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Einleitung

1.1  Zur Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist in der westlichen Welt der haufigste zum Tode fuh-
rende maligne Tumor bei der Frau (Parkin et al.1997). Es stellt eines der gro-
Ren Probleme der Gesundheitsversorgung in Deutschland dar. Epidemiologi-
sche Studien belegen, dass heutzutage etwa jede 8.-10. Frau in der Bundesre-
publik an einem Mammakarzinom erkrankt. Die Prognose einer Frau mit Mam-
makarzinom hangt neben einer Vielzahl von klinischen, pathomorphologischen
und immunhistochemisch definierten Faktoren (z.B. Alter der Patientin, klini-
scher Befund, Tumorgrading, GefalRinvasion, Multifokalitat bzw. -zentrizitat und
Hormonrezeptorstatus sowie Expression von diversen Faktoren wie z. B. Ki 67,
c-erbB1-3, p 53) weiterhin entscheidend von der Tumorgrof3e und dem Lymph-

knotenbefall ab.

1.2 Bedeutung der Friherkennung

Demnach ist die FrUherkennungsuntersuchung mit dem Ziel, bereits prainvasive
Carcinomata in situ bzw. frihinvasive Karzinome unter 1 cm TumorgroRe zu
entdecken, histologisch abzuklaren und zu behandeln, der zurzeit wichtigste
Beitrag zur Senkung der Sterblichkeit und einer erfolgreichen Behandlung. Un-
bestreitbar ist ferner, dass die frihe Erkennung eines Tumorrezidivs und das
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen einen signifikanten Einfluss auf
die Therapie haben. Jedoch ist mit herkommlichen Methoden die Identifikation

von Tumorgewebe speziell in Weichteilen schwierig.

1.3 Chemotherapie beim Mammakarzinom

Wichtige therapeutische Ansatze bei diesem biologisch heterogenen Tumor
stellen die adjuvanten Hormon- und Chemotherapien dar. Sie sind neben der
Radiatio und der Operation die wichtigste therapeutische Malknahme in der Be-

handlung des Mammakarzinoms. In der adjuvanten Therapie dient der Einsatz
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einer zytostatischen Therapie insbesondere bei jungen Patientinnen mit
Lymphknotenbefall und anderen Hochrisikopersonen der Prophylaxe einer spa-
teren Rezidivierung oder Metastasierung. Anthrazykline gelten als Standard-
Chemotherapie. Aktuelle Daten zeigen, dass durch den Einsatz von Taxanen
zusatzlich zu anthrazyklinhaltigen Schemata eine signifikante Verbesserung

des Uberlebens erreicht werden kann.

1.4 Neoadjuvante Therapie und Therapiemonitoring

Die neoadjuvante Therapie zahlt zu den etablierten Therapiemodalitaten beim
lokal fortgeschrittenen Mammakarzinom und wird auch bei Tumoren im Frih-
stadium der Erkrankung durchgefihrt. Veronesi und Bonadonna (1995) konnten
nachweisen, dass das Ansprechen des Primartumors auf die neoadjuvante
Therapie direkt mit der Prognose korreliert. Durch die neoadjuvante Behand-
lungssituation ist es erstmals mdglich, Therapieeffekte das Ansprechen der sy-
stemischen Therapie bei Patienten beim Menschen in vivo zu beobachten. Das
in-vivo- Modell der neoadjuvanten Therapie erlaubt die rasche Beurteilung in-
novativer Therapiekonzepte und die Untersuchung neuer pradiktiver Faktoren
(Konecny et al.,, 2000). Die neoadjuvante Chemotherapie beim operablen
Mammakarzinom hat die Erhéhung der Rate brusterhaltender Chirurgie sowie
eine Verbesserung des rezidivfreien und des Gesamtuberlebens zum Ziel. Es
gelingt die chirurgischen und radiotherapeutischen Optionen zu verbessern und
das Risiko eines Rezidivs zu verringern (Kim et al., 2005). Es ist derzeit nicht
mdglich, die Sensitivitdt des Mammakarzinoms auf bestimmte Substanzen ex-
akt vorherzusagen, denn auf Morphologie-basierte Therapiekonzepte eignen
sich wenig dafur, pradiktive Aussagen Uber das Ansprechen der Therapie zu

treffen.

1.5 Bedeutung des Therapiemonitoring

Neben der Klassifikation des Mammakarzinoms, ist ein effektives Monitoring
des Tumoransprechens wahrend der neoadjuvanten Therapie von gro3em Kli-
nischem Interesse. Neuere Ansatze konzentrieren sich auf das individuelle An-

passen der Therapieoptionen gemal dem Tumoransprechen in der Frihphase
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der Behandlung. Aktuelle klinische Studien konnten durch Anpassen und
Wechsel der Therapie einen Uberlebensvorteil aufzeigen (Thomas et al., 2006,
Baer et al., 2003)

1.6 Schwierigkeiten bei konventioneller Bildgebung

Mit dem erweiterten Gebrauch und der erhohten Sensitivitat der Mammographie
und des Ultraschalls hat sich die Zahl der klinisch erfassten Brustkrebslasionen,
die einer weitergehenden Charakterisierung bedurfen, erhoht. Pathologische
Befunde werden mit Hilfe der Sonographie, CT, MRT, MIBI- Szintigraphie und
evtl. auch mit Hilfe einer Biopsie erhartet oder ausgeschlossen (Henderson et
al. 1989; Moore u. Kinne 1996; Mintun et al. 1988; Kallinowski et al. 1989) Ob-
wohl zahlreiche nicht-invasive Techniken wie die Magnetresonanz-tomographie
oder die MIBI-Szintigraphie gut funktionieren, hat keine der beiden eine hdhere
Spezifitat als die Biopsie zeigen konnen. Trotz dieser Verfahren bestehen aber
immer noch diagnostische ,Lucken“ — etwa bei sehr dichtem Brustdrisengewe-
be, bei der Frage der Metastasierung oder auch bei der frihzeitigen Beurteilung
des Therapieerfolges etwa einer hochdosierten Chemotherapie. Verschiedene
bildgebende Verfahren wurden evaluiert, aber die Daten bezlglich der prak-
tischsten oder verlasslichsten Methode sind umstritten. Gewdhnlich sind die
Mammographie und der Ultraschall die routinemassig angewandten Methoden.
Weil beide Techniken von morphologischen Veranderungen abhangig sind, ist
die Tumorantwort verzogert, denn diese treten in der Regel erst nach langerer
Behandlungsdauer auf. Klinisch wiinschenswert ist jedoch eine frihzeitige Er-
fassung der Therapieresponse. Folglich sind bildgebende Verfahren notwendig,

die die biologische Antwort friher und praziser darstellen.

1.7 Bedeutung der Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

FUr diese und andere Fragestellungen stehen nuklearmedizinische Verfahren,
wie die Mammaszintigraphie oder die Positronen-Emissions-Tomographie
(PET), zur VerfUigung. Letztere ist ein quantitatives nuklearmedizinisches
Schnittbildverfahren, welches es ermoglicht, nicht- invasiv die Verteilung einer

radioaktiv markierten Substanz, so genannte Tracer durch regionale Anreiche-
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rung in vivo zu bestimmen. Der Vorteil der PET liegt in der Mdglichkeit, physio-
logische Stoffwechselvorgange mit Hilfe von radioaktiv markierten Substanzen
von aussen sichtbar zu machen. Die Quantifizierbarkeit dieser Stoffwechselvor-
gange erschliel3t weit reichende Moglichkeiten fur Therapie und Diagnostik. Mit
der PET lassen sich erstmalig Stoffwechselprozesse in vivo beobachten, quan-
tifizieren und anatomisch exakt zuordnen. Dies erdffnet die Moglichkeit, Gewe-
bearten in Abhangigkeit von ihrem Metabolismus zu unterscheiden. So kdnnen
zum Beispiel die zellulare Aufnahme von Glucose oder Sauerstoff einen Hin-
weis auf den Aktivitatsgrad des Gewebes liefern. Durch die Quantifizierung mit
Hilfe der PET verspricht man sich in der Onkologie die Mdglichkeit beispiels-
weise eines biologischen Gradings oder der eindeutigen Differenzierung von
Benignitat und Malignitat. Auch in der Therapie- und Verlaufskontrolle waren
quantitative Werte von groRer Bedeutung. Fur die Onkologie kam der Durch-
bruch mit der Verwendung von 2-(18 F)-Fluoro-2- deoxy-D-Glucose (FDG) als
Tracer. Mit Hilfe dieses Glucoseanalogons, das nach Aufnahme in die Zelle
phosphoriliert wird und anschlieRend in der Zelle ,gefangen® bleibt, war es mog-
lich, sich die Glucoseutilisation von malignen Tumoren zu deren Darstellung

zunutze zu machen.

1.8 FDG-PET beim Mammakarzinom und diagnostische Probleme

Die FDG-PET wurde von Danforth et al. und Bomaniji et al. fir die Darstellung
verschiedener maligner Tumore verwendet, unter anderem auch beim Mamma-
karzinom, mit einer Sensitivitat von 90-95% und Spezifitat von 88-92% im Ver-
gleich zu anderen Verfahren. Die FDG-PET beim Mammakarzinom ist ein neu-
es, viel versprechendes Verfahren, das die Mdglichkeit bietet, primare Mamma-
karzinome, regionale Metastasen, Fernmetastasen, Lymphknotenbefall und
Lokalrezidive zu entdecken. AulRerdem ergibt sich mittels FDG-PET eine Mog-
lichkeit, zwischen einer Narbe und vitalem Tumorgewebe zu differenzieren so-
wie der frGheren Vorhersage des Therapieansprechens und der Kontrolle des
Therapieerfolgs. In der Primardiagnostik ist der Einsatz der PET sinnvoll, wenn
Mammographie und Ultraschalluntersuchung sowie eine Biopsie die Frage nach

Malignitat eines Knotens im Brustdrisengewebe nicht eindeutig beantworten
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konnte oder beispielsweise mehrere Knoten in beiden Brusten vorliegen und
eine operative Klarung nicht gewunscht wird oder mit Risiken verbunden ist.
Gleiches gilt nach brusterhaltender Operation und nach Strahlenbehandlung
der Brust, wenn ein Rezidiv in der Brust vermutet wird. Aul3erdem stellt sie ein
zusatzliches Kriterium flr die operative Indikationsstellung dar und sie sollte mit
der CT als weiteres nichtinvasives Verfahren korreliert werden, um die Aussa-
gekraft zu erhdhen und eine genauere Diagnosefahigkeit zu erreichen. Die
MRT und noch mehr die FDG-PET sind dazu imstande, Veranderungen der
Durchblutung oder des Metabolismus von Tumoren zu visualisieren, von denen
man annimmt, dass die dem Tumor vorausgehen. Aus diesem Grunde kdnnen
Veranderungen unter der Therapie innerhalb des Tumors und Metastasen viel
frGher entdeckt werden. Beim Gebrauch von FDG-PET fur das Monitoring der
Therapie wurden ebenfalls viel versprechende Ergebnisse erzielt (Bombardieri,
2001; Reske et al., 2002)

1.9 Probleme von FDG

Allerdings ist FDG biochemisch kein ideales Radiodiagnostikum, weil sowohl
normale als auch neoplastische Zellen Glucose metabolisieren. Bei intensiven
FDG- Anreicherungen ist jedoch eine Unterscheidung zwischen Primarherd,

Metastase und akuter Entzindung teilweise nicht moglich.

1.10 FLT- Ein neuer Tracer?

Im Jahre 1997 fuhrten Grierson und Shields et al. fur die Darstellung von Tumo-
ren 3'-deoxy-3-['®Ffluorothymidine (FLT) ein. Flour-Thymidin (=FLT) ist ein
,2Abfallprodukt* aus der Forschung nach neuen Aids-Medikamenten Ende der
80er Jahre und verwand dem Kklinisch haufig eingesetzten AZT. Die Arbeits-
gruppe Shields zeigte in einer ersten Pilotstudie mit einem 18-F markierten
Thymidinanalogon (3 'Deoxy- 3’-Flourothymidin, FLT) an Hunden und an einem
Patienten, dass die in-vivo Proliferationsmessung mit Hilfe der PET-
Technologie ein vielversprechendes neues Konzept der PET-Diagnostik dar-
stellt. 3'-deoxy-3"-['®F]fluorothymidine (FLT) ist demnach Radiotherapeutikum,
das im Tumorgewebe akkumuliert und mit PET oder PET-CT in vivo dargestellt

werden kann. Aufgrund der Ahnlichkeit des Molekiils zum natlrlichen Nukleosid
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Thymidin wird FLT wie dieses in die Zellen aufgenommen. Es wurde gezeigt,
dass die FLT-Aufnahme der Tumorzellen stark mit der Aktivitat des Enzyms
Thymidinkinase 1, dem Schlusselenzym des Pyrimidin-Salvage-Pathway der
DNA-Synthese, korreliert (TK-1), welches wahrend der S-Phase des Zellzyklus
fur kurze Zeit hoch aktiviert ist (Kong et al., 1992). Mammakarzinompatientin-
nen, bei denen eine hohe Thymidinkinase-Aktivitat auftrat, wiesen frihzeitig
Rezidive auf und hatten ein kirzeres Gesamtuberleben. In einer Multizenterstu-
die erwies sich die Thymidinkinase als unabhangiger prognostischer Parameter
(Romain et al. 2000). Nach Aufnahme wird FLT analog zu Thymidin durch die
Thymidinkinase 1 (TK-1) phosphoryliert und im Gewebe zurlickgehalten, es
wird kaum weiter verstoffwechselt, ein DNA-Einbau findet daher auch nur in
sehr geringem Umfang statt. Da FLT-Phosphat die Zelle nicht wieder verlassen
kann, kommt es zur zellularen Anhaufung in Abhangigkeit von der Aktivitat der
TK-1(sog. metabolisches trapping). FLT wird nur sehr langsam katabolisiert und
kann zur Therapieverlaufskontrolle herangezogen werden. Dieser Mechanis-
mus ist die Rationale fur den Einsatz radioaktiven FLT zur Messung der Tumor-
proliferation bzw. deren Beeinflussung durch Chemotherapie. Nacheinander
wurde die FLT-Speicherung innerhalb proliferierenden Gewebes sowohl bei
Affen, Hunden und bei verschiedenen Tumoren beim Menschen als auch in
einer grolReren Reihe von Patienten mit Bronchialkarzinom demonstriert. Eine
detaillierte Diskussion uUber den Hintergrund des biochemischen Prozesses
wurde von Mier et al. veroffentlicht. In einer vorherigen Studie wurde gezeigt,
dass FLT beim unbehandelten Mammakarzinom akkumuliert (Smyczek-Gargya
et al., 2004), so dass es mdglich war den Primartumor und Lymphknotenmeta-
stasen zu lokalisieren. Das zellulare Langzeituberleben lasst sich mit den klas-
sischen Tests, wie klonogenes Uberleben im Koloniebildungsassay, Zellzyklus-
verteilung, Tritiumproliferationstest und Proliferationskinetik detektieren. Wir
wollen untersuchen und zeigen, dass dies auch mit einer Inkubation von FLT

mdglich ist.
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2  Fragestellung der Arbeit

Mit Hilfe der Substanz (18-F)FLT soll an der Brustkrebszelllinie MCF7 das neue
Radiopharmakon evaluiert und gezeigt werden, dass FLT ein spezifisches Mafl}
fur die proliferative Aktivitat im Tumorgewebe darstellt und Mdglichkeiten bietet

frihzeitig in eine Therapie zu intervenieren.

Im Rahmen der vorliegenden Studie soll ermittelt werden, ob die FLT-Aufnahme
mit der Proliferationsaktivitdt Ostrogenpositiver Mammakarzinome korreliert.
Ferner wird die zellulare Aufnahme untersucht und mit etablierten Proliferation-
sassays korreliert und gezeigt, dass FLT ebenfalls ein Marker fur Proliferation
ist. Modellhaft fir die Chemotherapie bei Patienten werden die Tumorzellen im
Zellkulturexperiment mit den in der neoadjuvanten Brustkrebstherapie etablier-
ten Chemotherapeutika Adriamycin und Taxotere behandelt. Die Arbeit analy-
siert die Anderungen der zelluldren FLT-Aufnahme zu verschiedenen Zeitpunk-

ten nach Chemotherapie beim Mammakarzinom in einem in vitro Modell.

In der vorliegenden Arbeit sollen demnach folgende Fragestellungen gepruft

werden:

- Ist durch 3°-[18F]fluorothymidin (FLT) die fruhzeitige Erfassung einer
Chemotherapeutika-induzierten Proliferationshemmung maoglich?
- Stellt die FLT-PET damit ein neues Konzept flir das Therapiemonitoring

von Mammakarzinomen dar?
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3 Material und Methoden

3.1 Material fur das Zellkultursystem

3.1.1 Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden fir alle Versuche humane Mammakarzinom-
zellen der Zelllinie MCF -7 verwendet. Diese Zelllinie wurde bei der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, kauflich er-
worben (DSMZ No ACC 115). Die Zellen der Linie MCF-7 stammen von einem
Adenokarzinom der Brust, die aus einem Pleuraergul} einer 69-jahrigen Patien-
tin etabliert wurden. Bei dem Tumor dieser Patientin handelt es sich um ein me-
tastasiertes Mammakarzinom nach Bestrahlungs- und Hormontherapie (Soule
et al., 1973). In der Zellkultur adharieren die rundlichen Zellen, die viel Zyto-
plasma besitzen. Diese Zelllinie hat sich unter den Modellen, die entwickelt wur-
den, um die Hormonsensitivitat von menschlichen Mammakarzinomzellen zu
studieren, aufgrund ihrer physiologisch hohen Konzentration verschiedener Ste-
roidrezeptoren und Peptidhormonrezeptoren als besonders geeignet erwiesen.
Die MCF-7-Zellen exprimieren eine hohe Anzahl von ER- und PR-Rezeptoren
und wachsen sowohl in vivo als auch in vitro E2-abhangig (Clarke et al., 1986).
Bei Behandlung mit Chemotherapeutika, wie Adriamycin und Taxotere reagie-
ren MCF-7-Zellen in vitro mit einer Wachstumsinhibition. In  der vorliegenden
Arbeit wurden humane Mammakarzinomzellen der Linie MCF7 in den Versu-
chen eingesetzt und dabei die in Kapitel 3 beschriebenen Versuchsbedingun-

gen eingehalten.

3.1.2 Kulturmedium

Das Kulturmedium, welches fur die Ernahrung der MCF-7-Zellen und Neutrali-
sierung von Abfallprodukten Uber Puffersysteme im Experiment benutzt wird,
besteht aus 500 ml DMEM (Dulbecco’s Minimal Essential Medium mit Gluta-
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max), 10% FCS und 1 mg Insulin. In Vorversuchen zeigt sich bei dieser Zu-

sammenstellung ein homogenes Wachstumsverhalten der MCF-7-Zellen.

3.1.3 Fetales Kalberserum ( FCS)

Das FCS (Boehringer Mannheim, BR Deutschland) enthalt wachstums-und pro-
liferationsstimulierende Hormone (u.a. Platelet derived Growth Factor( PDFG),
Insulin, Schilddrisenhormone, Cortisol) und Vitamine fur die MCF-7-Zellen. Es

wird bei -20°C aufbewahrt und fur jedes neue Medium kurz vorher aufgetaut.

3.1.4 Trypsin

Das Enzym Trypsin dient der Ablésung der am Kulturfaschenboden adharent
wachsenden Zellen. Trypsin daut dabei die Adhasionsmolekule an, welche die
Zellen untereinander und mit dem Flaschenboden verankern, so dass sich die
Zellen voneinander und vom Boden der Zellkultur I6sen und anschliel3end
passagiert werden kénnen. Die verwendete Trypsin/EDTA-L6sung (Gibco BRL)
enthalt 0,5g/| EDTA in Pucks Salzlésung A. Die Trypsinlésung wird bei -20°C

gelagert und kurz vor Gebrauch auf 37 °C erwarmt (Freshney et al.,1990)

Um Schaden an der Zellwand zu vermeiden wird die Einwirkzeit des Trypsins
mdglichst kurz gewahlt (2-4 Minuten), bevor es durch Zugabe von Kulturmedi-
um verdunnt und inaktiviert wird. Je dichter der Zellmonolayer und je alter die

Zellen, desto langere Trypsineinwirkzeiten sind notig.

3.1.5 Phosphatgepufferte Salzlésung( ,Phosphate Buffered Saline”- PBS)

Da auch Reste des nach dem Absaugen in der Kulturflasche verbliebenen Me-
diums das frisch hinzupipettierte Trypsin in seiner Wirkung beeintrachtigen kon-
nen, wird die Zellkulturflasche vor der Zugabe des Enzyms mit 5ml PBS (Gibco
BRL) gewaschen, um das Kulturmedium vollstandig auszuwaschen. Bezogen
wird das PBS von der Firma Gibco Brl (Freshney et al., 1990).
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3.1.6 Brutschrank

Es werden Brutschranke zur Aufbewahrung der Zellkulturen benutzt, um ein
optimales Wachstumsmilieu fur die Zellen zu schaffen. Damit die radioaktiven
und die nicht - radioaktiven Zellkulturen sich nicht gegenseitig beeinflussen,
werden sie in unterschiedlichen Brutschranken aufbewahrt. Die Zellkulturen
werden bei 37%, einem CO»-Gehalt von 5% und einer Feuchtigkeit von >95%

bebrutet und in modifiziertem Dulbecco- Medium in Zellkulturflaschen gehalten

3.1.7 Keimfreiheit

Um die Kontamination der Zellkulturen zu verhindern, werden die Arbeitsschritte
(z.B. Medienwechsel) unter einer Laminar-Flow-Sterilbank durchgefihrt, die
zuvor mit 70%igem Alkohol desinfiziert wurde. Als Verbrauchsmaterial werden

nur sterile Einmalpipetten und sterile Gefalte verwendet

3.1.8 Kultivierung / Subkultiverung der MCF7

Die Subkultivierung bzw. das Passagieren bezeichnet das Teilen und Transfe-
rieren eines subkonfluenten Zellmonolayers in eine Zellkulturflasche. Etwa je-
den 4.Tag wird bei den MCF-7-Zellen eine Passagierung vorgenommen. Waren
die Zellkulturflaschen mit einer konfluierenden Zellschicht zugewachsen oder
sollten die Zellen fur einen Versuch ausgesat werden, so erfolgte eine Subkulti-
vierung. Zur Routine-Passage werden die Zellen in 20 ml Medium in eine 25
cm? grol’e Kulturflasche, mit Filter, um einen optimalen Gasaustausch zu er-
moglichen, (Falcon, Heidelberg, Deutschland) ausgesat. Nach vollstandigem
Absaugen des Medienuberstandes aus der Kulturflasche erfolgt eine einmalige
Auswaschung mit 3ml sterilem PBS. AnschlieRend werden 3 ml Trypsin- EDTA-
Ldsung hinzugefligt, das den kompletten Zellrasen benetzen muss. Nach 4-5
mindtiger Inkubation bei 37°C (je nach Alter und Dichte der Zellen) haben sich
die Zellen in der Regel als Monolayer vom Flaschenboden geldst. Nach 5 minG-
tigem Zentrifugieren der in ein steriles Roéhrchen Uberfuhrten Zellsuspension
wird das restliche Medium abgesaugt und 5 ml neues hinzugefliigt. Durch

mehrmaliges Resuspendieren werden die Zellen vereinzelt. Am Tag der Aus-
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saat fur einen wird die laufende Kultur gesplittet, d.h. es werden nach Wasch-
vorgang und Abtrypsinisierung eine vorher berechnete fir den Versuchsansatz
bendtigte Menge von Zellen fur die Versuche von der Routine-Kultur entnom-
men. Dazu wird ein Teilvolumen bendtigt (in der Regel 100 pl) zur Zellzahlbe-
stimmung mittels einer elektrischen Zahlhilfe (Coulter Particle Counter, Coul-
ter®, USA). Die Angabe erfolgt in Zellzahl in einem ml Zellsuspension. Schlief3-
lich werden sie auf mehrere Zellkulturflaschen verteilt und je nach Verdlinnung
mit Medium auf 20 ml aufgefullt oder in 6-well bzw. 12-well Plates ausgesat. Am
ersten und vierten Tag nach Neuaussaat wird ein Medienwechsel (MW) vorge-
nommen bzw. eine Subkultivierung (= Passage) durchgefuhrt um Zellkonfluenz
zu vermeiden, da in einem solchen Falle die Kapazitat des Mediums Uberschrit-
ten werden wurde und sich ferner die Zellen durch Kontaktinhibition an der wei-
teren Vermehrung hindern. Dabei werden die Zellen vorher unter dem Durch-
lichtmikroskop auf Kontamination, degenerative Veranderungen und Zelldichte
untersucht. Bei zufriedenstellendem Ergebnis wurde dann unter der Laminar-
Flow- Sterilbank das Medium unter Verwendung von sterilen Pasteurpipetten
abgesaugt, und die Kulturflasche mit PBS gespult, um Medienreste zu entfer-
nen. AnschlieBend wurden 20ml des steril angesetzten, 37° C warmen, Medi-

ums hinzupipettiert.

3.1.9 Kryokonservierung

Die Zellen werden analog einer Passage abtrypsinisiert, und die Zellzahl mit
Hilfe der elektronischen Zahlhilfe (Coulter Particle-Counter, USA) bestimmit.
AnschlieRend werden 100.000 Zellen der Suspension in einem Milliliter Ein-
friermedium in ein zuvor auf Eis gestelltes Cryo-vial transferiert und mit einer
Einfrierhilfe (Handy-Freeze, Fa. Tayler-Wharton, Theodore, Alabama, USA)

innerhalb einer Stunde auf -196 °C fraktioniert abgekuhilt.

3.1.10 Das Auftauen von Zellen

Die tiefgefrorene Zellsuspension wird in einem auf 37°C erwarmtes Wasserbad

aufgetaut und unter langsamer Zugabe von 37°C warmem, sterilem Medium in
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eine 25 cm?-Falcon-Flasche befordert. Die langsame Zugabe des Mediums ist
notwendig, um einer osmotischen Schadigung durch das Kryoprotektivum vor-
zubeugen. Anschlielend werden die Zellen Uber 5-6 Stunden im Brutschrank
kultiviert, die Anwachsrate bestimmt und der erste Medienwechsel vorgenom-

men.

3.1.11 Kulturbedingungen der Mammakarzinomzellinien

Die Proliferationsrate von Mammakarzinomzellinien hangt neben genetisch de-
terminierten Faktoren auch von aufleren Wachstumsbedingungen ab. Dazu
gehoren Kulturmedien, Umgebungstemperatur, CO2, O2-Gehalt und Wasser-
dampfsattigung, sowie die Mdglichkeit fur die Zellen sich flachig auszubreiten.
Um reproduzierbare Ergebnisse in dem klnstlichen System der in-vitro-
Kultivierung von Tumorzellen zu erhalten, wurden die Versuchsbedingungen
moglichst konstant gehalten, Medienzusammensetzungen, Umgebungstempe-

ratur und Gasgehalt variierten nur in geringen Grenzen.

3.2 Methoden fur das Zellkultursystem

3.2.1 Kolonie-Bildungs-Assay (KoBi)

Der Koloniebildungstest dient der Messung des proliferativen Potentials von
Tumorzellen nach Chemotherapie oder Bestrahlung. Es wird angenommen,
dass nur ein kleiner Anteil an Zellen in Tumor die Kapazitat zur Proliferation und
Koloniebildung besitzen. Diese werden im Fall von Tumorproben als ,Stamm-
zellen“ bezeichnet. Es wird ferner angenommen, dass solche Zellen fur das er-
neute Tumorwachstum nach Therapie verantwortlich sind. Daher sollte die
Messung der ,Stammzellpopulation den wahren therapeutischen Effekt eines

Agens oder einer Bestrahlung reflektieren.

Der Koloniebildungstest kann bei adharenten Zellen in Monolayerkulturen
durchgefuhrt werden und reflektiert dann das zell-adhasionsabhangige Wach-
stum. Es lassen sich damit Aussagen Uber die Proliferationsfahigkeit von Zellen

machen. Ein KoBi ist in Bezug auf das veranderte Wachstumsverhalten von
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durch eine Noxe geschadigten Zellen ein empfindlicherer Test als die Prolifera-

tionskinetik.

Es gibt prinzipiell zwei verschiedene Mdglichkeiten einen KoBi durchzufuhren:
Einerseits kann man den Test parallel zur Behandlung mit FLT ablaufen lassen,
andererseits kann man die Toxizitat der Chemotherapie vor der Behandlung mit
FLT bestimmen um auf die inhibitorischen Konzentrationen zu kommen. In un-
seren Versuchen fuhrten wir die KoBis durch, um die inhibitorischen Konzentra-
tionen 1C25, 50, 75, 95 der Zytostatika zu erhalten. IC steht fur inhibiton of colo-
ny formation, welche die toxische Dosis darstellt, bei der ein bestimmter Pro-
zentsatz der Zellen, z.B. bei IC 25 25% nicht mehr am Leben ist. Die Uberle-
bensfraktion, die sog. PE (plating efficiency), stellt dabei die Anzahl der gebilde-
ten Kolonien geteilt durch die ausgesate Zellzahl in % dar. Diese wurde zusatz-
lich auf die PE der unbehandelten Kontrolle bezogen. Als eine Zellkolonie wird
bei der Auswertung eine aus einer Zelle hervorgegangene Ansammlung von 50

Zellenklonen definiert.

Der Hauptvorteil der Methode ist die Messung des vermutlich wichtigsten biolo-
gischen Parameters: klonogenes Potential. Der Koloniebildungstest kann dage-
gen ruhende Zellen nicht erfassen, welche moglicherweise spater erst wieder in
den Zellzyklus eintreten. Der Test stellt das klassische Verfahren zur Toxizitats-

beurteilung dar z. B. in der Strahlenbiologie.

Praktische Durchfiihrung: Am Tag der Aussaat wird die laufende Kultur gesplit-
tet, d.h. es werden nach Waschvorgang und Abtrypsinisierung eine vorher be-
rechnete fur den Versuchsansatz bendtigte Menge von Zellen fur die Versuche
von der Routine-Kultur entnommen. Dazu wird ein Teilvolumen bendtigt (in der
Regel 100 ul) zur Zellzahlbestimmung mittels einer elektrischen Zahlhilfe (Coul-
ter Particle Counter, Coulter®, USA). Die Angabe erfolgt in Zellzahl in einem ml

Zellsuspension.

Nach Auszahlung der gesplitteten Zellen wird die Zellzahl berechnet, die man

braucht, um genau 500 Zellen in 2ml Medium zu bekommen. Es werden jeweils
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pro well 500 Zellen der Zellinie MCF7 auf mehrere 6-wells Kulturplatten ausge-
sat. Nach 24 h erfolgt die Zugabe der beiden Zytostatika Adriamycin (10mg von
Sigma erhalten, Molekulargewicht 580 mg/ml, verdinnt auf Stammlosung
5x10%-6) und Taxotere (aus der onkologischen Tagesklinik der Universitatsfrau-
enklinik erhalten, Konzentration: 10mg/ml, Molekulargewicht 794mg/ml). In je-
weils unterschiedlichen Konzentrationen. Nach 24h nach Einwirken der Chemo-
therapie fuhrt man einen Medienwechsel durch. Dazu wird das behandelte Me-
dium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und erneut frisches
Medium hinzugefligt. Die Zellen werden erst 14 Tage nach der Aussaat und 12
Tage nach Chemotherapiebehandlung ,gestoppt‘. Das Medium wird dabei ab-
gesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gespult und kurz mit 70% Alkohol benetzt.
Die Zellen werden daraufhin mit einer 1g% igen Kristallviolettldsung (1g in
100ml 50%igen Ethanol) gefarbt und fur 40 Minuten darin inkubiert. Nach Auf-
nahme der Farbe werden die Zellen mit Aqua dest. gewaschen, bis die Uber-
schussige Farbe weg ist. Die Anzahl der gebildeten Kolonien in jedem Loch der
Kulturplatte wird nach dem Trocknen gezahlt wobei mindestens 50 Zellen
/Kolonie als Grenzwert definiert werden. Konglomerate von weniger als 50 Zel-

len gelten als subletal geschadigt und werden nicht gezahlt.

3.2.2 Methodik der DurchfluRzytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie wurde zwischen 1960-1970 von mehreren Arbeits-
gruppen unabhangig voneinander zur Messung von Tumorzellen, Lymphozyten
und Bakterien mit Hilfe von Protein- Nukleinsaurefarbstoffen und floureszen-
markierten Antikorpern, entwickelt. Crissman et al. entwickelten 1975 die
Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting), eine eta-
blierte Methode zur Analyse physikalischer und molekularer Eigenschaften von
Saugetierzellen, die sich die Eigenschaften der Fluoreszenz zu Nutze macht.
Fluoreszenz beschreibt das Phanomen, das bestimmte chemische Verbindun-
gen, nachdem sie durch Anregung (z.B. mittels eines Lasers) auf ein hdheres
Energieniveau gehoben worden sind, bei inrem Ubergang in den Grundzustand

einen diskreten Teil des Energieunterschiedes in Form von Licht aussenden,
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das gemessen werden kann. Das emittierte Licht wird tGber einen Bandenfilter

getrennt und von verschiedenen Photodetektoren gemessen.

Im Rahmen der Experimente werden an den chemotherapiebehandelten MCF7
—Zellen durchflusszytometrische Messungen durchgefihrt, um eventuelle Aus-
wirkungen der radioaktiven Strahlung des FLT oder bzw. ihrer Behandlungs-
kombinationen auf den Zellzyklus aufzeigen zu kénnen. Die Durchflusszytome-
trie (FACS) dient der Validierung der FLT-Aufnahme in Abhangigkeit von der
durch die Chemotherapie bewirkten Zellzyklusmodulation. Die jeweiligen Zell-
zyklusphasen der Tumorzellen kdnnen so in Abhangigkeit der Einwirkzeit der

Chemotherapie sensitiv bestimmt werden.

Dieses Verfahren ist die sensitivste Methode fur die Zuordnung von Zellen zu
bestimmten Zellzyklusphasen einer Zellpopulation. Hierzu wird de DNA intakter
Zellen durch Inkorporation eines spezifischen Floureszenzfarbstoffs (z.B. Propi-
diumjodid) markiert, der unspezifisch mit DNA interkaliert und mit dem sich der
Gesamtgehalt an zellularer DNA darstellen lasst. Andererseits werden fluores-
zierende sekundare Antikorper gegen primare Antikdrper verwendet, die an
Bromdesoxyuridin (BrdU) binden, einer Substanz, die nur in neusynthetisierte
DANN eingebaut wird. Der Anti-BrdU-Antikorper ist dabei ein monoklonaler
Maus-IgG-AK (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA) und der zweite AK
ein monoklonaler Kaninchen-lgG-AK (Fa. Dako, Hamburg, Germany), der mit

Fluoreszein Isothiocyanat markiert ist.

Mittels Detektion der hervorgerufenen Lichtemission einzelner Zellen beim
Durchtritt durch einen Laserstrahl kann der DNA-Gehalt als optisches Signal
erfasst werden. Nach entsprechender Dokumentation kénnen Zellen in G1 und
G2 (doppelter DNA-Gehalt) graphisch unterschieden werden. S-Phase-Zellen
liegen je nach bereits synthetisierter DNA-Menge zwischen G1 und G2. lhr An-
teil an der Gesamtpopulation ist anhand des DNA-Gehaltes allein weniger ge-
nau zu erfassen. Die erganzende spezifische S-Phase-Markierung mit dem
Thymidin-Analogon Bromdeoxyuridin (BrdU) erlaubt die akkurate Messung von

Zellen in S-Phase. Ein monoklonaler Antikérper gegen BrdU konjugiert mit ei-
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nem anderen Floureszenzfarbstoff und erlaubt die simultane Detektion von Zel-
len in G1, G2 und S-Phase.

Verwendete Materialien :

StopMedium: Das unsterile Stop-Medium dient zur Inaktivierung des Trypsins
bei der Aufarbeitung der Zellen fur die Zellzyklusanalyse. Es besteht aus jeweils
45% Waymouth-(MB 752/1, Katalog-Nr.31220-023, Gibco BRL) und Nutrient
Mixture F-12 Medium( Katalog-Nr.21765-029, Gibco BRL) und zu 10% aus
FCS.

Bromdesoxyuridin( BrdU)-Lésung:

Durch Zugabe von DMEM zur 40 mmolaren BrdU-L6sung wird eine 10 mmolare
Losung hergestellt. Um eine Endkonzentration von 10 pMol in den Kulturfla-
schen zu erhalten, werden 10 ul der Verdinnung zu 5 ml Medium hinzupipet-
tiert.

PBS/BSA: Der phosphatgepufferten Salzlésung(,Phosphate Buffered Saline;
PBS) wird 1%iges BSA( Albumin-Fraktion V, Serva) hinzugefugt.

Pepsinldsung: Intrazellulare Bestandteile wie z.B. Proteine kbnnen zu unspezi-
fischen Antikérperbindungen und somit falschen Messergebnissen fuhren. Des-
halb missen sie durch das Enzym Pepsin aus der Probe entfernt werden. Fur
die Pepsinlosung werden 0,5 g Pepsin (Merck, Darmstadt, BR Deutschland) mit
einer Konzentration von 70 FIP-U/g in 1N HCI und 95 ml Aqua dest. geldst.

Salzsaure( HCI): Die Anti-BrdU-AK kann an das in die DNA eingebaute BrdU
nur dann binden, wenn die DNA in denaturierter Form vorliegt. Dazu wird eine
2N HCI verwendet.

Antikorper( AK): Die indirekte Nachweismethode des BrdU-Einbaus erfordert

zwei verschiedene AK:
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Der Anti-BrdU-AK, ein monoklonaler Maus-lgG-AK( Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, Nj, USA) markiert das in die DNA eingebaute BrdU.

Der zweite AK, ein monoklonaler Kaninchen-lgG-AK (Fa. Dako, Hamburg, BR
Deutschland), ist mit Fluoreszin Iso Thio Cyanat( FITC) versehen und kann den
ersten AK markieren. Beide AK wurden mit PBS/DNA verdunnt.

Propidiumiodid-Losung: Die Propidiumiodidstammlosung wurde durch die Zu-

gabe von PBS auf eine Konzentration von 10 pg/ml verdunnt.

RNAse: Propidiumiodid wird in doppelstrangige RNA und in DNA gleicherma-
Ren eingebaut und kann dadurch den DNA-MeRwert verfalschen. Aus diesem
Grund wird die RNA durch das Enzym RNAse entfernt. Die Stammldsung
(1mg/ml, Sigma) wird mit PBS auf eine Konzentration von 0,1 mg/ml verdunnt.

Propidiumiodid-RNAse: Der 1 mg/ml konzentrierten Stammlosung wird 2%ige

RNAse zugesetzt.

Praktische Durchfliihrung: Um die Zellzyklusphasen der MCF-7-Zellen beurtei-
len zu konnen, werden Zellzyklusanalysen durchgefuhrt an jedem Tag der FLT-
Messung. Hierzu werden die Zellkulturen eine Stunde lang mit jeweils 10 pl
10mmolarer BrdU-AK Lésung im Brutschrank inkubiert. Nach einer Stunde wird
das Medium mit der BrdU-AK Ldsung abpippetiert, zweimal mit je 1ml PBS ge-
spult und danach 1ml 1%ige Trypsinldsung hinzugegeben. Nach 2-3 Minuten
Inkubationszeit haben sich die Zellen abgeldst. Nun wird 1ml Stop-Medium hin-
zu gegeben. Die MCF-7-Zellen werden vereinzelt, suspendiert und in ein Sar-
stedt-Rohrchen Uberfuhrt. Nach 3-minitigem Zentrifugieren bei 1200 Umdre-
hungen wird der Uberstand dekantiert und der Bodensatz gut mit 3 ml PBS re-
suspendiert und erneut mit 3 Minuten bei 1200 Umdrehungen zentrifugiert.
Nach Dekantieren des Uberstandes wird der Bodensatz mit 200 pl vergélltem,
70%igem Alkohol grundlich resuspendiert. Die Proben werden bei -20 Grad fur
die Aufbereitung aufbewahrt.
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Vor der Durchfliihrung der durchfluBzytometrischen Messung werden die Zellen
zuerst mit 3 ml PBS resuspendiert, gewaschen und schliel3lich mit 275 Umdre-
hungen fiir sechs Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand ver-
worfen. Bei der weiteren Aufarbeitung wurden die nach jeder Zugabe von Lo-
sungen oder Antikérpern durch einen Vortex (Reax 2000, Heidolph, Kehlheim,

BR Deutschland) vereinzelt.

Zunachst werden die Zellen mit 1 ml RNAse fur 10 Minuten bei 37 °C im Was-
serbad inkubiert, mit PBS gewaschen und fur 6 Minuten zentrifugiert. Im An-
schluss daran werden die MCF-7-Zellen mit 1 ml Pepsin fir 10 Minuten ins
Wasserbad (37°C) und danach zum Stoppen der enzymatischen Verdauung fir
5 Minuten bei 0 °C auf Eis gestellt. Anschlie3end erfolgt erneut ein Waschschritt
mit PBS und Zentrifugation, worauf die Zellen mit 1 ml 2 N HCL far 10 Minuten
bei Raumtemperatur( RT) inkubiert werden. Diesem Procedere schlie3en sich 2
Waschschritte und eine zweimalige Zentrifugation an, bevor die Zellen mit
PBS/BSA gewaschen und zentrifugiert werden. Anschlielend werden 200 pl
des ersten AK auf die Proben pipettiert und diese bei Raumtemperatur sowie
Lichtabschluss fur 30 Minuten gelagert. Als Negativkontrolle wird bei einer Pro-
be kein erster AK verwendet. Spater werden wieder ein Waschschritt und eine
Zentrifugation durchgefuhrt. Daraufhin werden 200 ul des zweiten AK unter
gleichen Bedingungen( 30 Minuten bei RT und Lichtabschluss) auf die Proben
pipettiert. Dann erfolgt ein erneuter Waschschritt mit 500 ul Propidiumiodid-
Lésung und obligatorische Zentrifugation. Daraufhin wird mit 200-500 ul (ab-
hangig von der Anzahl der Zellkerne) Propidiumiodid-Rnase unter Lichtab-
schluf® bei 4°C fur 15 Minuten inkubiert. Durch diese Schritte werden die Zell-
kerne isoliert, das in die DNA eingebaute BrdU indirekt mit FITC( Fluorescein-
Isothiocyanat) Kanin-Antimaus-Antikérpern (DAKO Hamburg, Germany) mar-
kiert und die DNA durch Propidiumiodid angefarbt. Die sich anschlieRende
Messung erfolgt an einem FACSort-Gerat (FACSort, Beckton Dickinson Immu-
nocytometry System, San Jose, CA, USA) mit dem Zellanalyse-
Computerprogramm Cell-Quest (Beckton Dickinson), wobei 10° Kerne mit einer

Flussgeschwindigkeit von 150 Kerne/sec. gemessen werden.
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3.2.3 FLT-Speicherung-Tracerinkubation
Das (18F)-FLT wurde mit einem 16,5 MeV Zyklotron (PETtrace, GEMS PET

Systems AB, Uppsala, Sweden) produziert. FLT wurde synthetisiert, indem man
5°-0-(4,4 -dimethoxytrityl)-2,3"-anhydrothymidine als Vorstufe und ein FLT-
Herstellungsmodul (Nuclear Interface, Muenster, Germany) benutzte.

Aufgrund der kurzen phys. HWZ des 18F (109,8 min) musste arbeitstaglich

produziert werden.

Durchfuhrung: Die Zellen werden am Tag der Aussaat aus der laufenden Kultur

nach Waschung, Abtrypsinisierung und Zahlung in 12 well-plates ausgesat mit
jeweils 75 000 Zellen pro well in 1 ml Medium. Nach 24 h erfolgt die Behand-
lung mit den beiden Zytostatika Adriamycin und Taxotere mit den statistisch
errechneten Konzentrationen IC25, IC 50,IC 75 und IC 95. Nach weiteren 24h
wird die Chemotherapie durch einen Medienwechsel unterbrochen, indem man
die Zellen absaugt, zweimal mit PBS wascht und neues Medium hinzufugt.
Nach einer ,Erholungsphase“ von jeweils 4h, 24h, 72h, 120h nach Medien-
wechsel nach der Chemotherapieeinwirkung erfolgt die Zugabe des Tracers
FLT. Pro well werden 40 ul FLT mit der Aktivitat 10kBq (2,5 MBq in 10ml NaCl
werden verdunnt auf 10kBq in 40ul) hinzu gegeben und fir 1h bei 37°C inku-
biert. Die Zellen werden danach abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und
mit 1ml 0,1 M NaOH-Losung lysiert. Unter mikroskopischer Kontrolle begutach-
tet man, ob sich die Zellen gut geldst haben. Hierauf Gberfuhrt man das Lysat in
5ml Sarstedt-Rdhrchen. Mit je 1ml PBS wird jedes well nachgewaschen und
ebenfalls in das Sarstedt Réhrchen Uberfihrt. Parallel dazu werden Aliquots
hergestellt, die als Berechnungsgrundlage fur 100% FLT dienen sollen. Dazu
werden wie oben 40ul FLT mit der Aktivitat 10kBq pipettiert und mit 10ml PBS
verdunnt. Hiervon nimmt man 100ul in ein Sarstedt-Réhrchen (Verdinnung
1:100) und fullt mit PBS auf 2ml auf. Diese stellt man gemeinsam mit den ande-
ren Proben in den Probenwechsler, ein Gamma-Counter (Wizard 1480, Wallac
Oy, Turku, Finland). Die Radioaktivitat in den Zellfraktionen und in den Aliquots

kann jetzt bestimmt werden. Hierzu werden die Réhrchen im Bohrloch- Szintila-
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tionsdetektor gemessen. AnschlieRend werden die Zellzahlen im Parallelansatz
durch Zahlen mit dem Coulter-Counter bestimmt. Der FLT-Uptake wurde in %

der totalen Aktivitat der Kultur angegeben.

3.2.4 Tritium-Proliferationstest

Das klassische Verfahren der Proliferationsmessung ist die Zellmarkierung mit
3HdR-Thymidin. Durch Gabe des radioaktiv markierten Nukleosids Thymidin
wird die Substanz wahrend der Synthese in die DNA eingebaut und die in der
S-Phase befindenden Zellen radioaktiv markiert. Die Proliferation der MCF7—-
Zellen wurde durch den Einbau von tritiummarkiertem Thymidin (3H-TdR, A-

mersham Pharmacia) in die zellulare DNA sich teilender Zellen bestimmt.

Durchfihrung: Aus der laufenden Kultur werden die Zellen nach Waschen mit
3ml PBS mit 3ml Trypsin 4 min im Brutschrank inkubiert. Daraufhin werden sie
mit 4ml Medium inaktiviert und in einem 15ml Falconréhrchen 5min bei 900
Umdrehungen in die Zentrifuge gestellt. Nach Dekantieren werden sie in 5ml
Medium resuspendiert und in der Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die Anzahl an
bendtigten Zellen und die bendétigte Zellsuspension fur die 96-well Platte wird
hiermit errechnet. Pro Loch wurden je 5000 Zellen in 200ul in einer 96-Loch-
Flachbodenplatten ausgesat. Fur eine Platte bendtigt man somit mindestens
480 000 Zellen und etwas mehr als 20ml Zellsuspension pro Platte. Es werden
bei jedem Versuchsansatz mehrere Platten ausgesat. Nach 24stindigem An-
wachsen der Zellen werden die Zellen mit den beiden Zytostatika Adriamycin
und Taxotere mit den verschiedenen Konzentrationen IC25, IC 50, IC 75 und IC
95 behandelt analog der FLT- Versuche. Dazu wird 100ul Medium entnommen
und 100ul Chemotherapieldsung hinzugefligt. Diese wird in einer Verdinnungs-
reihe entsprechend der Dosierung (IC 25, IC 50, IC 75, IC 95) hergestellt. Die
Negativkontrolle wird nicht behandelt. Nach 24h Chemotherapieeinwirkung wird
ein Medienwechsel durchgefuihrt. Dabei wird das gesamte Medium herauspipet-
tiert, die Zellen jeweils zweimal mit 200ul PBS gewaschen und mit neuem Me-
dium benetzt. In der Regel wurde eine achtfache Bestimmung der jeweiligen

Konzentration durchgeflihrt. Nach einer Erholungsphase von 4h, 24h, 72h und
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120h werden die Platten ,gepulst®, d.h. den Platten wird jeweils 50ul Tritium-
Thymidin (3H-TdR, Amersham Pharmacia) mit der Aktivitat 1uCi pro Kavitat

zugesetzt und fur 1h bzw. 4h inkubiert.

Vor der Ernte des Testes wurden die Ansatze fir mindestens 24h bei —20°C
gelagert, um eine Lyse der Zellen zu erwirken. Zur Messung wurde die DNA
mittels einer automatisieren Erntemaschine (Microcell Harvester, Inotech) auf
Glasfiber-Filtermatten (Wallac Oy, Turcu, SF) uUbertragen. Die Matten wurden
getrocknet und zusammen mit Szintillationspuffer (Ultima-Gold, Packard-
Bioscience, MA, USA) in eine Folienhille eingeschweil’t. Die Messung der ein-
gebauten Radioaktivitat erfolgte im Flussigszintillationszahler (1450 Microbeta
Plus, Wallac). Alle Werte wurden in ,Zerfalle pro Minute“(counts per minute=
cpm) angegeben und als Mittelwerte dargestellt. Sie reprasentieren Mittelwerte

aus Achtfachansatzen.

3.2.5 Zellzahlbestimmung und Proliferationskinetik

Bei Zellaussaat und zur Validierung der Therapie im Verlauf der Experimente ist
eine moglichst exakte Bestimmung der Zellanzahl essentiell. Dies kann elektro-
nisch mit einem Cell Counter wie z. B. dem Coulter Z1 erfolgen. Hierbei werden
Zellen in einer Elektrolytldsung suspendiert und mittels eines Vakuum durch
eine kleine Offnung (= Apertur; dia: 100 um) durch die ein Strom flieRt gesaugt.
Jede Zelle verdrangt wahrend ihres Durchtretens durch die Offnung die Elektro-
lytidsung in der Apertur und ruft eine Anderung in der Impedanz hervor, welche
als Stromimpuls gemessen wird (sog. Coulter-Prinzip). Das durch die Kapillare
in ein Syphonsystem gesaugte Suspensionsvolumen kann sehr prazise auf z.
B. 0, 5 oder 1ml justiert werden. Obere und untere Grenzen der Zelldurchmes-
ser kdnnen festgelegt werden, so dass nur Zellen bestimmter GroRen gemes-
sen werden. Aus den Daten lassen sich Zellteilungsraten und Verdopplungszeit
bestimmen. Aus Ausgangszellzahl No und der Endzellzahl N kann die Anzahl
der abgelaufenen Zellteilungen (Populationsverdopplungsrate PD) mit Hilfe der
Formel =( log N- log No) / log 2 = 2,23 errechnet werden. Die Zellzahlen wurden

dabei in einem Parallelansatz zu den FLT- Versuchen ermittelt.
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4  Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Koloniebildungtests

4.1.1 Konzentrationsabhangigkeit des antiproliferativen Effekts der
Chemotherapie

Um die Effekte der einzelnen Konzentrationen der Substanzen auf die MCF 7-
Zellen zu untersuchen, wurde die Proliferationsinhibition Uber eine breite Span-
ne von Dosierungen von Adriamycin und Taxotere gemessen. Beide Substan-
zen zeigten eine dosisabhangige Reduktion der Koloniebildung. Die Konzentra-
tionen reprasentieren den unteren, mittleren und oberen Bereich der Toxizitat.
Dies ist wichtig fur die Korrelation der Wachstumshemmung mit der FLT-
Aufnahme. Um die inhibierenden Dosierungen der Chemotherapie fur die FLT-
Versuche zu erhalten, wurden die Konzentrationen bei Adriamycin und bei Ta-
xotere benutzt. Diese wurden mittels einer Verdunnungsreihe aus den Stamm-
I6sungen 10 hergestellt. Die Ergebnisse basieren auf 8 Experimenten mit
Adriamycin und 7 Experimenten mit Taxotere. Versuch AA steht flir den ersten
Versuch mit Adriamycin usw. Dementsprechend steht TA fur den ersten Ver-
such mit Taxotere in der Abbildung. Die pharmakologischen Konzentrationen
wurden statistisch durch Logit/ Probit Analyse anhand der Koloniebildungstests

ermittelt.

4.1.2 Statistische Auswertung der Koloniebildungstests :
Annahmen: Kolonienzahl ("well") ist Poisson-verteilt. Die Rate folgt einer Hill-

Kurve.

Schatzung: Fur jedes Experiment wurde eine Kurve angepasst. Dann wurden

die IC50 gemittelt und in 95%-Konfidenzintervalle geschatzt.
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Abbildung 1: Wachstumsinhibition mitTaxotere und Adriamycin

Die Wachstumsinhibition der MCF-7 Zellen induziert durch die Chemotherapie
mit Taxotere und Adriamycin in den einzelnen Experimenten. Quartile sind 0.4,
0.65, 0.9 bzw. 13, 15, 22.

drug N Rows | IC25 IC50 IC75 IC95 IC25 IC50 IC75
Mean Mean Mean Mean Std Std Std
Dev Dev Dev
Adriamycin | 8 11.25 15.78 22.66 100 3.154 2.767 3.579
Taxotere 7 0.419 0.592 0.839 2,5 0.057 0.067 0.087

Tabelle 1: Konzentrationserfassung mit Hilfe von Adriamycin bzw. Taxotere

Die statistische Konzentrationserfassung von Adriamycin oder Taxotere resul-
tierend in einer 25 — 95 % Inhibition (IC 25 — 95) der MCF-7 Zellproliferation

gemessen durch den Koloniebildungsassay.

Jetzt ist es die Dosis ICp, mit der man einen Bruchteil p der Wirkung R erzielt:
Aus der Forderung M - M*R / (1 + (IC50 / ICp)*g) = M*(1 - p*R) folgt ICp = IC50
*(p/ (1-p))*g. Die Schatzung erfolgte in zwei Stufen, namlich erstens flr jedes

Experiment getrennt nach der Maximum-Likelihood-Methode unter der Annah-
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me, die Wellzahl sei Poisson-verteilt mit einer Rate, die einer verallgemeinerten
abfallenden Hill-Kurve in der Dosis folgt. In der zweiten Stufe wurden die Popu-
lations-ICp als arithmetische Mittel geschatzt, was nur dann eine ML-Schatzung

ist, wenn man annimmt, die Experiment-ICp seien normalverteilt.

Somit kommt man auf die inhibitorischen Konzentrationen:

Adriamycin Taxotere

IC 25 11.25 nMol IC 25 0.42 nMol
IC 50 15.78 nMol IC 50 0.59 nMol
IC 75 22.66 nMol IC 75 0.84 nMol
IC 95 100 nMol IC 95 2.5 nMol

Tabelle 2: Inhibitorische Konzentrationen

In der obigen Tabelle dargestellt sind die Konzentrationen von Adriamycin oder
Taxotere resultierend in einer 25 — 95 % Inhibition (IC 25 — 95) der MCF-7 Zell-

proliferation gemessen durch den Koloniebildungsassay.

4.1.3 Darstellung der Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung der
Wachstumshemmung fur Adriamycin (rot) und Taxotere (grin)
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Abbildung 2: Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung
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Die Abbildung 2 stellt die Wachstumsinhibition der MCF-7 Zellen induziert durch
die Chemotherapie mit Taxotere und Adriamycin dar. Die Kurven reprasentieren

die Probit/logit plots fur Taxotere (links) und Adriamycin (rechts).

Basierend auf den Ergebnissen der Koloniebildungstests flir die jeweilige Sub-
stanz fuhrten wir alle weiteren Versuche, mit FLT und Tritium (Tdr), mit Hilfe
dieser Konzentrationen durch. Dabei entspricht die IC der Inhibition der Kolo-
niebildung, d.h. die IC 25 ist demnach die toxische Dosis, bei der 25% der Zel-
len nicht mehr am Leben sind. Die IC 95 wirde die Dosis sein, bei der analog

nur noch 5% der Zellen am Leben sind.

Adriamycin zeigte eine Inhibition des klonogenen Uberlebens bei Konzentratio-
nen von 0.5 bis 100nM. Taxotere zeigte reduziertes Wachstum bei Dosierungen
von 0.1 bis 50 uM (Abbildung 2). Die Dosis- Wirkungskurven von wiederholten
Experimenten wurden mit der Varianzanalyse getestet. Wirksame Dosierungen
und Steigungen der hervorgerufenen Dosis-Wirkungskurven unterschieden sich
signifikant bei beiden Substanzen (P<0.0001). Durch die Probit Regression
wurden Mittelwerte fur die IC 25-95 fUr beide Substanzen ermittelt (Tabelle 2).

Fir eine Korrelation der Proliferationsinhibition mit der FLT-Aufnahme, wurden
die Daten benutzt, um die Dosierungen zu finden, die zu einer 25-95%igen Re-

duktion des klonogenen Uberlebens fiihrten.

4.2 Ergebnisse der Proliferationskinetik:

Parallel zu den FLT- Versuchen wurden Zellzahlbestimmungen der MCF7-
Zellen durchgefuhrt. Die Zu- und Abnahme der Zellzahlen nach Behandlung mit
den entsprechenden Dosierungen der Chemotherapeutika wurde geschatzt.
Damit wurde die Proliferationsrate (Populationsverdopplungsrate) bei allen Do-
sierungen bestimmt, sie gibt die Anzahl der Zellteilungen innerhalb von 24h an
und ist ein Mal} fur die proliferative Aktivitat der Zellen. Bei der Auswertung ist
sie immer in Bezug auf die Kontrolle angegeben. Sie berechnete sich wie folgt:
Populationsverdopplungsrate (PD)= (log N-log NO)/ log2. Die Populationsver-

dopplungsrate wurde ebenfalls mit FLT korreliert.
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Abbildung 3: Darstellung der Zellzahlen

Der Ruckgang der Zellzahlen der MCF- 7 Kulturen nach Behandlung mit Taxo-
tere und Adriamycin. Die Daten reprasentieren Mittelwerte von Zellzahlen aus
wiederholten Experimenten auf die unbehandelten Kontrollen bezogen mit Feh-

lerbalken flr die Standardabweichung.

Vier Stunden nach Behandlung mit Adriamycin, waren die Zellzahlen leicht, je-
doch nicht signifikant reduziert bei Behandlung mit IC 95 (Abbildung 3). Die
niedrigeren Adriamycin- Konzentrationen induzierten eine viel geringere Reduk-
tion des Zellwachstums. Bei dieser Konzentration wurde die Reduktion der Zell-
zahlen deutlicher je langer das Intervall nach Behandlung war, bis hin zu 10%
im Vergleich zur Kontrolle nach 5 Tagen. Ein beachtenswerter Ruckgang der
Zellzahlen konnte nur bei IC 75 und einem langen Intervall nach Behandlung
gesehen werden. Mit IC 95 konnte bei Taxotere 4 Stunden nach Behandlung
ein akuter Zellverlust, dargestellt durch reduzierte Zellzahlen, detektiert werden.
Beachtenswert war, dass diese frihe Zellreduktion eine auffallende Variabilitat
in wiederholten Experimenten aufwies (Abbildung 3). Im Gegensatz dazu, zeig-
ten die Zellzahlen eine Tendenz die Zellzahlen der Kontrolle zu gleichen Zeit-
punkten zu Ubersteigen, zu denen die Zellkulturen mit IC 25 oder IC 50 behan-
delt wurden. Ahnlich wie bei der Behandlung mit Adriamycin waren die Zellzah-

len in Abhangigkeit zu Dosis und behandlungsfreien Intervallen reduziert.
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4.2.2 Korrelation von Proliferationsrate mit FLT-Versuchen bei Taxotere
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Abbildung 4: Korrelation der Proliferationsrate mit den FLT- Versuchen bei Taxotere
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4.2.3 Korrelation von Proliferationsrate PD mit FLT(Gesamt-Uptake in
ccpm) bei Taxotere

Taxotere, 4h Taxotere, 24h
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Abbildung 5: Korrelation der Proliferationsrate mit FLT-Gesamt-Uptake/ Taxotere
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4.2.4 Korrelation von Proliferationsrate PD [%K] mit FLT [%K] bei

Adriamycin
Adrilamycin , 4h Adriamycin, 24h
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Abbildung 6: Korrelation der Proliferationsrate mit FLT bei Adriamycin
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4.2.,5 1.6.5 Korrelation von Proliferationsrate PD mit FLT (Gesamt-Uptake
in cppm) bei Adriamycin

Adriamycin , 4h

Adriamycin, 24h
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Abbildung 7: Korrelation der Proliferationsrate mit dem FLT-Gesamt- Uptake/ Adriamy-
cin
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4.3 Ergebnisse der FACS-Analyse und Durchflusszytometrie

Die Verteilung der MCF 7 Zellen auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus
wurde mittels quantitativer Durchflusszytometrie mit Hilfe von kombiniertem La-
belling mit BrDu (S-Phase-Fraktion) und Propidium iodide (DNA-Gehalt) spezifi-
scher floureszierender Antikorper Uberpruft.

4h Taxotere |Kontro||e |IC 25 |IC 50 |IC 75 |IC 95
S-Phase 45,83 47,06  |47,81 46,88  [25,74
G2/M-Phase 10,79 9,68 18,94 11,01 25,32
24h Taxotere |Kontrolle IcC25 JC5 [IC75 [IC95
S-Phase 49,64 49,82 148,14 |43,88 21,86
G2/M-Phase [8,82 9,96 10,15 19,67 22,09
72h Taxotere [Kontrolle IcC25 JC5 [IC75 [IC95
S-Phase 44,57 47,11 46,49 42,45 24,93
G2/M-Phase [7,07 7,55 18,30 7,83 18,45
120h Taxotere |Kontrolle IcC25 JC5 [IC75 |IC95
S-Phase 25,90 29,14 [28,82 21,16  [|27,48
G2/M-Phase [7,88 7,40 6,87 8,85 17,38

Tabelle 3: Ergebnisse der FACS- Analyse nach dem Einsatz von TAXOTERE
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|IC 25

|IC 50

|IC 75

|IC 95

4h Adriamycin |Kontrolle

S-Phase 48,80 42,56 138,50 [38,80  [25,07
G2/M-Phase 18,96 11,72 12,86 12,89 24,17
24h Adriamycin [Kontrolle lIC 25 IC 50 IC75 IC 95
S-Phase 51,23 49,69 146,98 |42,70 11,18
G2/M-Phase [7,58 10,25 10,37 19,93 44,06
72h Adriamycin |[Kontrolle lIC 25 IC 50 IC75 IC 95
S-Phase 44,34 42,82 40,43 [33,23 5,47
G2/M-Phase 16,89 18,21 0,58 10,59 |43,43
120h Adriamy-{Kontrolle iIc2s5 [JIC50 |JIC75 |IC95
cin

S-Phase 27,21 29,52 [29,28 [23,95 [8,84
G2/M-Phase 18,79 18,47 0,38 12,01 50,43

Tabelle 4: Ergebnisse der FACS- Analyse nach dem Einsatz von ADRIAMYCIN
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4.3.1 Darstellung der Effekte von Taxotere und Adriamycin auf die S-
Phase-Fraktion der MCF-7 Zellen

Effekte von Taxotere auf die S-Phase- E‘fekte von Adriamycin an die S_
Fraktion der MCF 7-Zellen .
Phase-Fraktion der MCF 7-Zellen
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Abbildung 8: S-Phase und G2/ M -Phasenverteilung [%K] unter Behandlung mit Adria-
mycin und Taxotere
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4.3.2 Statistische Darstellung der S-Phase
Bivariate Fit of FLT [%K] By S-Phase [%K]
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S-Phase [%K] Bivariats Normal Ellipse P=0.900 IC==85

Abbildung 9: Graphische Darstellung der Korrelation der FLT-Aufnahme [%K] mit der
S-Phase[%K], P=0.9

Bivariate Fit of FLT [%K] By S-Phase [%K]
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Korrelation der FLT-Aufnahme [%K] mit der
S-Phase [%K], P= 0.5
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Bivariate Fit of FLT [%K] centered by Zeit [h] By S-Phase [%K] centered

S-Phase [%K] centered by Zeit [h]
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Abbildung 11: Korrelation der FLT-Aufnahme [%K] mit der S-Phase [%K] , P= 0.9,

zentriert

Bivariate Fit of FLT [%K] By S-Phase [%K]
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Abbildung 12: Korrelation der FLT-Aufnahme [%K] mit der S-Phase[%K], P= 0.9, zen-

triert
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Bivariate Fit of FLT [%K] centered by Zeit [h] 2 By S-Phase [%K] center

FLT [%K] centered by Zeit [h
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Abbildung 13: Korrelation der FLT-Aufnahme [%K] mit der S-Phase[%K], zentriert

Bivariate Fit of FLT [%K] By S-Phase [%K]
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Abbildung 14: Korrelation der FLT-Aufnahme [%K] mit der S-Phase[%K], P= 0.95
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Phase=G2/M-Phase, Substanz=Adriamycin

Bivariate Fit of FLT / 10000 Z By -Phase [%K]
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Abbildung 15: Korrelation der FLT-Aufnahme bei

Phase[%K], P=0.95, Adriamycin

Phase=G2/M-Phase, Substanz=Taxotere
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Abbildung 16: Korrelation der FLT-Aufnahme bei 10000 Zellen mit der G2M-Phase
[%K] , P=0.95, Taxotere
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Phase=S-Phase, Substanz=Adriamycin

Bivariate Fit of FLT / 10000 Z By -Phase [%K]
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Abbildung 17: Korrelation der FLT-Aufnahme bei 10000 Zellen mit der G2M-Phase
[%K] , P=0.95, Adriamycin

Phase=S-Phase, Substanz=Taxotere
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Abbildung 18: Korrelation der FLT-Aufnahme bei 10000 Zellen mit der S-Phase[%K],

P=0.95, Taxotere
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4.4  Ergebnisse der Tritium-Thymidin- Proliferationstests

4.4.1 Statistische Auswertung:

Alle Tritium- Versuche wurden analog der FLT- Daten statistisch ausgewertet.

Bei der statistischen Auswertung der Daten handelte es sich um f-Tests aus
einer Varianzanalyse (ANOVA), die mit dem JMP Programm der Version

5.0.1.2 erstellt wurden.

Dargestellt in den nachfolgenden Abbildungen werden die F-Tests der Hauptef-
fekte IC und Zeit und der Test der Konzentrations-Zeit-Wechselwirkung in der
Varianzanalyse mit aul3erdem noch dem zufalligen Faktor "Versuch" zur Vor-
hersage der relativen Veranderungen im Tritium- Uptake. Die Tritium-Aufnahme
wurde immer in Bezug auf die Kontrolle in % definiert, denn die Rohwerte der

cpm variierten innerhalb der Versuche.

Die Zellen wurden in den Proliferationsversuchen jeweils 1h und 4h lang mit
tritiummarkiertem Thymidin inkubiert. Es ergab sich jedoch kein signifikanter

Unterschied innerhalb der Versuche mit 1h und 4h Inkubationszeit.

Adriamycin, Pulse-Zeit [h]=1
Bivariate Fit of Werte By Zeit [h]

] . - ~Fit Each Value IC 25

‘ ‘ | | . Fit Each Value I1C 50
0 24 48 72 96 120 | |—rjEach Value IC 75
Zeit [h] Fit Each Value IC 95

Tritium cpm % Kontrolle
3
L1
X{ I

Abbildung 19: Tdr-Aufnahme [%K] unter Behandlung mit Adriamycin nach 1 Stunde
Pulse-Zeit
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Adriamycin, Pulse-Zeit [h]=4
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Abbildung 20: Tdr-Aufnahme [%K] unter Behandlung mit Adriamycin nach 4 Stunden
Pulse-Zeit

Es gab keine systematisch mit der Zeit variierenden Tritium-Uptakes (TU). Die
TU unterschieden sich je nach IC signifikant. Die Trends Uber die Zeit unter-

schieden sich nicht signifikant zwischen den Konzentrationen.

Die Zellen wurden durch die verschiedenen Konzentrationen der beiden Che-

motherapeutika unterschiedlich inhibiert.

Bei Adriamycin findet man eine relativ konstante Aufnahme von Tritium Uber der
Zeit im Vergleich zu Kontrolle. Diese steigt bei IC 25, IC 50, IC 75 in den ersten
Stunden nach Behandlung bis 24h an, bleibt dann konstant und fallt ab 72 h bei
IC 50 wieder ab. Bei IC 75 und IC 95 bleibt sie erhalten. Bei IC95 gibt es eher
eine Abnahme des Tritium- Uptakes uber der Zeit. Nach 120h betragt die Triti-
um-Aufnahme der IC 95 weniger als 10% der Kontrolle. Bei IC 25, IC 50, IC 75
ist dieser Effekt nicht so stark ausgepragt, jedoch erkennt man eine Abnahme

des Tritium- Uptakes bis zu 60% im Vergleich zur Kontrolle.
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Taxotere, Pulse-Zeit [h]=1

Tritium cpm % Kontrolle

“Fit Each Value IC 25
Fit Each Value IC 50
~ Fit Each Value IC 75
Fit Each Value IC 85

Abbildung 21: Tdr-Aufnahme[%K] unter Behandlung mit Taxotere nach 1 Stunde Pul-
se-Zeit

Substanz=Taxotere, Pulse-Zeit [h]=4
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Abbildung 22: Tdr-Aufnahme[%K] unter Behandlung mit Taxotere nach 4 Stunden Pul-
se-Zeit



4 Ergebnisse 50

Es gab systematisch mit der Zeit variierende Tritium- Uptakes (TU) bei der Be-
handlung mit Taxotere und einer Pulse- Zeit von 1h. Die Tritiumuptakes unter-
scheiden sich je nach IC signifikant. Die Trends Uber die Zeit unterscheiden
sich signifikant zwischen den Konzentrationen. Es gibt keine wesentlichen Un-
terschiede zwischen der 1h-Pulse-Zeit und der 4h-Pulse Zeit in Bezug auf die
Kontrolle zu den verschiedenen Zeitpunkten unter den verschiedenen Konzen-
trationen. Untereinander korrelieren die Tritiumwerte von 1h-Inkubation mit de-
nen bei 4h- Inkubation mit r=0.9745. Bei der IC 95 findet eine Abnahme des
Tritium- Uptakes nach 24h statt, die bei IC 25, IC 50, IC 75 auch stattfindet je-
doch in geringerem Ausmald. Ab 72h nach Behandlung gibt es bei allen Dosie-
rungen wieder einen prozentualen Anstieg der Tritium-Aufnahme im Vergleich

zur Kontrolle.

Bei der IC 75 gibt es nach 24h eine hdhere Aufnahme als nach 72h und nach
120h. Diesen Effekt sieht man ebenfalls bei der IC 95 nach 24h.

4.5 Ergebnisse der FLT-Versuche

4.5.1 Statistische Auswertung der FLT- Versuche

Bei der statistischen Auswertung der Daten handelte es sich um f-Tests aus
einer Varianzanalyse (ANOVA), die mit dem JMP Programm der Version
5.0.1.2 erstellt wurden. Die FLT- Aufnahme wurde immer in Bezug auf die Kon-
trolle in % definiert, denn die Rohwerte der ccpm variierten innerhalb der Ver-
suche. Die Zellzahlbestimmung wurde parallel zu den FLT- Versuchen durchge-
fuhrt. Auch hier werden alle Werte in % der Kontrolle angegeben. Der Quotient
FLT- Uptake durch die Zellzahl gibt die FLT- Aufnahme in der Zelle wieder.
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FLT-Aufnahme [%K] unter Behandlung mit Adriamycin auf Zellzahl [%K]
bezogen

FLT-Uptake [%K] / Zellzahl [%K] [%]
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Abbildung 23: FLT-Aufnahme[%K] unter Behandlung mit Adriamycin

Die FLT- Aufnahme der MCF7-Zellen wird durch Adriamycin erniedrigt. Nach 4
h nach Behandlung betragt sie bei IC 95 weniger als 50%. Bei der Behandlung
der Zellen mit Adriamycin nimmt die FLT- Aufnahme pro Zelle bei IC 25 und IC
50 in den ersten 24 h nach Behandlung zunachst bis 72h zu, ab 72 h jedoch bei
IC 25 und IC 50 wieder ab. Bei IC 75, IC 95 nimmt die FLT- Aufnahme in den
ersten 24h zunachst ab, ab 72h gibt es wieder eine Zunahme der FLT- Auf-
nahme bei IC 75 und IC 95.
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FLT-Aufnahme [%K] unter Behandlung mit Taxotere auf Zellzahl [%K] be-
zogen

FLT-Uptake [%K] / Zellzahl [%K] [%]
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Abbildung 24: FLT-Aufnahme[%K] unter Behandlung mit Taxotere

Bei der Behandlung der Zellen mit Taxotere gibt es in den fruhen Zeiten bis 24h
bei IC 25, IC 50, IC 75, IC 95 erst eine Zunahme des FLT- Uptake pro Zelle da-
nach nimmt die Aufnahme ab, unterscheidet sich aber innerhalb der Konzentra-
tionen nicht wesentlich. Bei IC95 bleibt die Aufnahme konstant bis 72 h nach

Behandlung, um danach stark zuzunehmen.
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4.5.2 Darstellung der [**F] FLT-Aufnahme in der Gesamtkultur und in 10°
Zellen in Abhangigkeit der Behandlung mit Adriamycin und
Taxotere in verschiedenen Konzentrationen

FLT-Aufnahme [%K] in der Gesamtkultur FLT-Aufnahme [%K] bezogen auf 10 °
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Abbildung 25: [18F] FLT-Aufnahme [%K] unter Behandlung mit Adriamycin und Taxote-
re bezogen auf die Zellzahl 10° und auf die Gesamtkultur
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4.5.3 FLT-Uptake nach Chemotherapie mit Taxotere und Adriamycin
Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 25 betrug die FLT- Aufnahme

in der Gesamtkultur in mit Taxotere behandelten Zellen nach 4h nach Behand-
lung 94,9 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 99,29% der Kon-
trolle. Nach 72 h betrug sie 90,7 % der Kontrolle. Erst nach 120h nach Behand-

lung betrug sie noch 75,1% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 80%, nach 24h 113%, nach 72h
97% und nach 120h 81% im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 50 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Taxotere behandelten Zellen nach 4h nach Behand-
lung 88 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 97% der Kontrolle.
Nach 72 h betrug sie 92% der Kontrolle. Nach 120h nach Behandlung betrug

sie noch 66% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 81%, nach 24h 121%, nach 72h
103% und nach 120h 69% im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 75 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Taxotere behandelten Zellen nach 4h nach Behand-
lung 73 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 72% der Kontrolle.
Nach 72 h betrug sie 73% der Kontrolle. Nach 120h nach Behandlung betrug

sie noch 61% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 72%, nach 24h 92%, nach 72h 96%
und nach 120h 85% im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 95 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Taxotere behandelten Zellen nach 4h nach Behand-
lung 27 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 17% der Kontrolle.
Nach 72 h betrug sie 12% der Kontrolle. Nach 120h nach Behandlung betrug

sie noch 41% der Kontrolle.
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Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 43%, nach 24h 29%, nach 72h 46%
und nach 120h 166% im Vergleich zur Kontrolle.

Zusammenfassung:

Innerhalb der verschiedenen Zeitrdume gab es also keinen grof3en Unterschied
in der FLT- Aufnahme, aul3er bei der hoheren Dosierung mit IC 95. Hier nimmt
die FLT- Aufnahme mit der Zeit ab bis 72h nach Behandlung. 120h nach Be-
handlung jedoch wieder zu. Innerhalb der Dosierungen gibt es Unterschiede in
der FLT- Aufnahme.

Die Abnahme der FLT- Aufnahme war abhangig von der eingesetzten Konzen-
tration. Je hoher die Konzentration IC desto geringer ist die FLT- Aufnahme in

der Gesamtkultur
FLT-Uptake nach Chemotherapie mit Adriamycin

Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 25 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Adriamycin behandelten Zellen nach 4h nach Be-
handlung 80 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 88% der Kon-
trolle. Nach 72 h betrug sie 113 % der Kontrolle. Erst nach 120h nach Behand-

lung betrug sie noch 91% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 85%, nach 24h 94%, nach 72h
136% und nach 120h 94% im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 50 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Adriamycin behandelten Zellen nach 4h nach Be-
handlung 75 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 86% der Kon-
trolle. Nach 72 h betrug sie 93% der Kontrolle. Nach 120h nach Behandlung

betrug sie noch 79% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 82%, nach 24h 91%, nach 72h
119% und nach 120h 86% im Vergleich zur Kontrolle.
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Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 75 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Adiamycin behandelten Zellen nach 4h nach Behand-
lung 67 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 46% der Kontrolle.
Nach 72 h betrug sie 43% der Kontrolle. Nach 120h nach Behandlung betrug

sie noch 87% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 73%, nach 24h 55%, nach 72h 66%
und nach 120h 120% im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Behandlung der MCF7-Zellen mit der IC 95 betrug die FLT- Aufnahme
in der Gesamtkultur in mit Adriamycin behandelten Zellen nach 4h nach Be-
handlung 31 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h betrug sie 12% der Kon-
trolle. Nach 72 h betrug sie 4% der Kontrolle. Nach 120h nach Behandlung be-

trug sie noch 5% der Kontrolle.

Nach Anpassung der FLT- Aufnahme auf die Zellzahl von 10° Zellen, betrug die
FLT- Aufnahme nach 4h nach Behandlung 38%, nach 24h 24%, nach 72h 16%
und nach 120h 58% im Vergleich zur Kontrolle.

Zusammenfassend:

Innerhalb der verschiedenen Zeitraume gibt es bei Adriamycin einen Unter-
schied in der FLT- Aufnahme. Sie nimmt mit der Erholungszeit nach Behand-
lung bis 72 h zu. Ab 120h wieder ab. Dies aber nur bei den niedrigen Dosierun-
gen IC 25 und IC 50. Bei den héheren Dosierungen nimmt der FLT- Uptake mit
der Zeit nach Behandlung stetig ab. Hier verhalt sich Adriamycin wie Taxotere.
Je hoher die Konzentration desto niedriger ist die FLT- Aufnahme nach der Er-

holungszeit.

Innerhalb der Dosierungen gibt es ebenfalls Unterschiede in der FLT- Aufnah-
me. Die Abnahme der FLT- Aufnahme ist auch hier abhangig von der einge-
setzten Konzentration. Je hoher die Konzentration IC desto geringer ist die FLT-
Aufnahme in der Gesamtkultur. Damit ahneln sich Taxotere und Adriamycin im

Hinblick auf die FLT- Aufnahme und die Dosierung.
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4.6 Korrelation der FLT-Aufnahme mit der Tritium-Thymidin-
Aufnahme (Tdr-Einbau)

Die FLT-Aufnahme in % der Kontrolle wurde mit der Tritium-Aufnahme (Tdr-
Einbau) in % der Kontrolle verglichen. Die Korrelation der beiden Tests war
r=0.91. Nach Bland & Altmann (Lancet 1986) ergab sich eine Ubereinstimmung
bis auf eine mittlere intraindividuelle Differenz von 5% (rote Linie) mit Standard-
abweichung 14%. Die grauen gestrichelten Linien zeigen das Referenzintervall
an, in dem 95% der Versuche liegen, die roten gestrichelten Linien das 95%-

Konfidenzintervall fur die mittlere Differenz. Beide enthalten die Null.

4.6.1 Streudiagramme mit Polygonztgen- durch die geometrischen Mittel
der Werte zu den verschiedenen Konzentrationen tUiber die Zeit

Difference: Tritium cpm % Kontrolle 1h-FLT ccpm % Kontrolle

Mean: ( FLT ccpm % Kontrolle + Tritium cpm % Kontrolle 1h)/2
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Abbildung 26: Streudiagramm Uber die Korrelation von FLT und Tdr bei mit Adriamycin
und Taxotere behandelten MCF-7 Zellen zu verschiedenen Konzentrationen. - Uber-
einstimmung nach Bland &Altman (Lancet 1986)
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Tritium cpm % Kontrolle 1h 66.8159 | t-Ratio 1.893417
FLT ccpm % Kontrolle 61.8026 | DF 3
Mean Difference 5.01329 | Prob > || 0.0551
Std Error 251492 | Prob>t 0.0275
Upperg5% 10.1425 | Prob <t 0.9725
Lower95% -0.1150
N 32
Correlation 0.91147

Tabelle 4. Korrelation der FLT-Aufnahme mit dem Tdr-Einbau nach Bland-Altman,

r=0,91

Multivariate Korrelationen von geeignet transformierten cpm

Lh ccpm 1 Incpm 1 Incpm 4
Ln ccpm 1 1.0000 0.8965 0.8998
Lncpm 1 0.8965 1.0000 0.9745
Lhcpm4 0.8998 0.9745 1.0000

Tabelle 5: Logarithmierte Korrelation der Ergebnisse des Streudiagramms
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Die logarithmierte Korrelation von FLT (ccpm) bei 1h Inkubation und Tritium
(cpm) bei 1h Inkubation betragt 0.8965. Die Korrelation von FLT bei 1h Inkuba-
tion und Tritium bei 4h Inkubation betragt 0.8998. Es gibt demnach keinen gro-
Ren Unterschied zwischen der Korrelation von FLT und Tritium in den Inkubati-
onszeiten von 1h und 4h. Untereinander korrelieren die Tritiumwerte von 1h-
Inkubation mit denen bei 4h- Inkubation mit 0.9745.

4.6.2 Diagramm der Korrelation des Tdr-Einbaus und der FLT-Aufnahme

Bivariate Fit of Tritium cpm % Kontrolle 1h By FLT ccpm % Kontrolle
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Abbildung 27: Korrelation der FLT-Aufnahme und des Tdr- Einbaus bei mit Adriamycin
und Taxotere behandelten MCF-7 Zellen zu verschiedenen Konzentrationen, 1h Pulse-
Zeit
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4.6.3 Graphische elliptische Darstellung der Korrelation der FLT-
Aufnahme und des Tdr-Einbaus
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Abbildung 28: Korrelation FLT und Tdr bei mit Adriamycin und Taxotere behandelten
MCEF-7 Zellen zu verschiedenen Konzentrationen , 1h Pulse-Zeit

4.6.4 Streudiagramm mit 90%-Hohenlinien der bivariaten
Normalverteilungen

Tritium cpm % Kontrolle 1h By FLT ccpm % Kontrolle
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Abbildung 29: Streudiagramm der Korrelation der FLT-Aufnahme und des Tdr- Einbaus
bei mit Adriamycin und Taxotere behandelten MCF-7 Zellen zu verschiedenen Konzen-

trationen.
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4.6.5 Darstellung des FLT-Uptakes und der Tritium-Thymidin-Aufnahme
bei Taxotere und Adriamycin bei den verschiedenen Konzentrationen

Substanz
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Abbildung 30: Streudiagramme mit Polygonziigen- durch die geometrischen Mittel der
Werte von FLT (rot) und Tdr (grin) zu den verschiedenen Konzentrationen Uber die
Zeit
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4.6.6 Effekte von Adriamycin auf die FLT- und Tritium-Thymidin-
Aufnahme der MCF7-Zellen bei den unterschiedlichen IC Gber der
Zeit

In den oben abgebildeten Streudiagrammen sind Polygonziige durch die geo-

metrischen Mittel dargestellt.

Bei IC 25 ergibt sich bei den nach 4h nach 24stindiger Chemobehandlung mit
FLT- inkubierten Zellen (rote Linie) fur Adriamycin eine FLT-Aufnahme um 80%
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, die nach 24h nach Chemobehand-
lung leicht ansteigt. Bei 72h nach Chemobehandlung ergibt sich eine hohere
FLT-Aufnahme als in der Kontrolle. Nach 120h erhalten wir eine geringere FLT-
Aufnahme als nach 72h nach Chemobehandlung, jedoch immer noch mehr
FLT-Aufnahme als nach 24h.

Bei IC 25 ergibt sich bei den 4h nach 24stundiger Chemobehandlung mit Triti-
um- Thymidin gelabelten Zellen (grine Linie) eine ahnliche Verteilung wie beim
FLT. Nach 4h erhalten wir eine Tritium-Aufnahme, die analog FLT 80% im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle betragt. Die Tritium-Aufnahme nimmt nach
24h leicht zu, bleibt aber immer unter der Kontrolle. Nach 72h nimmt die Triti-
um-Aufnahme weiter zu und betragt bei den Zellen, die nach 120 h mit Tritium

inkubiert wurden 90% der Aufnahme im Vergleich zu Kontrolle.

Bei IC 50 ergibt sich bei den nach 4 h nach 24stindiger Chemobehandlung mit
FLT- inkubierten Zellen fur Adriamycin eine FLT-Aufnahme von weniger als
80% im Vergleich zur Kontrolle. Die FLT-Aufnahme steigt bei den Zellen, die
24h nach Behandlung mit der Chemotherapie wurden, auf Uber 80% im Ver-

gleich zu Kontrolle an.

Beim Tritium ergeben sich bei der gleichen Konzentration ahnliche Verlaufe.
Zunachst gibt es 4h nach Behandlung eine geringere Aufnahme als die Kontrol-
le. Sie betragt weniger als 80% analog FLT. Sie steigt dann bei 24h bis zu 80%
der unbehandelten Kontrolle an. Ab 24h gibt es keine Veranderung der Auf-

nahme innerhalb der Zeiten.
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Bei IC 75 erkennt man nach 4h nach Behandlung eine geringere FLT- Aufnah-
me als die Kontrolle. Sie liegt bei Uber 60% im Vergleich zur Kontrolle. Nach
24h sinkt die FLT- Aufnahme auf unter 50% ab. Nach 72h bleibt die FLT- Auf-
nahme ebenfalls unter 50% im Vergleich zur FLT- Aufnahme der Kontrolle.
Nach 120h nach 24stindiger Chemobehandlung steigt die FLT- Aufnahme wie-

der auf 70% an im Vergleich zur Aufnahme der Kontrolle.

Die Tritium-Thymidin-Aufnahme bei der inhibitorischen Konzentration IC 75
verhalt sich unterschiedlich der FLT- Aufnahme bei derselben Konzentration.
Hier sehen wir keine deutlichen Unterschiede in der Tritium-Aufnahme Uber die
verschiedenen Zeitpunkte hinweg. Die prozentuale Tritium-Thymidin-Aufnahme
bleibt stets unter Kontrolle, bei 4h nach Chemobehandlung betragt sie etwas
mehr als 60% im Vergleich zur Kontrolle und bleibt Gber die Zeit hinweg kon-

stant.

Bei der starken inhibitorischen Konzentration IC 95 erhalten wir 4h nach
24stundiger Behandlung mit Adriamycin eine FLT- Aufnahme von 30% im Ver-
gleich zur Kontrolle. Nach 24h nimmt die FLT- Aufnahme weiter ab, sie betragt
nur noch 10% der FLT- Aufnahme der Kontrolle. Nach 72h liegt sie deutlich un-
ter 10%. Nach 120h liegt sie ahnlich dem Wert bei 72h unter 10%

Bei der Tritium-Aufnahme erhalten wir bei IC 95 eine 40% Tritium-Aufnahme im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Tritium-Aufnahme nimmt zu den
anderen Zeitpunkten kontinuierlich ab und erreicht nach 120h weniger als 20%
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Damit erhalten wir flr beide Parame-
ter, FLT und Tritium bei der IC 95 ahnliche Verlaufe.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich Uber die verschiedenen Kon-
zentrationen hinweg ein Trend bei Adriamycin feststellen Iasst: je hdher die
Konzentration, desto niedriger ist die FLT bzw. Tritium-Aufnahme und desto
signifikanter unterscheidet es sich von der Kontrolle. Uber die Zeit gesehen
lasst sich dieser Trend nicht eindeutig bestatigen. Bei IC 95 und bei IC 50 ha-

ben wir den Effekt, dass je mehr Zeit nach Chemobehandlung verstreicht, desto
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weniger FLT bzw. Tritium wird aufgenommen von den Zellen. Dieser Effekt ist
besonders bei IC 95 vor allem beim FLT ausgepragt. Bei den anderen Konzen-
trationen sieht man diesen Effekt nicht so deutlich. Bei der IC 75 scheint es ei-
nen Trend in diese Richtung zu geben bis 72h nach Chemobehandlung, danach

ist eher eine hohere Aufnahme von FLT beobachtet worden.

4.6.7 Effekte von Taxotere auf die FLT-und Tritium-Thymidin- Aufnahme
der MCF7-Zellen bei den unterschiedlichen IC Uber der Zeit

Die Effekte von Taxotere auf die Aufnahme von FLT-bzw. Tritium sind ebenfalls

in den oben abgebildeten Streudiagrammen mittels Polygonzigen durch die

geometrischen Mittel dargestellt.

Bei IC 25 ergibt sich bei den nach 4h nach 24stundiger Chemobehandlung mit
FLT- inkubierten Zellen (rote Linie) fur Taxotere eine FLT- Aufnahme um mehr
als 90% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, die nach 24h nach Chemo-
behandlung leicht ansteigt. Bei 72h nach Chemobehandlung ergibt sich eine
niedrigere FLT- Aufnahme als in der Kontrolle im Unterschied zu Adriamycin,
wo man nach der gleichen Zeit eine Zunahme feststellte. Nach 120h erhalt man
eine geringere FLT- Aufnahme als nach 72h nach Chemobehandlung, sie liegt
bei 80% im Vergleich zur Kontrolle. Es wird dieses Mal weniger FLT aufge-
nommen als bei 24h. Diesen Effekt hatte man bei Adriamycin nicht. Prozentual

sah man bei Adriamycin eine hohere FLT- Aufnahme nach 120h als nach 24h.

Bei IC 25 ergibt sich bei den 4h nach 24stindiger Chemobehandlung mit Triti-
um- Thymidin gelabelten Zellen (grine Linie) eine ahnliche Verteilung wie beim
FLT. Nach 4h erhalt man eine Tritium-Aufnahme von fast 90%, etwas weniger
als die FLT- Aufnahme im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Tritium-
Aufnahme nimmt nach 24h leicht zu, analog der FLT- Aufnahme, bleibt aber
immer unter der Kontrolle. Nach 72h nimmt die Tritium-Aufnahme ab auf 80%
und betragt bei den Zellen, die nach 120 h mit Tritium inkubiert wurden eben-

falls 80% der Aufnahme im Vergleich zu Kontrolle.
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Bei IC 50 ergibt sich bei den nach 4 h nach 24stindiger Chemobehandlung mit
FLT- inkubierten Zellen fur Taxotere eine FLT- Aufnahme von 80% im Vergleich
zur Kontrolle. Die FLT- Aufnahme steigt bei den Zellen, die 24h nach Behand-
lung mit der Chemotherapie mit FLT inkubiert wurden, auf Uber 90% im Ver-
gleich zu Kontrolle an. Diesen Effekt sah man ebenfalls bei Adriamycin. Nach
72h nach Chemobehandlung bleibt die FLT- Aufnahme relativ konstant im Ver-

gleich zu der nach 24h um dann nach 120h wieder auf 60% zu sinken.

Beim Tritium ergeben sich bei der gleichen Konzentration ahnliche Verlaufe bei
4h, 24h und 72h. Zunachst gibt es 4h nach Behandlung eine geringere Auf-
nahme als die Kontrolle. Sie betragt 80% im Vergleich zur Kontrolle. Sie steigt
dann bei 24h auf bis zu 90% der unbehandelten Kontrolle an. Bei 72h hat die
Aufnahme von Tritium auf 70% der Kontrolle abgenommen und steigt geringfu-

gig bei 120h wieder an.

Bei IC 75 erkennt man nach 4h nach Behandlung eine geringere FLT- Aufnah-
me als die Kontrolle. Sie liegt bei uber 70% im Vergleich zur Kontrolle. Nach
24h bleibt die FLT- Aufnahme immer noch bei 70% der Kontrolle. Nach 72h hat
sich immer noch nicht viel verandert. Die FLT- Aufnahme betragt auch hier
70%. Nach 120h nach 24stindiger Chemobehandlung sinkt die FLT- Aufnahme
leicht auf 60% der Kontrolle ab.

Die Tritium- Thymidin- Aufnahme bei der inhibitorischen Konzentration IC 75
verhalt sich unterschiedlich der FLT- Aufnahme bei derselben Konzentration.
Hier sehen wir Unterschiede in der Tritium-Aufnahme Uber die verschiedenen
Zeitpunkte hinweg. Die prozentuale Tritium-Thymidin-Aufnahme bleibt stets un-
ter Kontrolle, bei 4h nach Chemobehandlung betragt sie etwas mehr als 70% im
Vergleich zur Kontrolle. Den Trend nach 24h wieder anzusteigen erhalt man

hier ebenfalls. Nach 72 h ist die Tritium-Aufnahme wieder unter 70%.

Bei der starken inhibitorischen Konzentration IC 95 erhalten wir 4h nach
24stundiger Behandlung mit Taxotere eine FLT- Aufnahme von nur 20% im

Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h nimmt die FLT- Aufnahme weiter ab, sie be-
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tragt 15% der FLT- Aufnahme der Kontrolle. Nach 72h liegt sie deutlich unter
10%. Nach 120h steigt sie wieder an.

Bei der Tritium-Aufnahme erhalten wir bei IC 95 eine 40% Tritium-Aufnahme im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Diesen Effekt sah man auch bei Adria-
mycin. Die Tritium-Aufnahme nimmt hier jedoch zu den anderen Zeitpunkten
nicht kontinuierlich ab wie bei Adriamycin, sondern steigt zunachst bei 24h auf
60% an und nach 72h betragt sie nur noch 20% der Kontrolle. Nach 120h an-
dert sich daran nicht wesentlich etwas. Die Tritium-Aufnahme bleibt bei 20% der

unbehandelten Kontrolle.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich Uber die verschiedenen Kon-
zentrationen hinweg ein Trend bei Taxotere feststellen Iasst: je hoher die Kon-
zentration, desto niedriger ist die FLT bzw. Tritium-Aufnahme und desto signifi-
kanter unterscheidet es sich von der Kontrolle. Uber die Zeit gesehen lasst sich

dieser Trend nicht eindeutig bestatigen.

Bei IC 95 und bei IC 75 haben wir hier den Effekt, dass je mehr Zeit nach Che-
mobehandlung verstreicht, desto weniger FLT bzw. Tritium wird aufgenommen
von den Zellen. Dieser Effekt ist bei IC 95 sowohl beim Tritium als auch beim
FLT ausgepragt. Bei den anderen Konzentrationen sieht man diesen Effekt
nicht so deutlich. Bei der IC 25 und IC 50 sieht man diesen Trend ebenfalls.
Zunachst gibt es einen Anstieg der FLT- bzw. Tritium-Aufnahme, danach einen

Abfall der Aufnahme je langer die Zellen wachsen nach der Chemotherapie.
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4.6.8 Zusammenfassung der Ergebnisse liber die Anderungen der FLT-
Aufnahme, des Tdr-Einbaus und der S-Phase-Fraktion nach
Behandlung

4h nach Behandlung mit Adriamycin mit IC 25-75, war der FLT-Uptake signifi-

kant reduziert auf 20-30% wobei er deutlicher bei hoheren Dosierungen zu se-

hen war (Abbildung 3-6 Bildchen). Bei IC 95, war die Akkumulation von FLT auf
ungefahr ein Drittel der unbehandelten Kontrollgruppe reduziert. Wenn man die
unbeeintrachtigten Zellzahlungen zu diesem Zeitpunkt (siehe Abbildung 2- Zell-
ahlen) beachtet, ist der reduzierte FLT- Uptake nicht der reduzierten Zellularitat
zuzuschreiben, sondern der verringerten Aufnahme pro Tumorzelle. Mit Iange-
rer Zeitspanne nach Behandlung reduzierte sich die FLT-Aufnahme weiter bei
hoher Adriamycindosis (IC 75- IC 95) mit einer leichten Erholung 5 Tage nach
IC 75. Gleichermal3en wurde FLT 4 Stunden nach Behandlung um ca. 70% ver-
ringert. Die mit IC 95 Taxotere behandelten Zellkulturen zeigten eine starke Re-
duktion der FLT-Aufnahme, die sich ahnlich der FLT-Aufnahme bei Adriamycin
darstellte. Im Gegensatz zu Adriamycin, kann diese Reduktion teilweise dem
akuten Zelltod zugeschrieben werden, da die Zellzahlungen signifikant reduziert
wurden nach IC 95 Taxotere (Abbildung Zellzahlen). Niedrigere Dosierungen
von Taxotere resultierten in einer leicht reduzierteren FLT- Akkumulation, die
weniger deutlich war, verglichen mit der FLT-Aufnahme, die man bei Adriamy-
cin bei denselben Konzentrationen beobachten konnte. Ahnlich zu FLT, war der
Einbau von Tdr bei Behandlung mit beiden Substanzen ebenfalls in einer do-
sisabhangigen Weise reduziert. Im direkten Vergleich jedoch, war der Einbau
von Tdr nicht so stark reduziert wie der FLT-Uptake. Wie durch die enge multi-
variate Korrelation (siehe Bland- Altmann Difference plot; Abbildung 4) darge-
stellt, sind beide Tests sehr streng miteinander korreliert. Geringere Reduktion
des Tdr- Einbaus war am deutlichsten der Fall bei hoher Dosis von Taxotere,
der Abfall erreichte ungefahr die Halfte des FLT. Dementsprechend war die
FLT/ Tdr Korrelation bei den vergleichbaren Konzentrationen schwach ausge-
pragt. (Abbildung 26)
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Abbildung 31: Die Ubereinstimmung des FLT- Uptakes und des Tdr- Einbaus (oben) und FLT
und S-Phase (unten) in mit Taxotere oder Adriamycin behandelten Mammakarzinomzelllinien.

Schlussfolgerung: Der Bland-Altmann difference plot zeigt eine enge multivaria-
te Beziehung von FLT mit beiden Proliferationsassays.

Tdr S-Phase
IC Adriamycin Taxotere Adriamyein Taxotere
25 0.77 0.61 072 0.58
50 0.94 0.21 0.62 0.52
75 0.60 0.03 0.72 088
e]0] 0.82 0.35 067 0.20

Tabelle 6. Korrelation des FLT-Uptake mit dem Tdr- Einbau und der S-Phase Fraktion
bei mit Adriamycin und Taxotere behandelten MCF-7 Zellen zu verschiedenen Konzen-
trationen. Die Werte reprasentieren Korrelationskoeffizienten des ANOVA bei IC 25-95.
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Vier Stunden nach Behandlung mit Adriamycin bei IC 95 war die S-Phase signi-
fikant reduziert, jedoch nicht so deutlich wie der Tdr- Einbau oder der FLT-
Uptake. Ab 24 h nach Behandlung wurden weniger Zellen wahrend der S-
Phase gezahlt, die ca. 20% der Kontrolle betrugen. Bei niedrigeren Konzentra-
tionen von Adriamycin konnten nur geringe Reduktionen des BrdU labeling be-
obachtet werden. Im Vergleich dazu, resultierten hohe Konzentrationen von
Taxotere in einer beachtlichen geringeren S-Phase- Reduktion. Eine signifikan-
te Abnahme der S-Phase-Fraktion in Hohe von ca. 50% wurde nur bei der
hdchsten Dosierung verzeichnet (IC 95). Bei der Behandlung mit Adriamycin
war die S-Phase eng korreliert mit den FLT- Ergebnissen. Mit Taxotere zeigte
sich die Tendenz einer im Vergleich zur S-Phase-Fraktion deutlicheren Abnah-
me der FLT-Aufnahme, was in einer schwacheren Korrelation beider Tests re-
sultierte. Eine signifikante Abnahme der FLT-Aufnahme konnte friihzeitig nach
4 Stunden nach Behandlung mit der hochsten Dosis detektiert werden. 4h nach
Behandlung mit Adriamycin mit IC 25-75, war der FLT-Uptake signifikant redu-
ziert auf 20-30% wobei er deutlicher bei hoheren Dosierungen zu sehen war
(Abbildung 3-6 Bildchen). Bei IC 95, war die Akkumulation von FLT auf unge-
fahr ein Drittel der unbehandelten Kontrollgruppe reduziert. Wenn man die un-
beeintrachtigten Zellzahlungen zu diesem Zeitpunkt (siehe Abbildung 2- Zellah-
len) beachtet, ist der reduzierte FLT- Uptake nicht der reduzierten Zellularitat
zuzuschreiben, sondern der verringerten Aufnahme pro Tumorzelle. Mit lange-
rer Zeitspanne nach Behandlung reduzierte sich die FLT-Aufnahme weiter bei
hoher Adriamycindosis (IC 75- IC 95) mit einer leichten Erholung 5 Tage nach
IC 75. Gleichermal3en wurde FLT 4 Stunden nach Behandlung um ca. 70% ver-
ringert. Die mit IC 95 Taxotere behandelten Zellkulturen zeigten eine starke Re-
duktion der FLT-Aufnahme, die sich ahnlich der FLT-Aufnahme bei Adriamycin
darstellte. Im Gegensatz zu Adriamycin, kann diese Reduktion teilweise dem
akuten Zelltod zugeschrieben werden, da die Zellzahlungen signifikant reduziert
wurden nach IC 95 Taxotere (Abbildung Zellzahlen). Niedrigere Dosierungen
von Taxotere resultierten in einer leicht reduzierteren FLT- Akkumulation, die
weniger deutlich war, verglichen mit der FLT-Aufnahme, die man bei Adriamy-

cin bei denselben Konzentrationen beobachten konnte. Ahnlich zu FLT, war der
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Einbau von Tdr bei Behandlung mit beiden Substanzen ebenfalls in einer do-
sisabhangigen Weise reduziert. Im direkten Vergleich jedoch, war der Einbau
von Tdr nicht so stark reduziert wie der FLT-Uptake. Wie durch die enge multi-
variate Korrelation (siehe Bland- Altmann Difference plot; Abbildung 4) darge-
stellt, sind beide Tests sehr streng miteinander korreliert. Geringere Reduktion
des Tdr- Einbaus war am deutlichsten der Fall bei hoher Dosis von Taxotere,
der Abfall erreichte ungefahr die Halfte des FLT. Dementsprechend war die
FLT/ Tdr Korrelation bei den vergleichbaren Konzentrationen schwach ausge-
pragt. (Abbildung 26)
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Abbildung 32. FLT-Aufnahme, Tdr- Einbau und S-Phase-Fraktion in Abhéngigkeit der Behandlung
entweder mit Adriamycin (a.) oder Taxotere (b.) zu verschiedenen Konzentrationen (IC 25-95). Die Daten
sind als Mittelwerte wiederholter Versuche - stets auf die Kontrolle bezogen -dargestellt. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung.
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5 Diskussion

5.1 Allgemeines

Die systemische zytostatische oder endokrine Therapie gilt mittlerweile als es-
sentieller Bestandteil der Behandlung des Mammakarzinoms und ist im meta-
stasierten Stadium zumeist die einzige Mdglichkeit, eine Remission zu errei-
chen. Hier stellt jedoch die Entwicklung von Resistenzen haufig ein klinisches
Problem dar, welches die gezielte Wahl des geeigneten Zytostatikums aus der
grol3en zur Verfugung stehenden Anzahl von Substanzen erschwert. Folglich
gilt es, pradiktive Faktoren flr das Ansprechen des einzelnen Mammakarzi-

noms auf zytotoxische Substanzen zu definieren.

Ein diagnostisch verwertbarer, spezifischer Unterschied der eindeutig zwischen
Tumor- und Somazelle unterscheiden lieRe, konnte bis heute nicht entdeckt
werden. Eine Fulle von Parametern zeigen jedoch tendenzielle Unterschiede
zwischen normalen und Tumorzellen und werden durch die Tumortherapie mo-
duliert: Hierzu gehoren klassische zellbiologische Gro3en der Proliferation, wie
Mitose-Index, Kern-Plasma-Relation, Heteroploidie aber auch viele Stoffwech-
selparameter sowie diverse Genprodukte. Beim Patienten lassen sich diese

Grolden jedoch kaum, bzw. allenfalls invasiv aus Gewebeproben bestimmen.

Das Ansprechen auf eine Chemotherapie beim Patienten ist durch morphologi-
sche Veranderungen wie Sonographie, Rontgen, CT oder MRT mess-
bar/darstellbar. Um die Wirksamkeit einer Therapie besser abschatzen zu kon-
nen und gegebenenfalls die Therapie zu optimieren, bedarf es jedoch einer
fruhzeitigeren Messung/Darstellung. Stoffwechsel- und Proliferatonsverhalten
von Tumorzellen werden bei wirksamer Therapie rasch moduliert und kénnten
pradiktiv fur den spater auch konventionell messbaren Behandlungseffekt sein.
Fir die klinische Routinediagnostik stehen zur Beurteilung der Proliferationski-
netik maligner Tumore bisher lediglich indirekte Methoden zur Verfiigung. Diese

beruhen auf aufwendigen und haufig nur wenig reprasentativen in-vitro Be-
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stimmungen proliferationsassozierter Parameter aus Tumorbiopsie- oder Re-
sektionsmaterial, wie z. B die Anzahl sich teilender Zellen, die Expression zell-
zyklusassozierter Antigene, die quantitative Charakterisierung von Chromoso-
mensatzen im Zellkern (DNA-Ploidie, sowie die Nukleosidinkorporation. Dazu
wurde bisher am haufigsten das Bromderivat BrDU eingesetzt. Es wird als ,fal-
sches” Nukleosid in die DNA proliferierender Zellen eingebaut und kann mittels
flourochrom-markierter, monoklonaler Antikdrper immunhistologisch nachge-
wiesen werden (Wilson et al. 1992, Shields et al. 1987). Wesentliche limitieren-
de Faktoren dieser in-vitro Methode stellen die beschrankte Aussagekraft ein-
zelner Biopsieproben aus heterogenem Tumormaterial (,Probengewinnungsfeh-

ler”) und die aufwendige Aufarbeitungstechnik des Probenmaterials dar.

5.2 Bedeutung von nuklearmedizinischen Verfahren

Mittels nuklearmedizinischer Verfahren konnen Stoffwechselvorgange mit ra-
dioaktiv markierten Substanzen nachempfunden werden und nach dem Prinzip
des so genannten Tracers von auflden gemessen bzw. bildlich dargestellt wer-
den. Anders als in der konventionellen Szintigraphie mit der Gammakamera,
kann durch die Positronenemmissionstomographie (PET) die Verteilung von
Radiopharmakon im Koérper auch quantitativ erfasst und somit die bildliche Dar-

stellung des Tumormetabolismus moglich gemacht werden.

Eine etablierte Untersuchung beim Mammakarzinom ist die PET durch die Ver-
wendung des Glukoseanalogon (18F)-FDG als Tracer, indem sie den Glukose-

stoffwechsel in vivo darstellt.

53 Nachteile des FDG-PET?

Der Nachteil der FDG-PET ist, dass sie bei einigen Tumoren nicht tumorspezi-
fisch ist (Liewald et al. 2000), sondern auch in entzindlichem Gewebe aufge-
nommen wird, und somit bis zu 20% falsch positive Befunde entstehen. Nach
Higashi et al. (1999) ist die FDG-Aufnahme zwar ein exzellenter Indikator fur die
Anzahl lebender Tumorzellen, aber kein unmittelbarer Marker fur das Wach-

stum von Tumorzellen. Reinhardt et. al waren die erste Arbeitsgruppe, die vor-
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schlug, dass radioaktivmarkierte Pyrimidinnukleoside spezifischer als das kon-
ventionelle [18F]FDG seien, um die Tumoransprechrate unter Therapie darzu-

stellen.

5.4  Der Proliferationsmarker Thymidin

Einen direkteren Ansatz zur Proliferationsmessung stellt die Verwendung von
Proliferationsmarkern dar, wie z.B. [11C]-Thymidin, welche selektiv nur in dieje-
nigen Zellen aufgenommen und metabolisiert werden, die sich gerade in der S-
Phase des Zellzyklus befinden. Die Bestimmung der Zellproliferation mit radio-
aktiv markiertem Thymidin ist eine sehr anerkannte Methode in verschiedenen
Wissenschaftszweigen. [°H] Thymidin ist seit iiber 40 Jahren im Gebrauch und
reprasentiert immer noch den Goldstandard zur Beurteilung der Tumorzellproli-
feration. Seit die nicht-invasive Bestimmung dieses Parameters in klinischen
Studien bendtigt wird, hat man erhebliche Bemihungen in die radiopharmazeu-
tische Forschung investiert. Diese Bemuhungen fuhrten zu einer Synthese zahl-
reicher Proliferationsmarker, meistens konzentriert auf Pyrimidin-Nukleoside. In
den letzten Jahren wurden weitere zahlreiche Proliferationsmarker beschrieben,
deren pradiktiver Wert noch nicht ausreichend validiert ist. Auch geben Kubota
et al. (1992) an, dass 3H-Thymidin sensitiver in der Detektion eines frihen Re-
zidivs ist als FDG. Zellkinetische Parameter kdnnten demnach einen wichtigen

Beitrag zur Erfassung der proliferativen Aktivitat beim Mammakarzinoms liefern.

5.5 Einfuhrung von FLT

1998 wurde von der Arbeitsgruppe Shields et al. 3’-Deoxy-3"-[18F] Flourothy-
midin (18-F FLT) vorgestellt, eine Substanz, die verspricht, ein Maf fur die proli-
ferative Aktivitat im Tumorgewebe darzustellen. In dieser ersten Pilotstudie mit
FLT an Hunden und an einem Patienten, konnte gezeigt werden, dass die in-
vivo Proliferationsmessung mit Hilfe der FLT-PET-Technologie ein vielverspre-
chendes neues Konzept der PET-Diagnostik darstellt. Die Studie wies einen
erhohten Uptake im Tumor (SUV=6,8) und im Knochenmark (SUV=5,5); sowie
in der Leber, den Nieren und der Blase auf, in denen das FLT abgebaut, bzw.

ausgeschieden wird Sie fanden heraus, indem sie 11C-Thymidin-PET und
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FDG-PET miteinander verglichen, dass die Veranderungen im Tumormetabo-
lismus nach einer erfolgreichen Chemotherapie eindeutiger mit Thymidin zu
erkennen sind (Shields et al. 1998b). Dies lasst sie annehmen, dass Thymidin
ein sensitiver Fruhindikator fir das Ansprechen des Tumors auf eine Therapie
darstellt. Damit war (18F)-FLT als PET-Tracer und mdglicher Proliferationsmar-

ker in vivo entdeckt.

Unmarkiertes FLT war schon seit mehr als 10 Jahren bekannt und ist, beson-
ders in der HIV-Behandlung, als ein antivirales Mittel untersucht worden, Bis
heute wird FLT in der HIV-Therapie genutzt, da es als ein Inhibitor der DNA-
Synthese dient. Das von uns benutzte markierte 18-F FLT, das schon 1991 von

Wilson et al. beschrieben wurde, hat eine Halbwertszeit von 109.4 Minuten.

Der Bergungsweg der Nukleoside hangt von der hintereinander auftretenden
Wirkungsweise von erleichterter passiver Diffusion und intrazellularer Phospho-
rylierung ab, dem sog. ,Trapping“. Diese Prozesse werden hauptsachlich uber
den Phosphorylierungsgrad reguliert. Nachgewiesen werden konnte, dass der
Transport des FLTs in die Zellen einer biphasischen Kinetik folgt. Es gibt eine
rapide initiale Anhaufung, die mit der Thymidinkinase-Aktivitat korreliert, gefolgt
von einer viel langsameren Anhaufungsrate, die wahrscheinlich auf einen Kon-
kurrenzmechanismus zwischen dem Abflieen des FLT und der Phosphorylie-
rung zuruckzufuhren ist. FLT Uberschreitet die Zellmembran sowohl durch einen
carriergesteuerten Mechanismus als auch durch passive Diffusion, um dann

von der im Zytosol lokalisierten Thymidinkinase TK1 phosphoryliert zu werden.

5.6 Weitere Arbeiten mit FLT

Seitdem haben sich mehrere Untersuchungen diesem Thema gewidmet.
Shields et al. zeigten weiterhin, dass sich gastrointestinale Tumoren mit FLT
darstellen lassen. Sie untersuchten auch thorakale Tumoren und fanden her-
aus, dass auch diese gut mit FLT-PET dargestellt werden kénnen. Hierzu ge-
horte auch das Ansprechen des Mammakarzinoms auf FLT. Der FLT-Uptake
reichte von 4.4- 12.5 SUV (mean 6.3)
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Dohmen et al. zeigten im Jahre 2000 weiter, dass FLT-PET bei Gehirntumoren
effizient zur Darstellung von Lasionen genutzt werden kann. Dittmann et al.
stellten Lungenkarzinome mit FLT-PET dar. 3'-deoxy-3'-['®Flfluorothymidine
(FLT) ist folglich ein Radiotherapeutikum, das im Tumorgewebe akkumuliert
und mit PET oder PET-CT in vivo dargestellt werden kann. Das hat uns dazu
bewegt, den Gebrauch von FLT flir die Therapiekontrolle dieser Entitat zu erfor-
schen. Diese Arbeit analysiert die Anderungen der zelluldren FLT-Aufnahme
frih nach Chemotherapie beim Mammakarzinom in einem in vitro Modell. An
Substanzen wurden Adriamycin und Taxotere ausgewahlt, beides Substanzen,
die unter den aktivsten Chemotherapeutika beim Mammakarzinom gelten.
(Nabholtz et al., 2003)

5.7 Korrelationen von FLT mit anderen Proliferationsmarkern

Seit FLT in der bildgebenden Diagnostik von Tumoren von Shields et al. einge-
fuhrt wurde, zeigten einige Studien von unbehandelten Patienten eine Korrelati-
on der FLT-Aufnahme mit der Ki-67 Antigenexpression (Francis et al. 2003,
Vesselle et al., Buck et al.) einem etablierten Marker der Zellproliferation, der ex

vivo aus Tumorproben gemessen werden kann (Martinez-Arribas et al. ,2002).

5.8 Verhalten von FLT nach Therapie

Erst kiirzlich erprobten Untersucher den Gebrauch von FLT um Anderungen der
Zellproliferation nach Therapie zu messen. Durch die Gruppe am Hammersmith
Hospital wurden in einem Forschungsprojekt eine reduzierte FLT-Speicherung
beim mit Chemotherapeutika behandelten Fibrosarkom gezeigt (Barthel et al.,
2005). Anderen war es moglich eine Abnahme von FLT nach experimenteller

Strahlentherapie nachzuweisen (Sugiyama et al., 2004)

Die Ergebnisse dieser aktuellen in vitro Studie lassen erkennen, dass der FLT-
Uptake sehr frih nach der Chemotherapie der Brustkrebszellen abgenommen
hatte.
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Durch Variation der Dosierungen uber einen breiten Bereich war es uns moglich
zu zeigen, dass die FLT- Speicherung, abhangig vom Ausmal} der induzierten

Wachstumshemmung, abnahm.

Dieses wurde in einer Untersuchung der Arbeitsgruppe Dittmann et al. bei zwei
Mammakarzinompatientinnen bestatigt, beide zeigten eine intensive Aufnahme
der Primartumoren und eine kleine Lymphknotenmetastase an. Nach dem er-
sten Behandlungszyklus, nahm die FLT Speicherung im Fall des guten Anspre-
chens auf die Chemotherapie merklich ab. Im Falle des auf die Chemotherapie
nicht ansprechenden Patienten verblieb der FLT-Uptake auf der Hohe des
Grundniveaus. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen bei unbe-
handelten Brustkrebspatienten in einer weiteren Untersuchung der Arbeitsgrup-
pe Smyczek-Gargya et al., 2004. Die Gruppe untersuchte selektiv den Ge-
brauch von [18F]FLT beim Mammakarzinom bei Patienten. Sie fanden eine er-
héhte FLT- Speicherung bei allen malignen Mammakarzinomen verglichen mit
dem umliegenden Brustgewebe. Aufgrund der sehr geringen FLT- Speicherung
in Mediastinum, der Axilla und dem Weichteilgewebe erscheint FLT fur die
Brustkrebsbildgebung, das lokoregionale Staging und die Therapiekontrolle des
Mammakarzinoms also besonders geeignet. Demnach lassen sich Brustkrebs-
tumoren und die Lymphknotenmetastasen mit FLT mit hohem Kontrast in vivo

darstellen.

5.9 Bedeutung der Thymidinkinase im Salvage-Pathway

Die Rationale des Gebrauchs von FLT basiert auf der Tatsache, dass FLT Sub-
strat der Thymidinkinase-1 ist, genau wie Tdr, was Uber einen langen Zeitraum

fur die Zellproliferationsmessung in vitro genutzt wurde.

Die Thymidinkinase ist ein wichtiges Schlusselenzym im DNA-Salvage Pathway
des Zellzyklus. Sie katalysiert die Phosphorilierung von exogenem und endoge-
nem Deoxythymidin fur die Salvage Synthese von dTMP. Studien von mensch-
lichen neoplastischen und sich normal teilenden Geweben haben- mit einigen
Ausnahmen- eine hohere Thymidinkinase-Aktivitat in Tumoren gezeigt (Gordon

et al., 1968). Die beobachtete hohe Thymidinkinase- Aktivitat verband man mit
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der Synthese des zytosolischen Isoenzyms TK1 (Madec et al., 1988; O'Neill et
al., 1992). Die Expression der zellzyklusregulierenden TK1 ist in normalen Zel-
len streng reguliert und nur erhoht in der spaten G1 und S-Phase (Arner et al.,
1995). Die Thymidinkinase-Aktivitat scheint auch ein Marker fur die Differenzie-
rung zu sein. Die Aktivitat der TK1 scheint in Blasten erhoht und in ausgereiften
Zellen mit schlechtem Wachstum erniedrigt zu sein (Taylor et al., 1972). Sie ist
sehr viel hoher exprimiert in wachsenden malignen Zellen (Hengstchlager et
al.). Hohe Werte der TK-1 wurden berichtet bei schnell wachsenden Zellen be-
schrieben, unter anderem auch beim Mammakarzinom (Sherley, Sakamato,
Romain et al. 2000). Zusatzlich wurde die TK-1 als ein unabhangiger Risikofak-

tor bei Mammakarzinompatientinnen identifiziert (Romain et al., 2000).

Die FLT-Speicherung der Zellen steht wie beschrieben in direktem Zusammen-
hang mit der Aktivitdt Thymidinkinase-1 (TK-1) (Kong et al, 1995), dem SchlUs-
selenzym des Pyrimidin-Salvage-Pathway der DNA-Synthese. Die Thymidinki-
nase katalysiert in Gegenwart von Adenosintriphosphat (ATP) die Phosphorylie-
rung von Desoxythymidin zu Desoxythymidinmonophosphat (dTMP). dTMP
wird weiter zum Triphosphat (dTTP) umgewandelt und dann in die DNA einge-
baut. Die TK spielt deshalb eine wesentliche Rolle bei der Verwertung von
Thymidin in der Zelle. Als Substrat nutzt die TK entweder exogenes Thymidin
aus der Nahrung oder durch Abbaureaktionen freigesetztes endogenes Thymi-
din. Zwei TK-Isoenzyme sind in den menschlichen Zellen bekannt. Die Konzen-
tration der TK2 ist wahrend des gesamten Zellzyklus konstant niedrig. Das |-
soenzym TK1 kommt in hoher Konzentration in proliferierenden Zellen und Tu-
morzellen vor, nicht jedoch in ruhenden Zellen. Mittels eines Radioimmuno-

Assays wird TK1 im Serum bestimmt.

TK- Serumwerte innerhalb des Referenzbereichs sind allerdings kein Beweis flr
das Fehlen maligner oder viraler Erkrankungen. Da dieses Enzym nur in vitalen,
DNA-Replikation aufweisenden Zellen aktiviert ist, ist die Aufnahme von FLT

abhangig von der Zellproliferation.

Man fand heraus, dass FLT durch die Thymidinkinase 1 (TK1) phosphoryliert

wird und in phosphorylierter Form in der Zelle verbleibt. Dieses so genannte
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metabolische Trapping geschieht aufgrund der Tatsache, dass FLT kein 3'-OH
Rest flr die Polymerase Reaktionen der Oligonukleotidsynthese hat und das
FLT-5"-triphosphat die DNA-Synthese unterbricht (Munch-Petersen et al., 1995)
Hannigan et al. beschreiben eine erhdhte Aktivitat der TK1 in der spaten G1
und S-Phase des Zellzyklus. Im Gegensatz dazu, ist FLT kein Substrat der mi-
tochondrialen Thymidinkinase 2. FLT wird auch nicht in die DNA eingebaut.
Daher ist postuliert worden, dass FLT als ein nichtinvasiver Marker fur die Zell-

proliferation angesehen werden kann.

5.10 Gebrauch von Tritium-Thymidin: *H-Thymidin Assay

Mit Thymidin steht ein weiteres fur die PET nutzbares Molekul zur Verfigung,
das wahrend der S-Phase in die DNA eingebaut wird. Die Aufnahme von Thy-
midin in Tumore wird als Marker der Proliferation angesehen. Mit Hilfe der Auto-
radiographie konnten in der S-Phase mit Thymidin markierte Zellen dargestellt
werden (Thymidin-Labelling- Index), dies erlaubte Aussagen uber die Prolifera-
tionsaktivitat eines Tumors und dessen Prognose (Costa et al., 1987) Tubiana
et al. bestimmten den Labelling-Index bei Patienten mit Mammakarzinomen,
wobei Patienten mit einem initial niedrigen Index weniger Rezidive und eine

langere Uberlebenszeit hatten.

An Monolayern eines Ovarialkarzinoms in unterschiedlichen Wachstumsphasen
zeigten Higashi et al. (1993a), dass die Thymidin-Aufnahme in vitale Zellen mit

der durch DNA- Flow- Cytometrie bestimmten Proliferationsrate korrelierte.

FLT zeigte auch ein ahnliches Aufnahmeverhalten in Zellen wie das 3H-
Thymidin (Mier et al., 2001). 3H-Thymidin ist ein etablierter und oft genutzter
Proliferationsmarker in vitro. Es wurde beobachtet, dass 18F-markierte Pyrimi-
dine in chemotherapieempfindlichen Tumoren in weitaus groRerem Masse auf-
genommen werden als in therapieresistenten Tumoren, was fur eine prathera-
peutische Abschatzung von wesentlicher Bedeutung sein konnte. In einem Rat-
ten-Tumormodell nahm die tumorale Aufnahme des Thymidinanalogons(18F)-
Flourdesosyuridin wahrend der Radiotherapie stark ab (Kubota et al. ,1991)

Kubota et al. konnten zeigen, dass die Reduzierung der tumoralen (18F)-
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FdUrd-Aufnahme mittels PET schon wesentlich friiher als eine morphologisch
nachweisbare Abnahme des Tumorvolumens nachweisbar ist. In einer Vorlau-
ferstudie mit dem Nukleosid FdUrd wurde eine sehr hohe Korrelation bei Mau-
sen mit Pankreaskarzinom zwischen der FdUrd-Aufnahme und dem Proliferati-

onsindex nachgewiesen (Seitz et al., 2001).

In Zellinien korrelierte die FLT- Retention mit dem 3H- Thymidin-Uptake (r=0.88,
obwohl der DNA Einbau nur 0.2% betrug und mehr als 90% bei beiden Tracern
war (Toyohara et al., 2002). In einigen Untersuchungen korrelierten die Thymi-

dinkinasewerte mit der Zellproliferation.

Die Untersuchung von Buck et al. und eine kirzliche Studie von Vesselle et al.
stimmen mit dieser Auffassung Uberein, indem sie zeigen konnten, dass die
FLT-Aufnahme in Lungentumoren mit der Tumorproliferation korrelierte (Buck et
al., 2003; Vesselle et al., 2002).

Der durchschnittliche SUV standardized Uptake flr FLT korrelierte eng mit der
Ki-67 Immunhistochemie mit r=0.92 bei Buck et al. und r=0.84 bei Vesselle et
al. Anders als Tdr, wird FLT nicht in die DNA eingebaut, sondern verbleibt nach

Phosphorylierung in den Zellen.

Die Beziehung zwischen der FLT-Speicherung und dem Tdr Einbau wurde
schon fruher durch Variierung der Menge an TK1-Protein von Barthel et al, der
Proliferationskinetik der Tumorzellen bei Schwartz et. al oder in der experimen-

tellen Strahlentherapie von Rasey et al. erforscht.

In diesen Studien Uber unbehandelte Tumoren, fand man eine enge Korrelation
zwischen FLT-Uptake und Tdr-Einbau.

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit diesen Feststellungen Uberein, die
darlegen, dass die durch die Chemotherapie hervorgerufene Reduktion des

FLT-Uptake auch sehr eng mit der Reduktion des Tdr-Uptake verbunden ist.

So lasst sich ableiten, dass FLT fiir den klassischen [*H]-Tdr- assay im vorlie-

genden Modell der Chemotherapie ein Tymidinanalogon darstellt.
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5.11 Vergleich mit anderen Arbeitsgruppen

In einer vorherigen Studie haben Dittmann et al. gezeigt, dass die FLT-
Speicherung bei Tumorzellen die mit Antimetaboliten wie F-Floururacil und Me-

thotrexat behandelt wurden, beachtenswert erhoht sein kann.

Es wurde geschlossen, dass die Erhohung durch eine Induktion der TK1-
Aktivitat bedingt ist. Diese ist an der Wiederverwertung des Tdr beteiligt, einem
Mechanismus bei dem die Tumorzellen den Block der de novo- DNA- Synthese
kompensieren kénnen, welcher durch die benutzte Gruppe von Chemothera-

peutika hervorgerufen wird.

In diesem Fall, konnte FLT nicht als ein Mal} fur Zellproliferation betrachtet wer-

den.

Ein solcher Effekt konnte bei Barthel et al. nicht beobachtet werden, der eine
Abnahme der FLT- Speicherung nach Behandlung mit 5-FU in einer Studie an
Mausen gemessen hatte. Das Ergebnis der Arbeitsgruppe Barthel deckt sich
jedoch mit den Feststellungen der vorliegenden Arbeit mit Taxotere und Adria-

mycin.

Interessanterweise wurde berichtet, dass die TK-1 Menge diejenigen der Kon-
trolle bei langerem Intervall nach Behandlung trotz niedrigerer FLT-Aufnahme
Uberstiegen. Die Autoren interpretieren diese Ergebnisse infolge der Verande-

rungen der katalytischen Aktivitat des TK-1 Enzyms.

Im in vivo-Modell von Barthel et al. spiegelt die Speicherung von [18 F] FLT den
Tumorproliferationsgrad wider. Die Arbeitsgruppe zeigte weiterhin, dass das
Monitoring der durchgefuhrten Antitumortherapie mit [18F] FLT besser als mit
[18 F] FDG gelingt. Der neue Marker sei somit viel versprechend fir diese wich-

tige Indikation in der onkologischen Diagnostik.

In unserer vorliegenden Arbeit, resultierte weder die Behandlung mit Adriamycin
noch mit Taxotere in einer erndhen FLT oder Tdr Aufnahme in den Brustkrebs-

zellen, wie von der Arbeitsgruppe Dittmann et al. beschrieben.
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Dieses konnte weiterhin an den Mechanismen der Proliferationsinhibition lie-
gen, Uber welche beide Agenzien ihre toxische Wirkung hervorrufen. Diese

Wirkweise unterscheidet sich von der der Antimetaboliten.

Folglich ist die Ankurbelung der Pyrimidin- Wiederverwertung kein Mechanis-
mus Uber den Zellen der Toxizitat dieser Substanzen entgehen kdnnen. Adria-
mycin gehort zur Gruppe der Alkylanzien und wirkt durch Interkalation und Ver-
netzung der DNA (Gewirtz et al., 1999).

Zusammen mit Daunorubicin stellt Doxorubicin (Adriamycin) eine der Hauptsau-
len im derzeitigen Arsenal der onkologischen Chemotherapie dar. Daunorubicin
wurde als Fermentationsprodukt aus Streptomyces peucetius-Kulturen isoliert
und gehort zur Gruppe der Anthrazyklinantibiotika mit antineoplastischen Ei-
genschaften. Aus der Mutante Streptomyces peucetius var. Caesius wurde spa-
ter Doxorubicin (Adriamycin), das 14-Hydroxy-Analogon von Daunorubicin, iso-
liert (Arcamone et al. 1969).

Adriamycin wirkt am starksten bei exponentiell wachsenden Zellen, wobei die
Wirkung in der S- und der G2-Phase des Zellzyklus am ausgepragtesten ist
(Pratt et al. 1994) Es ist direkt wirksam und bedarf keiner metabolischen Akti-
vierung, um zytostatisch wirksam zu sein. Durch Spaltung der Glykosidbindung
wird es inaktiviert. Der genaue Wirkmechanismus ist unklar. Diskutiert werden
DNA-Bindungsfahigkeit und daraus folgender Interkalation zwischen Basenpaa-
ren (nichtkovalente Bindung an die DNA mit Hemmung von DNA und RNA-
Polymerasen), was zu einer sterischen Behinderung der DNA- und RNA-
Synthese fuhrt. Ferner die Bildung freier Sauerstoffradikale, die direkte Mem-
branwirkung und die Hemmung der Topoisomerase 2- Aktivitat. AuRerdem ist
Doxorubicin fur die Induktion von Apoptose verantwortlich (Ling et al. 1993). Die
DNA-Bindung durch Interkalation spielt eine wesentliche Rolle flr die Zytotoxizi-
tat. Lankelma et al. untersuchten in einem in vitro-Modell die Auswirkungen von
Adriamycin auf MCF 7-Zellen. Das von ihnen entworfene Modell korrelierte mit
anderen Proliferationsassays. Es erlaubte den Vergleich der Effekte der Veran-
derungen von Adriamycin im Konzentrations-Zeit Profil in vitro. Das Model

konnte genutzt werden, um die Effekte von Doxorubicin in vivo vorherzusagen.
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Taxane, zu denen das Therapeutikum Taxotere zahlt, entfalten ihre Toxizitat in
der mitotischen Phase des Zellzyklus, indem sie den Zelltod induzieren (Demi-
denko et al., 1995). Taxotere verhindert den Abbau der zellularen Mikrotubuli-
Komplexe in der Mitose, und versetzt Tumorzellen so in einen G2-Arrest. Es
induziert die Polymerisation von Tubulin sowie dessen Einbau in Mikrotubuli,
somit den Aufbau der Mikrotubuli und hemmt den Depolymerisationsvorgang.
(Ringel et al., 1991). So entstehen stabile, funktionsunttchtige Mikrotubulibun-
del, wodurch der Mitosevorgang unterbrochen und damit die Zellproliferation
unterbunden wird. Docetaxel ist vor allem wahrend der G2/M- Phase wirksam.
(Hennequin et al., 1995). In der first-line Therapie des metastasierten Mamma-
karzinoms sind Ansprechraten von bis zu 60% beschrieben worden (Reich-
mann et al., 1991/Holmes et al., 1991/Fumoleau et al., 1996/Trudeau et al.,
1996). Selbst bei Vorliegen einer Resistenz gegen Anthrazykline kann durch
den Einsatz einer Monotherapie mit Taxanen noch bei 50% der Patientinnen ein
Ansprechen des Tumors erreicht werden (Wilson et al., 1994/ Ravdin, 1996)
Aufgrund der hohen Remissionsraten mit Docetaxel/ Doxorubicin- Kombinatio-
nen in der Behandlung des metastasierten Mammakarzinom wurden mehrere
grol3e internationale randomisierte Multicenterstudien eingeleitet, um die Wirk-
samkeit dieser Regime auch bei adjuvanter und neoadjuvanter Indikation zu
prufen. Die Kombination von Taxanen und Anthrazyklinen hat sich mit Remissi-
onsraten von 68-94% in der first-line-Therapie bewahrt (Gianni et al., 1995,
Lick et al., 1997)

5.12 Bewertung der S-Phase-Fraktion als Proliferationsparameter

Die Bedeutung der Mitoserate in der prognostischen Einschatzung von Brust-
krebs ist eindeutig (Amadori et al., 1998).

Die fur die Einschatzung der proliferativen Aktivitat des Karzinoms herangezo-
genen Parameter DNA-Index und S-Phase-Anteil der Tumorzelle werden mit
Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt (Dressler et al., 1990; Clark et al.,
1989; O'Reilly et al., 1990; Stal et al., 1993; Camplejohn et al., 1995; Brown et
al., 1996; Dettmar et al., 1997), ferner durch den Mitose-Index (Clayton et al.,

1991). Das dabei gewonnene DNS-Histogramm zeigt die verschiedenen Zellzy-
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klusanteile der proliferierenden Zellen. Der S-Phase-Anteil kann direkt abgele-
sen werden (Nebe et al., 1996). Bromodesoxyuridin (BrdU) wird in der S-Phase
des Zellzyklus als Thymidinanalogon in die DNA der Zellen eingebaut und lasst
sich dort nach Denaturierung mit enzymmarkierten Antikorpern nachweisen
(Gratzner et al., 1982). Als ein allgemein bekannter Parameter der Tumorgro-
sse in verschiedenen Zellinien gilt die S-Phase-Fraktion (Shapiro et al., 1986).
In Zellkulturen steigt die Thymidinkinase-Aktivitat wahrend der S-Phase um das
10-15fache an (Sherley and Kelly et al., 1988). Die FLT- Aufnahme sollte damit
mit dem Anteil der Zellen in der S-Phase korreliert sein. Weil dieses Enzym nur
in Zellen aktiviert ist, die DNA-Replikation aufweisen, ist die Aufnahme von FLT
abhangig von der Zellproliferation. In Zellkulturen korrelierte die FLT-Aufnahme
mit der Aktivitat der Thymidinkinase 1 die mit der DNA-Synthese korreliert ist
(Rasey et al., 2002). Wir verglichen den Parameter S-Phase-Fraktion in unse-
ren Versuchen ebenfalls mit der FLT- Speicherung. Auch hier beobachteten wir
eine Korrelation der FLT- Speicherung und der S-Phase-Fraktion. Sie war ab-
hangig von der Dosierung der Chemotherapie und bewegte sich zwischen
r=0.7-0.9. Jedoch sind in Abhangigkeit vom Wirkmechanismus der Chemothe-
rapeutika erhebliche Umverteilungen innerhalb des Zellzyklusses zu erwarten.
Einige zytostatische Substanzen induzieren eine Speicherung in der S-Phase,
die sowohl mit einer Zu- als auch einer Abnahme der FLT-Speicherung assozi-
iert sein kann (Dittmann et al., 2002). Demnach kann die Assoziation der S-
Phase mit der FLT-Aufnahme zeitweilig nach Chemotherapie aufgrund des S-
Phase Blocks aufgehoben sein. Weitere vorherige Arbeiten stellten eine enge
Korrelation der FLT-Speicherung und der Fraktion der unbehandelten Zellen in
der S-Phase des Zellzyklusses fest (Schwartz et al. 200; Rasey et al., 2001).
Rasey et al. zeigten ebenfalls in einer In-vitro- Untersuchung, dass der FLT-
Uptake bei den Lungenkarzinomzellen A549 mit der TK1 Aktivitat korreliert ist.
Sie verglichen den FLT-Uptake, die Zellproliferation (% der Zellen in der S-
Phase, gemessen mittels Durchflusszytometrie) und die TK1-Aktivitat mittels
Thymidinphosphorilisationsassay bei der Lungenkarzinomzellinie A549 und Ko-
loncarzinomzellinie HT 29. Der FLT-Uptake korrelierte gut mit der Aktivitat des

zellzyklusregulierenden Enzyms TK1. Er nahm mit der TK1 —Aktivitat zu und
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betrug r2= 0.73 bei A549, und r2=0.62 bei HAT 29. Man fand eine bessere Kor-
relation der TK1-Aktivitat mit FLT als mit der S-Phase und FLT.

Bei der Arbeitsgruppe Wells et al. korrelierte die S-Phase Fraktion, gemessen
mit Hilfe der Durchflusszytometrie, ebenfalls mit der 18 F-FLT Aufnahme. Diese
Korrelation schien besser zu sein als die zu Ki-67 und der kinetischen Messung
von C-Thymidin (r=0,58), obwohl letztere an verschiedenen abdominalen Tu-
moren durchgefuhrt wurde (Wells et al., 2002). Toyohara et. al zeigten in ihrem
Modell ahnliche Ergebnisse. Sie untersuchten FLT als einen Proliferationsmar-
ker bei 22 verschiedenen Zellinien und verglichen die FLT-Aufnahme mit dem
3H-Thymidin-bzw. *H-Arabinothymidin-Uptake. Sie analysierten den Zusam-

menhang der beiden Proliferationsparameter und der S-Phase-Fraktion.

Der FLT-Uptake korrelierte gut mit dem 3H-Thymidin-Uptake (r=0.88,
p<0.0001). Die S-Phase-Fraktion korrelierte mit dem FLT-Uptake r=0.75,
p<0.0001 und dem *H-Thymidin-Uptake r=0.76, p<0.0001). Die Ergebnisse de-

cken sich betrachtlich mit unseren Ergebnissen.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Inkubation der Tumorzellen mit Taxotere
in verschiedenen Dosierungen eine dosisabhangige Abnahme der FLT- Spei-
cherung pro Zelle zur Folge hat. Je niedriger die Dosierung der Chemotherapie
desto mehr FLT wurde gespeichert. 24h nach Behandlung mit der Chemothe-

rapie war diese Abnahme abhangig von der Dosierung.

In unserer aktuellen Studie mit Brustkrebszellen, wurde ebenfalls eine enge
Korrelation der FLT-Aufnahme mit der S-Phase-Fraktion beobachtet, wobei die
Korrelation schwécher ausgepragt war als die recht enge Ubereinstimmung von
FLT mit Tdr. Die schwachere Korrelation im Falle der Taxotere- Behandlung
konnte durch die Wirkung der Taxane erklart werden, die Zellen in den Zelltod
zu treiben, indem sie wahrend der mitotischen Phase einen Kontrollpunkt akti-
vieren, der das Voranschreiten des Zellzyklusses verhindert und daher Zellen
wahrend anderer Phasen nicht beeintrachtigt werden (Demidenko et al., 2005).
Es gibt in menschlichen Zellen mindestens vier Kontrollpunkte, die sich jeweils
zwischen Mitte und Ende der einzelnen Phasen befinden. Ist allerdings ein Kon-

trollpunkt
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Innerhalb einer Phase uberwunden und sind trotzdem Fehler vorhanden oder
neue Fehler entstanden, schreitet der Zyklus bis zum nachsten Kontrollpunkt
voran und der Eintritt in die nachste Phase wird nicht verhindert (Shackelford et
al., 1999). Die Wirkung eines schadigenden Agens variiert dabei von Zelllinie zu
Zelllinie. Die Zellzykluskontrollpunkte stellen sicher, dass richtige, komplette
und vollstandige Molekdle in die nachste Phase eintreten. Haufig aktivieren o-
der deaktivieren sie die Komplexe aus Cyclin und cyclinabhangiger Kinase
(CdK) und hemmen damit den Zyklus. Unterschiede in einzelnen Zelltypen und
vor allem methodische Unzulanglichkeiten erschweren die eindeutige Festle-

gung der Position und Anzahl vorhandener Kontrollpunkte.

Dementsprechend war in unserem Mammakarzinom-Modell die S-Phase-
Fraktion nicht so starken Anderungen unterworfen wie die TK-1 Aktivitat, wel-

che wiederum in einer reduzierten FLT und Tdr- Akkumulation resultierte.

FLT hat das Potential fir die nichtinvasive In-Vitro-Quantifizierung der prolifera-

tiven Kapazitat eines Tumors und dessen Ansprechen auf die Therapie.

Weitere In-vivo-Untersuchungen Uber das metabolische und proliferative Ver-
halten kdnnten das Verstandnis tber den Energiestoffwechsel und die Wach-
stumskinetik von Tumoren erweitern und zu Verbesserungen im

Therapiemonitoring fuhren.

Zusammenfassend, zeigte die aktuelle Studie, dass die antiproliferative Aktivitat
von Adriamycin und Taxotere beim Mammakarzinom mit FLT-PET dargestellt

werden kann und diese Tatsache klinische Studien mit Patienten rechtfertigt.
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6 Zusammenfassung

['8F]-FLT ist ein Substrat der Thymidinkinase-1 (TK-1). Aus diesem Grunde
kann eine Abhangigkeit zwischen der FLT-Aufnahme und der Tumorproliferati-
on angenommen werden. Das Ziel der Arbeit war herauszufinden, ob FLT die
durch Chemotherapie induzierte Beeintrachtigung der Proliferation von Brust-
krebszellen detektiert. Dieser Ansatz ist derzeit Gegenstand klinischer Studien
in der neoadjuvanten Therapie des Mammakarzinoms. Mammakarzinomzellen
der Zellimie MCF-7 wurden mit den Chemotherapeutika Taxotere und Adriamy-
cin behandelt. Die inhibitorischen Konzentrationen (IC 25 -95) der chemothera-
peutischen Substanzen wurden anhand des Koloniebildungstests und der Pro-
bit/Logit fit —Analyse berechnet. Die zellulare Aufnahme von FLT (60 min. Inku-
bation) wurde nach 4 Stunden, 1, 3 und 5 Tagen nach Chemotherapie gemes-
sen. Fur einen direkten Vergleich wurde der [H-3]-Thymidin (Tdr)- Einbau und
die Fraktion der Zellen in der S-Phase zu gleichen Zeiten gemessen. Die stati-
stische Datenanalyse wurde mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA) und dem
Differenzmodell nach Bland-Altman gefertigt. Die zellulare FLT-Aufnahme
korreliert mit der durch beide zytostatischen Substanzen hervorgerufenen
Wachstumsinhibition. Bei hoher Dosierung der Chemotherapie (IC95) resultierte
die Abnahme des Wachstums in einer signifikanten Reduktion der FLT-
Aufnahme schon 4 h nach Behandlung. Im Allgemeinen, war die FLT-
Akkumulation grof3er bei den Kulturen, die mit Adriamycin behandelt wurden als
bei den Kulturen mit gleicher IC bei Taxotere. Die zellulare Akkumulation von
FLT korrespondierte eng mit der von Tdr (Adriamycine, Taxotere: r= 0.95/0.87;
Bland-Altman Difference Plot) und etwas weniger deutlich als diese mit dem
Anteil der Zellen in der S-Phase. Und etwas weniger deutlich als diese mit dem
Anteil der Zellen in der S- Phase (Adriamycine, Taxotere: r= 0.91 and 0.77).
Kurz nach Chemotherapie von Brustkrebszellen korreliert die FLT- Aufnahme
sehr stark mit der induzierten Abnahme der Tumorzellproliferation. Daher
scheint FLT flr das Monitoring der neoadjuvanten Behandlung des Mamma-

karzinoms mittles PET — (CT) geeignet zu sein.
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