-Aufnahme
um 46% bei HS-683 Gliomzellen, um 60% bei DHL-4 Lymphomzellen und um 20% bei
Granulozyten. MeAIB bewirkte bei keiner der untersuchten Zelllinien eine Hemmung
der MET-Aufnahme.

Die Kombination aller drei Hemmstoffe bewirkte eine Hemmung um 88% bei HS-683
Gliomzellen, um 86% bei DHL-4 Lymphomzellen und um 53% bei Granulozyten. Der
verbleibende nicht hemmbare Anteil der Aufnahme wurde als ,unspezifische
Aufnahme* bezeichnet. Bei Granulozyten fallt somit im Vergleich zu den Tumorzellen
ein hoher Anteil an unspezifischer Aufnahme von 47% auf. Tabelle 10 und Abb. 15
zeigen die MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
Granulozyten nach Inkubation mit jeweils 90 mmol/L BCH, MeAIB und L-Serin sowie in
Anwesenheit von 90 mmol/L aller drei Hemmestoffe in % der ungehemmten Aufnahme.
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Tab. 10: MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten in
Anwesenheit kompetitiver Hemmstoffe in Prozent der ungehemmten Aufnahme

HS-683 Gliomzellen| DHL-4 Lymphomzellen|Granulozyten
% % %
ohne Hemmstoffe (O) 100 100 100
mit BCH (B) 42 +21 32+45 64 + 21
mit MeAIB (M) 132 + 68 79+ 17 96 + 19
mit L-Serin (S) 54 +8 40 + 20 80+ 10
mit BCH, MeAIB und L-Serin (BMS) 12+2,8 14+6 47 + 22
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Abb. 15: MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten in
Anwesenheit der kompetitiven Hemmstoffe BCH (B), MeAIB (M) und L-Serin (S)
sowie aller drei Hemmstoffe (BMS) in Prozent der ungehemmten Aufnahme (O)

5.4.2 Einfluss spezifischer Hemmstoffe auf die Aufnahme von FET

Die FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen und DHL-4 Lymphomzellen wurde sowohl
durch BCH als auch durch L-Serin im Vergleich zur ungehemmten Aufnahme um mehr
als 90% gesenkt. Bei Granulozyten wurde die FET-Aufnahme durch BCH um 39% und
durch L-Serin um 24% gehemmt. MeAlIB hatte bei keiner der untersuchten Zelllinien
einen Einfluss auf die FET-Aufnahme.

Der nicht kompetitiv. hemmbare Anteil der FET-Aufnahme nach Inkubation mit
90mmol/L aller drei Hemmstoffe war bei Granulozyten mit 63% erheblich gré3er als bei
HS-683 Gliomzellen mit 5,4% und DHL-4 Lymphomzellen mit 3,7%.

Tabelle 11 und Abb. 16 zeigen die FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4
Lymphomzellen und Granulozyten nach Inkubation mit jeweils 90 mmol/L BCH, MeAIB
und L-Serin sowie in Anwesenheit von 90 mmol/L aller drei Hemmstoffe in Prozent der

ungehemmten Aufnahme.
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Tab. 11: FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten in
Anwesenheit kompetitiver Hemmstoffe in Prozent der ungehemmten Aufnahme

HS-683 Gliomzellen|DHL-4 Lymphomzellen|Granulozyten
% % %
ohne Hemmstoffe (O) 100 100 100
mit BCH (B) 75+3,6 5527 61+ 23
mit MeAIB (M) 60 + 35 51+30 102+ 21
mit L-Serin (S) 8+x1,6 48+1.3 76 + 35
mit BCH, MeAIB und L-Serin (BMS) 54+23 3,7+23 63 + 20
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Abb. 16: FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten in
Anwesenheit der kompetitiven Hemmstoffe BCH (B), MeAIB (M) und L-Serin (S)
sowie aller drei Hemmstoffe (BMS) in Prozent der ungehemmten Aufnahme (O)

5.5 Einfluss unterschiedlicher Substratkonzentrationen

Der Transport Uber spezifische Transportsysteme zeigt bei steigendem
Substratangebot typischerweise den Verlauf einer Sattigungskurve. Um den Einfluss
steigender Methionin- und FET*-Konzentrationen auf deren Aufnahme zu untersuchen
und den Sattigungsbereich der verschiedenen Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen
eine Stunde bei 37°C mit ansteigenden Konzentrationen kalten Methionins bzw.
Fluorethyl-L-Tyrosins inkubiert. Anschlielend wurden die Proben 15 Minuten bei 37°C
mit 3,7 kBq (1 pCi) MET bzw. 370 kBqg (10 pCi) FET inkubiert. Der nicht sattigbare
Anteil der Aufnahme wurde als Tracer-Aufnahme bei sehr hohen Met- bzw. FET*-
Konzentrationen von 176 bzw. 180 mg/L ermittelt. Zur Berechnung der sattigbaren
Aufnahme wurde der nicht-séattigbare Anteil von der Gesamtaufnahme subtrahiert.

5.5.1 Einfluss der Met-Konzentration auf die Aufnahme von MET
HS-683 Gliomzellen
Die Aufnahme von MET war bei niedrigen Met-Konzentrationen von 0,011 und 0,11

mg/L gering. Eine Erhoéhung der Met-Konzentration fihrte zunachst zu einer
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Steigerung der MET-Aufnahme mit Maximum bei einer Met-Konzentrationen von 1,1
mg/L (7,4*10° mmol/L). Die weitere Erhéhung der Met-Konzentration (iber 2,2 mg/L
verringerte die MET-Aufnahme zunehmend im Sinne einer Sattigung der
Transportsysteme.

Bei einer unphysiologisch hohen Met-Konzentration von 176 mg/L betrug die MET-
Aufnahme noch 1,01 kBq pro mg Zellprotein. Diese Aufnahme wurde als nicht-sattigbar
betrachtet und von der Gesamtaufnahme subtrahiert um die sattigbare Met-Aufnahme
zu ermitteln. Die nicht-sattigbare MET-Aufnahme bei 176 mg/L Met-Konzentration
betrug 7,7% der maximalen MET-Aufnahme. Tabelle 12 zeigt die MET-Aufnahme in
HS-683 Gliomzellen bei steigenden Met-Konzentrationen von 0,011 mg/L bis 176
mg/L. Die Aufnahme ist angegeben in kBq pro mg Zellprotein. Aus der
aufgenommenen Radioaktivitdt minus der nicht-séattigbaren Aufnahme wurde tber die
bekannten Methioninkonzentrationen im Ansatz die séttigbare Met-Aufnahme
berechnet und in nmol/mg Zellprotein angegeben.

Tab. 12: MET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein und séttigbare Aufnahme von Met in nmol/mg
Zellprotein in HS-683 Gliomzellen in Abhangigkeit von der Met-Konzentration

Met-Konzentration MET- Aufnahme sattigbare Met-Aufnahme
mg/L pmol/L kBg/mg Zellprotein nmol/mg Zellprotein
0,011 0,074 1,35 0,001
0,11 0,74 1,38 0,015
11 7,4 13,09 4,83
2,2 14,8 12,19 8,95
4,4 29,6 7,21 9,92
8,8 59 4,04 9,66
17,6 118 2,12 7,06
35,2 236 1,32 3,96
176 1180 1,01 -

Abbildung 17 veranschaulicht den Einfluss steigender Met-Konzentrationen auf die
MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen. Die rote Kurve zeigt die Aufnahme von MET in
Abhéngigkeit von der Met-Konzentration in kBg/mg Zellprotein. Die blaue Kurve zeigt
die sattigbare Met-Aufnahme in Abhangigkeit von der Met-Konzentration in hmol/mg
Zellprotein. Die Kurve steigt bis zum Sattigungsbereich und zeigt ein Plateau bei Met-
Konzentrationen von 14,8-59 umol/L (2,2-8,8 mg/L) mit einer Aufnahme von knapp 10
nmol/mg Zellprotein. Eine weitere Erhohung der Met-Konzentration fihrt zu einem
Ruckgang der sattigharen Aufnahme. Mdglicherweise verringern Kontrollmechanismen
wie Substrathemmung die Aufnahme bei hohen Met-Konzentrationen.
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Abb. 17: Aufnahme von MET und séttigbhare Aufnahme von Met in HS-683 Gliomzellen in
Abhangigkeit von der Methionin-Konzentration

DHL-4 Lymphomzellen
Auch bei
Konzentrationen von 0,011 und 0,11 mg/L gering und nahm zun&chst mit steigenden

DHL-4 Lymphomzellen war die MET-Aufnahme bei niedrigen Met-
Met-Konzentrationen zu. Die MET-Aufnahme war maximal bei einer Met-Konzentration
von 1,1 mg/L. Ab einer Konzentration von 2,2 mg/L trat die Sattigung der
Transportsysteme ein und die MET-Aufnahme wurde wieder geringer. Die nicht
sattigbare Aufnahme von MET bei einer Met-Konzentration von 176 mg/L betrug 1,5
kBqg pro mg Zellprotein bzw. 12% der maximalen Aufnahme. Tabelle 13 zeigt die MET-
Aufnahme und die sattighare Met-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen bei steigenden
Met-Konzentrationen von 0,011 mg/L bis 176 mg/L.

Tab. 13: MET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein und séattigbare Aufnahme von Met in nmol/mg
Zellprotein in DHL-4 Lymphomzellen in Abh&ngigkeit von der Met-Konzentration

Met-Konzentration MET-Aufnahme sattigbare Met-Aufnahme
mg/L pmol/L kBg/mg Zellprotein nmol/mg Zellprotein
0,011 0,074 511 0,014
0,11 0,74 6,03 0,181
11 7,4 11,98 4,19
2,2 14,8 8,42 5,54
4,4 29,6 6,70 8,33
8,8 59 4,28 8,86
17,6 118 3,41 9,82
35,2 236 2,11 7,74
176 1180 15 -

Abbildung 18 veranschaulicht den Einfluss steigender Met-Konzentrationen auf die
MET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen. Die rote Kurve zeigt die MET-Aufnahme in
Abhéngigkeit von der Met-Konzentration in kBg/mg Zellprotein. Die blaue Kurve zeigt
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den Verlauf der sattigbaren Met-Aufnahme in Abhangigkeit von der Met-Konzentration
in nmol/mg Zellprotein. Die Aufnahme steigt bis zum Séattigungsbereich und zeigt ein
Plateau bei Met-Konzentrationen von 29,6-236 pmol/L (4,4-35,2 mg/L) mit einer Met-
Aufnahme zwischen rund 8 und 9 nmol/mg Zellprotein.
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Abb. 18: Aufnahme von MET und séattigbare Aufnahme von Met in DHL-4 Lymphomzellen in
Abhangigkeit von der Methionin-Konzentration

Granulozyten
Auch bei Granulozyten nahm die MET-Aufnahme bei niedrigen Met-Konzentrationen

bis 4,4 mg/L mit steigenden Met-Konzentrationen zu. Die Sattigung der
Transportsysteme begann bei einer Konzentration von 8,8 mg/L. Die nicht-sattigbare
Aufnahme bei einer Met-Konzentration von 176 mg/L betrug 0,66 kBg/mg Zellprotein.
Dies entsprach 4% der maximalen MET-Aufnahme. Tabelle 14 zeigt die MET-
Aufnahme und die sattigbare Met-Aufnahme in Granulozyten bei steigenden Met-
Konzentrationen von 0,011 mg/L bis 176 mg/L.

Tab. 14: MET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein und séttigbare Aufnahme von Met in nmol/mg
Zellprotein in Granulozyten in Abhéngigkeit von der Met-Konzentration

Met-Konzentration MET- Aufnahme sattigbare Met-Aufnahme
mg/L pmol/L kBg/mg Zellprotein nmol/mg Zellprotein
0,011 0,074 0,18 0,001
0,11 0,74 0,82 0,006
11 7,4 5,15 1,79
2,2 14,8 14,43 11,00
4,4 29,6 15,78 24,20
8,8 59 11,47 34,50
17,6 118 6,48 37,10
35,2 236 3,15 31,70
176 1180 0,66 -
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Abbildung 19 veranschaulicht den Einfluss steigender Met-Konzentrationen auf die
MET-Aufnahme in Granulozyten. Die rote Kurve zeigt die MET-Aufnahme in
Abhéngigkeit von der Met-Konzentration in kBg/mg Zellprotein. Die blaue Kurve zeigt
den Verlauf der sattigbaren Met-Aufnahme. Sie steigt bis zum Sattigungsbereich und
zeigt ein Plateau bei Met-Konzentrationen von 59-236 umol/L (8,8-35,2 mg/L) mit einer
Met-Aufnahme zwischen 30 und 35 nmol/mg Zellprotein.

—=— MET-Aufnahme
—e— sattighare Met-Aufnahme
18 40
16 + 1
= 35 o
e Teo 4=
12 + c
TS T2 2 Eg
% T 10+ % = o
< ';‘7 8 & 1203 =
= £ + 15 2c o
s 64 g EN
= +t10 95
= 47 <
2 T5
O T T T T O
0 50 100 150 200
Methionin-Konzentration [umol/L]

5

Abb. 19: Aufnahme von MET und séattigbare Aufnahme von Met
Abhangigkeit von der Methionin-Konzentration

Granulozyten in

5.5.2 Einfluss der FET*-Konzentration auf die Aufnahme von FET
HS-683 Gliomzellen
Die FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen war bei niedrigen FET*-Konzentrationen

von 0,01 bis 12,0 mg/L am hdchsten und blieb in diesem Bereich annéhernd konstant.
Die weitere Steigerung der FET*-Konzentration fuhrte ab einer Konzentration von 18
mg/L im Sinne einer Sattigung der spezifischen Transporter zu einem Riickgang der
FET-Aufnahme. Bei einer sehr hohen FET*-Konzentration von 180 mg/L betrug die
nicht-sattighare FET-Aufnahme 29,6 kBg/mg Zellprotein bzw. 35% der maximalen
Aufnahme. Der nicht-sattigbare Anteil war damit deutlich grof3er als bei der
Methioninaufnahme.

Tabelle 15 zeigt die FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen bei steigenden FET*-
Konzentrationen von 0,01-180 mg/L. Abbildung 20 veranschaulicht den Einfluss
steigender Konzentrationen auf die FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen. Die rote
Kurve gibt die FET-Aufnahme in Abh&ngigkeit von der FET*-Konzentration in kBq pro
mg Zellprotein wieder. Die blaue Kurve zeigt die sattigbare FET*-Aufnahme. Sie steigt
bei FET*-Konzentrationen von 0,055 bis 66 pmol/L zunachst proportional zur FET*-
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Konzentration an, flacht dann ab und erreicht ein Plateau mit einer maximalen FET*-

Aufnahme von etwa 3 nmol/mg Zellprotein.

Tab. 15: FET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein und séttigbare Aufnahme von FET* in

nmol/mg Zellprotein
Konzentration

in HS-683 Gliomzellen in Abhéngigkeit von der FET*-

FET*-Konzentration FET-Aufnahme séattigbare FET*-Aufnahme
mg/L pmol/L kBg/mg Zellprotein nmol/mg Zellprotein
0,01 0,055 85,47 0,002
0,1 0,55 74,37 0,013
1 55 80,66 0,152
3 16,5 76,59 0,419
6 33 79,55 0,891
12 66 80,66 1,82
18 99 66,6 1,98
24 133 61,79 2,13
45 249 51,8 2,99
90 499 40,7 2,99
180 990 29,6 -
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Abb. 20: FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen in Abhangigkeit von der FET*-Konzentration

DHL-4 Lymphomzellen

Die FET-Aufnahme war bei niedrigen FET*-Konzentrationen von 0,01 mg/L bis 0,1

mg/L am hochsten und nahm bei hoheren Konzentrationen ab 1mg/L im Sinne einer
Séttigung ab. Die nicht-séttigbare Aufnahme bei 180 mg/L FET* betrug 35% der

maximalen Aufnahme.

Tabelle 16 zeigt die FET-Aufnahme von DHL-4 Lymphomzellen bei steigenden FET*-

Konzentrationen von 0,01-180 mg/L. Abbildung 21 veranschaulicht den Einfluss

steigender FET*-Konzentrationen auf die FET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen.
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Die rote Kurve gibt die FET-Aufnahme in Abhéngigkeit von der FET*-Konzentration in
kBg pro mg Zellprotein wieder. Die blaue Kurve zeigt die séttighare FET*-Aufnahme.
Bei FET*-Konzentrationen von 0,055 bis 99 pmol/L steigt sie steil an mit einem
Maximum bei 5,3 nmol/mg Zellprotein, nimmt dann wieder ab und bildet ein Plateau bei

einer Aufnahme von etwa 3,5 nmol/mg Zellprotein.

Tab. 16: FET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein und séttigbare Aufnahme von FET* in nmol/mg
Zellprotein in DHL-4 Lymphomzellen in Abh&ngigkeit von der FET*-Konzentration

FET*-Konzentration FET-Aufnahme sattigbare FET*-Aufnahme
mg/L | pmol/L kBg/mg Zellprotein nmol/mg Zellprotein
0,01 |0,055 758 0,015
0,1 0,55 757 0,145
1 55 714 1,38
3 16,5 632 3,23
6 33 447 3,16
12 66 383 4,01
18 99 369 5,29
24 133 340 5,05
45 249 293 3,54
90 499 291 3,5
180 990 271 -
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Abb. 21: FET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen in Abhangigkeit von der FET*-
Konzentration

Granulozyten
Die FET-Aufnahme war bei einer FET*-Konzentrationen von 1,0 mg/L maximal und

verringerte sich bei hdheren Konzentrationen ab 3,0 mg/L kontinuierlich. Bei 180mg/L
betrug die Aufnahme noch 1,04 kBg/mg Zellprotein bzw. 20% der maximalen
Aufnahme. Tabelle 17 zeigt die FET-Aufnahme in Granulozyten bei steigenden FET*-

Konzentrationen von 0,01-180 mg/L.
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Abbildung 22 veranschaulicht den Einfluss steigender FET*-Konzentrationen auf die
FET-Aufnahme in Granulozyten. Die rote Kurve gibt die FET-Aufnahme in
Abhéngigkeit von der FET*-Konzentration in kBg/mg Zellprotein wieder. Die blaue
Kurve zeigt die sattighare FET*-Aufnahme in Abh&ngigkeit von der FET*-Konzentration
in nmol/mg Zellprotein. Sie zeigt bei FET*-Konzentrationen bis 133 pmol/L einen
annahernd linearen Verlauf, flacht dann ab und erreicht bei einer Konzentration von

259 pmol/L ihr Maximum mit einer Aufnahme von etwa 0,36 nmol/mg Zellprotein.

Tab. 17: FET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein und séttigbare Aufnahme von FET* in nmol/mg
Zellprotein in Granulozyten in Abhangigkeit von der FET*-Konzentration

FET*-Konzentration FET-Aufnahme séattigbare FET*-Aufnahme
mg/L pmol/L kBg/mg Zellprotein nmol/mg Zellprotein
0,01 0,055 511 1,32E-04
0,1 0,55 5,03 1,89E-03
1 55 5,55 1,45E-02
3 16,5 5,37 4,19E-02
6 33 5,07 7,85E-02
12 66 4,92 1,52E-01
18 99 4,33 1,96E-01
24 133 4,22 2,55E-01
45 249 3,37 3,64E-01
90 499 1,85 3,19E-01
180 990 1,04 -
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Abb. 22: FET-Aufnahme in Granulozyten in Abh&ngigkeit von der FET*-Konzentration

5.5.3 Vergleich der Sattigbarkeit der Aufnahme von MET und FET

Beide Tracer wurden bei allen Zellen vorwiegend Uber séttigbare
Transportmechanismen aufgenommen. Der Anteil der nicht-sattigbaren FET-Aufnahme
bei einer FET*-Konzentration von 180 mg/L betrug 20-35% der maximalen FET-
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Aufnahme. Die nicht-sattigbare MET-Aufnahme bei einer Met-Konzentration von 176
mg/L betrug 4% der maximalen MET-Aufnahme bei den Granulozyten und 7,7% bzw.
12% bei den Gliom- bzw. Lymphomzellen.

Bei allen Zelllinien fiel auf, dass die MET-Aufnahme bei Met-Konzentrationen unterhalb
der Sattigungskonzentration mit steigenden Met-Konzentrationen zunahm. Die
Transportsysteme scheinen also von der Met-Konzentration abh&ngig zu sein.
Moglicherweise fuhrt eine sehr niedrige Met-Konzentration zur Inaktivierung von
Transportern, die bei steigender Konzentration wieder aktiviert werden. Auch die
intrazellulare Met-Konzentration kénnte dabei eine Rolle spielen. Die Sattigung der
Met-Transporter trat bei HS-683 Gliomzellen und DHL-4 Lymphomzellen bei einer Met-
Konzentration von 2,2 mg/L ein, bei Granulozyten bei 8,8 mg/L. Die maximale
sattigbare Met-Aufnahme von Granulozyten war mit 37 nmol/mg Zellprotein etwa 3,7
mal so grofl3 wie bei den Tumorzellen mit 9,9 (HS-683 Gliomzellen) bzw. 9,8 nmol/mg

Zellprotein (DHL-4 Lymphomzellen).

Im Unterschied zu Methionin war die FET-Aufnahme bei sehr niedrigen FET*-
Konzentrationen maximal hoch. Die FET*-Konzentration hatte also keinen Einfluss auf
die Aktivitdt von Transportern. Die Sattigung trat bei HS-683 Gliomzellen ab einer
FET*-Konzentration von 18 mg/L, bei Granulozyten ab 3 mg/L und bei DHL-4
Lymphomzellen bereits ab 1 mg/L ein. Die maximale sattigbare FET*-Aufnahme von
HS-683 Gliomzellen und DHL-4 Lymphomzellen war mit 3 bzw. 5,3 nmol/mg
Zellprotein um die Faktoren 8,3 bzw. 15 hoher als bei Granulozyten mit einer
maximalen sattigbaren Aufnahme von 0,36 nmol/mg Zellprotein. Tabelle 18 zeigt die
Met- und FET*-Konzentrationen mit maximaler Traceraufnahme, die jeweiligen
Konzentrationen bei der die Sattigung der Transportsysteme eintritt, die maximale
Aufnahme der verschiedenen Zellen wund die

séttigbare nicht-sattigbare

Traceraufnahme in Prozent der maximalen.

Tab. 18: Vergleich der Sattigbarkeit der Aufnahme von Methionin und FET* in
HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten

Methionin FET*

HS-683 | DHL-4 | GZ HS-683 | DHL-4 GZ
Konzentration mit
maximaler Tracer-Aufname 1,1 1,1 4,4 0,01-12 0,01-0,1 1,0
[mg/L]
Sattigungskonzentration
[mo/L] 2,2 2,2 8,8 18,0 1,0 3,0
Maximale séttigbare Aufnahme
[nmol/mg Zellprotein] 9.9 98| 37.1 3 53| 036
nicht-sattigbare Aufnahme o o o
in % der maximalen Aufnahme 7,7% 12% 4% 35% 35% | 20%
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5.6 Abhéangigkeit der Aufnahme von der Inkubationszeit

5.6.1 MET-Aufnahme in Abhangigkeit von der Inkubationszeit

Die Aufnahmegeschwindigkeit fir MET war bei allen drei Zelllinien in der ersten Minute
der Inkubationszeit am grof3ten und nahm innerhalb weniger Minuten deutlich ab. Die
hdchste maximale Aufnahmegeschwindigkeit hatten Granulozyten mit 0,5 kBg/min/mg
Zellprotein, gefolgt von HS-683 Gliomzellen mit 0,16 kBg/min/mg Zellprotein und DHL-
4 Lymphomzellen mit 0,05 kBg/min/mg Zellprotein.

Zwischen der ersten und zweiten Minute der Inkubationszeit betrug die
Aufnahmegeschwindigkeit bei  DHL-4  Lymphomzellen noch  100%  der
Anfangsgeschwindigkeit, wahrend sie sich bei HS-683 Gliomzellen und Granulozyten
bereits auf 58% bzw. 27% der Anfangsgeschwindigkeit reduziert hatte. Zwischen der
zweiten und flinften Minute der Inkubationszeit betrug die durchschnittliche
Aufnahmegeschwindigkeit bei DHL-4 Lymphomzellen 58%, bei HS-683 Gliomzellen
34% und bei Granulozyten 14% der initialen Aufnahmegeschwindigkeit. Wahrend die
Aufnahmegeschwindigkeit bei den Lymphomzellen und Granulozyten kontinuierlich
gegen Null ging und im Zeitabschnitt von 60 bis 90 Minuten noch 0,5%
(Lymphomzellen) bzw. 0,4% (Granulozyten) der Anfangsgeschwindigkeit betrug, blieb
sie bei HS-683 Gliomzellen tber lAngere Zeit anndhernd konstant und betrug nach 60-
90 Minuten noch 22% der Anfangsgeschwindigkeit. Die Abnahme der
Aufnahmegeschwindigkeit kann durch bidirektional funktionierende Transportsysteme
erklart werden, durch die sich bei entsprechend hoher intrazellularer Konzentration ein
Gleichgewicht zwischen Ein- und Auswartstransport einstellt.

Tabelle 19 zeigt die MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen
und Granulozyten nach O, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60 und 90 Minuten in kBg pro mg
Zellprotein. Tabelle 20 zeigt die durchschnittliche Geschwindigkeit der MET-Aufnahme
in den Zeitabschnitten von 0-1, 1-2, 2-5, 5-10, 10-20, 20-40, 40-60 und 60-90 Minuten
der Inkubationszeit. Die Aufnahmegeschwindigkeit ist angegeben in kBg pro mg
Zellprotein pro Minute und in % der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit. Abbildung
23 veranschaulicht die MET-Aufnahme aller drei Zelllinien in Abh&ngigkeit von der
Inkubationszeit in kBq pro mg Zellprotein. Abbildung 24 zeigt die Geschwindigkeit der
MET-Aufnahme in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in Prozent der maximalen
Aufnahmegeschwindigkeit.
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Tab. 19: MET-Aufnahme in kBq pro mg Zellprotein in Abh&angigkeit von der Inkubationszeit

Inkubationszeit HS-683 Gliomzellen DHL-4 Lymphomzellen Granulozyten
min kBg/mg Zellprotein kBg/mg Zellprotein kBg/mg Zellprotein
1 0,16 0,05 0,50
2 0,26 0,10 0,63
S 0,42 0,19 0,84
10 0,70 0,36 1,00
20 1,30 0,50 1,20
40 1,98 0,59 1,31
60 2,93 0,76 1,34
90 4,00 0,77 1,40

Tab. 20: Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in verschiedenen Abschnitten der
Inkubationszeit in kBq pro mg Zellprotein pro Minute und in Prozent der
maximalen Aufnahmegeschwindigkeit

Inkubationszeit HS-683 Gliomzellen DHL-4 Lymphomzellen Granulozyten
min kBg/mg/min % kBg/mg/min % kBg/mg/min %
0-1 0,16 | 100 0,05 100 0,5| 100
1-2 0,10 58 0,05 100 0,13 27
2-5 0,05 34 0,03 58 0,07 14
5-10 0,05 34 0,03 64 0,03 7
10-20 0,06 37 0,014 27 0,02 4
20-40 0,03 21 0,005 9 0,006 | 1,2
40-60 0,05 29 0,008 16 0,001 | 0,3
60-90 0,04 22 0,0002 0,5 0,002| 04
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Abb. 23: MET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in
HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten
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Abb. 24: Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in
Prozent der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit fir HS-683 Gliomzellen, DHL-4
Lymphomzellen und Granulozyten.

5.6.2 FET-Aufnahme in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit

Auch die Aufnahmegeschwindigkeit fur FET war bei allen Zellen initial am hdchsten
und nahm innerhalb  weniger  Minuten rasch ab. Die  maximale
Aufnahmegeschwindigkeit betrug bei HS-683 Gliomzellen 45,1 kBg/min/mg Zellprotein,
bei DHL-4 Lymphomzellen 133 kBg/min/mg Zellprotein und bei Granulozyten 12,21
kBg/min/mg Zellprotein.

Die Aufnahmegeschwindigkeit nahm bei Granulozyten am schnellsten ab: Bereits
zwischen der ersten und zweiten Minute der Inkubationszeit betrug sie nur noch 18%
der Anfangsgeschwindigkeit, wéhrend sie in diesem Zeitabschnitt bei beiden
Tumorzelllinien noch rund 65% der Anfangsgeschwindigkeit betrug. Zwischen 5 und 10
Minuten Inkubationszeit betrug die durchschnittliche Aufhnahmegeschwindigkeit noch
20% (Gliomzellen), 13% (Lymphomzellen) bzw. 6% (Granulozyten) der
Anfangsgeschwindigkeit, zwischen 60 und 90 Minuten noch 19% (Gliomzellen), 3%
(Lymphomzellen) und 0,2% (Granulozyten) der Anfangsgeschwindigkeit. Tabelle 21
zeigt die Aufnahme von FET in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und
Granulozyten nach 0, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60 und 90 Minuten in kBq pro mg Zellprotein.
Tabelle 22 zeigt die durchschnittliche Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in den
Zeitabschnitten von 0-1, 1-2, 2-5, 5-10, 10-20, 20-40, 40-60 und 60-90 Minuten der
Inkubationszeit. Die Aufnahmegeschwindigkeit ist angegeben in kBg pro mg Zellprotein
pro Minute und in % der Anfangsgeschwindigkeit. Abbildung 25 zeigt die FET-
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Aufnahme aller drei Zelllinien in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit in kBg/mg
Zellprotein, Abbildung 26 zeigt die Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in Abhangigkeit
von der Inkubationszeit in % der Anfangsgeschwindigkeit.

Tab. 21: FET-Aufnahme in kBg pro mg Zellprotein in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit

Inkubationszeit HS-683 Gliomzellen DHL-4 Lymphomzellen Granulozyten

min kBg/mg Zellprotein kBg/mg Zellprotein kBg/mg Zellprotein

1 33 135 14
2 78 222 17
5 126 381 22
10 134 468 26
20 221 679 36
40 333 988 50
60 490 1295 55
90 747 1433 56

Tab. 22: Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in verschiedenen Abschnitten der
Inkubationszeit in kBq pro mg Zellprotein pro Minute und in Prozent der
maximalen Aufnahmegeschwindigkeit

Inkubationszeit HS-683 Gliomzellen DHL-4 Lymphomzellen Granulozyten
min kBg/mg/min % kBg/mg/min % kBg/mg/min %
0-1 45,1 100 133 100 12,21 | 100
1-2 29,6 66 87 65 222 | 18
2-5 16,0 36 53 40 1,73 | 14
5-10 9,0 20 17 13 0,74 6
10-20 8,7 19 21 16 1,04 8
20-40 5,6 12 15 12 0,72 6
40-60 7,9 17 15 12 0,22 2
60-90 8,5 19 5 3 0,025 | 0,2
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Abb. 25: FET-Aufnahme in kBg/mg Zellprotein in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in
HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten
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Abb. 26: Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in Prozent der maximalen Aufnahme-
geschwindigkeit in Abhangigkeit von der Inkubationszeit fur HS-683 Gliomzellen,
DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten

5.7 Michaelis-Menten-Kinetik

Der Transport Uber ein spezifisches Transportsystem ist vergleichbar mit einer
Enzymreaktion und folgt typischerweise einer Michaelis-Menten-Kinetik. Die
Transportgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Substratkonzentration zeigt den
Verlauf  einer  Sattigungskurve, die sich asymptotisch der maximalen
Transportgeschwindigkeit Vmax nahert. Vinax gibt die Kapazitdt des Transportsystems
wieder und ist ein Mal3 fir die Menge an aktiven Transportern. Die Affinitat
charakterisiert die Qualitat, mit der Transporter und Substrat interagieren und wird
wiedergegeben durch die Michaelis-Konstante K,. K, entspricht der
Substratkonzentration, bei der die Transportgeschwindigkeit %2V« betragt. Je grol3er
die Affinitat, umso niedriger ist K. Zur Bestimmung von Vga und K, wurde die
Aufnahme von MET und FET bei unterschiedlichen Met- und FET*-Konzentrationen
jeweils nach 1 und 5 Minuten gemessen und daraus die durchschnittliche
Aufnahmegeschwindigkeit in diesem Zeitabschnitt berechnet.

5.7.1 Michaelis-Menten-Kinetik fur die Aufnahme von MET

Die Aufnahmegeschwindigkeit steigt bei allen drei Zelllinien in Abh&ngigkeit von der
Met-Konzentration gemdafR einer Sattigungskinetik, die Graphen zeigen einen
hyperbolischen Verlauf. Die Kurve fir Granulozyten verlauft am steilsten, wahrend der
Graph fur HS-683 Gliomzellen dem hdchsten Grenzwert entgegengeht. Abbildung 27
zeigt die Aufnahmegeschwindigkeit fir Met in HS-683 Gliomzellen, DHL-4
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Lymphomzellen und Granulozyten bei Met-Konzentrationen von 7,4*10° bis 2,3*10™
mmol/L (0,011-35,2 mg/L).

—— HS-683
—— DHL-4

c Granulozyten

T 3.0

o
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Abb. 27: Michaelis-Menten-Kinetik fir die Aufnahme von Methionin in HS-683 Gliomzellen,
DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten

Bestimmung von V. und K, in Lineweaver-Burk-Diagrammen

Um Vpa und K, direkt bestimmen zu kbénnen, wurden die reziproken Werte flr
Methioninkonzentration (1/[Met]) und Aufnahmegeschwindigkeit (1/v) in Lineweaver-
Burk-Diagramme eingetragen. Aus der Gleichung der entstandenen Gerade konnen -
1/Km und 1/ Ve als Schnittpunkte des Graphen mit der x- bzw. y-Achse berechnet

werden.

HS-683 Gliomzellen

Tabelle 23 zeigt die Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen in kBq
pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitet fir Met in nmol pro mg Zellprotein
pro Minute bei Met-Konzentrationen von 7,4*10® bis 2,3*10" mmol/L (0,011-35,2
mg/L). Abbildung 28 zeigt das Lineweaver-Burk-Diagramm fir die Methionin-Aufnahme

in HS-683 Gliomzellen. Aus der Geradengleichung ergeben sich fir die maximale
Aufnahmegeschwindigkeit Vimax 3,5 nmol/min/mg Zellprotein und fiir die Michaelis-
Konstante K, 109 pumol/L. Eine Met-Konzentration von 109 pmol/L fihrt demnach zu
halbmaximaler Aufnahmegeschwindigkeit.
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Tab. 23: Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen in Abhangigkeit von der
Methionin-Konzentration in kBg pro mg Zellprotein pro Minute und daraus
abgeleitete Aufnahmegeschwindigkeit fir Methionin in nmol pro mg Zellprotein pro

Minute
Met- gemessene berechnete
Konzentration Aufnahmegeschwindigkeit fir MET Aufnahmegeschwindigkeit fiir Met
mg/L| mmol/L kBg/min/mg nmol/mg/min
0,011 | 0,000074 0,69 2,77E-03 + 3,33E-04
0,11| 0,00074 0,70 2,80E-02 + 1,96E-03
11 0,0074 0,56 2,22E-01 + 2,13E-02
2,2 0,0148 0,54 4,31E-01 + 5,38E-02
4,4 0,0296 0,44 7,10E-01 + 3,55E-02
8,8 0,059 0,38 1,22 £ 7,34E-02
17,6 0,118 0,28 1,81 +1,63E-01
35,2 0,236 0,20 2,59 + 2,59E-01
6 -
— y=0,0311x+ 0,2853
S 5
£
c
E 3
[e)
2 Ky o | Ve
= \ /
= Y - L L oy L L |
H T T T 1
-50 0 50 100 150
2L

1/Met-Konzentration [(mmol/L)™]

Abb. 28: Lineweaver-Burk-Diagramm fur die Aufnahme von Methionin in HS-683
Gliomzellen

DHL-4 Lymphomzellen

Tabelle 24 zeigt die Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen in
kBqg pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitet die Aufnahmegeschwindigkeit
fir Met in nmol pro mg Zellprotein pro Minute bei Met-Konzentrationen von 7,4*10™ bis
2,3*10" mmol/L (0,011-35,2 mg/L). Abbildung 29 zeigt das Lineweaver-Burk-Diagramm
fur die Met-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen. Aus der Geradengleichung ergeben

sich fur Vimax 1,5 nmol/min/mg Zellprotein und fur K, 86 pmol/L.




SEITE 88 KAPITEL 5 ERGEBNISSE

Tab. 24: Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen in Abh&ngigkeit von
er Methionin-Konzentration in kBg pro mg Zellprotein pro inute und araus abgeleitete
ufnahmegeschwindigkeit fir Methionin in nmol pro mg Zellprotein pro Minute

Met- gemessene berechnete Aufnahmegeschwindigkeit
Konzentration Aufnahmegeschwindigkeit fir MET | fir Met
mg/L mmol/L kBg/min/mg nmol/mg/min
0,011 | 0,000074 0,31 1,23E-03 £ 1,47E-04
0,11| 0,00074 0,31 1,26E-02 £ 1,38E-03
11 0,0074 0,29 1,16E-01 £ 1,45E-02
2,2 0,0148 0,26 2,11E-01 + 2,74E-02
4,4 0,0296 0,23 3,65E-01 + 1,46E-02
8,8 0,059 0,19 6,10E-01 + 6,71E-02
17,6 0,118 0,14 8,69E-01 + 8,69E-02
35,2 0,236 0,08 1,06 £ 9,57E-02
10
9 L
— 8 y=0,059x + 0,6881
=)
g 7
£ 6
£ 5
g 4
3
= AKm
2
— 1
- N
-100 -50 /-1 0 50 100 150

1/Met-Konzentration [(mmoI/L)'l]

Abb. 29: Lineweaver-Burk-Diagramm fur die Aufnahme von Methionin in DHL-4
Lymphomzellen

Granulozyten
Tabelle 25 zeigt die Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in Granulozyten in kBq pro

mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitet die Aufnahmegeschwindigkeit fur Met
in nmol pro mg Zellprotein pro Minute bei Met-Konzentrationen von 7,4*107 bis 2,3*10™"
mmol/L (0,011-35,2 mg/L). Abb. 30 zeigt das Lineweaver-Burk-Diagramm fur die Met-
Aufnahme in Granulozyten. Aus der Geradengleichung ergeben sich flir Vi 2,3
nmol/min/mg Zellprotein und fir K, 20 pmol/L.
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Tab. 25: Geschwindigkeit der MET-Aufnahme in Granulozyten in Abhangigkeit von der
ethionin-Konzentration in kBg pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitete
ufnahmegeschwindigkeit fir Methionin in nmol pro mg Zellprotein pro Minute

Met- gemessene Aufnahmegeschwindigkeit | berechnete
Konzentration fur MET Aufnahmegeschwindigkeit fur Met
mg/L | mmol/L kBg/min/mg nmol/mg/min
0,011 | 0,000074 2,10 8,40E-03 + 1,01E-03
0,11| 0,00074 2,01 8,05E-02 + 8,86E-03
1,1 0,0074 1,57 6,28E-01 + 5,74E-02
2,2 0,0148 1,27 1,02 £ 1,32E-01
4,4 0,0296 0,88 1,40 £ 1,83E-01
8,8 0,059 0,53 1,71 £ 1,19E-01
17,6 0,118 0,32 2,03 £ 2,84E-01
35,2 0,236 0,17 2,11 + 2,53E-01
2,0 4

1,5 - y=0,0085x + 0,4281

1/v [(nmol/min/mg)*]

'1/Km 0'5 P!
T \/OO T T 1
/ v
-100 50 D 50 100 150
_O’S i

1/Met-Konzentration [(mmoI/L)'l]

Abb. 30: Lineweaver-Burk-Diagramm fur die Aufnahme von Methionin in Granuloyzten

5.7.2 Michaelis-Menten-Kinetik fiir die Aufnahme von FET

Bei allen drei Zelllinien steigt die Aufnahmegeschwindigkeit abhangig von der FET*-
Konzentration gemald einer Sattigungskinetik, die Graphen verlaufen hyperbolisch
ihrem jeweiligen Grenzwert V.« entgegen. Wahrend die Graphen der Tumorzellen
sehr ahnlich verlaufen, unterscheidet sich die Kurve fir Granulozyten vor allem durch

einen deutlich geringeren Grenzwert Vpax.

Abbildung 31a zeigt die Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen,
DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten bei FET*-Konzentrationen zwischen 5,510
und 2,5*10'mmol/L (0,01-45mg/L), Abb. 31b zeigt zur besseren Darstellung den
Graphen fir Granulozyten mit kleinerer Skalierung.
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Abb. 31: Michaelis-Menten-Kinetik fur die Aufnahme von FET a) in HS-683 Gliomzellen,
DHL-4 Lymphomzellen und Granuloyzten, b) mit kleinerer Skalierung fur
Granulozyten

Bestimmung von Vi und Ky, in Lineweaver-Burk-Diagrammen

Die reziproken Werte fir FET*-Konzentration (1/FET*-Konzentration) und Aufnahme-
geschwindigkeit (1/v) wurden in Lineweaver-Burk-Diagramme eingetragen. Aus der
Geradengleichung wurden -1/K,, und 1/Vpa als Schnittpunkte des Graphen mit der x-
bzw. y-Achse berechnet.

HS-683 Gliomzellen
In Tabelle 26 ist die Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen in kBq
pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitet die Aufnahmegeschwindigkeit fir

FET* in nmol pro mg Zellprotein pro Minute bei FET*-Konzentrationen von 5,5%10° bis
2,5*10™" mmol/L (0,01-45 mg/L) wiedergegeben. Abb. 32 zeigt das Lineweaver-Burk-
Diagramm fur die FET*-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen. Aus der Geradengleichung
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ergibt sich als maximale Aufnahmegeschwindigkeit Vimax 2,46 nmol/min/mg Zellprotein
und fur die Michaelis-Konstante K, 61,5 pmol/L.
Tab. 26: Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen in Abh&angigkeit von der

FET*-Konzentration in kBq pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitete
Aufnahmegeschwindigkeit fir FET* in nmol pro mg Zellprotein pro Minute

FET* Gemessene Aufnahmegeschwindigkeit | Berechnete
Konzentration | Fir FET Aufnahmegeschwindigkeit fur FET*
mg/L | mmol/L | kBg/mg/min nmol/mg/min
0,01 |0,000055 72,16 2,15E-03 + 2,15E-04
0,1 |0,00055 69,39 2,06E-02 + 2,68E-03
1 0,0055 67,56 2,01E-01 + 2,81E-02
3 0,0165 60,18 5,37E-01 + 5,90E-02
6 0,033 46,94 8,37E-01 + 2,51E-02
12 0,066 36,59 1,31+ 1,05E-01
18 0,099 27,34 1,46 + 2,34E-01
24 10,133 23,82 1,71 + 2,05E-01
45 10,249 14,11 1,89 + 2,46E-01
6 —
S 5 y=0,025x + 0,4063
(o))
£ 4-
=
E 3
© i
g 1K, ?
c
< 1-
2 L \\\ X | | | |
— I ~~ U T T T 1
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Abb. 32: Lineweaver-Burk-Diagramm fir die Aufnahme von FET* in HS-683 Gliomzellen

DHL-4 Lymphomzellen

Tabelle 27 zeigt die Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen in
kBqg pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitet die Aufnahmegeschwindigkeit
fur FET* in nmol pro mg Zellprotein pro Minute bei FET*-Konzentrationen von 5,5*107
bis 2,5*10" mmol/L (0,01-45 mg/L). Abbildung 33 zeigt das Lineweaver-Burk-
Diagramm fur die FET*Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen. Aus der
Geradengleichung ergeben sich flr Ve 2,51 nmol/min/mg Zellprotein und fur K 50
pmol/L.
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Tab. 27: Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen in Abhangigkeit von
der FET*-Konzentration in kBq pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitete
Aufnahmegeschwindigkeit fir FET* in nmol pro mg Zellprotein pro Minute

FET*- gemessene berechnete
Konzentration Aufnahmegeschwindigkeit fir FET Aufnahmegeschwindigkeit fur FET*
mg/L mmol/L kBg/mg/min nmol/mg/min
0,01| 0,000055 95,16 2,83E-03 * 3,40E-04
0,1, 0,00055 86,93 2,58E-02 + 3,36E-03
1 0,0055 83,32 2,48E-01 + 2,73E-02
3 0,0165 68,52 6,11E-01 + 4,89E-02
6 0,033 55,16 9,84E-01 + 4,92E-02
12 0,066 40,68 1,45 £+ 1,59E-01
18 0,099 31,97 1,71 +1,71E-01
24 0,133 24,89 1,79 £ 1,61E-01
45 0,249 15,82 2,13+ 1,49E-01
5,0
g y=0,02x + 0,3984
> 4,0 1
=
E 3,0 1
=
3 207 1V pax
E -1/Km 10 - /
E 1 \,”(f'u( 1 1 1 |
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1/FET*-Konzentration [(mmoI/L)'l]

Abb. 33: Lineweaver-Burk-Diagramm fur die Aufnahme von FET* in DHL-4 Lymphomzellen

Granulozyten

Tabelle 28 zeigt die Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in Granulozyten in kBqg pro

mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitet die Aufnahmegeschwindigkeit fir

FET* in nmol pro mg Zellprotein pro Minute bei FET*-Konzentrationen von 5,5%10 bis
2,5*10" mmol/L (0,01-45 mg/L). Abbildung 34 zeigt das Lineweaver-Burk-Diagramm
fur die FET*-Aufnahme in Granulozyten. Anhand der Geradengleichung ergeben sich

fir Vimax 0,1 nmol/min/mg Zellprotein und fir Ky, 95 pumol/L.
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Tab. 28: Geschwindigkeit der FET-Aufnahme in Granulozyten in Abhangigkeit von der FET*-
Konzentration in kBgq pro mg Zellprotein pro Minute und daraus abgeleitete

Aufnahmegeschwindigkeit fir FET* in nmol pro mg Zellprotein pro Minute

FET* gemessene berechnete Aufnahmegeschwindigkeit
Konzentration | Aufnahmegeschwindigkeit fur FET | fir FET*
mg/L | mmol/L | kBg/mg/min nmol/mg/min
0,01 |{0,000055 |1,91 5,77E-05 + 7,50E-06
0,1 |0,00055 |1,76 5,31E-04 + 5,31E-05
1 0,0055 1,75 5,22E-03 + 4,70E-04
3 0,0165 1,66 1,46E-02 + 1,02E-03
6 0,033 1,32 2,31E-02 + 3,00E-03
12 0,066 1,10 3,82E-02 + 4,20E-03
18 0,099 0,96 5,07E-02 + 3,04E-03
24 10,133 0,78 5,54E-02 + 2,77E-03
45 10,249 0,55 7,28E-02 + 1,02E-02
300 -
S y=0,9941x + 10,489
e 200 ~
<
E
g -1/K, 100 7
£ \
= T ey
3 50 ) 50 100 150 200
-100 -
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Abb. 34: Lineweaver-Burk-Diagramm fir die Aufnahme von FET* in Granuloyzten

5.7.3 Vergleich der Aufnahmekinetiken fur MET und FET

Fir die Methioninaufnahme in Granulozyten ergab sich mit K, 20 pmol/L eine um den
Faktor 5 bzw. 4,3 groRere Affinitat als bei den Gliom- und Lymphomzellen mit K,, 109
bzw. 86 pumol/L. Die grof3te Kapazitat fur die Aufnahme von Methionin hatten HS-683
Gliomzellen mit Vgax 3,5 nmol/mg/min, gefolgt von Granulozyten mit Viyax 2,3
nmol/mg/min und DHL-4 Lymphomzellen mit Vo 1,5 nmol/mg/min.

Bei der Aufnahme von FET* war die Affinitdt der Gliom- und Lymphomzellen mit K,
61,5 bzw. 50 pmol/L um den Faktor 1,6 bzw. 1,9 gré3er als bei Granulozyten mit K., 95
pmol/L. Die Kapazitaten fur die FET*-Aufnahme lagen bei den Gliom- und
Lymphomzellen mit Vimax 2,4 bzw. 2,5 nmol/mg/min im gleichen Bereich, und waren um
den Faktor 25 groRRer als fur die FET*-Aufnahme in Granulozyten mit Vpa 0,1

nmol/mg/min. Tabelle 32 zeigt im Vergleich die Michaelis-Konstanten (K.) und
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maximalen Aufnahmegeschwindigkeiten (Vmax) fur die Aufnahme von Methionin und

FET* in HS-683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und Granulozyten.

Tab. 32: Ky und Ve flr die Aufnahme von Methionin und FET* in HS-683 Gliomzellen, DHL-4
Lymphomzellen und Granulozyten.

Methionin FET*
Km Vmax Km Vmax
[umol/L] | [nmol/min/mg [umol/L] | [nmol/min/mg Zellprotein]
Zellprotein]

HS-683 109 35 61,5 24
Gliomzellen
DHL-4 86 15 50 2,5
Lymphomzellen
Granulozyten 20 2,3 95 0,1
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6. DISKUSSION

Beim Vergleich der Aufnahme von MET und FET in Gliomzellen, Lymphomzellen und
Granulozyten wurde FET auf zellularer Ebene als geeigneter Tracer zur
Differenzierung von Tumor und Entziindung bestatigt. Wahrend bei Granulozyten die
MET-Aufnahme sogar hoher war als bei den untersuchten Tumorzellen, war die
Aufnahme von FET um ein Vielfaches geringer als bei den untersuchten Tumorzellen.
Die Charakterisierung der Aufnahmemechanismen ergab Unterschiede in der
Aufnahme von MET und FET in Granulozyten und Tumorzellen, die auf eine
unterschiedliche Beteiligung verschiedener Membrantransporter hinweisen und
insbesondere einen Mangel spezifischer FET-Transporter bei Granulozyten nahelegen.

Die Differenzierung von neoplastischen und entziindlichen Verénderungen ist eine
entscheidende Fragestellung in der Tumordiagnostik, die durch bildgebende Verfahren
wie Ultraschall, CT und MRT oft nicht mit hinreichender Sicherheit geklart werden
kann. Auch bei der Tumordiagnostik mittels PET stellt die Anreicherung vieler Tracer in
Entziindungsgewebe ein bekanntes Problem dar. Der am haufigsten verwendete PET-
Tracer [*®F]Fluor-2-Deoxy-D-Glukose (FDG) wird in bestimmten Fragestellungen mit
hoher Sensitivitat zur Diagnostik maligner Erkrankungen eingesetzt, ist aber kein
spezifischer Tumortracer. Insbesondere eignet sich FDG nicht zur Differenzierung von
Neoplasie und Entziindung. Die FDG-Aufnahme maligner Tumore und entzindlicher
Veranderungen kann im gleichen Bereich liegen, was zu falsch positiven PET-
Befunden in der onkologischen Diagnostik fuhrt. Eine Vielzahl klinischer Beispiele
belegt diese Problematik (siehe Literaturiibersicht).

Bereits seit langem ist bekannt, dass bei malignen Zellen nicht nur der
Glukosemetabolismus, sondern auch die Aufnahme und Metabolisierung von
Aminosauren gesteigert sind [Warburg 1956]. In zahlreichen Studien konnte bereits der
Nutzen von radioaktiv markierten Aminosauren als PET Tracer gezeigt werden,
insbesondere zur Diagnostik von Hirntumoren [Langen et al. 1997], aber auch von
peripheren Tumoren wie Lymphomen, Lungentumoren und Brustkrebs [Nettelbladt et
al. 1998], [Leskinen-Kallio et al. 1991a/b]. Einige Studien zeigten, dass manche
Aminosauretracer geringer in Entzindungsgewebe angereichert werden als FDG [Rau
et al. 2002], [Jager et al. 2001], [Kubota et al. 1995], [Kubota et al. 1989].
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Der zurzeit am haufigsten eingesetzte Aminosaure-Tracer ist L-[**C]-Methionin (*'C-
Met), dessen Eignung als hochsensitiver Tumortracer bereits in vielen Studien belegt
ist. In bestimmten Fragestellungen wie z. B. der Diagnostik von Hirntumoren erwies
sich ™C-Met als vorteilhaft gegeniiber FDG. Allerdings ist auch mit Hilfe von 'C-Met
keine sichere Differenzierung von Tumoren und entziindlichen Veranderungen mdglich
[Rau et al. 2002], [Yasukawa et al. 2000], [Yamada et al. 1998]. Aufgrund der kurzen
Halbwertzeit von **C von nur 20 Minuten ist der Einsatz zudem auf PET-Zentren mit
eigenem Zyklotron beschrénkt.

Da ®F mit einer Halbwertzeit von 109 Minuten technische und logistische Vorteile
bietet, wurden bereits mehrere '®F-markierte Aminoséurederivate entwickelt und auf
ihre Eignung als Tumortracer untersucht. Das Tyrosin-Derivat O-(2-[**F]Fluorethyl-L-
Tyrosin FET erwies sich als besonders viel versprechend: FET wird von malignen
Tumoren und Tumorzellen stark angereichert bei zugleich fehlender oder geringer
Anreicherung in nicht-maligne Gewebe und Zellen [Kaim et al. 2002a], [Rau et al.
2002], [Weber et al. 2000], [Wester et al. 1999]. FET kdnnte somit eine Differenzierung
von malignen und entziindlichen Veranderungen ermdglichen [Rau et al. 2002].

In dieser Arbeit wurde die Aufnahme von MET und FET auf zellularer Ebene an HS-
683 Gliomzellen, DHL-4 Lymphomzellen und humanen Granulozyten untersucht und
die beteiligten Transportmechanismen charakterisiert. Folgende Aspekte wurden dabei
analysiert: Vergleich der aufgenommenen Tracermenge, Auswirkung einer Stimulation
mit LPS auf die Aufnahme in Granulozyten, Hemmbarkeit der Traceraufnahme durch
kompetitive Hemmestoffe, pH-Abh&ngigkeit, Sattigbarkeit und Aufnahmekinetik.

Aufgrund unserer Ergebnisse lasst nur FET, nicht aber Methionin eine eindeutige
Unterscheidung von Granulozyten und Tumorzellen zu. Nach 15 Minuten
Inkubationszeit betrug die Met-Aufnahme in Granulozyten 15,1 ug pro mg Zellprotein
und war damit mehr als doppelt so grof3 wie bei DHL-4 Lymphomzellen mit 6,35 pg pro
mg Zellprotein und finfmal so grof3 wie bei HS-683 Gliomzellen mit 2,8 pug pro mg
Zellprotein. Pro Zelle betrug die Aufnahme in HS-683 Gliomzellen 275*10°ug, in
Granulozyten 125*10%ug wund in DHL-4 Lymphomzellen 90*10°ug. Die
unterschiedliche Reihenfolge beim Bezug der Methioninaufnahme pro mg Zellprotein
oder pro Zelle kommt durch die unterschiedlichen ZellgréRen und den
unterschiedlichen Proteingehalt der verschiedenen Zelllinien zustande. Bemerkenswert
ist aber, dass Granulozyten trotz ihrer geringeren GréRRe mehr Methionin pro Zelle
aufnahmen als DHL-4 Lymphomzellen. Stimulation der Granulozyten mit LPS fuhrte zu
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einer weiteren Steigerung der Methioninaufnahme um den Faktor 1,85 gegeniber

unstimulierten Granulozyten.

Die Beobachtung, dass Granulozyten in hohem Mal3 Methionin anreichern, steht in
Ubereinstimmung mit zahlreichen experimentellen und klinischen Studien, die ebenfalls
eine starke Methioninanreicherung in Entziindungsgewebe und —zellen beschreiben
[Rau et al. 2002], [Yasukawa et al. 2000], [Yamada et al. 1998], [Kubota et al. 1990].
Eine vermehrte Methioninanreicherung wird unter anderem fiir Gehirn-, Mamma- und
Lungenabszesse, Pneumonien, Lungengranulome und Aspergillome [Nettelbladt et al.
1998], [Dethy et al. 1995], [Ishii et al. 1993], [Kubota et al. 1990] beschrieben.
Entziindlich veréanderte Lymphknoten nahmen im Tierexperiment mehr Methionin auf
als metastasierte Lymphknoten [Rau et al. 2002] und kénnen zu falsch-positiven
Ergebnissen beim Lymphknotenstaging mit Methionin fuhren. Experimentell erzeugte
bakterielle Infektionen und in Folge dessen reaktiv veranderte Lymphknoten zeigten
eine zwei- bis dreifach erhdohte Methionin-Anreicherung [Sugawara et al. 1999], [Wahl
& Fisher 1993]. Im Kontrast dazu stehen einige Publikationen, in denen nur eine sehr
niedrige Methioninanreicherung in Entziindungsgewebe [Kubota et al. 1989] und
insbesondere keine vermehrte Anreicherung in makrophagen- und granulozytenreiche
Gewebe [Reinhardt et al. 1997], [Kubota et al. 1995] beschrieben wird.

Das Ergebnis der starken Methioninaufnahme in Granulozyten erklart die Anreicherung
von Methionin in akute Entziindungen und Abszesse. Daruber hinaus wird aber auch
eine starke Anreicherung von Methionin bei chronischen Entziindungsreaktionen wie z.
B. in Sarkoidosegranulomen [Yamada et al. 1998] beschrieben. Rau et al.
beobachteten bei chronischer Lymphadenitis sogar eine etwas starkere
Methioninanreicherung als bei akuter Lymphadenitis [Rau et al. 2002], was die
Beteiligung weiterer Entziindungszellen wie Lymphozyten und Makrophagen an der
Methioninaufnahme in Entzindungsgewebe annehmen lasst. Beim direkten Vergleich
der Methioninaufnahme in Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen in unserer
Arbeitsgruppe ergab sich die starkste Methioninaufnahme fur Granulozyten, gefolgt
von Lymphozyten und Makrophagen. Auch die Methioninaufnahme in Lymphozyten
und Makrophagen war dabei jedoch deutlich groRer als bei den im Vergleich
untersuchten Kolonkarzinom- und Lymphomzellen [St6ber et al. 2006].

FET wurde in dieser Arbeit von beiden untersuchten Tumorzelllinien erheblich starker
angereichert als von Granulozyten. Nach 15 Minuten Inkubationszeit hatten DHL-4
Lymphomzellen 3,18 pug FET pro mg Zellprotein und HS-683 Gliomzellen 0,67 pug FET
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pro mg Zellprotein aufgenommen. Die FET-Aufnahme in Granulozyten betrug mit 0,12
pHg/mg Zellprotein weniger als 1/5 der Aufnahme in HS-683 Gliomzellen und lediglich
1/26 der Aufnahme in DHL-4 Lymphomzellen. Wird die Traceraufnahme pro Zelle
verglichen, so fallt der Unterschied noch deutlicher aus: Pro Zelle betrug die FET-
Aufnahme 49*10°® pg bei den Lymphomzellen und 65*10°® pg bei den Gliomzellen. Die
FET-Aufnahme in Granulozyten betrug 1*10® pg pro Zelle. Im Vergleich dazu war die
Aufnahme der Gliomzellen um den Faktor 65, die der Lymphomzellen um den Faktor
49 groRer. Die Stimulation von Granulozyten mit LPS hatte im Unterschied zu
Methionin keinen Einfluss auf die FET-Aufnahme.

Der direkte Vergleich mit weiteren Entziindungszellen ergab eine starkere FET-
Anreicherung in stimulierte Lymphozyten und Makrophagen als in Granulozyten.
Dennoch war die FET-Aufnahme aller Entziindungszellen im Vergleich zu
Kolonkarzinom- und Lymphomzellen deutlich geringer [Stéber et al. 2006].
Verschiedene Studien zeigen fur FET eine bessere Spezifitdt bei der Differenzierung
von Tumor und Entziindung als fir FDG und Methionin [Tang et al. 2003], [Rau et al.
2002], [Kaim et al. 2002], [Weber et al. 2000]. Wahrend die starke FDG-Anreicherung
in bakteriellen Abszessen mit dem Auftreten aktivierter Granulozyten, Makrophagen
und Lymphozyten korreliert, ist die FET-Aufnahme in der Abszesswand sogar geringer
als im gesunden Kontrollgewebe (kontralateraler Muskel) [Kaim et al. 2002]. Auch im
makrophagenreichen Gewebe zerebraler Strahlennekrosen wird FET im Gegensatz zu
FDG nicht angereichert [Spaeth et al. 2004]. Die FET-Aufnahme wird offenbar durch
die Aktivierung von Entzindungszellen nicht beeinflusst, wahrend die
Glukoseaufnahme auf das bis zu 50-fache ansteigt [Kaim et al. 2002]. Dies steht in
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen fiir die Stimulation von Granulozyten mit
LPS. Im Unterschied zu FDG und Methionin, die sich sowohl in akut, als auch in
chronisch entziindlich verédnderten Lymphknoten anreichern, soll mit Hilfe von FET
eine sichere Differenzierung neoplastisch und entzindlich veranderter Lymphknoten
madglich sein [Rau et al. 2002]. Bis auf eine Studie von Floeth et al, die eine FET-
Anreicherung in zerebrale Abszesse beschreibt [Floeth et al. 2006] bestatigen alle
bisherigen Studien die fehlende FET-Anreicherung in Entziindungszellen und -gewebe.
Allerdings kann mdglicherweise eine Storung der Blut-Hirn-Schranke zu einer FET-
Anreicherung in nicht-maligne Hirnldsionen fiihren [Spaeth et al. 2004]. Spaeth
beschreibt eine geringe FET-Anreicherung in experimentellen Strahlennekrosen, die
ausschlief3lich durch die Schrankenstérung bedingt ist. Im Gegensatz dazu werden
andere Tracer wie FDG zusatzlich von Entziindungszellen angereichert [Spaeth et al.
2004]. Auch bei Hirntumor-Patienten zeigen postterapeutische benigne Veranderungen
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eine leicht gesteigerte Aufnahme von FET, die auf die passive Aufnahme bei gestorter
Blut-Hirn-Schranke zuriickgefihrt wird [P6pperl et al. 2004]. Die Akkumulation von FET
in Hirntumoren liegt jedoch in erheblich héheren Bereichen [Langen et al. 2003],
[Pauleit et al. 2003], [Weber et al. 2000] als die durch die Schrankenstérung bedingte
Anreicherung, sodass eine quantitative Bewertung der FET-Aufnahme dennoch eine
sichere Differenzierung erlauben kann. Weckesser sieht hingegen eine eingeschrankte
Spezifitat bei Hirnlasionen mit maRiger FET-Anreicherung, da eine Uberlappung der
FET-Aufnahme von niedrig-malignen Tumoren und entzindlichen Veranderungen wie

Enzephalitis bestehen kdnne [Weckesser et al. 2005].

Die fehlende FET-Anreicherung in Entziindungszellen, die in dieser Arbeit fir
Granulozyten bestatigt wurde, spricht fur eine Eignung von FET zur Differenzierung
von malignen und entzindlichen Veranderungen. Ob sich FET tatsdchlich als
spezifischer Tumortracer im klinischen Einsatz bewahrt, hédngt von vielen weiteren
Faktoren, insbesondere von der Sensitivitat fir maligne Tumoren ab. Mehrere Studien
beschreiben eine starke Anreicherung und hohe diagnostische Genauigkeit von FET
bei malignen Hirntumoren [Weckesser et al. 2005], [Pauleit et al. 2004], [Messing-
Junger et al. 2002], [Pauleit et al. 2002], [Weber et al. 2000]. Bei Patienten mit
suspekten primaren oder rezidivierenden Hirntumoren zeigt sich eine enge Korrelation
zwischen der FET- und *'C-Met-Aufnahme [Weber et al. 2000]. Autoradiographische
Untersuchungen an experimentellen Rattengliomen und Gliomzellen bestétigen dies
[Langen et al. 2003], sodass FET eine geeignete Alternative zu Methionin bei der
Untersuchung von Hirntumoren darstellen konnte. Auch im direkten Vergleich von FET-
PET und SPECT mit 3-'*|-Jod-a-Methyl-L-Tyrosin (IMT) bei der Primardiagnostik von
Hirntumoren zeigt sich eine starke Korrelation [Pauleit et al. 2004]. Der Kontrast
zwischen Tumor und gesundem Gehirn, sowie die Darstellung anatomischer
Strukturen sind in der FET-PET besser als in der IMT-SPECT. FET-PET ist der SPECT
insbesondere bei der Detektion von niedrig malignen Hirntumoren tberlegen [Pauleit et
al. 2004]. Allerdings werden fur beide Tracer ubereinstimmende falsch-negative und
falsch-positive Resultate beschrieben [Pauleit et al. 2004]. Bei zerebralen Gliomen
werden fur die FET-PET Sensitivitdten von 93%-100% und Spezifitaten von 88%-94%
angegeben. Die diagnostische Genauigkeit erhéht sich durch die Kombination von
FET-PET und MRT bzw. Magnet-Resonanz-Spektroskopie (MRS) auf 97%-98%
gegeniber MRT allein (68%-80%) [Floeth et al. 2005], [Pauleit et al. 2005b]. FET-PET
ist bei der Planung stereotaktischer Biopsien bei suspekten Astrozytomen der MRT
Uberlegen [Messing-Jinger et al. 2002].
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Obgleich eine Korrelation der FET-Aufnahme mit dem histologischen Grading maligner
Hirntumore beschrieben wird, reicht diese nicht aus, um anhand der FET-PET
Aussagen Uber das Grading machen zu kénnen [P6pperl et al. 2004], [Weckesser et al.
2005]. FDG und MET, aber auch die Beurteilung der Kontrastmittelanreicherung in CT
und MRT scheinen diesbeziiglich Uberlegen zu sein. Da Unterschiede in der Kinetik
von niedrig- und hochmalignen Gliomen festzustellen sind, die auf die unterschiedlich
starke Schrankenstérung zurickgefiihrt werden, koénnte eine Analyse der
Aufnahmekinetik jedoch zusatzliche Informationen zur Differenzierung suspekter
Befunde liefern [P6pperl et al. 2006a], [Weckesser et al. 2005].

Zum Einsatz von FET in der Diagnostik peripherer Tumoren gibt es bisher nur wenige
Untersuchungen. Eine starke FET-Aufnahme wird in xenotransplantierten humanen
Mammakarzinomen und SW707 Kolon-Karzinomen beschrieben [Wester et al. 1999],
[Heiss et al. 1999]. Ebenso konnten murine T-Zell-Lymphommetastasen mit hoher
Sensitivitat dargestellt werden [Rau et al. 2002]. Auch in dieser Arbeit reicherten beide
untersuchten Tumor-Zelllinien FET stark an. Eine klinische Studie an Patienten mit
verschiedenen peripheren Tumoren ergab hingegen, dass sich FET nicht zur
allgemeinen Diagnostik peripherer Tumoren eignet, da lediglich
Plattenepithelkarzinome mit guter Sensitivitdt dargestellt werden kdnnen [Pauleit et al.
2005a]. Hochmaligne  Non-Hodgkin  Lymphome,  Kolorektale  Karzinome,
Pankreaskarzinome, Ovarialkarzinome und Prostata-Karzinome reicherten FET im
Gegensatz zu FDG nicht verstarkt an [Pauleit et al. 2005a]. Bei Plattenepithel-
Karzinomen soll die Sensitivitdt von FET und FDG jedoch gleich gut sein, mit dem
Unterschied, dass FET eine Differenzierung zwischen Plattenepitheltumoren und
entziindlichen Veranderungen erlaubt [Pauleit et al. 2005a]. Ob sich FET zur
Diagnostik peripherer Tumoren eignet, erfordert somit weiterer Abklarung sowohl auf
zellularer Ebene als auch in der klinischen Nutzung.

Die absolute Aufnahme von FET ist sowohl in neoplastischen als auch in nicht-
neoplastischen Veranderungen kleiner als die Aufnahme von FDG und Methionin
[Pauleit et al. 2005a], [Weber et al. 2000]. Wahrend Weber den Tumor/Gehirn-Kontrast
mit FET als gleichwertig mit Methionin bezeichnet [Weber et al. 2000], macht Pauleit
den im Vergleich zu FDG schlechteren Kontrast zum Hintergrund verantwortlich fur die
geringere Sensitivitéat von FET bei kleinen L&sionen [Pauleit et al. 2005a]. Auch in den
von uns untersuchten Tumorzellen war die absolute Menge an zellular
augenommenem FET nach 15-minutiger Inkubation geringer als die Anreicherung von

MET. HS-683 Gliomzellen reicherten viermal so viel, DHL-4 Lymphomzellen doppelt
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soviel MET wie FET an. Im Unterschied zu Methionin wird zellular aufgenommenes
FET nicht in Proteine oder andere Makromolekile eingebaut [Heiss et al. 1999],
sodass ein starkerer Auswartstransport mit verantwortlich fir die geringere FET-

Akkumulation sein kénnte.

Eine mdogliche Erklarung fur die unterschiedliche Anreicherung von MET und FET in
Tumorzellen und Granulozyten ist die unterschiedliche Beteiligung verschiedener
Aminosauretransporter. Aminosduren werden Uber spezifische Transportsysteme
zellular aufgenommen. Traditionell werden diese anhand ihrer Substratspezifitat und
anderer physiologischer Eigenschaften eingeteilt. Neuere Klassifikationen orientieren
sich hingegen an genetischen und molekularen Strukturen. Die wichtigsten
Transportsysteme fir neutrale Aminosauren sind das A-, das L- und das ASC-System.
Die Transportsysteme A und ASC sind sekundar aktive, natriumabhdngige Transporter
fir neutrale Aminosauren mit kurzen linearen und polaren Seitenketten. Uber das ASC-
System werden bevorzugt kleine Aminosauren wie Alanin, Serin und Cystein
transportiert. N-monomethylierte Aminoséurederivate wie MeAlB haben im Unterschied
zu System A keinen Einfluss auf System ASC. Verzweigte und aromatische, aber auch
langkettige Aminosauren werden Uber System L zellular aufgenommen. Durch den
Einsatz kompetitiver Inhibitoren wurde der jeweilige Anteil der drei Transportsysteme
an der zellularen Aufnahme von MET und FET bestimmt. Als Hemmstoffe wurden
MeAIB als spezifischer Hemmstoff fur System A, BCH als Hemmstoff flir System L und
L-Serin als Hemmstoff flir System ASC eingesetzt.

Die Methionin-Aufnahme wurde bei allen Zellen am starksten durch BCH gehemmt,
und zwar um 58% bei HS-683 Gliomzellen, um 68% bei DHL-4 Lymphomzellen und
um 36% bei Granulozyten. Auch in Anwesenheit von L-Serin verringerte sich die
Methionin-Aufnahme um 46% bei HS-683 Gliomzellen, um 60% bei DHL-4
Lymphomzellen und um 20% bei Granulozyten, wahrend MeAlIB weder bei den
Tumorzellen noch bei Granulozyten einen Einfluss auf die Met-Aufnahme hatte.

Unsere Ergebnisse stimmen weitgehend Uberein mit den Resultaten von Langen et al.
zur Methionin-Aufnahme in F98 Rattengliomzellen [Langen et al. 2003]. Auch dort wird
eine starke Hemmwirkung sowohl durch BCH als auch durch Serin beschrieben.
Wahrend viele Autoren BCH als spezifischen Hemmstoff fir das L-System
beschreiben, weist Langen darauf hin, dass BCH auch das natriumabhéngige
Transportsystem B®* inhibiert [Langen et al. 2003], [Sloan & Mager 1999], sodass BCH
nur in Abwesenheit von Natrium als spezifisch fur das L-System gelten kann. Der Anteil
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der BCH-hemmbaren Methioninaufnahme kann demnach durch Transporter vom L-Typ
aber auch vom B%*-Typ zustande kommen. Eine Unterscheidung kénnte durch die
Untersuchung der Natriumabhangigkeit erfolgen. Ebenso muss die Hemmwirkung von
L-Serin nicht zwingend eine Beteiligung des ASC-Systems bedeuten, da auch L-Serin
andere Transportsysteme wie das L-, das B%"-, und das asc-System beeinflussen
kann [Langen et al. 2003], [Young et al. 1988]. Im Gegensatz zum L-System Subtyp
LAT1, der bevorzugt langkettige und aromatische Aminosduren transportiert, ist LAT2
gekennzeichnet durch eine breitere Substratspezifitat, die sowohl gro3e Aminoséuren
wie Methionin und Tyrosin, als auch kleine Aminosauren wie Serin umfasst [Segawa et
al. 1999]. Der Einfluss von L-Serin auf die Methioninaufnahme kann also durch eine
Beteiligung von ASC-Transportern, méglicherweise aber auch durch eine Beteiligung
von LAT2-, B®"- oder asc-Transportern bedingt sein. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass die Methioninaufnahme in Granulozyten weniger Serin-

empfindlich war als die Aufnahme in Tumorzellen.

Wahrend die Kombination aller drei Hemmstoffe bei den Tumorzellen zu einer
Reduktion der Methioninaufnahme um mehr als 85% fihrte, fiel bei den Granulozyten
ein sehr hoher Anteil unspezifischer Methioninaufnahme von 47% auf. Dahinter kénnen
mit den verwendeten Hemmstoffen nicht hemmbare Transportsysteme stehen wie z. B.
das y'L-System, dem ebenfalls eine hohe Affinitat fir Methionin zugeschrieben wird
[Devés et al. 1998] (siehe Literaturlbersicht) oder auch unspezifische

Aufnahmemechanismen wie Endozytose oder Diffusion.

In der Literatur werden unterschiedliche Transportsysteme fir den Methionin-Transport
angegeben, wobei sowohl natriumabhdngige als auch natriumunabhangige
Mechanismen beteiligt sind. Je hach Gewebe sollen die Transportsysteme L und A zu
unterschiedlichen Anteilen an der Methioninaufnahme beteiligt sein [Christensen 1990],
[Oxender & Christensen 1963]. Auf das ASC-System soll Methionin inhibitorisch
wirken, ohne jedoch selbst in gréRerem Umfang transportiert zu werden [Christensen
et al. 1967]. Auch die Systeme y‘L und B®* zeigen unter anderem eine hohe Affinitét
fir Methionin [Devés et al. 1998], [Sloan & Mager 1999]. Im Allgemeinen gilt jedoch
System L als wichtigstes Transportsystem fir Methionin [Verrey 2003], [Christensen
1990], [Derlon et al. 1989]. Auch in humanen Gliomzellen wird Methionin vorwiegend
Uber das natriumunabhéngige L-System aufgenommen [Langen et al. 2000]. Die
natriumabhangige Methioninaufnahme in Gliomzellen schreibt Langen vorwiegend dem
B%*-System zu [Langen et al. 2003]. Nicht aktivierte Lymphozyten sollen Methionin
vorwiegend natriumunabhangig Uber System L aufnehmen [Scanlon et al. 1983],
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mitogen aktivierte Lymphozyten zeigen hingegen eine 4-8-fach erhohte
natriumabhangige Methioninaufnahme [Walls et al. 1984], die dem A-System

zugeschrieben wird.

Die FET-Aufnahme von HS-683 Gliomzellen und DHL-4 Lymphomzellen wurde sowohl
durch BCH als auch durch Serin im Vergleich zur ungehemmten Aufnahme um tber
90% gesenkt, wahrend MeAIB keinen Einfluss auf die FET-Aufnahme hatte. Der starke
Einfluss von BCH weist auf eine wichtige Rolle von L-Transportern an der FET-
Aufnahme hin. Es gelten allerdings dieselben Einschrankungen fir die Spezifitdt von
BCH wie bereits im Zusammenhang mit Methionin erwdhnt. Die langkettige,
aromatische Struktur von FET l&sst eine hohe Affinitat zu L-Typ Transportern erwarten.
Unerwartet ist hingegen der starke Einfluss von L-Serin auf die FET-Aufnahme. Eine
groBere Beteiligung des ASC-Systems am FET-Transport erscheint eher
unwahrscheinlich, da FET als langkettige aromatische Aminosdure nicht zu den
bevorzugten Substraten dieses Systems fir kurze aliphatische Aminosauren zahilt.

Unsere Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Langen et al. zur FET-Aufnahme
in F98 Rattengliomzellen weitgehend utberein. Wie bei MET wird dort der starke
Einfluss von Serin mit einer moglichen Beteiligung des natriumabhangigen Systems
B°* begriindet, das sowohl durch BCH als auch durch Serin inhibiert wird [Langen et
al. 2003]. Der gleichermal3en starke Einfluss von BCH und Serin kann jedoch auch mit
einer malfigeblichen Rolle von LAT2-Transportern an der FET-Aufnahme der
Tumorzellen begriindet werden, deren Substratspektrum sowohl BCH und aromatische
Aminosauren, als auch kurzkettige Aminosduren wie Serin umfasst [Segawa et al.
1999]. Die FET-Aufnahme in Granulozyten wurde durch BCH um 40% reduziert, die
Hemmwirkung von Serin betrug lediglich 20%.

Verschiedene Studien zeigen, dass aromatische Aminoséuren wie Tyrosin und seine
Derivate hauptséchlich natriumunabhéngig tber System L aufgenommen werden
[Verrey 2003], [Lahoutte et al. 2001], [Langen et al. 2000], [Heiss et al. 1999]. Die
Tyrosinaufnahme in Melanomzellen wird zu 63% durch BCH gehemmt [Pankovich et
al. 1991], die Aufnahme von FET in SW707 Kolonkarzinomzellen wird durch BCH zu
80% inhibiert [Heiss et al. 1999]. Auch System T als Transportsystem fiir Tyrosin und
andere aromatische Aminosauren [Rosenberg et al. 1980] kdnnte theoretisch an der
Aufnahme von FET beteiligt sein. Es zeigt jedoch eine limitierte Gewebeverteilung und
ist unempfindlich gegentiber BCH, sodass eine grofiere Bedeutung fur die FET-

Aufnahme der untersuchten Tumorzellen unwahrscheinlich ist.
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Im Gegensatz zu den Tumorzellen machte die unspezifische FET-Aufnahme bei den
Granulozyten 63% aus und war damit noch héher als fir Methionin. Wie bereits
erwahnt kdnnen sich dahinter Transportsysteme verbergen, die durch die verwendeten
Hemmstoffe nicht beeinflusst werden. Angesichts der geringen FET-Aufnahme in
Granulozyten kann die geringe Wirkung der Hemmstoffe aber auch bedeuten, dass
Granulozyten nur in geringem Mal3 Uber spezifische Transportsysteme fir FET
verfugen und die Aufnahme vor allem tber unspezifische Mechanismen wie Diffusion

erfolgt.

Untersuchung der pH-Abhangigkeit

Fir verschiedene Aminosaure-Transportsysteme ist eine Abhangigkeit vom pH-Wert
bekannt und wird als Merkmal zur funktionellen Charakterisierung herangezogen
Angesichts der sowohl bei Entziindungen als auch bei Tumoren vorkommenden pH-
Veréanderungen ist der Einfluss des pH-Wertes auf die Tracer-Aufnahme aber auch von
klinischem Interesse. Sowohl die Methionin- als auch die FET-Aufnahme erwies sich in
unseren Versuchen als pH-abhéngig. Beide Tracer wurden von allen Zellen am
starksten im Bereich physiologischer pH-Werte angereichert. Alkalische Werte von pH
7,6 — 8,2 verringerten die Aufnahme starker als saure Werte von pH 6,8 - 6,2. Beide
Tracer werden somit zumindest teilweise Uber pH-abhangige Mechanismen
transportiert. Die Methioninaufnahme in Granulozyten verringerte sich bei alkalischen
pH-Werte starker, bei sauren pH-Werten hingegen geringer als bei den Tumorzellen.
Praktische Bedeutung kénnte dies bei einer Gewebsazidose im Bereich von Tumoren
und Entzindungen haben, die die Methioninaufnahme in Granulozyten zusatzlich
beglnstigen konnte. Wahrend die pH-Abhangigkeit der MET- und FET-Aufnahme in
Tumorzellen nahezu gleich war, erwies sich die FET-Aufnahme in Granulozyten als
deutlich weniger pH-abhangig als die MET-Aufnahme. Dies kann, wie auch der hohe
Anteil der unspezifischen FET-Aufnahme, mit dem Mangel spezifischer FET-
Transporter erklart werden.

Untersuchung der Sattigung

Um die Sattigbarkeit der Transportsysteme fir MET und FET zu untersuchen, wurde
die Tracer-Aufnahme bei Methioninkonzentrationen von 0,011-176 mg/L (0,074-1180
pmol/L) bzw. FET*-Konzentrationen von 0,01-180 mg/L (0,055-990 pmol/L) bestimmt.
Beide Tracer wurden vorwiegend (ber sattigbare Transportmechanismen
aufgenommen. Der nicht-séttigbare Anteil der MET-Aufnahme bei einer Met-
Konzentration von 176 mg/L betrug bei Granulozyten lediglich 4% und bei den Gliom-
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bzw. Lymphomzellen 7,7% bzw. 12% der maximalen MET-Aufnahme. Der geringe
nicht-sattigbare Anteil der Aufnahme spricht dafir, dass die oben erwéhnte
Lunspezifische* Methioninaufnahme in Granulozyten von 47% moglicherweise zu
einem grof3en Teil durch weitere spezifische Transportsysteme zustande kommt, die
lediglich durch die verwendeten Hemmestoffe nicht beeinflusst werden.

Bei allen Zelllinien fiel auf, dass die MET-Aufnahme bei Methioninkonzentrationen
unterhalb der Sattigungskonzentration mit steigenden Met-Konzentrationen zunahm.
Bei niedrigen Konzentrationen scheint sich also eine Konzentrationssteigerung positiv
auf die Aktivitdt der Transportsysteme auszuwirken. Mdglicherweise fuhrt eine sehr
niedrige Methioninkonzentration zur Inaktivierung von Transportern, die bei steigender
Konzentration wieder aktiviert werden. Auch die intrazellulare Methioninkonzentration
konnte eine Rolle spielen im Sinne einer Transstimulation der Methionintransporter.
Die Sattigung der Met-Transporter trat bei HS-683 Gliomzellen und DHL-4
Lymphomzellen bei einer Met-Konzentration von 2,2 mg/L ein, bei Granulozyten bei 8,8
mg/L. Die maximale sattigbare Met-Aufnahme in Granulozyten war mit 37 nmol/mg
Zellprotein etwa 3,7 mal so grof3 wie bei den Tumorzellen mit 9,9 (HS-683 Gliomzellen)
bzw. 9,8 nmol/mg Zellprotein (DHL-4 Lymphomzellen).

Der nicht-sattigbare Anteil der FET-Aufnahme war mit 20-35% bei allen untersuchten
Zellen groRer als bei Methionin. Unterhalb der Séattigungskonzentration hatte die
Konzentration von kaltem FET* keinen Einfluss auf die FET-Aufnahme. Die Sattigung
trat bei HS-683 Gliomzellen bei einer FET*-Konzentration von 18 mg/L ein, bei DHL-4
Lymphomzellen bei 1 mg/L und bei Granulozyten bei 3 mg/L. Die maximale séttigbare
FET*-Aufnahme in HS-683 Gliomzellen und DHL-4 Lymphomzellen war um die
Faktoren 8,3 bzw. 15 hoher als die maximale sattigbare FET*-Aufnahme in
Granulozyten mit 0,36 nmol/mg Zellprotein.

Dass sich Methionin in niedrigen Konzentrationen stimulierend auf die Aufnahme von
MET auswirkte ist insofern interessant, als die L-Transporter LAT1 und LAT2
obligatorische Austauscher mit 1:1 Stochiometrie sind [Meier et al. 2002], deren
Aktivitat von der Verflgbarkeit intrazellularer Austauschsubstrate abhéngt. In Frage
kommen dazu Aminoséauren, die Uber unidirektionale Transporter zellular
aufgenommen werden und Uberlappend auch intrazellulare Substrate der L-
Transporter sind. Methionin wird als mégliches Austauschsubstrat diskutiert, da es eine
vergleichsweise geringe Influxrate bei hoher Effluxrate tber LAT1 zeigt und zugleich
eine hohe Affinitat zum A-Transport-System haben soll [Verrey 2003], [Christensen et
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al. 1990]. Die intrazellulare Konzentration von Austauschsubstraten ist limitierender
Faktor fur die Aminosaureaufnahmerate Gber LAT1 [Meier et al. 2002]. Interessant
wére deshalb auch, den Einfluss steigender Methionin-Konzentrationen auf die FET-
Aufnahme zu untersuchen, was in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurde. Es wird
jedoch ein starker transstimulierender Effekt von Methionin auf die Aufnahme von
Tyrosin und [*?®1]-2-lodtyrosin (2IT) durch LAT1 beschrieben [Lahoutte et al. 2004]. Der
Transport von FET ist bidirektional [Heiss et al. 1999], dennoch ist die Akkumulation
von FET auch gegen einen Konzentrationsgradienten moglich [Heiss et al. 1999],
obgleich FET im Unterschied zu Methionin nicht in Proteine oder andere
Makromolekiile eingebaut wird [Langen et al. 2003], [Wester et al. 1999]. Der

Austausch gegen intrazellulare Aminosduren konnte die Akkumulation ermdglichen.

Aufnahmekinetik

Die Aufnahme von MET und FET wurde zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 0 und
90 Minuten bestimmt und die durchschnittliche Aufnahmegeschwindigkeit in den
verschiedenen Zeitabschnitten berechnet. Die Aufnahmegeschwindigkeit fir beide
Tracer war bei allen Zelllinien in der ersten Minute der Inkubationszeit am hodchsten
und nahm innerhalb weniger Minuten stark ab. Die hdchste initiale
Aufnahmegeschwindigkeit fur MET hatten Granulozyten, gefolgt von HS-683
Gliomzellen und DHL-4 Lymphomzellen. Die hochste initiale Aufnahmegeschwindigkeit
fur FET hatten DHL-4 Lymphomzellen, gefolgt von HS-683 Gliomzellen und
Granulozyten. Die Verlangsamung der Aufnahme mit Verlangerung der Inkubationszeit
kann durch bidirektionalen Aminosduretransport erklart werden: Bei entsprechend
hoher intrazellularer Konzentration stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Ein- und
Auswartstransport ein und der Nettotransport verringert sich.

Auch andere Autoren beschreiben eine initial hohe Aufnahmegeschwindigkeit fur FET,
die sich nach wenigen Minuten deutlich verringert: Langen et al. beschreiben eine
steile Anfangsphase der Aufnahme bis zu finf Minuten, bevor Rickdiffusion oder
Auswartstransport zunehmend an Bedeutung gewinnen [Langen et al. 2003]. In
SW707 Kolon-Karzinom-Zellen wurde FET ebenfalls in den ersten 6 Minuten schnell
aufgenommen, danach blieb die Tracer-Konzentration konstant [Heiss et al. 1999].
Unter in vivo Bedingungen stellt sich fur die FET-Aufnahme in Tumoren nach 20
Minuten ein Plateau ein und die Tracer-Anreicherung im Tumor bleibt zwischen 20 und
40 Minuten post injectionem ann&ahernd konstant [Weber et al. 2000].
Michaelis-Menten-Kinetik
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Um Ve und Ky, fir die Aufnahme von Met und FET in HS-683 Gliomzellen, DHL-4
Lymphomzellen und Granulozyten zu ermitteln, wurde die Aufnahmegeschwindigkeit in
Abhéngigkeit von der Substratkonzentration bestimmt. Die Michaelis-Konstante betrug
fur die Methioninaufnahme in Granulozyten 20 pmol/L, in DHL-4 Lymphomzellen 86
pmol/L und in HS-683 Gliomzellen 109 pmol/L. Die grofdte Kapazitat fir die Aufnahme
von Methionin ergab sich fir HS-683 Gliomzellen mit V.x = 3,5 nmol/mg/min, gefolgt
von Granulozyten mit Vpa= 2,3 nmol/mg/min und DHL-4 Lymphomzellen mit Via= 1,5
nmol/mg/min. Bei beiden Tumorzelllinien liegen die Affinitaten der Methioninaufnahme
somit in einem ahnlichen Bereich. Dies spricht dafir, dass gleichartige Methionin-
Transporter exprimiert werden, wobei HS-683 Gliomzellen vermutlich Uber eine
groBere Anzahl aktiver Transporter verfiigen als DHL-4 Lymphomzellen, was zu der
hoheren Kapazitat fihrt. Die Methionintransporter der Granulozyten unterscheiden sich
hingegen durch eine rund fiinfmal so grof3e Affinitat.

Bei der Aufnahme von FET war die Affinitat der Gliom- und Lymphomzellen mit K=
61,5 bzw. 50 pmol/L um den Faktor 1,5 bzw. 2 groRRer als bei den Granulozyten mit
Km= 95 umol/L. V. betrug fur HS-683 Gliomzellen 2,4 nmol/mg/min und fir DHL-4
Lymphomzellen 2,5 nmol/mg/min. Die Kapazitat fur die FET-Aufnahme in Granulozyten
war im Vergleich dazu mit Vo= 0,1 nmol/mg/min um den Faktor 25 geringer. Die
Expression unterschiedlicher Transporter-Subtypen oder deren unterschiedliche
Verteilung bei den Tumorzellen einerseits und den Granulozyten andererseits kdnnte
die unterschiedlichen Affinitaten erklaren. Ausschlaggebend fir die geringe FET-
Anreicherung in Granulozyten scheint jedoch nicht in erster Linie die geringere Affinitéat
der Transporter zu sein, sondern vor allem die um den Faktor 25 geringere Kapazitat.
Dies bedeutet, dass Granulozyten nur Uber eine sehr geringe Zahl an FET-
Transportern verfligen.

Bisher wurden drei Subtypen des L-Transporters identifiziert und geklont: LAT1, LAT2
und LAT3 [Kanai et al. 1998], [Pineda et al. 1999], [Babu et al. 2003]. LAT1 wurde in
fast allen humanen Geweben einschlie3lich Leukozyten, nicht aber im Dinndarm,
nachgewiesen [Prasad et al. 1999] und soll dem Zellwachstum dienen. LAT-1 gilt als
pH-unabhéngig und transportiert vor allem mittlere bis lange, verzweigte und
aromatische Aminosauren wie L-Tyrosin, D- und L-Methionin. Bei Mausen wurde er
nachgewiesen in Gehirn, Milz, Plazenta, Hoden, aktivierten Lymphozyten, C6-
Gliomzellen, Hepatomzellen und Hepatokarzinomzellen [Kanai et al. 1998]. LAT1 wird
von vielen malignen Zellen tberexprimiert und die Expression korreliert mit dem
Tumorwachstum [Yanagida et al. 2001], [Shennan et al. 2003], [Ohkame et al. 2001].
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Es wird daher angenommen, dass die starke Aufnahme vieler aromatischer
Aminosaure-Tracer in Tumoren LAT-1 vermittelt ist [Lahoutte et al. 2004]. Mehrere
Tumorzelllinien haben eine defekte 4F2hc Expression bei erhaltener hLAT1 Expression
[Yanagida et al. 2001]. Diese Zelllinien verfigen nicht Uber funktionierende LAT1-
Transporter. Einige Studien ergaben bereits Hinweise, dass diese Tumoren ein
geringeres Wachstum und keine Anreicherung von aromatischen Aminosauren zeigen
[Ohkame et al. 2001].

Im Unterschied zu LAT-1 wird LAT-2 als pH-abhangig beschrieben mit einem
Maximum im sauren Bereich bei pH 6,25 [Segawa et al. 1999]. Er verfiigt Gber ein
breiteres Substratspektrum und transportiert alle neutralen, auch kurze Aminosauren
wie Serin und Cystein. Die Affinitat zu Tyrosin ist mit K= 35 pmol/L gréRer als zu
Methionin mit K,= 204 pmol/L [Segawa et al. 1999]. LAT2 wurde vor allem auf den
basolateralen Membranen von Transportepithelien in Niere, Dinndarm, Plazenta,
Gehirn, Leber, aber auch in Skelett- und Herzmuskelzellen nachgewiesen [Pineda et
al. 1999], [Segawa et al. 1999] und spielt vermutlich eine wichtige Rolle bei
transepithelialen (re)absorptiven Vorgadngen. Auf molekularer Ebene sind LAT1 und
LAT2 Heterodimere aus h4F2hc und den light chains hLAT1llc bzw. hLATZ2Ic, die
kovalent durch eine Disulfidbriicke verbunden sind [Wagner et al. 2001]. LAT3
hingegen bendgtigt keine schwere Glykoprotein-Untereinheit und ermdglicht Influx und
Efflux durch erleichterte Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten ohne
obligatorischen Austausch-Mechanismus [Babu et al. 2003]. Im Gegensatz zu LAT1
und LATZ2, deren Affinitdten im mikromolaren Bereich liegen (hohe Affinitat), liegt die
Affinitat von LAT3 zu seinen Substraten im millimolaren Bereich (niedrige Affinitat).

Die selektive Expression bestimmter Transportermolekile auf Xenopus laevis Oozyten
lieferte neue Erkenntnisse zu den verschiedenen Transporter-Subtypen. Wéhrend
naturliches L-Tyrosin eine hohe Affinitdt zu beiden L-Subtypen hat, sind LAT1 und
LAT2 unterschiedlich am Transport verschiedener Tyrosinderivate beteiligt [Lahoutte et
al. 2004]. So ist der Transport von IMT Uber LAT1 um den Faktor sechs grof3er als
Uber LAT2 [Shikano et al. 2003]. Der SPECT-Tracer [**[]-2-lod-Tyrosin (2IT), der wie
FET eine sehr geringe Anreicherung in Entziindungsgewebe zeigt [Lahoutte et al.
2003], wird wie L-Tyrosin Uber LAT1 transportiert, beziglich LAT2 oder weiteren
Transportern fehlen Studien [Lahoutte et al. 2004]. Auch 2FT wird in hohem Mal3 Gber
LAT1 transportiert [Lahoutte et al. 2004]. Der Transport von FET Uber LAT1 soll
hingegen gering sein [Lahoutte et al. 2004], [Langen & Broer 2004], sodass FET
moglicherweise ausschlieBlich Gber andere L-Subtypen zellular aufgenommen wird.
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Lahoutte vermutet, dass die verschiedenen Substituenten der Tyrosinderivate den
Transportvorgang beeinflussen, sodass Derivate mit groRen Substituenten wie die
Fluorethyl-Gruppe bei FET eine geringere Transportrate Uber LAT1 zeigen.

Weber et al. stellten fest, dass trotz ahnlicher intrazerebraler Kinetiken und der starken
Korrelation der MET- und FET-Aufnahme in zerebrale Tumoren, deutliche
Unterschiede bei der Aufnahme in extrazerebrale Gewebe bestehen [Weber et al.
2000]. Leber, Pankreas und andere Speicheldrusen, fur die eine hohe physiologischen
Methioninaufnahme bekannt ist, reichern kaum FET an, was vorteilhaft bei der
Diagnostik abdominaler Tumoren sein konnte. Im Vergleich zu Methionin wird FET
langsamer vom Blut in die Organe aufgenommen [Weber et al. 2000]. Auch im
Vergleich mit IMT ergaben sich erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Biodistribution
in Ganzkdrper-Untersuchungen [Pauleit et al. 2003], [Schmidt et al. 1997]. FET
akkumuliert starker als andere Tracer in Muskelgewebe und zeigt eine hohe
Konzentration im Blut-Pool und im Harntrakt [Pauleit et al. 2003]. Auffallend ist die
langsame renale Ausscheidung von nur 22% nach 5 Stunden [Pauleit et al. 2003], im
Vergleich dazu wird IMT nach 5 Stunden zu 75% eliminiert [Schmidt et al. 1997].

Moglicherweise wird FET hauptséchlich Uber den Transporter-Subtyp LAT2 zellular
aufgenommen. Sowohl Methionin als auch Tyrosin werden (ber beide L-System
Subtypen LAT1 und LAT2 transportiert, die Affinitdit von LAT2 zu Tyrosin ist dabei
gréRer als zu Methionin [Segawa et al. 1999]. FET soll hingegen nicht tUber LAT1,
jedoch Uber LAT2 transportiert werden [Langen & Broer 2004], [Lahoutte et al. 2004].
LAT1 konnte auf den meisten Geweben, einschlie3lich Lymphozyten nachgewiesen
werden, wahrend LAT2 nur in bestimmten Geweben, darunter Skelettmuskulatur,
Niere, Plazenta und Dinndarm exprimiert wird [Segawa et al. 1999]. Die
Gewebeverteilung von LAT2 stimmt somit zumindest teilweise mit der Biodistribution
von FET Uberein. LAT1 soll vor allem fir den Aminosauretransport in wachsende
Zellen und Uber endotheliale und epitheliale Schranken verantwortlich sein, LAT2
hingegen an transepithelialen (re)absorbtiven Transportvorgangen beteiligt sein. Eine
Reabsorption von FET uber renale LAT2 kdnnte somit unter Umstanden die langsame
Ausscheidung, die lange Plateauphase der Blut-Radioaktivitat und die starke

Anreicherung im Harntrakt erklaren.

Sollte FET tatsachlich vorwiegend oder sogar ausschlief3lich Gber einen bestimmten
Transporter-Subtyp zellular aufgenommen werden, kénnte die geringe FET-Aufnahme
in Granulozyten, die aufgrund unserer Ergebnisse durch eine geringe
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Transportkapazitat fur FET bedingt ist, durch einen Mangel an diesem bestimmten
Transporter bei Granulozyten erklart werden. Ebenso wirden aber auch Tumorzellen
ohne den entsprechenden Transporter-Subtyp FET nicht anreichern, was eine
eingeschrankte Sensitivitdt zur Folge hatte. Die von Pauleit et al. beschriebene
eingeschrankte Sensitivitat bei peripheren Tumoren [Pauleit et al. 2005] kdnnte daraus

resultieren.

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden erlauben nur eine funktionelle
Beschreibung der Transportmechanismen von Met und FET bei denn untersuchten
Zelllinien. Definitive Erkenntnisse zur Beteiligung bestimmter Transporter-Subtypen,
deren Funktionsweise, molekularer Struktur und Gewebeverteilung konnen nur
weiterfuhrende Untersuchungen mit Hilfe spezifischerer Methoden liefern. Ob und
unter welchen Voraussetzungen sich FET als Tracer zur Differenzierung von Tumor-
und Entzundungsgewebe eignet und im klinischen Einsatz bewahrt, missen weitere

klinischen Studien zeigen.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit lasst nur FET, nicht aber MET eine eindeutige
Unterscheidung von Granulozyten und Tumorzellen zu und kénnte sich als Tracer zur
Differenzierung von Tumor und Entziindungsgewebe eignen. Die hohe Tumorspezifitat
von FET bestétigte sich in dieser Arbeit auf zellularer Ebene: Die FET-Aufnahme in
beide untersuchten Tumorzelllinien war um ein Vielfaches hoher als die FET-Aufnahme
in Granulozyten. Granulozyten reicherten hingegen mehr Methionin pro mg Zellprotein
an als beide untersuchten Tumorzelllinien. Eine Stimulation der Granulozyten mit LPS
verstarkte die Methioninaufnahme zusatzlich, die FET-Aufnahme blieb hingegen

unbeeinflusst.

Beide Tracer wurden vorwiegend (ber sattigbare Transportmechanismen
aufgenommen. Die Aufnahme war pH-abhangig, wobei ein leicht alkalisches Milieu von
pH 7,6 — 8,2 die Aufnahme starker verringerte als eine Ansauerung auf pH 6,8 - 6,2.
Das pH Optimum lag fur alle Zellen bei pH 7,2-7,4.

Die Methioninaufnahme in Granulozyten unterscheidet sich durch eine rund funfmal so
grofRe Affinitat von der Aufnahme in Tumorzellen. Die Michaelis-Konstante K, betrug
fur die Methioninaufnahme in Granulozyten 20 pmol/L, in DHL-4 Lymphomzellen 86
pmol/lL  und in  HS-683  Gliomzellen 109  pmol/L. Die  maximale
Aufnahmegeschwindigkeit V. war fur HS-683 Gliomzellen mit 3,5 nmol/mg/min am
grofdten, gefolgt von Granulozyten mit 2,3 nmol/mg/min und DHL-4 Lymphomzellen mit
1,5 nmol/mg/min. Ausschlaggebend fir die geringe FET-Aufnahme in Granulozyten
scheint in erster Linie die im Vergleich zu den Tumorzellen um den Faktor 25 geringere
Transportkapazitat zu sein. Viyax betrug fir die Gliom- und Lymphomzellen 2,4 bzw. 2,5
nmol/mg/min, fur Granuloyzten hingegen nur 0,1 nmol/mg/min, was daflr spricht, dass
Granulozyten nur eine sehr geringe Zahl an FET-Transportern exprimieren. Die
Affinitat fir die FET-Aufnahme in Gliom- und Lymphomzellen war dartber hinaus mit
Km-Werten von 61,5 bzw. 50 umol/L um die Faktoren 1,5 bzw. 2 gr63er als bei den
Granulozyten mit einem K,—Wert von 95 pmol/L.

Die Methioninaufnahme wurde bei allen Zellen am starksten durch BCH gehemmt, in
geringerem Malfd auch durch L-Serin. MeAlB zeigte keine Hemmwirkung. Der starke
Einfluss von BCH spricht fur eine hauptsachliche Beteiligung von L-Typ Transportern
an der Methioninaufnahme der untersuchten Zelllinien. Die Beteiligung
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natriumabhangiger BCH-hemmbarer Transporter vom B%*-Typ misste durch eine
weiterfhrende Untersuchung der Natriumabhéangigkeit geklart werden. Der Einfluss
von L-Serin kann auf eine Beteiligung des ASC-Systems hinweisen, aber auch mit der
Beteiligung von LAT2-Transportern an der Methioninaufnahme begriindet werden.
LAT2 ist bekannt fir sein breites Substratspektrum, das fast alle neutralen
Aminosauren umfasst, darunter sowohl grof3e und aromatische als auch kurzkettige
Aminosauren. Die Affinitat fir Tyrosin und Serin soll hoher sein als fur Methionin
[Segawa et al. 1999]. Die in Anwesenheit aller drei Hemmstoffe nicht hemmbare
Lunspezifische* Methioninaufnahme betrug bei den Tumorzelllinien unter 15%, bei
Granulozyten hingegen 47%. Dahinter kdnnen weitere, durch die verwendeten
Hemmstoffe nicht hemmbare, Transportsysteme oder unspezifische Mechanismen wie
Endozytose oder freie Diffusion stehen.

Die FET-Aufnahme der untersuchten Gliom- und Lymphomzellen wurde sowohl durch
BCH als auch durch Serin fast vollstandig inhibiert, MeAIB hatte keinen Einfluss auf die
FET-Aufnahme. Der gleichermal3en starke Einfluss von BCH und Serin kénnte durch
einen hauptsachlichen Transport Uber LAT2-Transporter zustande kommen. Die
Hemmwirkung von BCH auf die FET-Aufnahme in Granulozyten war mit 40% geringer
als bei den Tumorzellen, die Wirkung von L-Serin betrug lediglich 20%. Die
unspezifische FET-Aufnahme in Granulozyten war mit 63% sehr hoch. Moglicherweise
verfigen Granulozyten nur in geringem Malfd Uber spezifische Transportsysteme fir
FET, sodass die geringe FET-Aufnahme vor allem Uber unspezifische Mechanismen

zustande kommt.

Eine mdogliche Begriindung fur die unterschiedliche Anreicherung von Methionin und
FET in Granulozyten und Tumorzellen ist die unterschiedliche Beteiligung
verschiedener Transportersubtypen an der zellularen Aufnahme der beiden Tracer
sowie deren unterschiedliche Expression bei Granulozyten und Tumorzellen. Gezielte
Untersuchungen auf molekularer Ebene sind jedoch erforderlich um definitive

Aussagen Uber beteiligte Transportproteine und -mechanismen machen zu kénnen.

Die geringe FET-Aufnahme in Granulozyten spricht fur eine Eignung von FET als
Tracer zur Differenzierung von malignen und entziindlichen Gewebeveranderungen, ob
sich FET jedoch als Tumortracer im klinischen Einsatz bewdahrt, hangt von vielen
weiteren Faktoren ab, die in entsprechenden klinischen und experimentellen Studien

untersucht werden muissen.
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