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Zusammenfassung:

Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung eines kontinuierlich betriebenen Wirbelschichtreak-
tors zur on-line Bewertung von Radiotracern an Zellkulturen. Der Bioreaktor kombiniert eine
gewebedhnliche, dreidimensionale Zellkultivierung in offenporigen Mikrotragern mit einer
Meftechnik zur on-line Radioaktivitatserfassung. Die {iber lange Zeitrdume stabile Betriebs-
weise im FlieRgleichgewicht ermbglicht die Durchfithrung einer Vielzahl von Experimenten
an der gleichen Zeltkuitur. Alle relevanten Parameter (O,, pH, T, etc.) kdnnen entsprechend
den experimentellen Anforderungen eingestellt werden. Der Volumenstrom des zirkulieren-
den Mediums kann an den Blutvolumenstrom des in der Untersuchung simulierten Organis-
mus angepal3t werden und die Dosierprofile der Radiotracer kdnnen variabel eingestellt wer-
den, um die in vivo Verhaltnisse zu simulieren. Die Entnahme und Untersuchung der immo-
bilisierten Zellen ist jederzeit moglich. Unter Verwendung dieses Systems wurde die Auf-
nahmekinetik von 2-["®*F]Fluordeoxyglukose (FDG) in humanen Gliomzellen (86HG39) unter-
sucht und es konnte gezeigt werden, dald die Abhangigkeit der Lumped Konstanten (LC) flr
FDG von der Medienglukosekonzentration der im Rattenhirn ermitteiten Abhangigkeit ent-
spricht. Fiir normoglykémische Konzentrationen wurden fir die Lumped Konstante Werte um
0,7 bestimmt, der in der Hypoglykamie bis auf einen Wert von 1,22 bei einer Glukosekon-
zentration von 3 mM anstieg. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir das Dreikompartiment-
Modell entsprachen denen, die in vivo mittels PET ermittelt wurden. Diese Ubereinstimmun-
gen belegen die Eignung des entwickelten Systems zur Bewertung von Radiotracern. In
weiteren Untersuchungen wurde die Aufnahmekinetik der beiden diastereomeren Formen
von 4-[18F]Fluorprolin bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dafl beide Diastereomere nicht
metabolisiert werden und eine identische infrazeilulare Gleichgewichtskonzentration errei-
chen. Fir das trans-Diastereomer wurden jedoch dreifach hohere Geschwindigkeitskon-
stanten ermittelt.

Abstract:

This study presents the development of a continuously operating fluidized-bed bioreactor for
on-line evaluation of radiotracers in vitro, which combines tissue-like three-dimensional cell
cultivation in open porous microcarriers with a technique for on-line radioactivity detection.
The long time stability of steady-state permits a large number of experiments using the same
culture. All relevant parameters (O, pH, T, etc.) can be adjusted according to the experi-
mental requirements. The flux of the circulating medium can be adapted to the blood flow of
the corresponding organism, while the input function of the radiotracer is freely adjustable for
simulation of in vivo conditions. Sampling and examination of the immobilized cells are pos-
sible at any time. Using this system, the kinetics of 2-[**F}fluoro-2-deoxyglucose (FDG) in
human glioma cells (86HG39) were studied and it was shown that the dependence of the
lumped constant (LC) for FDG on the medium glucose concentration is similar to that ob-
tained in the rat brain. For normoglycemic concentrations the LC was determined to be in the
range of 0.7, while in hypoglycemia it increased progressively up to a value of 1,22 at a glu-
cose concentration of 3 mM. The rate constants in the three compartment model were found
to be similar to those obtained in vivo using PET; indicating the validity of the system for tra-
cer evaluation. Furthermore the kinetics of both diastereomeric forms of 4-["*Flflucro-proline
was investigated and found that both diastereomeres were not metabolized and reached an
identical intracellular steady state concentration, The trans-form was transported three times
faster than the the cis-diastereomere, indicated by the rate constants.
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Wenn ich einen Versuch beginne, der letzten Endes zum Tod des Tieres fiihrt, empfinde ich
ein tiefes Gefiihl des Bedauerns, dafl ich ein blihendes Leben unterbreche..., dall ich mit
grober, ungebildeter Hand einen unaussprechlich kunstvollen Mechanismus zerbreche, Aber
ich ertrage das im Interesse der Wahrheit, zum Nutzen des Menschen."

(lwan Petrowitsch Pawfow 1849-1936)

Trotz ethischer Bedenken, wie sie im cbigen Zitat zum Ausdruck kommen, reprasentieren
Tierversuche auch heute immer noch den Standard in den meisten pharmakologischen und
toxikologischen Untersuchungen. Dies ist eine Konsequenz aus den Schwierigkeiten, die
Komplexitat und die Vielzahl der im lebenden Organismus stattfindenden Prozesse durch in
vitro Modelle erfolgreich zu simulieren (Goldberg 1989).

Tierversuche haben jedoch erhebliche Nachteile. So liefern sie meist wenige Informationen
Uber die den Arzneimittelwirkungen zugrundeliegenden zeliularen Effekte und Kontrolime-
chanismen und - vielleicht noch bedeutsamer — bieten keine Gewahr, daf die erzielten Er-
gebnisse direkt auf die Wirkung im Menschen extrapoliert werden kdnnen. Als Beispiel sei
der orale LDso-Wert fur Naphthalen angefiihit, der bereits zwischen Mausen und Ratten um
600% differiert! (Shuler 1996)

Aus diesen Einschrankungen erwéachst, Gber die ethisch-moralische Argumentation hinaus,
nicht nur ein wissenschaftlich gepragtes Interesse an, sondern sogar die Notwendigkeit von
Alternativ- und Erganzungsmethoden (DelRaso 1993, Frazier 1993).

Im Zuge des enormen Aufschwungs, den die biomedizinischen Techniken in den vergange-
nen zwei Dekaden erfahren haben, sind eine Vielzahl soicher Methoden entwickelt worden.
Insbesondere isolierte tierische und menschiiche Zellen sind so zu einem methodischen In-
strumentarium geworden, das aus groflen Forschungsbereichen, wie der Biochemie, der
Immunologie, der Virclogie sowie der Impfstoff- und Arzneimittelentwicklung kaum mehr
wegzudenken ist, Viele in vitro Modelle weisen jedoch Limitierungen auf, die ihre Anwend-
barkeit als Ersatzmethode zum Tierversuch stark einschranken, da wesentliche Aspekte nur
unzureichend mimikriert werden. Dies betrifft besonders die Kultivierungsbedingungen. Be-
reits geringe Abweichungen von den physiologischen in vivo Verhaltnissen kénnen zu erheb-
lichen Veranderungen im Wachstumsverhalten, im Metabolismus und anderen zelluldren
Reaktionen flhren - Veranderungen, die den Wert der erzieiten Ergebnisse in Frage stellen
konnen. Hier, in der Entwicklung und Bereitstellung optimierter Kultivierungsmethoden, liegt
deshalb eine zentrale Aufgabe und eine Chance fiir die moderne Zellkuiturtechnik.
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Probiemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Konzeption, der Realisierung und der Evaiuie-
rung eines in vitro Modeills zur Bewertung radioaktiv markierter Substanzen (Radiotracer) an
Zellen.

Solche Untersuchungen werden bisher in vifro an immobilisierten Zellen in zweidimensiona-
ler Kultur (Gewebekulturflaschen, Leighton-Tubes) sowie in vivo an Ratten durchgefiihrt. Die
verwendeten Zellkultursysteme stellen dabei zwar ein preiswertes und leicht handhabbares
Modell dar, weisen jedoch beziglich der Simulation der in vivo Verhaltnisse sowie der Flexi-
bilitat der Versuchsbedingungen gravierende Einschrankungen auf.

Dies betrifft insbesondere die unphysiologische Kultivierung als Monolayer und die fehlende
Mdoglichkeit zur Simulation von Wirkstoffkonzentrationsverlaufen, wie sie im Organismus auf-
treten und aus klinischen Studien bekannt sind. Dartiber hinaus ist eine Probenahme nur
sequentiell moglich.

An ein verbessertes Zellkulturmodell stellen sich somit folgende Anforderungen:

o Exakt und vielféltig einstellbare experimentelle Rahmenbedingungen
¢ Dreidimensionale Zellkultivierung mit gewebe&hnlichen Zelldichten

e Moglichkeit zur jederzeitigen Probenentnahme (Medium und Zellen)
e |dealerweise on-line Analytik

¢ Simulation der Wirkstoffkonzentrationsverldufe im Organismus

Ausgehend von dem zur Kultivierung von Saugerzellen etfablierten Wirbelschichtreaktor
(Abb, 1-1), soll ein Konzept entworfen und realisiert werden, das diesen Anforderungen

Rechnung tragt. Daraus ergeben sich folgende Einzelaspekte:

=  Entwicklung und Aufbau einer on-line Analytik zur Messung der intrazellularen Radio-
tracerakkumulation

= Konzeption und verfahrenstechnische Charakterisierung eines Wirbelschichtreaktors
mit integrierter Dosierungseinrichtung zur gezielten Simulation von Wirkstoffkonzentra-
tionsverlaufen

=  Auswahl eines geeigneten biclogischen Systems (Modelizellinie)

=  Durchflihrung von Transportuntersuchungen mit verschiedenen Radiotracern zur Be-

urteilung der Leistungsfahigkeit des entwickelten in vitro Modells
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Abbildung 1-1: Wirbelschichtreaktor zur kontinuierlichen Kultivierung von Saugerzelien

Der Wirbelschichtreaktor ist ein kontinuierlich betriebenes Fermentationssystem zur Kultivie-
rung von Saugerzellen. Durch Zellimmobilisierung in offenporigen Mikrotrégern, die zur Ver-
meidung von Gradienten durch das zirkulierende Kulturmedium schonend verwirbelt werden,
kdnnen dabei gewebeahnliche Zelldichten realisiert werden. Die Sauerstoffversorgung der
Zellen erfolgt blasenfrei durch ditnnwandige Sillikonmembranen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Vom Wirkstoff zum Arzneimittel

Die Zulassung eines neuen Wirkstoffes als Medikament stellt den letzten Schritt eines hoch-
komplexen, langwierigen und kostenintensiven Prozesses dar (Abb. 2-1).
Am Anfang stehen die Aufstellung der pharmakologischen Ziele und die Darstellung von po-
tentiell wirksamen Verbindungen. Je nach ihrer Herkunft (Naturprodukt oder synthetische
Verbindung) bedeutet dies Isolierung und Strukturaufklarung oder gezielte chemische Syn-
these im Labor. Die auf diesem Wege erhaltenen Substanzen miissen drei elementare Be-
dingungen erflllen:
1. Gute Wirksamkeit bei geringer Dosierung
2. Gute Vertraglichkeit und keine oder nur geringe, im Verhaltnis zum Nutzen akzeptable,
Nebenwirkungen
3. Keine Akkumulation des Wirkstoffes und seiner Biotransformationsprodukte in der Um-
welt
Daraus ergeben sich fir die weiteren Untersuchungen zwei zentrale Fragestellungen, deren
Beantwortung Gegenstand der folgenden pharmakologischen Priifungen und klinischen Stu-
dien ist:
Was macht der Wirkstoff mit dem biologischen System?
Was macht das biologische System mit dem Wirkstoff?

Im ersten Schritt, dem priméren Screening, werden alle Substanzen auf ihre grundsatzliche
Wirksamkeit hin Uberpriift. In dieser Phase haben Tierversuche inzwischen nur noch eine
untergeordnete Bedeutung, da sich der grundsatzliche Wirksamkeitsnachweis haufig auch
durch biochemische oder zellbiologische Untersuchungen klaren Hait. Die Mehrzah! der un-
tersuchten Substanzen scheidet dabei fir die weiteren Priifungen, die mehrheitlich im Tier-
versuch durchgefuhrt werden, aus. Daher falit auch in diesem Stadium, abhéngig von der
Glte des verwendeten in vitro Modells, die Entscheidung Uber die Zahl der im weiteren Ver-

lauf der Arzneimittelentwicklung notwendigen Tierversuche.

Beim nachsten Schritt werden unter Einsatz verschiedener Tiermodelle zwei Untersuchungs-
richtungen verfolgt. Zum einen wird die akute Toxizitat gepriift, also die systemische Giftig-
keit einer Substanz nach einmaliger Verabreichung. Die Beurteilung erfolgt anhand des
Symptombilldes beim lebenden Tier, anhand von Sektionsbefunden und anhand der Bestim-
mung des LDs-Wertes (Substanzdosis, bei der 50% der Versuchstiere sterben). Parallel zur
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Toxizitatsprufung erfolgt die vertiefte pharmakologische Wirkstoffpriifung (Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik). Unter Pharmakokinetik fat man dabei die Aspekte Adsorption,
Distribution, Metabolismus und Elimination zusammen, weshalb haufig auch von ADME-
Untersuchung gesprochen wird. Zum Bereich der Pharmakodynamik zahit die Klarung der
Fragen, wo, wann und wie der pharmakologische Effekt des Wirkstoffes zustande kommt.
Die in diesem Zusammenhang ebenfalls durchgefihrten Verteilungsstudien zur Verfolgung
des Wirkstoffes und seiner Biotransformationsprodukte bedienen sich in der Regel radioaktiv
markierter Wirkstoffanaloga, die im Gegensatz zur unmarkierten Substanz im picomolaren
Konzentrationsbereich noch exakt nachgewiesen werden kdnnen. Dazu erfolgt eine préapara-
tive Auftrennung von Extrakten aus Exkrementen, Korperfliissigkeiten, Organen und Gewe-
ben mittels HPLC, GC oder LC.

Die Anzahl der Substanzen, mit denen diese Untersuchungen weitergefithrt werden, nimmt
sténdig ab, so dal auf der letzten Stufe der Priifungen nur noch ganz wenige (brigbleiben.

Im letzten Abschnitt beginnen die klinischen Prifungen, die in drei Stufen durchgeflhrt wer-
den - zuerst als reine Vertraglichkeitspriifung an gesunden Freiwilligen (Probanden), an-
schlieBend in einer ersten therapeutischen Anwendung an wenigen Patienten und abschlie-
Rend als breit angelegte Therapiestudie an einem groen Patientenkollektiv, das nicht selten
mehrere Tausend Patienten umfafdt. Parallel zu den kiinischen Studien werden, falls noch
nicht vorher abgeschiossen, Tierversuche zur Ermittiung der subchronischen und chroni-
schen Toxizitat durchgefihrt. Dabei meint der Begriff subchronische Toxizitét die systemi-
sche Giftwirkung nach wiederholter Verabreichung innerhalb eines kiirzeren Zeitraums, wéah-
rend die chronische Toxizitat die mehrmalige Verabreichung tber einen langeren Zeitraum
umfaltt. Ebenfalls zeitgleich zu den klinischen Studien finden die Verfahrensentwickiung der
Produktion im industriellen Mafistab sowie die Suche nach der optimalen Darreichungsform
(Galenik) statt.

Nach dem erfolgreichen Abschluf® all dieser Untersuchungen erfolgt die Zulassung des neu-
en Arzneimittels durch das Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte.

Der gesamte Entwicklungsprozefl dauert bis zur Zulassung 8 — 12 Jahre, und von urspring-
lich rund 10.000 untersuchten Substanzen bleibt nur eine brig.
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Synthetische untersuchte

Naturprodukt Verbindung Substanzen
|
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Strukturaufilérung
| .,
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Toxizitét ) "3
Verfahrens- . Phase | -
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*, Einsalz radioaktiv markierter Wirkstoffanaloga

Phase I: Erste Vertréglichkeitspriifung an gesunden Probanden
Phase li: Erste therapeutische Anwendung an wenigen Patienien
Phase [H: Breitere therapeutische Anwendung an grolRem Patientenkollektiv

Abbildung 2-1: Stadien der Arzneimittelentwicklung

Es ware vermessen anzunehmen, die Entwicklung von Arzneimiitein k&dme eines Tages vol-
lig ohne den Einsatz von Tieren im Rahmen der pharmakologischen Priifungen aus, Dies ist
nicht nur eine Folge von gesetzlichen Vorschriften, sondern auch eine Konsequenz aus der
funktionellen Begrenztheit von in vitro Systemen im Vergleich zum ganzen Organismus. Dies
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sei am Beispiel isolierter Zellen, wie sie im Screening hauflg eingesetzt werden, naher er-
lautert.

Eine Zelle enthalt in ihrem Kern zwar die gesamte Erbinformation des betreffenden Orga-
nismus, aber die Zelle ist spezialisiert, das heilt, sie hat einen gewebsspezifischen Aufbau,
und ihre Leistungen sind ausgerichtet auf eine bestimmte Aufgabe. Aus diesem Grund kann
eine Zelle in einem in vitro Modell nur in sehr begrenztem Umfang einen ganzen Organismus
vertreten und nicht zur Beantwortung von Fragen herangezogen werden, die auf Leistungen
des Gesamtorganismus gerichtet sind (BMFT, 1990).

Trotzdem konnen in vitro Modelle wesentlich zur Reduzierung von Tierversuchen beitragen;
denn die Gesamtzahl der im Rahmen einer Arzneimittelentwicklung durchgefiihrten Tierver-
suche wird maRgeblich in der pharmakologischen Voruntersuchung und damit durch die
Gute des verwendeten in vitro Modells bestimmt. Jede durch unzureichende Mimikrierung
der in vivo Verhaltnisse falsch positiv in die weiteren Untersuchungen mit einbezogene Sub-
stanz bedingt zusatzliche Tierversuche. Deshalb liegt in der Entwicklung moglichst relevanter
in vitro Systeme der Schllissel zur Reduzierung von Tierversuchen in der Arzneimittelent-

wicklung.

2.2 In vitro Systeme

Als Folge intensiver Forschung stehen inzwischen ausgesprochen zahlreiche und vielfaltige
tierfreie Prif- und Erganzungsmethoden zur Verfiigung. Bisher hat sich jedoch noch keine
einheitliche Benennung fir sie durchgesetzt. Man spricht von Alternativmethoden, von in
vitro Methoden oder von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch. Jede dieser
Bezeichnungen hat ihre spezifischen Vor- und Nachteile (BMFT, 1990). Der Ausdruck "Alter-
nativmethoden® ist umstritten, weil er die Problematik verkirzt refiektiert und die Vorstellung
erweckt, der Verzicht auf Tierversuche sei vollstandig méglich. Der Begriff "in vifro Methode"
stammt dagegen aus dem wissenschaftlichen Sprachgebrauch und wirkt beim Laien oft
kiunstlich und fremd. Der Ausdruck "Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch” wird
der Problematik durchaus gerecht, ist allerdings umstandlich. Im englischen Sprachgebrauch
dominiert der Begriff 3R flur Refine, Reduce, Replace (verfeinern, vermindern, ersetzen). im
weitereren Verlauf dieser Arbeit wird die Bezeichnung in vitro Methode Verwendung finden.
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2.2.1 Ansitze fiir in vifro Modelle

Der Versuch, die existierenden in vitro Modelle sowie die ihnen zugrunde liegenden metho-
dischen Ansatze im Rahmen dieser Arbeit umfassend beschreiben zu wollen, ist durch ihre
inzwischen uniberschaubare Vielfalt a priori zum Scheitern verurteilt.

Deshalb soll der Versuch unternommen werden, auf Basis der methodischen Anséatze nur
eine Unterteilung in verschiedene Klassen vorzunehmen, die jedoch keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit erhebt. Fir jede Gruppe werden einige besonders anschauliche Beispiele

exemplarisch dargestellt.

'Kultivierung tierischer oder menschlicher Zellen

Die Verwendung von tierischen und menschlichen Zellkuituren in der biclogischen, medizini-
schen und pharmazeutischen Forschung und Technologie hat in den letzten Jahrzehnten
einen enormen Aufschwung erfahren. Die Kulturen sind mittlerweile zu unersetzlichen Mo-
dellsystemen flr die in vivo Situation geworden und kénnen in der Grundlagenforschung,
physiologisches Verhalten vorausgesetzt, Teilaspekte eines Organs oder des gesamten Or-
ganismus reprasentieren. Die Zellen kommen dabei in den unterschiedlichsten Anwen-
dungsbereichen (pharmakologische und toxikologische Prifungen, Aufklarung zellularer
Grundlagen von Krankheiten, Produktion von Antikérpern und Proteinen) zum Einsatz und
tragen so in erheblichem Maflie zur Reduzierung der Zahl von Tierversuchen bei.

Innerhalb der tierischen und menschiichen Zellkulturen unterscheidet man primére und per-
manente Kulturen. Priméarkuituren Uberleben im allgemeinen nur einige Tage oder wenige
Wochen, wahrend permanente Zellinien dauerhaft lebensfahig sind und kontinuierlich prolife-
rieren. Bei letzteren handelt es sich jedoch nicht um ,normale’, sondern um transformierte
Zellen, die von den Primarkuituren phanotypisch mehr oder weniger stark abweichen kon-
nen.

Flr die Produktion von Proteinen sind Saugerzellkulturen deshalb besonders interessant,
well sie die Produkte in humanspezifischer Form (korrekte Glykosylierung und Faltung) her-
stellen, was bei der Produktion durch gentechnisch veranderte Bakterien nicht maglich ist.
Die Spanne der durch Zellinien produzierten Substanzen reicht von Impfstoffen (ber Im-
munmodulatoren und Hormonen bis hin zu Blutproteinen. [n der Immunologie ist die Her-
stellung monoklonater Antikérper erst durch die Hybridomtechnik (Kéhler und Milstein, 1975)
moglich geworden, und in der Medizin werden in vifro kultivierte Zellen als Substitution fir
geschéadigte korpereigene Zellen eingesetzt, Als Beispiel seien hier die Keratinozyten bei
Verbrennungen, die Inselzellen des Pankreas bei Diabetes und hamopoetische Stammzelien

bei Leuk&mie genannt (Uphoff und Drexler, 1994).
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Durch die enormen Fortschritte der Zellkulturtechnik in den vergangenen Jahren konnen
inzwischen Zellen fast aller Organe und Gewebe in vitro kultiviert und fiir Untersuchungen
eingesetzt werden. Tabelle 2-1 gibt einen, wenn auch zwangslaufig unvolistandigen, Uber-
blick.

Nicht berlicksichtigt in dieser Aufzahlung sind die Tumormodelle, von denen das Deutsche
Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg mehr als 2000, stellvertretend fir fast alle
bekannten Krebserkrankungen, zur Verfigung stellt. Mit ihrer Hilfe kénnen Untersuchungen
im Rahmen der Krebsforschung, z.B. das Screening potentieller Zytostatika, zunachst chne
Einsatz von Versuchstieren durchgefihrt werden. Durch den Einsatz von Robotern ist be-
sonders bei diesen Untersuchungen ein Automatisierungsgrad erreicht, der die Untersu-
chung und Bewertung einer groflen Anzahl von Substanzen ermoglicht.

Organ / Gewebe Forschungsgegenstand Literatur

Blutgefale Arteriosklerose Krautschick 1990

Haut Zytotoxizitét, Hautirritation Hoh 1987; Oliver 1988

Herz Herzmuskelschwéche, Wirkstoffscreening Hasenfuss 1992, Wallukat 1991

Nebenwirkungen von Chemotherapeutika Léw-Friedrich 1990

Leber Metabolisierung von Wirkstoffen Utesch 1992

Lunge Toxizitat von Zigarettenrauch Fielding 1889

Magen Resorption von Wirkstoffen First 1982

Nerven Schmerz, Epilepsie Reuss 1986, Wienrich 1989,

Lampe 1990, Netzer 1990

Nieren Screening von Schieifendiuretika Scoft 1986, MacDonald 1991
Stoffwechselaufklarung

Tabelle 2-1: Beispiels fir Zellkulturen als in vitro Modell
Viele neu entwickelte Verfahren auf Basis von Zelikulturen liefern wertvolie Informationen

Uber Nutzen und Risiko von Substanzen oder sonstigen MalRnahmen am Menschen, die mit
Tierversuchen nicht erreicht werden kénnen. In diesen Fallen liegt kein Ersatz flr einen kon-

10
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kreten Tierversuch vor, sondern eine neue Methode, die ohne Tierversuche unser Wissen
erweitert und verbessert. Auch dadurch kdnnen Tierversuche tberfliissig werden.

Niedere Tiere und Tier-Eier

Unter dem Begriff niedere Tiere werden in der Regel alle Nicht-Wirbeltiere vereinigt, z.B.
Korallentiere, Wiirmer, Schnecken oder [nsekten. Die Verwendung dieser Tiere wird jedoch
kontrovers diskutiert. Zum einen wird die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen
héufig in Frage gestellt, zum anderen kann der Ersatz eines Tieres durch ein anderes, wenn
auch weniger hoch entwickeltes, nur eine Zwischenetappe auf dem Weg zu einer echten
Alternativmethode darstellen.

Die Verwendung bebriiteter Hithnereier ist dagegen nicht nur eine allgemein akzeptierte
Methode, sie stellt als Alternativmethode zum besonders stark kritisierten Draize-Test
(Reiztest am Kaninchenauge) sogar eines der am weitesten verbreiteten in vitro Modelle dar.
Die unter der Schale bebriteter Hihnereier liegende Chorionallantoismembran weist ein
intaktes und funktionsfahiges BlutgefaRsystem auf und gilt als schmerzunempfindlich, da bis
zum Testzeitpunkt (9. Bebriitungstag) noch keine Nervenfasern ausgebildet sind. Die nach
Kontakt mit reizenden Substanzen auftretenden |rritationen sind mit den Rétungen und
Schwellungen vergleichbar, die bei entsprechenden Untersuchungen am Kaninchenauge
beohachtet werden. Bei dieser Methode handelt es sich um einen Grenzfall zwischen in vitro
und in vivo System, da der unter der Membran liegende Embryo zum Zeitpunkt der Untersu-
chung bereits deutlich erkennbar ist (Sewing 1994).

In vitro Systeme mit Mikroorganismen

Mikroorganismen sind mit Wirbeltieren nur noch so entfernt verwandt, daf} sie nur in Einzel-
fallen als brauchbare in vitro Modelle verwendet werden konnen. Ein solches Beispiel ist der
sogenannte AMES-Test, ein in vifro Schnelitest zur Uberprifung der Mutagenitat von Sub-
stanzen. Dabei werden Saimonella typhimurium auf Agar-Plaiten mit den Testsubstanzen in
Kontakt gebracht und die Mutationsrate der Bakterienkolonien als Mal fiir die Mutagenitét
verwendet. Der AMES-Test kann jedoch nur Substanzen erkennen, die genotoxisch sind,
also die DNA angreifen — kanzerogene Verbindungen, die nicht gleichzeitig auch mutagen
sind, werden falsch-negativ detektiert.

Um die Biotransformation der Testsubstanzen zu simulieren und damit eine eventuelle
Mutagenitat der metabolischen Abbauprodukte zu untersuchen, kédnnen den Versuchsansat-

zen bei Bedarf Saugetier-Lebermikrosomen zugesetzt werden (Lebsanft 1989).

11
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Computergestiitzte Verfahren

Der Einsatz von Computern kann in zweierlei Hinsicht zur Reduzierung von Tierversuchen
beitragen — als indirekte Einsparmalnahme bei der Planung der Wirkstoffsynthese sowie
direkt durch Simulation von Substanzwirkungen aufgrund zellkinetischer Kenntnisse.

Aus Ergebnissen friherer Tierversuche und in vifro Untersuchungen sowie durch die zu-
nehmenden Einblicke in die zelluidren Wirkmechanismen von Substanzen k&nnen am Com-
puter malgeschneiderte Wirkstoffe entworfen werden. Dies ermoglicht ein gezielteres Auf-
finden der optimalen Zielstrukturen und damit eine deutliche Reduzierung der Substanzen,
die in die pharmakologischen Voruntersuchungen einbezogen werden missen. Durch den
rasant fortschreitenden Erkenntnisgewinn {iber die molekularbiologischen Ursachen von
Krankheiten wird die Effektivitat dieses Computer-Modellings in Zukunft weiter steigen.

Auch auf der Ebene der Priifung von Substanzen an Versuchstieren lassen sich durch Com-
putereinsatz wohl bald Einsparungen realisieren, da es inzwischen mdglich ist, einfache bio-
chemische und physiologische Funktionen durch zellkinetische Parameter zu beschreiben.
Dies gilt insbesondere fliir die Wirkung zytofoxischer Medikamente auf Tumorzellen (Knolle,
1988). Somit erscheint es fir die nahe Zukunft realistisch, zelluiare Effekte von Substanzen
mathematisch zu simulieren und so deren Wirksamkeit ohne die Durchfiihrung von Tierver-

suc_hen zu beurteilen.

Lehrfilme, Videos und Computerprogramme

Die Durchfithrung von Tierversuchen sowie deren Ersatz durch Alternativmethoden im Rah-
men der Aus- und Weiterbildung wird derzeit noch heftig diskutiert. Es ist einerseits nachvoll-
ziehbar, dal jemand, der beruflich mit Tieren umgehen muB, im Rahmen seiner Ausbildung
darauf vorbereitet wird. Andererseits bietet die inzwischen verfiigbare Vielzahl von audiovi-
suellen Ersatzmethoden eine Reihe von Vorteilen gegeniiber dem Experiment. Insbesondere
durch interaktive Computerprogramme, verknlpft mit Videoaufnahmen, lassen sich Inhalte
mindestens gleichwertig, wenn nicht gar besser vermitteln. Zudem kénnen Eingriffe und Be-
handlungen beliebig oft wiederholt werden,

Trotzdem werden sich Eingriffe und Behandlungen am lebenden Tier im Rahmen der fortge-
schrittenen Ausbildung zum Erlernen von Arbeitstechniken vorerst nicht vollig vermeiden

lassen.
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2.2.2 Stufen der Entwicklung einer in vitro Methode

Der Verlauf der Entwicklung einer in vitro Methode kann im Detail je nach dem gewahlten
methodischen Ansatz durchaus differieren. lhnen allen gemein ist jedoch die Einteilung in
vier Phasen: Orientierung, Evaluierung, Standardisierung und Validierung.

Deren Inhalt sei exemplarisch fir eine Zellkulturmethode, wie sie auch Gegenstand der vor-
liegenden Arbeit ist, ndher erlautert.

In der Orientierungsphase erfolgen der konzeptionelle Entwurf, der Aufbau und die verfah-
renstechnische Charakterisierung des verwendeten Kuitursystems. Darliber hinaus mui} eine
Entscheidung Uber das geeignete biologische Modell, also die verwendeten Zellen (Primar-
material oder permanente Zellinie), getroffen und deren Verfigbarkeit sichergestellt werden.
Nach der anschlieflenden Etablierung und Optimierung der Zellkulturbedingungen kann die
Evaluierung des Systems beginnen. Die im Rahmen der Orientierungsphase zu bericksich-
tigenden Anforderungen an das verfolgte Konzept werden in Kapitel 2.2.3 behandelt.

Zur Evaluierung wird an ausgewahlten Testsubstanzen die Leistungsfahigkeit des aufge-
steliten Modells untersucht, indem die erzielten Ergebnisse mit vorliegenden Erkenntnissen
aus Tierversuchen oder kiinischen Studien verglichen werden. Bei erfolgreicher Beurteilung
hat die Entwickiung der in vitro Methode ein Stadium erreicht, in dem Partner aus anderen
Forschungseinrichtungen in die weitere Methodenentwickiung einbezogen werden missen.
Dazu ist die Standardisierung des Systems sowie der Untersuchungsprotokolie unabdingbar,
um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu garantieren.

Abgeschlossen wird die Entwickiung einer in vifro Methode durch die Validierungsphase, in
der in einem grof angelegten Ringversuch unter Einbeziehung der Zulassungsbehérden der
Wert des neuen Modells beurteilt werden muB. Nach erfolgter Validierung bleibt im Einzelfall
zu prifen, auf welchem Wege eine allgemeine Akzeptanz der neuen Alternativmethode er-

reicht werden kann.

2,2.3 Anforderungen an in vitro Modelle

Der Wert eines in vitro Modells hangt von seiner Ubereinstimmung mit dem biologischen
System ab, also seiner Fahigkeit, die physiologischen Verhéltnisse im Organ/Gewebe oder
dem Gesamtorganismus zu mimikrieren (Shuler 1996). Fir die Eniwicklung eines Zellkultur-
modells ergibt sich daraus die primére Aufgabe, die physiclogischen Wachstumsbedingun-
gen der Zellen moglichst gut nachzustellen. Im Regelfall, mit Ausnahme reifer Blutzellen, ist
dies das Gewebe, also die Kultivierung im dreidimensionalen Verband - eine Forderung, der
viele der aktuell verwendeten in vitfro Modelle nicht gerecht werden. Eine positive Ausnahme
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bilden die sogenannten Multizell-Spheroiden, die inzwischen sowohl aus Tumorzellen als
auch aus gesundem Gewebe generierbar sind, und die Untersuchungen eriauben, die am
Tier nur schwer oder kaum mdglich sind. Als Beispiel sei die Untersuchung des invasiven
Wachstums maligner Zellen genannt (Brauner 1987). in der Herstellung und Handhabung
sind diese Zellaggregate jedoch ausgesprochen anspruchsvoll.

Von Interesse ist ebenfalls eine grofe Flexibilitdt des Systems hinsichtlich der experimentel-
len Rahmenbedingungen. Die Entwicklung eines ,|dealmodells’, das zur Untersuchung aller
Fragestelllungen eingesetzt werden kann, ist naturlich reine Utopie. Je variabler die experi-
mentellen Moglichkeiten eines in vitro Konzeptes aber sind, desto gréfter ist die Zahl der
Einsatzméglichkeiten, und desto leichter werden sich potentielle Anwender finden lassen.
Unverzichtbar ist eine Beobachtungs- und/oder Zugriffsmoglichkeit auf das biologische Sy-
stem wahrend der Untersuchung, also die Implementierung einer Probenahme oder idealer-
weise einer on-line Analytik.

Im Rahmen von Wirkstoffpriifungen an Versuchstieren treten nach Applikation der Testsub-
stanz, verursacht durch Aufnahme und Metabolisierung in verschiedenen Organen, Ande-
rungen in der Wirkstoffkonzentration auf. /n vitro Modelle, die solche Konzentrationsverléufe
gezielt einzustellen vermdgen, erdffnen bessere Moglichkeiten zur Simulation der Verh&ltnis-
se im Tierversuch und damit den Zugang zu mbglicherweise relevanteren Ergebnissen.
Ebenfalls nicht zu vernachléssigen sind tkonomische Aspekte, Eine Alternativmethode, die
eine aufwendige Spezialisierung hinsichtlich Ausrlistung und Handhabung erfordert, wird
sich weder in der industrie noch in Forschungseinrichtungen durchsetzen kdnnen.
Zusammengefalit ergeben sich folgende grundlegende Anforderungen an neue in vitro Sy-
steme, die zwar nicht in jedem Einzelfall maximal eingehalten und erfullt werden kdnnen, die

aber Gegenstand und Ziel des wissenschaftlichen Bemihens sein sollten:

Exakte, vielfaltig einstellbare experimentelle Rahmenbedingungen
Zellkultivierung unter physiologischen in vivo Bedingungen

Maoglichkeit zur jederzeitigen Probenahme; idealerweise on-line Analytik
Simulation von Wirkstoffkonzentrationsverlaufen im Organismus

S

Einfache Handhabung und geringe Kosten
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2.3 Zellzyklus und Zellzyklussynchronisation

Im Gegensatz zu Bakierien, die bei exponentiellem Wachstum praktisch kontinuierlich ihre
DNA replizieren und sich teilen, lauft die Teilung eukaryontischer Zellen in einem zyklischen
Geschehen mit funktionell unterschiedlichen Phasen ab (Abb. 2-2). Auf die Phase der akii-
ven Zellteilung (Mitose: M-Phase) folgt eine erste Zwischenperiode, die Gi-Phase (G flr
engl. gap = Llcke), eine Periode intensiver Proteinsynthese zur Auffilllung der nach der
Zellteilung ausgediinnten Zellpools. Hieran schlieRt sich die Synthesephase an (S-Phase),
wahrend der die DNA repliziert und die Histone und andere Zellkernproteine synthetisiert
werden. Beim Eintritt in die S-Phase (berschreitet die Zelle den sogenannten Restriktions-
punkt, wahrend sie unter unglinstigen physioclogischen Verhéitnissen in einen reversiblen
Ruhezustand (Gy-Phase) eintritt (Kiesewetter 1998). An die S-Phase schliefit sich eine
zweite Zwischenperiode (G.-Phase) an, die schliefllich in die erneute Zellteilungsphase
miindet (Karlson 1294).

M-Phase
{Zellteilung)

S-Phase

(DNA-Synthese) G,-Stadium

Restriktions-
punkt

Abbildung 2-2: Zellzyklus einer Saugerzelle

Die Regulation des Zellzyklus geschieht an bestimmten Zeitpunkten durch ein System von
Protein-Kinasen. Zur Aktivierung missen diese Kinasen an spezifische Proteine, sog. Cycli-
ne, binden, die zu bestimmten Zeitpunkten des Zellzyklus synthetisiert bzw. abgebaut wer-
den. Bei Hefen wurden Gi-Cycline (CLN 1-3) beschrieben, die filr den G4/S-Ubergang ent-
scheidend sind, wahrend eine zweite Cyclin-Klasse (mitotisches Cyclin B) den Ubergang von
G, zur Mitose ausldst. Der Abbau der einzelnen Cycline wird durch Ubiquitin-Ubertragung

auf die jeweiligen Cyclin-Arten ausgelost.
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Die an der Regulation des Zellzyklus beteiligten Gene werden haufig auch als cdc (cell cycle
division genes) bezeichnet (Denhardt 1986).

Viele Arzneimittel wirken spezifisch auf Zellen in bestimmten Stadien des Zelizykius. So
blockiert z.B. das in der Tumorbehandlung eingesetzte Chemotherapeutikum Doxorubicin die
Topoisomerase und wirkt so selektiv auf Zellen in der Synthese-Phase (Antman, 1996).

Zur Aufklarung der genauen Wirkmechanismen solcher Substanzen sind ,normale” Zelikuitu-
ren nur begrenzt einsetzbar, da durch die Verteilung der Zelien auf die verschiedenen Pha-
sen des Zellzyklus eine Mischwirkung entsteht. Besser geeignet sind synchronisierte Kultu-
ren, also Zellen, die sich alle in der gleichen Zellzykiusphase befinden und diesen synchron
durchlaufen. So kann die Wirkung der jeweiligen Substanz in den einzelnen Phasen des
Zelizyklus getrennt untersucht werden.

Wegen der Bedeutung und der breiten Einsatzmoglichkeit zur Beantwortung zelibiologischer
Fragestellungen wurden zahlreiche verschiedene Methoden zur Synchronisation von Zell-
kulturen entwickelt. |hnen liegen unterschiedliche Prinzipien zugrunde, und sie fihren zur
Synchronisation in verschiedenen Phasen des Zellzyklus.

Im folgenden werden die wichtigsten Methoden kurz erlautert:

1. Trennung aufgrund physikalischer Eigenschaften

Hierzu zahlen sowohl Zentrifugationsmethoden als auch der sogenannte mitotic shake-off.
Die erstgenannten Techniken machen sich die Tatsache zunutze, dal die ZeligroRe zwi-
schen G-Phase und Mitose zunimmt. Durch gezielte Zentrifugationsschritte erhalt man Zel-
fen unterschiedlicher GroRe und damit unterschiedlicher Position im Zellzyklus (Mitchell,
1977).

Die Methode des mitotic shake-off eignet sich nur fir adhérente Zellen und basiert darauf,
dafll sich diese Zellen wahrend der Mitose abrunden und kurzzeitig eine deutlich abge-
schwichte Adharenz aufweisen. Bei Kultivierungen in Rollerflaschen kénnen diese Zellen
durch Erhdhung der Umdrehungszahi leicht von der Wachstumsoberflache abgeldst und
separiert werden. Man erhélt so eine in der Mitose synchronisierie Zellpopulation (Terasima,
1963).

2. Trennung aufgrund biochemischer Eigenschaften

Bel dieser Methode wird die DNA der Zellen mit einem Vitalfarbstoff (z.B. Hoechst 33342)
angefarbt und anschliefend mittels Flow Cytometer und Zellsortierer entsprechend ihrem
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DNA-Gehalt getrennt. Der Farbstoff schadigt die Zellen nicht und erlaubt eine anschlieRende
Weiterkuitivierung. '

3. Chemische Arretierung im Zelfzyklus

Die Methode der chemischen Arretierung bedient sich meist der selekiiven Blockierung eines
far die Uberschreitung des Restriktionspunktes (Abb. 2-2) wichtigen Enzyms. So blockiert
beispielsweise Hydroxyharnstoff die Tetrahydrofolat-Dehydrogenase (Tobey, 1972) oder
Aphidicolin die DNA-Polymerase o (lkegami, 1978). In den meisten Falilen weisen diese
Substanzen jedoch ein erhebliches toxisches Potential insbesondere fir Zellen in der S-
Phase auf (Fox, 1987). So ist das ebenfalls haufig fur Zellsynchronisationen verwendete
Methotrexat z.B. ein in der Tumorbehandlung verwendetes Chemotherapeutikum. Die toxi-
sche Wirkung auf Zellen in der Gi-Phase ist meist erheblich geringer, was man sich bei den

kombinierten Methoden zunutze macht.

4. Kombinierte Methoden

Diese Techniken kombinieren in der Regel den mitotic shake-off mit einer anschlieffenden
chemischen Arretierung der gesammelten Zellen. Dies hat den Vorteil , daf die Toxizitat der
verwendeten Substanzen minimiert wird und man eine am Restriktionspunkt arretierte Zell-

population erhalt (Fox, 1987).

Im Tierversuch ist eine Zellzyklussynchronisation nicht moglich, so daf sich hieraus ein

Vorteil fir in vitro Methoden ergibt.

2.4 Radiopharmazeutika fiir in vivo Untersuchungen

Die Positronenemissionstomographie (PET) und die Einzelphotonenemissionscomputerto-
mographie (SPECT) sind bildgebende Verfahren zur Durchfiihrung von in vivo Untersuchun-
gen in der klinischen Diagnostik unter Verwendung radioaktiv markierier Moleklle (Radiotra-
cer oder Radiopharmazeutika). Im Rahmen der SPECT kommen y-Strahler zum Einsatz,
wahrend die PET Positronen-emittierende Radionuklide verwendet und deren Vernichtungs-
strahlung detektiert.

Da in dieser Arbeit ausschlieRlich der Positronenstrahler ['®F] eingesetzt wurde, wird im fol-
genden naher auf die Positronenemissionstomographie, die dabei eingesetzten Radiotracer
sowie auf die aktuelle Forschung eingegangen. Die meisten der behandeiten Aspekte hesit-
zen jedoch auch fiir die SPECT Gitigkeit, ['*F] geht durch Emission eines Positrons und

17




Theoretische Grundlagen

eines Neutrino und anschlieende Paarvernichtung des Positrons mit einem Elektron in [°0]
und zwei y-Quanten von 511 keV Uber. Die y-Quanten werden dabei im 180° Winkel emittiert
(Abb. 2-3).

18
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Abbildung 2-3: Radioaktiver Zerfall des Fluorisotops '°F

Mit der Positronenemissionstomographie kénnen biochemische und physiologische Vorgan-
ge im lebenden Organismus nicht nur mit hoher Sensitivitdt und Ortsaufldsung (3-5 mm) er-
faiit werden, die Verwendung geeigneter biomathematischer Modelle erlaubt sogar deren
regiospezifische Quantifizierung. Damit gelingt der Brickenschlag von der in vitro zur /n vivo
Molekularbiologie {(Coenen 1994).

Durch die hohe Empfindlichkeit der Positronenemissionstomographie kénnen die Radiotracer
in auRerordenttich geringen Mengen eingesetzt werden (Bei Untersuchungen am Menschen
kann eine Masse von 0,1 ug leicht unterschritten werden.) Dies schlie3t eine pharmakody-
namische Wirkung des Tracers ebenso aus, wie eine Stérung der biochemischen FlieR3-
gleichgewichte im Organismus. Dartiber hinaus wird auch die pharmakokinetische Untersu-
chung toxischer Verbindungen moglich.

Die Zahl der flir die PET verwendbaren Nuklide ist leider sehr begrenzt. Die wichtigsten sind
[''C], [1°0] und [®F], wobei [''C] (ty2 = 20,4 Minuten) und [*°0] (ty. = 2,05 Minuten) die Syn-
these von Radiotracern erlauben, die in Molek{ilstruktur und Eiementzusammensetzung dem
unmarkierten Molekiil entsprechen. insbesondere ['°0] ist jedoch extrem kurzlebig, was die
synthetischen und pharmakologischen Verwendungsmaoglichkeiten einschranki. Ein Trans-
port solcher Radiotracer tiber grofere Entfernungen ist nicht moglich. Von Vorteil sind dage-
gen die durch die kurze Halbwertzeit bedingte geringe Strahlendosis und die schnelle Wie-
derholbarkeit von Untersuchungen.

Die Verwendung anderer Nuklide mit i&ngerer Halbwertzeit, z.B. ['*F] (t» = 109,7 Minuten),
erlaubt zwar ausgedehntere Synthesen und langere Untersuchungszeiten, filhrt aber in der
Regel zu einem Analogtracer, dessen pharmakologisches Verhalten vor der Durchfiihrung
pharmakokinetischer Studien erst untersucht werden muf3.
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Die wichtigsten Einsatzbereiche in der nukiearmedizinischen Diagnostik sind zur Zeit die
Erfassung folgender biochemischer und physiologischer Funktionen (Coenen 1994).

¢ Regionaler BlutfluR und Sauerstoffverbrauch

o Substratstoffwechsel

o Rezeptordichte und —besetzung

e Immunreaktionen

¢ Biochemie neuronaler und hormoneller Transmitter

¢ Enzymreakiionen

Obwohl in der Literatur inzwischen weit Uber 500 Radiotracer fUr die Positronenemissions-
tomographie beschrieben wurden, befinden sich erst relativ wenige in der routinemafigen
Kiinischen Anwendung — die meisten zur Untersuchung physiologischer Grundfunktionen.
Tabelle 2-2 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten PET-Tracer und ihre Hauptindikationen.

Die Entwicklung neuer Radiotracer gliedert sich in zwei Teilschritte. Im Mittelpunkt der Kon-
zeption einer Synthesestrategie stehen Aspekte wie die beabsichtigte Position des Markie-
rungsisotopes, die Synthesedauer inkiusive Isolierung und Reinigung, die radiochemische
Ausbeute und die spezifische Aktivitdt. Daran anschiieRend erfolgt die pharmakologische
Validierung. Die PET erlaubt nur die Bestimmung der Aktivitatskonzentration im Organismus,
nicht aber deren molekularer Struktur. Deshalb ist die Aufkiarung des metabolischen Schick-
sals des Radiotracers elementare Voraussetzung. Flr stoffwechselanaloge Radiofracer (z.B.
["®F]FDG oder [*®F)Fluortyrosin) bedeutet dies die Untersuchung des Metabolismus hinsicht-
lich Stabilitat, Spezifitat und storender Nebenprodukten sowie die Ermittlung der Aufnahme-
kinetik und der Organverteilung. Diese pharmakologische Bewertung erfolgt zunéchst in vitro
an geeigneten Zellkuiturmodellen und spater an Kleintieren.

Abschlielfend erfolgt die Aufstellung eines biomathematischen Modells, das die Quantifizie-
rung der PET-Untersuchungen erlaubt.

Das Hauptaugenmerk der aktuellen Forschung ist zum einen auf die Entwickiung von Re-
zeptorliganden, mit dem Ziel einer hohen Subtypenspezifitat (Inzwischen sind fiir fast alle
Rezeptortypen Liganden verfugbar.), und zum anderen auf die Tumordiagnose und Thera-
piekontrolle gerichtet. Bei letzterer existiert ein interessanter Ansatz in der Markierung von
Chemotherapeutika zur verbesserten Therapieplanung auf Basis quantitativer Verteilungs-

daten.
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Radiopharmakon

Physiologische Funktion

Indikation

1-[""ClAcetat

[methyl-"'C]Methionin

[""CIMethylspiperon
[11C]Racloprid

[**NJAmmoniak

['°0O]Sauerstoff

['°0)Kohlenmonoxid

[*°0O]Kohlendioxid
['*O]Wasser
['®O]Butanol

["®F]Fluorid

2-["®F]Fluor-2-deoxy-D-
glukose

B8-]"®F]Fluor-L-dopa

2-["®F]Fluor-L-tyrosin

[*®F]Fluoralkylspiperon

5-["®F]Fluoruracil

Oxidativer Stoffwechsel,
Citrat-Zykius

Aminoséauretransport

D.-Rezeptorbindung

D,-Rezeptorbindung

Blutflul®

Os-Verbrauch

Blutvolumen

Blutflufd

Apatiteinlagerung

Glukose-Phosphorylierung

Decarboxylierung
Aminosauretransport, Pro-
teinsynthese
D.-Rezeptorbindung

DNA-, RNA-Synthese-
hemmung

Myokard-Vitalitat
Tumor-Malignitatsgrad, Rezidiv-
diagnostik, Therapiekontrolie
Motordegenerative und psychatri-
sche Erkrankungen, Therapie-

monitoring von Neuroleptika

Perfusionsmessung in Myokard und
Tumor

Regionaler Sauerstoffverbrauch

Regionales Blutvolumen in Hirn,
l.eber, Lunge, Tumor

Perfusionsmessung in Hirn, Herz,
Leber, Tumor,
extravaskuléres Lungenwasser

Knochenmetabolismus, Knochen-
metastasen

Demenzen, Epilepsie, Tumorgra-
ding, -therapiekontrolle, koronare
Herzerkrankungen, Myokard-Vitalitat

Motordegenerative Erkrankungen
(Morbus Parkinson)

Siehe Methionin

Siehe Methylspiperon

Tumortherapieplanung (Applikation
von 5-FU)

Tabelle 2-2: Etablierte PET-Radiopharmaka und ihre Hauptanwendung (Coenen, 1994)
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Bei der Etablierung neuer Synthesetechniken sind zwei Trends besonders hervorzuheben —
der Einsatz von Enzymen und die Umsetzung an Festphasenoberflichen. Der Einsatz von
Festphasen erleichtert insbesondere die Abtrennung von Reagentien und empfiehlt sich
deshalb fir die Automatisierung (z.B. Fluorierung mit an organischen Anionentauschern ge-
bundenem ['°F] (Mulholland 1989)), wahrend die Enzymkatalyse durch schnelle stereospezi-
fische Reaktionen den Zugang zu Radiotracern erdffnet, die bisher aufgrund vielschrittiger
Synthesen nicht mit ausreichenden radiochemischen Ausbeuten und spezifischen Aktivitaten

darstellbar waren.

2,41 [*¥F}-2-Fluor-2-Deoxyglukose

Das Glukoseanalogon ["®F]-2-Fluor-2-Deoxyglukose (FDG) findet als metabolischer Tracer
zur in vivo Untersuchung des Glukosestoffwechsels von Organen und Geweben mit hohem
Energiebedarf (Gehirn, Herz, Tumore) breite Anwendung. Daraus resultiert eine vielfaltige
Palette von Indikationen, die koronare Herzerkrankungen und Myockard-Vitalitatsunter-
suchungen ebenso umfafdt wie die Bestimmung regionaler Glukoseverbrauchsraten in Orga-
nen oder Geweben, den Nachweis von Hirnfunktionsstérungen (z.B. Alzheimer, Epilepsie)
oder die Tumordetektion und -therapiekontrolle (Abou-Khalil 1987, Alavi 1988 Botker 1997,
Di Chiro 1987, Duara 1986, Haberkorn 1997, Reutens 1998, Saha 1994). Abbildung 2-4
zeigt ein Beispiel fir die Detektion eines Hirntumors - in diesem Fall ein hochmalignes Astro-
zytom - durch PET-Untersuchungen mit ['°F]-2-Fluor-2-Deoxyglukose - der Tumor ist deutlich
durch die erhohte Radioaktivitatsanreicherung (heller Bereich) zu erkennen. {aus Di Chiro
1986).

Abbildung 2-4: Positronenemissionstomographische Diagnose eines Hirntumors mit FDG

21




Theoretische Grundlagen
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Abbildung 2-5: FlieRschema zur nukleophilen '*FDG-Synthese (Coenen, 1994)
Neben [®OJOH, ist ["*F]JFDG der wohl am besten untersuchte und am haufigsten eingesetzte

PET-Tracer, was durch die Aufnahme dieser beiden Verbindungen in die Européaische

Pharmakopoe dokumentiert wird (Coenen 1994).
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Die tragerarme Darstellung von [®*F]JFDG gelingt durch nukleophile Synthese (Abb. 2-5) in
52 Minuten mit einer Ausbeute von 33%, bezogen auf die eingesetzte Aktivitat, und einer
spezifischen Aktivitdt >2000 Ci/mmol (Hamacher 1986, 1990). Die Bezeichnung 'tragerarm’
oder auch 'no carrier added' bezeichnet die Synthese chne Zusatz oder Entstehung des un-
markierten Traceranalogons (in diesem Fall [°*F]FDG).

Die Verwendung von ['®*F]FDG zur Tumordetektion, auf die im folgenden naher singegangen
werden soll, basiert auf der erhéhten FDG-Anreicherung in Tumorzellen im Vergieich zum
umiiegenden Gewebe. Dies ist eine Folge ihrer erhdhten glykolytischen Aktivitat, die sich in
einer verstarkten Glukosetransporter-Expression und erhohten Hexokinaseaktivitat wider-
spiegelt (Waki 1998).

Die Metabolisierung von Glukose unterscheidet sich von der ihres fluormarkierten Analo-
gons. Wahrend Glukose nach dem Transport Gber die Zellmembran und der Phosphorylie-
rung zu Glukose-6-Phosphat entweder in Richtung Glykolyse, Pentosephosphatweg oder
Glykogen weiter verstoffwechselt wird (Abb. 2-6), kann FDG-6-Phosphat nicht weiter meta-
bolisiert werden. Dies f(hrt, da FDG-6-P nicht mehr membrangangig ist und die Phosphata-
seaktivitat, zumindestens im Gehirn, vernachlassigbar klein ist, zur intrazellularen Anreiche-

rung.

o (lukose

Phosphatase Hexokingse

Glukose-6-Phosphat

}

Fruktose- Glukonolacton-
Glukose-1-Phosphat 6-phosphat 6-Phosphat
Glykogen Glykolyse Pentosephosphatweg

Abbildung 2-6: Vereinfachtes Schema des Glukosemetabolismus
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In den ersten beiden Schritten des Glukosestoffwechsels, dem Transport (ber die Zellmem-
bran durch erleichterte Diffusion (iber transmembrane Carrier (GLUT 1-ll) und der Phospho-
rylierung, konkurrieren Glukose und FDG miteinander, was zu einer kompetitiven Inhibierung
fOhrt. Interessanterweise ist die Affinitat des Transporters zu FDG hoher als die zu authenti-
scher Glukose. Im Rattenhirn wurde fur den fransmembranen Transport fir FDG ein K-Wert
von 6,9 mM ermittelt, wahrend der entsprechende Wert fir Glukose mit 11,0 mM deutlich
hoher llegt (Crane 1983). Die Maximalgeschwindigkeiten sind dagegen nicht signifikant un-
terschiedlich.

Die Affinitat der Hexokinase liegt dagegen eindeutig auf Seiten der Glukose. Hier ist die An-
gabe exakter kinetischer Konstanten aber kaum méglich, da das Enzym sowohl mitochondri-
al gebunden als auch frei im Cytosol vorliegen kann. Die beiden Formen besitzen unter-
schiedliche kinetische Eigenschaften und kénnen je nach dem energetischen Bedarf der
Zelle schnell (innerhalb von Minuten) und reversibel ineinander (bergehen. Gebundene
Hexokinase hat eine weniger stark ausgepragte Inhibierung durch die Reaktionsprodukte
(Glukose-6-Phosphat und ADP) und zeigt eine starkere Bindungsaffinitat zu den Substraten
als die frei voriiegende Form (Graham 1985).

Abbildung 2-7 zeigt eine vereinfachte Darstellung der Aufnahme und Metabolisierung von
Glukose und FDG im Gehirn.

endotheliale
Kapillarmembran
Plasma / Medium Hirn / Zellen
k*] — 1% k*_‘» 18
"FDG < - FDG ——— FDG-6-Phosphat

* .
k2 \—k“l—/
k,

Glukose —k?——> Glukose-6-Phosphat

k,
. k, i
f Metabolite

Glukose

A

A

Abbildung 2-7: Schematische Darstellung der zellularen Aufnahme und Verstoffwechseiung
von Glukose und 2-[**F]Fluor-2-Deoxyglukose (FDG)
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Die hthere Affinitat des fransmembranen Transportcarriers zu FDG fihrt nicht zwangslaufig
zu einer verstarkten intrazelluléaren Akkumulation, da der Riicktransport aus der Zelle heraus
ebenfalls beschleunigt ablauft (Hasselbalch et al. 1996). Erst mit der Umsetzung zu nicht
membrangangigem FDG- bzw. Glukose-6-Phosphat kommt es zur Anreicherung in der Zelle.
Durch die vernachlassigbar geringe Phosphataseaktiviat in Gliomzellen (Spence 1998) ist
diese Reaktion quasi irreversibel.

Die FDG-Aufnahme kann dabei folgt beschrieben werden:

d(.'b . * * 1
7=k[*"‘cp—(k2+k3)°‘cb+k2*cm (1)
d
n = k; Yep - ky* e, 2)
K 4. [min"} Geschwindigkeitskonstanten
Gp [mmol/|] FDG-Konzentration im Bluiplasma
Cp [mmol/i] FDG-Konzentration im Gewehe
Cm [mmotfl] FDG-6-Phosphat-Kenzentration im Gewebe

Der direkten, nicht-invasiven Messung (PET) zugéanglich ist jedoch nicht die Substanzkon-
zentration, sondern nur die Aktivitatskonzentration in Zerfallen pro Minute (cpm/l). Uber die
eingesetzte spezifische Aktivitat des verwendeten Radiotracers [cpm/mmol] kdnnen die ent-

sprechenden Werte aber berechnet werden.

¢
o= Akt (3)
Agsp
C [mmolfi] Stoffmengenkonzentration
Ag fepm/mmol] spezifische Aklivitat
Caki, [cpmi] Aktivitatskonzentration

Die Positronenemissionstomographie vermag nicht zwischen FDG und FDG-6-Phosphat zu
unterscheiden, so daft im Gewebe nur die Gesamiaktivitdtskonzentration als Summe von

FDG und FDG-6-Phosphat gemessen werden kann,
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¢, =cp ey, 4)
ol [mmol/i] FDG + FDG-6-Phosphat-Konzentration im Gewebe
Da die Phosphataseaktivitat und damit die Dephosphorylierung von FDG-6-Phosphat im Ge-

hirn, wie oben beschrieben, unbedeutend gering ist, kénnen die Gleichungen 1 und 2 unter

Vernachlassigung von k4 wie folgt vereinfacht werden.

de * * AW

d_tb=k1 *Cp'—(kz +k3)*cb (5)
de *

om _ gt + 6
a e ©)

Unter Berlicksichtigung der Randbedingungen (Zum Zeitpunkt t = 0 sind sowohl die FDG- als
auch die FDG-6-Phosphat-Konzentration gleich Null.) ergibt sich fir eine konstante Radio-
tracerkonzentration im Blut als Lésung der Differentialgleichungen:

* %

¢, ()= f 7 *( l—e(Hk;—k;)*'J (7)

ky + ks

K *ky ¥k *e

(6 + 55 f

¥ *2 g T A

kl k3 Cp _kl *kS Cp *e(_kg_k;)*!
2 * *

(k;+k;) ky + ks

* *

ko + ks

P o r*spte. %
kl k3 Cp {4+

(8)

Co (t) ==

k:*cp*L¢*k§*k;—k;+k;*ePh“h*’—kf*r) @)
(k; + . f

¢ B)=-

Die Losung der Differentiaigleichungen erfoigte rechnergestiitzt unter Verwendung mathe-
matischer Software (Maple V Release 5.1, Waterloo Maple Inc., Kanada). Der detalillierte
Lésungsweg ist fiir Gleichung 5 exemplarisch im Anhang dargestellt.
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Die in klinischen Untersuchungen ermittelten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Einzelre-
aktionen weisen eine erhebliche patientenspezifische Variabilitat auf, was aus den Beispiel-

werten in Tabelle 2-3 deutlich wird.

K K> K's Quelle
0,089 0,269 0,135 Spence, 1998
0,227 — 1,245 0,144 - 0,183 0,011 — 0,048 Oriuchi, 1996
0,105 0,148 0,074 Reivich, 1985
0,102 0,13 0,062 Phelps, 1979
0,131 0,225 0,106 Friediand, 1983

Tabelie 2-3; Geschwindigkeitskonstanten in [min”'] des zellularen Transports und Metabolis-

mus von 2-[*F]Fluor-2-Deoxyglukose in Hirntumoren (klinische Daten)

Der cerebrale Glukosestoffwechsel erlaubt Aussagen Uber Funktionsstérungen oder Ge-
websverédnderungen (z.B. Tumore), ist einer direkten Messung aber kaum zugéanglich. Zur
indirekten Bestimmung in klinischen Untersuchungen wird deshalb FDG eingesetzt. Dazu
wird die FDG-Aufnahme mittels PET quantitativ bestimmt und aus den erhaltenen Werten
der Glukosestoffwechse! berechnet. Da sich FDG und Glukose, wie beschrieben, bezliglich
ihrer Transport- und Phosphorylierungsraten unterscheiden, wird eine Proportionalitatskon-
stante, die Lumped Konstante (LCrpg), bendtigt. Diese beschreibt das Verhéltnis der Net-
toflisse von FDG und Glukose vom Blut ins Gewebe (Gl. 10).

M‘RFDG

LCpps = (10)
MRGH:
LCipne [-] lLumped Konstante fur FDG
MRrpg [mmol/ 100g Gewebe / min] Nettoflux fiir FDG ins Gewebe
MRgik [mmol/ 100g Gewebe / min] Nettoflux fiir Glukose ins Gewebe

Aus den oben dargesteliten unterschiedlichen Eigenschaften von Glukose und FDG bezlg-
lich Transport und Phosphorylierung resultiert eine starke Abhéngigkeit der Lumped Kon-
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stanten von der Plasmaglukosekonzentration, die durch zwei Grenzfalle beschrieben werden
kann.

Fur extrem niedrige Glukosekonzentrationen ergibt sich eine reine Limitierung durch den
transmembranen Transport, wahrend bei hohen Glukosekonzentrationen die Hexokinase
zum limitierenden Faktor wird. Im Fall der Transportlimitierung wird sich die Lumped Kon-
stante dem Verhaltnis der Transportkoeffizienten anndhern, wahrend fir die Hexokinaselimi-
tierung das Verhaitnis der Phosphorylierungskoeffizenten die Grenze fur die Lumped Kon-

stante darstellt.

2.4.2 L-2-["F]Fluortyrosin und [*F]-4-Fluorprolin

Neben Glukosederivaten bilden radioaktiv markierte Aminosaureanaloga eine weitere wichti-
ge Radiotracerklasse, die in der onkologischen Diagnostik eingesetzt wird. Sie zeigen meist
eine bessere Abgrenzung des Tumors vom umliegenden gesunden Gewebe und erlauben
so eine sicherere Abschatzung der Tumorausdehnung als FDG-Studien (Guth-Tougelidis
1995}. Glukoseanaloga bieten dagegen Vorteile bei der Malignitatsbeurteilung. .

Abbildung 2-8 zeigt die Kontrolluntersuchungen im Verlauf der chemotherapeutischen Be-
handlung eines Hirntumors {Oligodendrogliom Grad lil). Der Tumor spricht gut auf die Be-
handlung an und ist nach sieben Monaten fast nicht mehr zu detektieren.

Abbildung 2-8: Chemotherapiekontrolle mit [***]-lod-a-Methyltyrosin (mit freundlicher Ge-

nehmigung des Institutes flir Medizin der Forschungszentrum Jiilich GmbH)
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Die meisten bisher fur die Positronenemissionstomographie eingesetzten Aminosauren sind
["'C)-markiert, was ihre Anwendbarkeit zur Untersuchung der Proteinbiosynthese durch die
sehr kurze Halbwertzeit (t,2 = 20,4 min) stark einschrénkt. Hier bietet die Markierung mit ['®F]
eine Alternative, wie erste klinische Untersuchungen unter Verwendung von L-2-
["®F]Fluortyrosin gezeigt haben. Dieser Tracer benutzt eines der Aminosaure-Carriersysteme
zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke und wird innerhalb einer Stunde in zerebrale Pro-
teine inkorporiert (Coenen 1989).

Ein aktuell in der Evaluierung befindlicher PET-Radiotracer auf Aminosaurebasis ist [*F]-4-
Fluorprolin. Beide Diastereomere der Verbindung kénnen in grofien Aktivitatsmengen, nahe-
zu tragerfrei, durch Kryptand-vermittelte ["®F]Fluorierung der Vorlaufer (2S,4S)- bzw.
(28,4R)-4-(p-Toluensulphonyloxy)-Prolinmethylester dargestellt werden (Abb, 2-9).

[Kr2221" 18F

COQCH
N N
T —_— -

Abbildung 2-9: Schema zur nukleophilen Darstellung von cis-["*F]-4-Fluorprolin (Hamacher
1999)

TosO,, 18
"C>,.—COOCH3 \O,‘- . 195
F3CSO03Haq Y>’COOH

In ersten Untersuchungen an Zellkulturen zeigte sich, dal die Konfiguration der ['°F}-
Bindungsstelle einen erheblichen Einflul auf den zellularen Transport hat. So wurde trans-4-
["®*F]Fluorprolin sowoh! von Gliomzellen als auch von androgensensitiven und hormonresi-
stenten Prostatakarzinomzellen besser aufgenommen als das cis-Diastereomer (Borner,
1998).

In Verteilungstudien an Ratten wurde eine starke Anreicherung in der Niere beobachtet,
wahrend in Prostata, Lunge, Milz und Leber geringere Werte gemessen wurden. Die
schwachste Aufnahme zeigten die Haut und das Gehirn {Cremer 1998). In fast allen Orga-
nen wurde analog zu den Zellkulturuntersuchungen eine verstarkte Akkumulation des trans-
Diastereomers registriert.

29




Theoretische Grundliagen

Nach bisherigen Erkenntnissen wird Fluorprolin nicht verstoffwechselt, Daraus ergibt sich fiir
die zellulare Aufnahme folgendes vereinfachtes Schema:

endotheliale
Kapillarmembran

Plasma / Medium Hirn / Zellen

"Fluorprolin < > “Fluorprolin

Abbildung 2-10: Schematische Darstellung der zellularen Aufnahme von 4-["®F]Fluorprolin

Die intrazellulare Fluorprolin-Konzentration als Funktion der Zeit ergibt sich bei konstanter

Konzentration im Blut analog zu den Berechnungen fur FDG.

ky * ‘.
¢ ()= 1ka *(1-5"2 ") (11)

2

Fir lange Beobachtungszeitrdume folgt daraus die Ausbildung einer intrazellularen Gleich-
gewichtskonzentration, die durch das Verhéltnis der beiden Geschwindigkeitskonstanten

bestimmt wird.

*

ko
¢ (r—>oo)=k—L"‘c

» (12)
2

Vergleichsdaten fur die Geschwindigkeitskonstanten k's und k', liegen bisher noch nicht vor.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene humane Gliomzellinien (U-87 MG, U-373
MG und 86HG39) eingesetzt. Gliom ist eine Sammelbezeichnung fir alle von der Neuroglia
(HUll- und Stitzgewebe des Nervensystems) ausgehenden Tumore. Es existieren verschie-
dene Unterarten: Spongioblastom, Oligodendrogliom, Astrozytom, Glioblastom, Retinobla-
stom.

Wahrend die beiden erstgenannien Zellinien von der American Type Culture Collection
(ATCC) bezogen wurden, wurde die Zellinie 86HG39 freundlicherweise von Dr. T. Bilzer (In-
stitut fir Neuropathologie der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf) zur Verfiigung gestellt.

3.1.1 Humane Glioblastomzellinie U-87 MG

Die Zellinie U-87 MG entstammt dem Glioblastom einer 44-jahrigen Frau. Die hypodiploiden
Zellen (diploider Chromosomensatz, bei dem ein Chromosom nur einfach vorhanden ist)
weisen eine epitheliale Morphologie auf, wachsen adharent als Monolayer und bilden in im-
mundefizienten Mausen maligne Glioblastome. Die Zellinie wurde 1968 zum erstenmal be-
schrieben und im Juli 1973 bei der American Type Culture Collection hinterlegt (Ponten et al.
1968).

3.1.2 Humane Glioblastomzellinie U-373 MG

Die ebenfalls 1968 erstmalig beschriebene hypotriploide Zellinie U-373 MG wurde dem Glio-
blastom eines 61-jahrigen Mannes entnommen und wéchst adharent als Monolayer (Ponten
et al. 1968). Die spindelformigen Zellen entsprechen cytopathologisch eher einem Astro-
cytom als einem Glioblastom — eine Einordnung, die durch die Bildung von Grad [l Astro-

cytomen in immundefizienten Mausen unterstitzt wird.

3.1.3 Humane Glioblastomzellinie 86HG39

Die Zellinie 86HG39 wurde 1986 einem rezidiven Glioblastom im linken Frontallappen eines
56-jahrigen mannlichen Patienten entnommen. Sie zeigt einen ausgepragten Polymor-
phismus und wachst normalerweise als Monolayer, ist aber unter geeigneten Bedingungen

auch zur Bildung von Spheroiden befahigt.
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3.2 Kulturmedien

Zur Zellkultivierung werden kommerziell erhaltliche Pulvérmedien mit einigen Zuséatzen ver-
wendet, welche ausschlieftlich mit ultrafiltriertem, pyrogenfreiem Wasser mit einer Leitfahig-
keit < 0,5 uS angesetzt werden. Der pH-Wert und die Osmolalitat werden auf 7,2 bzw. 0,31
Osmol/kg eingestellt. Das zur Kultivierung von U-87 MG und U-373 MG verwendete Medium
basiert auf einer 3:1 Mischung der Pulvermedien DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medi-
um) und Ham’s F-12 (Tab. 3-1), wahrend im Rahmen der Arbeiten mit 86HG39 IMDM (Isco-
ve's Modified Dulbecco’'s Medium) zum Einsatz kommt., Beide Medien werden mit 10 %
fotalem Kalberserum (FCS) supplementiert,

DMEM 9,24
Ham's F-12 2614
HEPES 4,47 g
NaHCO; 249
Rinderserumaibumin, Fraktion 5 019
2-Aminoethanol 6,1 mg
Na,Se,03 2ug
Fettsauren 0,61 mg
tnsulin 0,5mg
Transferrin 0,5 mg
FCS 100 ml

Tabelle 3-1: Zusammensetzung von einem Liter Kulturmedium fir U-87 MG und U-373 MG

IMDM 17,66 g
NaHCO; 3,024 ¢
FCS 100 ml

Tabelle 3-2: Zusammensetzung von einem Liter Kulturmedium fiir 86HG39

Die genaue Zusammensetzung der Pulvermedien DMEM, IMDM und Ham's F-12 findet sich

im Anhang dieser Arbeit.
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3.3 Stammhaltung

Die Stammhaltung der Gliomzellen erfolgt in statischer Kultur in Gewebekulturflaschen mit
75 cm? Wachstumsflache Im Brutschrank (37°C und 5% CO,). Die Zellen werden zweimal
pro Woche umgesetzt und dabei abhéngig von der Wachstumsrate im Verhéltnis zwischen
1:4 und 1:10 auf eine Zelizahl von 10° Zellen je Gewebekulturflasche verdinnt. Dazu wird
das Medium entfernt, der Zellmonolayer einmal vorsichtig mit PBS gewaschen und anschlie-
Bend fur 10 Minuten bei 37°C mit 3 ml Trypsin (2,5 g/, Gibco/BRL, Eggenstein, BRD) inku-
biert. Die abgeltsten Zellen werden in 7 ml Kulturmedium aufgenommen, gezahlt und ent-
sprechend verdiinnt in neue Gewebekulturflaschen mit insgesamt 30 ml Medium inokuliert.

3.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellinien, die primaren Tumoren entstammen, zeigen bisweilen in Langzeitkultivierungen
(Passagenzahlen von 50 oder mehr) morphologische und immunozytochemische Verénde-
rungen (Bilzer et al., 1990), die die Reproduzierbarkeit von Uniersuchungen in Frage stellen
kdnnen. Um dieser Gefahr von vornherein zu begegnen, wurde zu Beginn dieser Arbeit von
allen verwendeten Zellen eine Arbeitszellbank angelegt, aus der alle drei Monate neue Zel-

len aufgetaut wurden. Die maximale Passagenzahl lag damit bei 30.

3.4.1 Einfrieren von Zellen

Der einzufrierenden Kultur werden 5%10° vitale Zellen je vorgesehener Fraktion entnommen
und bei 200 g fir 10 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wird in vorgewéarmtem Einfriermedi-
um (90% FCS, 10% DMSO) resuspendiert und bei -80°C in Fraktionen von 1,8 ml in Kryo-
rohrchen eingefroren. Nach einer Woche wird eine Fraktion aufgetaut und kultiviert. Bei nor-
malem Wachstumsverhalten werden die Ubrigen Fraktionen in die Zellbank bei —196°C
uberfthrt, wo sie mehrere Jahre ohne gréfere Vitalitatsverluste haltbar sind.

3.4.2 Auftauen von Zellen

Um die zellschadigende Wirkung des im Einfriermediums enthaltenen DMSO zu minimieren,
mussen die folgenden Arbeitsschritte moglichst schnell durchgefihrt werden.

Die eingefrorene Zellfraktion wird bei 37°C aufgetaut, mit 5 ml vorgewarmtem Kulturmedium
versetzt und bei 200 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 ml vorgewarmtem
Kuiturmedium resuspendiert und in eine Gewebekulturflasche mit weiteren 20 ml Medium zur

weiteren Kultivierung Oberflhrt.
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3.5 Der Wirbelschichtreaktor als Kultursystem

Der Wirbelschichtreator (Abb. 3-1) besteht aus einer thermostatisierbaren Reaktorrdhre mit
konischem Bodeneinlal}, in die offenporige, mit Gelatine beschichtete (Lullau et al., 1992)
Borosilikattrager (Siran®, Schott, Mainz) gefuillt werden, die einen Durchmesser von 400-500
Hm und eine Porositat von 50 % aufweisen (Abb. 3-3). Die Anstromung von unten fahrt zu
einer homogenen, scherarmen Verwirbelung der Mikrotrager. Der Reaktor ist in einen Um-
lauf integriert, der die Umlaufpumpe, die pO,-Sonde, die blasenfreie Begasung sowie eine
Probenahme flir Medien- und Tragerproben enthalt. Die Begasung erfolgt diffusiv Gber diinn-
wandige Silikonschlauche in einem temperierten Begasungsgefa®. Die Zusammensetzung
des zudosierten Gasgemisches (Prefdluft, O, N,, CO,) wird durch Massendurchfiulventile

gesteuert.

. —JD Kulturiiberstand

Mikrotrager mit
immobilisierten Zellen

Frischmedium Il>:

blasenfreie
Begasung

Probenahme

«
37°CH

Umlaufpumpe

Abbildung 3-1: Flielschema des fiir Fermentationen verwendeten Wirbelschichtreaktors

Die Frischmedienzufuhr erfolgt kontinuierlich entsprechend dem metabolischen Bedarf der
Zellen, der durch regelmaBlige Umlaufprobenahmen bestimmt wird. Als Leitsubstrat dient
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Glukose. Die Temperatur und der pH-Wert werden auf 37°C bzw. 7,2 eingestellt, wéhrend
der pO, hinter dem Wirbelbett auf 30% Luftsattigung eingeregelt wird. Das durchstrémbare
Volumen des Systems betragt 83 ml bei einem Tragerschittvolumen von 30 ml.

Die Entnahme von Umlauf- oder Tragerproben kann jederzeit durchgefiihrt werden, entwe-
der Uber das unterhalb der Reaktorrdhre angebrachte ProbenahmegefaR oder durch Offnen
des Reaktordeckels unter einer Sterilbank.

‘BECIRCULATION

Abbildung 3-2: Photographische Abbildung eines Wirbelschichtreaktors
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Abbildung 3-3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines unbewachsenen Tragers

Dieser Wirbelschichtreaktor wurde bereits zur Kultivierung eines weiten Spektrums unter-
schiedlicher Zellen eingesetzt, Dazu zahlen Hybridoma, CHO und BHK ebenso wie humane
Gliomzelien oder Primarmaterial wie Hepatozyten aus der Schweineleber oder stromale
Zellen aus humanem Knochenmark {(Schroder 1996, Thommes 1994, Zeng 1997).

3.6 Analytische Methoden

3.6.1 Zellzahl und Vitalitat

Zellzahlbestimmung in Gewebekulturflaschen und Leighton-Tubes

Die Konzentration und Vitalitat von Zellen in Gewebekuiturflaschen und Leighton-Tubes wer-
den in einem Hamozytometer mittels Erythrosin B AusschluBmethode (Phillips, 1973) be-
stimmt. Dazu wird das Kulturmedium entnommen, und die Zellen werden einmal vorsichtig
mit PBS gewaschen. Anschlieftend werden die Zellen fur 10 Minuten mit 2 ml einer Trypsin-
[Bsung (2,5 g/l) bei 37°C inkubiert. Die so erhaltene Zellsuspension wird mit Frischmedium
geeignet vorverdunnt, mit Erythrosin B versetzt und in die Zahlkammer, die ein Volumen von
0,1 pl fafit, eingebracht. AnschlieRend werden unter dem Mikroskop die in diesem Volumen
befindlichen Zellen ausgez&hit. Wahrend vitale Zellen Erythrosin B ausschiiefien und des-
halb farblos erscheinen, dringt der Farbstoff in tote Zellen ein und farbt diese rot. Unter Be-
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rlicksichtigung der gewahiten Verdiinnung, des Volumens der Zahlkammer sowie des Volu-
mens der Probe ergibt sich die Gesamtzellzahl. Die Vitalitat der untersuchten Zellen errech-

net sich nach Gleichung 13.

Vit = BN 100 (13)
Xges
Vit [%] Vitalitat
Xt [109] vitale Zellzahl
Xqes 109 Gesamtzelizahl

Zellzahlbestimmung auf Mikrotrédgern

Zur Bestimmung der Zah! der auf Tragern immobilisierten Zellen werden diese mit einer Kri-
stallviolettlésung (0,1 M Zitronensaure, 0,1 % w/v Kristallviolett, 1 % Triton X-100), die die
Zellen lysiert und die Kerne violett anfarbt, vom Trager abgelost (6 Stunden bei 37°C). Die
Kernzahl wird mikroskopisch mittels Hamozytometer bestimmt und die Tragerprobe an-
schliefiend getrocknet und gewogen, so dafl® die Zellzahl in der Einheit Zellen pro Gramm
Trager (ein Gramm Trager entspricht ungefahr zwei Millilitern Schiittvolumen) angegeben
werden kann. Eine Vitalitatsbestimmung ist mit dieser Methode nicht mdglich, jedoch kann
davon ausgegangen werden, daf} sich auf den Tragern fast ausschlieflich vitale Zellen be-
finden, da tote Zellen ihre Adh&sionseigenschaften verlieren und Uberwiegend binnen kurzer
Zeit vom Trager abgespllt werden. In geringer Anzahl verbleiben tote Zellen jedoch einge-

schlossen im Tragerinneren.

3.6.2 Osmolalitat

Die Osmolalitat des Mediums, die den Anteil an geldsten Stoffen in der Flissigkeit be-
schreibt, ist eine kolligative Eigenschaft, d.h. sie ist unabhangig von der Art der gelosten
Teilchen. Da die Osmolalitat das Zellwachstum in erheblichem Mafle beeinfludt (Ozturk
1998), ist es unbedingt erforderiich, die Osmolalitat des verwendeten Mediums vor dem Ein-
satz in der Zellkultivierung zu bestimmen und gegebenenfalls auf das flr die jeweilige Zelle
individuelle Optimum einzustellen. Fir die in dieser Arbeit verwendeten Gliomzellen wird
eine Osmolalitat von 0,31 Osmol/kg verwendet.

Die Osmolalitatsbestimmung wird mit einem Gefrierpunktsosmometer (Osmomat 030, Go-
notec) mit jeweils 50 pl Probe durch Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung im Vergleich

zu reinem Wasser durchgefiihrt.
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3.6.3 Glukose

Die Glukosekonzentration wird enzymatisch mit einem automatischen Analyzer (Ebio Com-
pact, Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Dabei wird Glukose mit Hilfe einer auf einer Mem-
bran immobilisierten Oxidase enzymatisch zu Glukonsaure oxidiert. Das dabei entstehende
Wasserstoffperoxid wird an einer Platinelektrode hinter der Enzymmembran zu Sauerstoff
oxidiert. Der resuitierende Elektrodenstrom ist proportional zur Glukosekonzentration der
Probe.

Glukosearidase

o — D - Glukose + 0, ——"222 5  Glukonsiure + H,0,
H,O, ———> 2H'"+0,+2¢"

3.6.4 Aminoséuren

Die Konzentration der Aminosauren wird mit Hilfe einer HPLC (Aminoquant, Hewlett-
Packard, Waldbronn) bestimmti. Nach Féllung der in der Probe enthaltenen Proteine mit
Trichloressigsaure und anschlieender Neutralisation mit 1 M Natronlauge werden die Ami-
nosauren mit o-Phthaldialdehyd in ein fluoreszenzfahiges Derivat Uberfihrt. Die so vorbe-
handelten Aminos&uren binden auf dem Saulenmaterial und werden durch ein genau abge-
stimmtes Elutionsprofil nhacheinander von der Saule eluiert. Die Detektion erfolgt durch Fluo-
reszenzmessung bei einer Anregung bei 280 nm und Emission bei 455 nm.

0O

. O OH
OH ’ HO 4%7
O&NHZ + 3 S N
R R ; :
O OH
L-Aminosaure o-Phthaldialdehyd fluoreszenzfahiges Derivat

3.6.5 Leitfahigkeit

Zur Untersuchung des Mischverhaltens in Abhangigkeit von der Art der Tracerdosierfunktion
und dem Umlaufvolumenstrom wurde direkt hinter die Reaktorrdhre eine Durchfiufi-
leitfahigkeitsmeflizelle (LF 323-A, WTW, Weilheim) in den Umlauf integriert. Die Datenerfas-
sung erfolgte' Uber einen x-t-Schreiber. Das Reakiorsysiem wurde mit entionisiertem Wasser
und 30 mi Mikrotragern geftllt und mit unterschiedlichen Dosierfunktionen einer hochkon-
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zentrierten NaCl-Lésung (100 g/l) beaufschiagt. Dabei wurden Dirac-lmpuls, Sprungfunktion
sowie kontinuieriiche Dosierung untersucht. Der Umlaufvolumenstrom wurde entsprechend
den experimentellen Moglichkeiten variiert. Die obere Grenze wurde dabei durch den Volu-
menstrom gekennzeichnet, bei dem das Wirbelbett soweit expandiert, da® Trager in den
Bereich des oberen Detektors geraten.

3.6.6 Flowzytometrische Analysen

Zur fliowzytometrischen Untersuchung werden die Zellen enzymatisch von der Gewebekul-
turflasche oder den Mikrotragern abgelost, in Kulturmedium aufgenommen und abzentrifu-
giert (10 Minuten bei 200 g). Das Zellpellet wird in Ethanol;gs, resuspendiert und kann bis zur
Messung bei -20°C aufbewahrt werden. Vor der Messung werden die Zellen erneut abzen-
trifugiert (10 Minuten bei 200 x g), in PBS resuspendiert und eine Stunde mit Propidiumiodid
(18 pg/mi/10° Zellen) und RNAse (40 ug/ml/10° Zellen) bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei
wird die DNA durch den interkalierenden Farbstoff Propidiumiodid angeférbt, wahrend die
RNA selektiv enzymatisch abgebaut wird. Der Farbstoff lagert sich dabei zwischen die Ba-
senpaare (A-T, G-C) der doppelstrangigen DNA ein (Interkalation). Der DNA-Gehalt der so
praparierten Zellen wird mit dem Flow Cytometer Epics XL (Coulter, Krefeld, BRD Anre-
gungswellenlange: 488 nm, Emission: 630 nm) gemessen. Wahrend Zellen in der G4-Phase
des Zellzyklus den einfachen DNA-Gehalt besitzen, weisen Zellen in der G,- und M-Phase
den doppelten DNA-Gehalt auf. In der S-Phase, in der die Replikation der DNA stattfindet,
liegt der DNA-Gehalt zwischen einfach und doppelt, abhangig vom Voranschreiten der Zelle
innerhalb der Synthesephase (Abb. 3-4).

Eine Unterscheidung zwischen Zellen in der G,- und der M-Phass ist durch Bestimmung des
DNA-Gehaltes nicht méglich. Deshalb werden diese beiden Phasen im folgenden jeweils
gemeinsam genannt. Die Auswertung der erhaltenen Histogramme zur Bestimmung des
relativen Anteils von Zellen in den einzelnen Zelizyklusphasen wurde rechnergestitzt durch-
geftahrt (Multicycle, Phoenix Flow Systems, San Diego, USA).

Bei jeder Messung wird zusétzlich das von den Zellen durch Wechselwirkung mit dem Laser
entstehende Streulicht erfat und analysiert. Der forward scatter (von der Zelle erzeugter
Schatten) erlaubt Aussagen Uber die Zellgréfle, wahrend der sideward scatter (rechtwinkli-
ges Streulicht) ein Maf fur die Granularitat der Zellen darstellt. Die Granularitat (Ubersetzt:
Kérnigkeit) von Zellen wird im wesentlichen von zwei zellularen Parametern bestimmt - der
Form und Oberflachenstruktur sowie der Starke der intrazellularen Kompartimentierung. So
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erhalten Granulozyten ihren Namen von ihrer, im Vergleich z.B. zu B- oder T-Lymphozyten,
sehr starken Kérnung des Cytoplasmas.

Wahrend der Vorbereitung auf die Zellteilung steigt die Granularitét von Zellen aufgrund der
Erhdhung der Zahl von Zellkompartimenten deutlich an.

400 f ¥ t t

a0

240l Zellen in der G,-Phase

1640;

Cell Number

FOYILE AV 11722437
100G0 LELLS

einfacher doppeiter
DNA-Gehalt DNA-Gehalt

Abbildung 3-4: Analyse des zellularen DNA-Gehaltes mit dem Flow Cytometer

3.7 Radioaktivmessungen

Alle Aktivitatsmessungen an Proben (zellfreie Trager oder immobilisierte Zellen in Leighton-
Tubes, Gewebekulturflaschen oder auf Mikrotragern) werden mit einem Gammaszint 5300
BF (Berthold, Bad Wildbad, BRD) in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Mefidauer be-
tragt je nach eingesetzter Aktivitatskonzentration 0,4 oder 1 Minute. Als Standard und Be-
zugswert dienen jeweils 50 uyl des verwendeten aktivitidtshaltigen Mediums. Alle Aktivitaten
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werden aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit auf 100000 cpm / 50 ul Standard nor-
miert.

3.7.1 Messung in Leighton-Tubes und Gewebekulturflaschen

Zur Bestimmung der intrazellularen Radiotracerakkumulation wird das Medium abgenommen
und der Monolayer vorsichtig dreimal mit je 2 ml PBS gewaschen. Leighton-Tubes k&nnen
direkt anschlieend vermessen werden, wahrend Zellen aus Gewebekulturflaschen zuerst
enzymatisch abgeldst und in Melirdhrchen Oberfiihrt werden missen. Zur Ermititung der
zellspezifischen Aufnahme wird eine Probe (Leighton-Tube oder Gewebekulturflasche) zur
Zellzahlbestimmung verwendet.

3.7.2 Messung infrazellulérer Radiotracerakkumulation im Mikrotrager

Die Bestimmung der Aktivitat in Tragerproben wird in PE-Réhrchen durchgefihrt. Dazu wird
das Medium entfernt, die Trager vorsichtig dreimal mit PBS gewaschen und die Aktivitat im
Gammaszint gemessen. Anschliefiend werden die Trager getrocknet und gewogen. Zur Er-
mittlung der zellspezifischen Radiotraceraufnahme wird parallel eine Tragerprobe zur
Zelizahlbestimmung mittels Kristaliviolett-Methode verwendet.

Man erhait so analog zu Kapite! 3.7.1 die zellspezifische Aktivitat [cpm/10° Zellen]. Daraus
ergibt sich unter Berlcksichtigung des Zellvolumens die intrazelluldre Radiotracerkonzentra-
tion [cpm/ml]. Das Zellvolumen bzw. die Zellgrdfie kann entweder direkt gemessen oder aber
naherungsweise (z.B. anhand von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen) abge-

schatzt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Wirbelschichtreaktor als in vitro Modell

Der zu Fermentationszwecken eingesetzte Wirbelschichtreaktor (vgl. Kap. 3.5) erflllt bereits
mehrere der in Kapitel 2.2.3 genannten Anforderungen an in vitro Systeme. So verbindet er
die Vorteile eines kontinuierlichen Betriebs unter steady state Bedingungen mit der Realisie-
rung gewebeéhnlicher Zeildichten unter physiologischen Verhéltnissen.

Die dreidimensionale Kultivierung bietet, wie bereits beschrieben, haufig Vorteile gegeniiber
der Monolayerkultur bezliglich der Simulation von Metabolismus und Zellwachstum im Orga-
nismus. Im konkreten Fall humaner Gliomzellen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit verwendet
wurden, zeigen sich bei Kultivierung als dreidimensionale Spheroide bzw. als Monolayer
deutliche Unterschiede in der extrazelluldren Matrix (Glimelius et al., 1988). Diese spielt eine
wichtige Rolle bei der zellularen Proliferation und Differenzierung (Gospodarowicz et al.,
1978; Loring et al., 1982). Zudem gibt es Hinweise, daB die extrazellulare Matrix einen Ein-
flul auf die Wirksamkeit verschiedener Zytostatika besitzt (West et al., 1980; Nederman et
al., 1984). Ein Aspekt, dem insbesondere bei der Bewertung potentieller Therapeutika sowie
bei der Untersuchung von Resistenzen solider Tumore eine erhebliche Bedeutung zukommt.
Die hohen Zelldichten bieten darliber hinaus Vorteile vor allem fiir die Untersuchung von
metabolischen Radiotracern, da so die Verbrauchsraten der nicht markierten Analoga einfa-
cher und mit hdherer Genauigkeit als in herkdmmlichen in vitro Systemen bestimmt werden
kdénnen. Die fUr die Bestimmung der Verbrauchsraten relevante Gesamtzellizah! liegt im Wir-
belschichtreaktor um den Faktor 10° — 10* Uiber denen in Leighton-Tubes oder Gewebekul-

turflaschen.
Kultursystem Wirbelschichtreaktor' | Gewebekulturflasche? Leighton-Tube
Gesamtzellzahl 1000 -2000 0,5-10 0,2-0,5
[*10°]

durchstrémbares Volumen 83 ml, Tragerschiittvolumen 30 mi
Gewebekulturflasche mit 25 cm?® Wachstumsfliche

Tabelle 4-1: Gesamtzellzah! in unterschiedlichen Kuitursystemen

Neben der Moglichkeit zur jederzeitigen Entnahme von Umlauf- und Tragerproben erlaubt
der Wirbelschichtreaktor die prazise Einstellung unterschiediichster Versuchsparameter. Die
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Medienzusammensetzung kann ebenso wie der pH, der pO, oder die Temperatur an die
jeweiligen Versuchsvorgaben angepafit werden. Dabei ist auch die Einstellung von im Tier-
versuch nicht realisierbaren experimentellen Randbedingungen mdoglich. Als Anwendungs-
beispiel fur die Temperatur sei hier nur die Moglichkeit zur Untersuchung der Hyperthermie
auf zellularen Transport und Metabolismus genannt. Die klinstliche Hyperthermie ist eine
vielfach therapeutisch angewendete Methode, z.B. als extrakorporale Ganzkorperhyperther-
mie zur Abtétung von Tumorzellen in Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie (Pschy-
rembel, 1994).

Der Umlaufvolumenstrom kann stufenlos zwischen 10 mi/min und 116 mi/min variiert wer-
den. Die FlieRrate des zirkulierenden Mediums kann somit flexibel an den Blutvolumenstrom
des im Experiment simulierten Organismus (Maus, Ratfte, Mensch) angepafit werden.

Die Analogien zwischen Wirbelschichtreaktor und Organismus lassen sich exemplarisch an

folgenden Punkten aufzeigen:

¢ Zirkulierendes Medium = Blutkreislauf

¢  Umlaufpumpe o Herz

¢ Blasenfreie Begasung © Lunge

e Immobilisierte Zellen @ Tumor oder Organ

Vor dem Einsatz zur Bewertung von Radiopharmaka an immobilisierten Zellkulturen waren
jedoch einige Modifikationen notwendig (Abb. 4-1).

Die Reaktorréhre wurde mit zwei y-Detektoren ausgeristet, die jeweils aus einem Nal-Kristali
mit Integral-Line bestehen und mit einer Ausleseelektronik verbunden sind. Diese ermoglicht
eine simultane, integrale Datenerfassung in frei einstelibaren Zeitintervallen ab einer Sekun-
de. Ein Detektor ist auf das Wirbelbett gerichtet, wéhrend der andere das Medium oberhalb
des Wirbelbettes erfafdt. Durch geeignete Kollimation, mittels entsprechender Bohrungen in
der Bleiabschirmung, wird sichergestellt, da} beide Detektoren ein gleich grofles Volumen
erfassen,

Ubertragen auf einen Organismus bedeutet dies, dal Detektor 1 die Aktivitat im ,Blutkreis-
lauf* erfaltt, wahrend Detektor 2 den entsprechenden Wert fir das zu untersuchende ,Organ’
oder ,Gewebe (z.B. Tumor)’ bestimmt. Dies ist solange gewahrleistet, wie keine Trager in
den MeRbereich des oberen Detektors gelangen, da in diesem Fall auch die intrazellular
akkumulierte Aktivitdt der immobilisierten Zellen mitgemessen wiirde. Der maximal einstell-
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bare Umlaufvolumenstrom wird somit durch den Wert definiert, bei dem das Wirbelbett bis
direkt unter den Erfassungsbereich von Detektor 1 expandiert wird,

Diese Anordnung ermoglicht die on-line Messung der intrazelluldren Radiotracer-
akkumulation, da das Differenzsignal der beiden Detektoren unter Berlcksichtigung des
Glas- sowie des Zellvolumens im Wirbelbett (vgl. Kap. 4.8) der Traceraufnahme der immobi-
lisierten Zellen entspricht.

Der Mefibereich der verwendeten Detektoren kann auf unterschiedliche Radioisotope einge-
stellt werden und erlaubt so die Untersuchung eines weiten Spekirums verschieden mar-

kierter Tracer.

Dirac-Impuls

Perfusor JY

= 4L1> Kulturiiberstand

Austauschpumpe

Radiotracer ] I ' e Bleiabschirmung

/
qrzzzzlr g Detektor 1

m Detektor 2

Frischmedium ::{>:

blasenfreie
Begasung

37°C

Mikrotriager mit
immobilisierten Zellen

‘_
37°C

™ Probenahme

Umlaufpumpe

Abbildung 4-1; FlieRschema des flr Radioaktivmessungen verwendeten Wirbelschichtreak-

tors

Die Dosierung des Radiotracers kann (iber einen in den Umlauf integrierten Zugang entspre-
chend den experimentellen Anforderungen flexibel gestaltet werden. Ein Dirac-Impuls Uber
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eine Spritze ist ebenso méglich, wie eine Sprungfunktion mittels einer Austauschpumpe oder
ein genau definierter Profilverlauf unter Verwendung eines Perfusors. In allen Fallen muf}
gewahrleistet sein, dafl® durch die Zudosierung des Radiotracers die Konzentrationen der
Ubrigen Substanzen (Medienbestandteile und Stoffwechselprodukte} nicht signifikant veran-
dert werden, um die steady state Bedingungen aufrecht zu erhalten.

An dieser Stelle sei eine kurze Bemerkung zur verwendeten Nomenklatur gestattet. Die
Thematik der vorliegenden Arbeit liegt im Uberlappungsbereich von Verfahrenstechnik, Me-
dizin, Pharmakologie und Nuklearchemie. Jede dieser Disziplinen bedient sich einer spezifi-
schen Fachsprache mit oft unterschiedlichen Begriffen fir denselben Sachverhalt. Dies wird
z.B. beim 'Dirac-Impuls’ deutlich, einem Ausdruck, den man in medizinischen oder pharma-
kologischen Publikationen meist vergeblich sucht. Statt dessen wird in der Regel der Begriff
'Bolusinjektion' verwendet. In dieser Arbeit wird soweit moglich die verfahrenstechnische
Nomenklatur Anwendung finden.

Im folgenden wird die Realisierung der verschiedenen Profilverlaufe kurz dargestellt.

4.1.1 Dosierprofile

Dirac-Impuls

200
--- 09
w4 Kl 8%
o
—
[72]
=120
_S‘;} _-:_:"~~--\-1-~---- e ;—-_/— e el oo e
:(_% 80
E
3 40 4 © 80 = 209 Sekunden
© 95 = 282 Sekunden
0

0 60 120 180 240 300 360 420 480
Zeit [s]

Abbildung 4-2: Injektion von 2 ml einer NaCl-Lsg. (200 gfi) in einen Wirbelschichtreaktor mit
entionisiertem Wasser und 30 ml Trager (Umlaufvolumenstrom: 77,5 mifmin)
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Zur Untersuchung des Mischverhaltens nach Dirac-Impulsen wurden 2 ml einer hochkon-
zentrierten NaCl-Ldsung (200 g/l) durch ein Septum in den Umlauf des mit entionisiertem
Wasser und 30 ml Tragern gefilliten Wirbelschichtreaktors injiziert. Die Leitfahigkeit wurde
mittels einer hinter der Reaktorréhre in den Umlauf integrierten DurchfluRmefzelie registriert
und von einem x-t-Schreiber aufgezeichnet. In Abhangigkeit vom Umlaufvolumenstrom wur-
den die ® 90/95 — Werte, d.h. die Zeiten bis zum Erreichen von 90% bzw. 95% des neuen
Gleichgewichtswertes bestimmt.

Abbildung 4-2 zeigt exemplarisch den Verlauf der Leitfahigkeit im Umlauf fUr einen Umlauf-
volumenstrom von 77,5 mi/min. Nach vier Umlaufen war der neue Gleichgewichtswert er-
reicht. Fiir ® 90 und ® 95 wurden 209 s bzw. 282 s ermittelt.

Abbildung 4-3 beschreibt ® 90 und ® 95 in Abhangigkeit vom Umlaufvolumenstrom. Mit zu-
nehmender Fliedgeschwindigkeit wird der Gleichgewichtswert frither erreicht, betragt fur die
im Radioaktivexperiment mit immobilisierten Zellen maximal einstelibaren Volumenstréme
{ca. 120 ml/min fur ein Tragerschiittvolumen von 30 ml) aber immer noch 2-3 Minuten.

500
B @ P90
@~
AN B Qo5
400~ AN
SN
A Y
\\
300 \\!\
© 200+ G T
..
100 R @
....... iy
0] T T T T T T T T v T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Umlaufvolumenstrom [ml/min]

Abbildung 4-3: Mischzeiten ® 90 / 95 in Abhangigkeit vom Umlaufvoiumenstrom
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Im Rahmen von Untersuchungen zur zeliularen Aufhahmekinetik von Radiotracern werden
an das Tracerdosierprofil abhéngig von der experimentellen Fragestellung unterschiedliche
Anforderungen gestellt. Bei Erstuntersuchungen neuer Tracer, tiber die noch keine informa-
tionen aus Tierversuchen oder klinischen Studien vorliegen, ist eine schnelle Einstellung der
gewilnschten Radiotracerkonzentration winschenswert, um die zellulare Radioaktivitatsauf-
nahme wahrend der Zudosierung moglichst gering zu halten. Diesen Erfordernissen wird
eine Sprungfunktion wesentlich eher gerecht als ein Dirac-Impuls.

Bei der Bearbeitung von Fragestellungen aus dem klinischen Umfeld ist es dagegen erfor-
derlich, die im Organismus durch Aufnahme und Verteilung in den unterschiedlichen Orga-
nen und Geweben auftretenden, bekannten Tracerprofilverlaufe méglichst exakt zu simulie-
ren.

Deshalb stelit der Dirac-impuls im Normalfall kein geeignetes Dosierprofil flir die Bestim-
mung der Aufnahmekinetik von Radiotracern dar.

Fur langsame Prozesse, bei denen die Mischzeiten im Vergleich zur zellularen Aufnahmege-
schwindigkeit vernachlassigbar sind, kann der Dirac-Impuls als am einfachsten zu realisie-
rende Dosierungsform jedoch eine Alternative zur Sprungfunktion darstellen.

Definierte Profilverldufe

Genau definierte Profilverlaufe kénnen durch die Verwendung eines programmierbaren Per-
fusors realisiert werden. Ansteigende Konzentrationen werden durch Zudosierung einer kon-
zentrierten Radiotracerstammldsung erzeugt, wahrend sinkende Konzentrationen durch Zu-
dosierung zelifreien Kulturiberstandes erzielt werden.

Dies ermdglich die Simulation der im Organismus auftretenden Profilverlaufe, wie sie aus
klinischen Studien bereits bekannt sind.

Sprungfunktion

Sprungfunktionen wurden realisiert, indem 200 mi Kulturiberstand wahrend des stationaren
Zustandes der Fermentation gesammelt und durch Zentrifugation (10 Minuten bei 2000*g)
und Sterilfiltration von Zelien und Debris befreit wurden. Da der Wirbelschichtreaktor im
steady-state unter Ausiaufbedingungen arbeitet, entspricht die Zusammensetzung dieses
Filtrats dem im Reaktor zirkulierenden Medium. Das Filtrat wurde mit dem Radiotracer in die
vorgesehene Konzentration versetzt und verwendet, um das im Reaktor befindliche Medium
binnen 45 Sekunden komplett auszutauschen. Dazu wurde die Umlaufpumpe ausgeschaitet,
der Pumpenschlauch aus dem Pumpenkopf entnommen und der Umlauf vor der Zudosie-
rungsstelle abgeklemmt, Anschliefend wurde das aktivitdtshaltige Filtrat mit der Aus-
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tauschpumpe in das System eingepumpt und das im Reaktor befindliche Medium in die
Uberstandsftasche verdrangt. Der Wirbelschichtreaktor weist wahrend dieses Vorgangs die
Charakteristika eines Strdmungsrohres auf, wéhrend er im Normalbetrieb einem idealen
Riihrkessel entspricht. Nach 45 Sekunden wurde der Einsplivorgang beendet, die Zudosie-
rungsleitung geschlossen, der Umilauf wieder gedffnet und die Umlaufpumpe gestartet.
Gleichzeitig wurde das Frischmedium durch mit dem Radiotracer in gleicher Konzentration
supplementiertes Frischmedium ersetzt, um eine Auswaschung des Radiotracers aus dem
Umlauf zu verhindern und so die Konzentrationskonstanz zu gewahrleisten (Abb. 4-5). Wah-
rend des Austauschvorganges wurden 90 m| radiotracerhaltiges Filtrat in den Reaktor einge-
pumpt (Volumenstrom der Austauschpumpe F, = 120 ml/min) und die 83 ml tracerfreies Me-
dium annahernd quantitativ verdrangt. Die VerdUnnung durch nicht ausgetauschtes Restvo-
lumen ist vernachlassigbar gering (< 2%).

Abbildung 4-4 zeigt die Volumenstrome der Umlauf-, Frischmedien- und der Austauschpum-
pe wahrend des Austauschvorganges.
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Abbildung 4-4: Volumenstréme wahrend der Simulation einer Sprungfunktion
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Abbildung 4-5: Realisierung einer Sprungfunktion im Wirbelschichtreaktor
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Im Vergleich zum Dirac-Impuls fiihrt der Austausch des Reaktormediums zu einer erheblich
schnelleren Einstellung der gewlnschten Radiotracerkonzentration, so daf bereits frither mit
der Messung der intrazellularen Radiotracerakkumulation begonnen werden kann (Abb. 4-6).
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Abbildung 4-6: Vergleich der Geschwindigkeit der Konzentrationsgleichgewichtseinstellung

nach Dirac-tmpuls und Medienaustausch

Abbildung 4-7 A/B zeigt das Melsignal der beiden Detekioren wahrend einer solchen
Sprungfunktion. Es handelt sich dabei um die Einspliung von [**F]-FDG in einen zellfreien
Wirbelschichtreaktor (FDG-Endkonzentration 3 uCi/mi). Anfang und Ende des Einsplilvor-

gangs sind entsprechend gekennzeichnet.

51




Ergebnisse

80000

'E

jS

L, 60000 -

E "

E,_’ Ende

= 40000
- E

8

'S 20000 -

g Start

O ' T \ T H T
0 2 4 6 8 10
Zeit [min]
60000

% = Ende

=

[¢)]

=2

2

= 30000

=

£

T 15000 -

§§ Start

< N

0 T T T T
0 2 4 6 8 10
Zeit [min]

Abbildung 4-7: Mefsignale wahrend einer Sprungfunktion im Wirbelschichtreaktor mit FDG

Um die Einsplilzeit mdglichst kurz zu haiten, wird der Volumenstrom der Austauschpumpe
auf den maximalen Wert eingestellt, bei dem noch keine Mikrotrager ausgetragen werden.
Dabei wird das Wirbelbett bis in den MeRbereich des oberen Detektors hinein expandiert.
Durch die Mikrotrager wird aktivitatshaltiges Medium verdrangt, und der Meflwert steigt erst
nach Beendigung des Einsplilens mit dem Absinken der Trager auf den neuen Gleichge-
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wichtswert. Analog dazu sinkt der MefRwert im Bereich des Wirbelbettes durch die Verringe-
rung der Expansion der Trager (Abb. 4-8).

Tragerexpansion Trigerexpansion
dureh Austauschpumpe durch Umtaufpurnpa

Blgiabschirmung

Mikeolrdgor

Abbildung 4-8: Expansion des Wirbelbettes wahrend und nach der Sprungfunktion

Unter der Voraussetzung, dall der Radiotracer nicht an den beschichteten Borosilikattragern
adhariert und es damit nicht zu einer selektiven Anreicherung kommt, entspricht der Quotient
der beiden Detektormefwerte im zellfreien System dem Flussigkeitsanteil (F) im Wirbelbett
{Gleichung 14 und 15). Diese MeRanordnung erméglicht somit eine einfache Bestimmung
der Flissigkeitsanteile in Wirbelbetten fur unterschiedliche Trager oder in Abhangigkeit vom
Umlaufvolumenstrom. Eine Bestimmung in Festbetten ist nach entsprechender Medifikation
des Reaktors (Einbau eines Siebes, auf dem die Trager ruhen sowie Umkehr der Umlauf-
fliedrichtung) ebenfalls mglich.

'

F = e (14)
AUL
VGlas = 1-F {1 5)
F =] Flussigkeitsanteil im Wirbelbett
AwsiuL [epm] Radioaktivitat im Wirbelbett bzw, im Umiauf
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Exemplarisch zeigt Abbildung 4-9 den Fllssigkeitsanteil (Porositat) im Wirbelbett in Abhan-
gigkeit von der Umlaufgeschwindigkeit.
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Abbildung 4-9: Flussigkeitsanteil (Porositat) im Wirbelbett in Abh&ngigkeit vom Umlaufvolu-

mensfrom

Die Ubertragung der Bestimmung der Porositat auf Trager mit immobilisierten Zellen wird in
Kapitel 4.6 erlautert.

4.1.2 EinfluR der Wirbelbetthdhe auf die Porositédt im Wirbelbett

Durch die Entnahme von Tragerproben aus dem Reaktor wahrend der Radiocaktivexperi-
mente (z.B. zur Bestimmung der zellspezifischen Tracerakkumulation oder zur Untersuchung
der intrazeliuldaren Metabolisierung des Tracers) verandert sich die Hohe des Wirbelbettes.
Eine Veranderung der Porositat im Wirbelbett durch die Tragerentnahme wirde eine starke
Verfalschung des Differenzsignals verursachen, da nur das Signal im Wirbelbett verandert
wlrde, die Aktivitat im Umlauf jedoch konstant bliebe. Um derartige Effekte auszuschliefien,
wurde in den zellfreien Reaktor ['°F]Fiuorid eingespritzt (Endkonzentration: 3 uCi/ml) und die
Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes abgewartet. AnschliefRend wurde bei konstantem
Umlaufvolumenstrom mehrfach die Hohe des Wirbelbettes durch Entnahme und Zugabe von
Mikrotragern verandert und die Porositat (als Quotient zwischen dem Signal des unteren und
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des oberen Detektors) bestimmt. Dabei konnte kein Einflu der Wirbelbetththe auf die ge-
messene Porositat nachgewiesen werden (Abb. 4-10), was im Einklag mit Untersuchungen

diverser Autoren zum Ausdehnungsverhalien von Wirbelbetten steht (Richardson 1954, Mar-
tin 1980).

0,90
20 m! 16 mif 13 ml 11 ml 20 ml
Trager Trager Tréger Trager Trager
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Abbildung 4-10: Porositat im Wirbelbett in Abhangigkeit von der Wirbelbetthohe (Umlaufvo-
lumenstrom; 19 ml/min)

4.2 Auswahl der geeigneten Zellinie

Das Ziel der Arbeit besteht in der Entwicklung und Validierung einer FlieRbettechnik zur Be-
wertung von Radiopharmazeutika an Zellkuituren, so dafl dem im Rahmen der Untersuchun-
gen verwendeten biologischen System nur Modelicharakter zukommt. Deshalb wurden im
Vorfeld drei unterschiedliche humane Gliomzellinien auf ihre Eignung untersucht. Wesentii-
che Kriterien waren dabei die Wachstumsgeschwindigkeit, die maximale Zelldichte, die Star-
ke der Adharenz sowie die Neigung der Zelien zur Ausbildung grof’er Aggregate und zum
Bewuchs der Reaktorwénde.

Wahrend die Wachstumsgeschwindigkeit den Zeitbedarf pro Versuch determiniert, da alle
Untersuchungen erst im stationéren Zustand durchgefilhrt werden, ist die maximal erreichba-
re Zelidichte aus zwei Griinden interessant. Zum einen bestimmt sie enischeidend das Si-
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gnal-Rausch-Verhaltnis, zum anderen ist ein gewebeahnliches dreidimensionales Wachstum
elementare Voraussetzung fur die Simulation der Tumormorphologie.

Die Ausbildung von Aggregaten unter Einschlufl mehrerer Mikrotrager fibrt zur Bildung von
Inhomogenitaten im Wirbelbett, die zu einer erheblichen Verschlechterung des Signal-
Rausch-Verhélinisses fuhren. Der Bewuchs der Reaktorwénde insbesondere im Erfas-
sungsbereich des oberen Detektors verursacht eine Signalverfélschung, da neben der Akti-
vitat im zirkulierenden Medium zusétzfich die intrazellular akkumulierte Aktivitat dieser Zellen
erfaldt wird.

Zur Beurteilung der drei in Frage kommenden Zellen wurden statische Fermentationen in
Gewebekulturflaschen (Wachstumsflache 25 cm?) sowie kontinuierliche Fermentationen im
Wirbelschichtreaktor durchgefiihrt. Dabei wurde - neben der Zellzahi - der Anteil der Zeilen in
der Synthesephase des Zellzyklus als Mal fiir die Proliferationsaktivitat der Kultur bestimmit.
Im Rahmen der Batchfermentationen wurden die Gewebekulturflaschen jeweils mit 3*10°
vitalen Zellen inokuliert und in einem Begasungsbrutschrank aufbewahrt (37°C, 5 % CO,).

Im Fall der kontinuierlichen Fermentationen im Wirbelschichtreakior betrug das Inokutum in
allen Fallen 1*10° vitale Zellen pro ml Tragerschiittvolumen. Die Geldstsauerstoffkonzentrati-
on hinter dem Wirbelbett wurde auf 30% Luftsattigung eingeregeit.

4.2.1 U-87 MG

Satzreaktorkultivierung in Gewebekulturflaschen:

Abbildung 4-11 zeigt den Verlauf der Satzreaktorkultivierung. An eine kurze lag-Phase, nach
dem Inokulum, schliefdt sich sine Phase exponentiellen Wachstums (Umsx = 0,0284 h™) an,
die nach ca. 120 Stunden in die stationdre bzw. Absterbephase Ubergeht. Die maximal er-
reichte Lebendzellzahl lag bei 3,8*10° vitalen Zellen nach einer Kulturdauer von 170 Stun-
den.

Zu diesem Zeitpunkt war die Wachstumsflache der Gewebekulturflasche jedoch keineswegs
vollstdndig bewachsen. Die Zellen bildeten vielmehr ein Netzwerk mit grofien Licken, in dem
man an vielen Stellen Spheroide fand, die nur schwach am Boden der Flasche verankert
waren (Abb. 4-12). Dies fithrte dazu, dal sich bereits beim Spilen des Zellrasens mit PBS
(vor der Zellzahibestimmung) einige dieser Spheroide ablosten und somit in der Zellzahlung
nicht mehr erfasst wurden. Durch diesen Zellverlust lag die tats&chliche Gesamizelizahl
wahrscheinlich geringfligig héher als in der Abbildung wiedergegeben.
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Abbildung 4-11: Batch-Fermentation von HTB-14 in Gewebekulturflaschen (T-25)

Abbildung 4-12; Mikroskopische Aufnahme von U-87 MG in Gewebekulturflaschen: Bildung
von schwach adhérenten multizelluldren Spheroiden

Der Anteil der Zellen in der Synthesephase des Zellzykius (S-Phase) stieg zu Beginn der
Fermentation auf deutlich Gber 30% an (mit einem Maximum nach 48 h), um bereits in der
zweiten Halfte der exponentiellen Wachstumsphase wieder abzusinken. Der S-Phasenanteil
nimmt die Entwicklung der vitalen Zellzahl vorweg und hat somit prognostisches Potential fur
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die Aussage {iber den Zustand und die Entwicklung einer Zellkultur. Mit Eintritt der Kultur in
die stationare Phase erreichte der Anteil der Wachstumsfraktion einen Wert unter 5%.

Kontinuierliche Kultivierung im Wirbelschichtreaktor

Im Wirbelschichtreaktor zeigte die Gliomzelle U-87 MG ein extrem langsames Wachstum.
Nach 672 Stunden hatte sich die immobilisierte Zellzahl erst um Faktor 5 erntht, was einer
Verdopplungszeit von fast 300 Stunden entsprach (Abb. 4-13).
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Abbildung 4-13: Kontinuierliche Fermentation von U-87 MG im Wirbelschichtreaktor

Da die Kultur stabil proliferierte, was durch den S-Phasenanteil zwischen 15% und 25% do-
kumentiert wurde, ist der Grund flir dieses Verhalten wahrscheinlich in der Bildung der be-
reits flir die Batchfermentation beschriebenen Spheroide zu suchen, die aufgrund ihrer ge-
ringeren Adhéarenz kontinuierlich vom Trager abgespilt wurden. Die Fermentation wurde
wegen der langsamen Zellvermehrung nach 672 Stunden abgebrochen.

4.2.2 U-373 MG

Satzreaktorkuftivierung in Gewebekulturflaschen:
Der Verlauf der Satzreaktorkultivierung von U-373 MG zeigte einen #hnlichen Verlauf wie
bereits fiir U-87 MG beschrieben (Abb. 4-14). Auf das Inokulum folgte eine 48-stiindige lag-
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Phase, an die sich das exponentielle Wachstum der Kultur anschlo3. Die maximale Lebend-
zellzahl wurde ebenfalls nach 170 Stunden erreicht, lag mit 2,6*10° Zellen aber deutlich unter
den Werten fiirr U-87 MG. Gleiches galt fir die maximale Wachstumsrate (e = 0,0229 h'h).
Die Zellen bildeten ebenfalls nur ein Netzwerk und keinen geschlossenen Monolayer, zeigten
aber keine Tendenz, die fiir U-87 MG beobachteten Spheroide zu bilden, was die niedrigere

Gesamtzellzahl erklart.
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Abbildung 4-14: Batchfermentation von U-373 MG in Gewebekulturflaschen (T-25)

Auffallig ist der Anteil der Zellen in der S-Phase 24 Stunden nach dem Inokulum, der mit fast
90% auBerordentlich hoch war. Dies deutet auf eine Limitierung der Vorkultur des Inokulums
hin. Eine soiche Limitierung kann zu einer Arretierung der Kultur in der Go-Phase des Zellzy-
kius fiihren. Wird die Limitierung anschliefend aufgehoben, durchlaufen die Zellen den
Zellzyklus annéhernd synchron. In der Regel geht diese Synchronisation jedoch spatestens
nach einem Durchlauf wieder verloren. Ansonsten zeigt die Zelizyklusverteilung ein analoges
Verhalten zu U-87 MG mit einem starken Absinken des S-Phasenanteils bereits in der zwei-
ten Halfte der exponentiellen Wachstumsphase.
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Kontinuierliche Kultivierung im Wirbelschichfreaktor

Die Fermentation im Wirbelschichtreaktor bestatigte die Ergebnisse aus den Gewebekuitur-
flaschen beziglich des langsamen Wachstums und der geringen Maximalzelldichte. Nach
einer langen lag-Phase von ca. 200 Stunden stieg die immobilisierte Zelizahl exponentiell an,
erreichte aber bereits bei einer Zelldichte von 3,6*107 Zellen pro g Trager den stationaren
Wert. Diese Zelldichte ist von der Ausbildung eines dreidimensionalen Tumoranalogons weit
entfernt. Fir Gewebe wird im allgemeinen eine Zelidichte von 10° je cm® angenommen. Die
maximale Wachstumsrate lag bei 0,006 h™'. Eine Analyse der Zelizyklusverteilung wurde in
diesem Fall nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 4-15: Kentinuierliche Fermentation von U-373 MG im Wirbelschichtreaktor

Die Verringerung der Wachstumsrate im Wirbelschichtreaktor im Vergleich zur Gewebekul-
turflasche ist ein sehr haufig beohachtetes Phanomen, das wahrscheinlich auf eine interzel-
lulare Kontaktinhibierung im Tragerinneren zurtickzuflhren ist, wie sie insbesondere fir Pri-
marzellen allgemein bekannt ist (Dulbecco et al. 1973). Diese Kontaktinhibierung fUhrt zu
einer Abnahme der Proliferationsaktivitat und verhindert im Organismus so Gewebswuche-
rungen. Ein weiterer Grund fir dieses Verhalten dirfte in der erhdhten Scherbeanspruchung
im Wirbelschichtreakior begriindet liegen. Neu gebildete Tochterzellen gehen nach der Mito-
se zunichst in Suspension und verlassen den Trager. Bis sie sich wieder ansiedeln, sind sie
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im Wirbelbett und in der Umlaufpumpe nicht unerheblichen Scherbelastungen ausgesetzt.
Ein Teil der Tochterzellen wird dabei letal geschadigt. Eine Limitierung durch unzureichende
Néhrstoff- oder Sauerstoffdiffusion kann weitgehend ausgeschiossen werden, da solche
Phénomene in multizeliuldren Spheroiden erst bei Difiusionswegen deutlich oberhalb von
300 um beobachtet wurden (Hambach, 1994),

4,23 86HG39

Satzreaktorkultivierung in Gewebekulturflaschen:

Im Gegensatz zu den beiden vorher beschriebenen Zellinien biidet 86HG39 in der Gewebe-
kulturflasche einen geschlossenen Monolayer aus, was sich in einer dreifach htheren maxi-
malen Zelldichte von 1,02%107 vitalen Zellen niederschlagt, die nach 220 Stunden erreicht
wird. Die maximale Wachstumnsrate ist mit 0,0305 h™ ebenfalls am grofiten. Die Zellen zsi-
gen eine starke Adhéarenz und keinerlei Neigung zur Ausbildung der fir U-87 MG beschrie-
benen Spheroide.
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Abbildung 4-16: Batchkultivierung von 86HG39 in Gewebekulturflaschen (T-25)
Die Zellzyklusverteilung entspricht dem fir Satzreaktorkultivierungen typischen Verlauf. Das

Maximum des S-Phasenanteils (48%) liegt in der ersten Halfte der exponentiellen Wachs-
tumsphase. Anschlielenden folgt ein Absinken auf Werte unter 10 %. Dal} der S-Phasen-
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anteil nicht auf Null zurlickgeht, resultiert aus der Tatsache, daR die Zellen hei Auftreten ei-
ner Limitierung noch einige Zeit den Erhaltungsstoffwechsel sicherstellen kénnen, vielen
Zellen ein Fortschreiten im Zellzyklus aber nicht mehr moglich ist. Es kommt deshalb zu kei-
ner vollstéandigen Arretierung der Kultur in der Gy-Phase. Einige Zellen verbleiben in der S-

Phase.

Konfinuierliche Kultivierung im Wirbelschichtreaktor

Analog zu den Ergebnissen in der Gewebekulturflasche zeigt die Gliomzellinie 86HG39 im
Wirbelschichireaktor ein deutlich schnelleres Wachstum und eine sehr viel héhere Maximal-
zelldichte als die beiden anderen untersuchten Zellinien. Nach ca. 450 h wird der steady
state mit einer Zelldichte von 1,17*10® Zellen pro Gramm Tréger erreicht. Die Zellen bilden
dabei einen stabilen dreidimensionalen Verbund (Abb. 4-17 und 4-18).
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Abbildung 4-17: Kontinuierliche Fermentation von 86HG39 im Wirbelschichtreaktor

Der S-Phasenanteil lag bis zum Erreichen des steady state zwischen 35% und 40% und
sank im stationaren Zustand auf einen Wert zwischen 20% und 25%. Dies entspricht den
Werten aus der exponentiellen Wachstumsphase der Batchfermentation. Das Absinken des
S-Phasenanteils im steady state resultiert aus dem dichten Bewuchs der Trager und der da-
durch verursachten, bereits beschriebenen Kontaktinhibierung.
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Die maximale Wachstumsrate lag bei 0,0104 h™'. Der Zeitraum bis zum Erreichen des statio-
naren Zustandes wird entscheidend von der Inokulumszellzahl bestimmt, Im Falle eines
dreifach hoheren Inokulums (3*10° vitale Zellen pro ml Tragerschiitivolumen) verkirzte sich
die Zeit bis zum steady state auf 250 Stunden. Dieser Zeitraum 126t sich jedoch nicht belie-
big verklrzen, da es sich um eine Sattigungsfunktion handelt. Nach dem Inokuium werden
zuerst die besonders geeigneten Poren der Mikrotrager von der maximal moglichen Anzahl
Zellen besiedeit. Uber diese Zahl hinaus in das System eingebrachte Zellen verbleiben
zwangs!éufig langer im Umlauf und sind damit starkeren Scherbeanspruchungen ausgesetzt.

Abbildung 4-18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von 86HG39 im Wirbel-

schichtreaktor

4.2.4 Fazit

Die Zellinie 86HG39 zeigt bezlglich aller untersuchter Aspekte die beste Eignung zum Ein-
satz als biologisches Modellsystem, da sie das schnellste Wachstum mit den deutlich grof-
ten Zelldichten verbindet. Darttber hinaus weist sie eine starke Adh&renz auf und bildet auf
den Tragern stabile dreidimensionale Strukturen, neigt aber trotzdem weder zur Bildung von
Verklumpungen im Wirbelbett noch zum Bewuchs der Reaktorwande. Der steady state
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konnte Uber sechs Wochen problemlos aufrechterhalten werden. Unter der Voraussetzung,
daf’ die Zellen durch die Versuche nicht beeinirachtigt werden, wovon bei Radiotracern im
allgemeinen ausgegangen werden kann, gewahrleistet dies die Durchflhrbarkeit einer gro-
en Versuchszahl am identischen System.

Die Einzelergebnsse fir die drei untersuchten Gliomzellinien sind in Tabelle 4-2 noch einmal

zusammengefalit.

U-87 MG U-373 MG

Max. Zelizaht (T-25)

10 3,8 2,6

pmax Sﬂ T"z 5

) 0,0284 0,0229

Adhiirenz - +

Dreidimensionales
Wachstum im - ~
Trager

Max. Zellzahi R
(Wirbelschicht) 9,64 36 oonMT
[*10°/ g Triger] T

Aggregatbildung
im Wirbelbett

Neigung zu Wand-
bewuchs im Reaktor

R Bildung schwachadharenter Spheroide
23 Fermentation nach 672 h abgebrochen (maximale Zelldichte noch nicht erreicht)

Tabelle 4-2;: Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellauswah!

Auf Grund der erhaltenen Ergebnisse wurden alle folgenden Untersuchungen mit 86HG39
Gliomzellen durchgefiihrt.
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4.3 Untersuchungen zur enzymatischen Ablésung immobilisierter Zellen vom
Trager

Eine wesentliche Anforderung an in vitro Systeme ist die Implementierung einer Probenahme
sowohl fur Medium als auch fir Zellen. Denn nur so gelingt es (iber das rein ph&nomenologi-
sche Erfassen von Effekten hinaus, Vorgange auch auf zellularer Ebene zu untersuchen, zu
verstehen und zu quantifizieren. Wéhrend dies in Suspensionskulturen in der Regel einfach
zu realisieren ist, erfordert die Entnahme von Zellen aus immobilisierten Systemen einen
grofieren Aufwand und ist bisweilen sogar unmogiich (z.B. aus Hohlfasermodulen). Der Wir-
belschichtreaktor bietet dagegen auf zwei Wegen einen Zugang zu den auf Tragern immobi-
lisierten Zellen - die Entnahme Uber das unterhalb der Reaktorréhre angebrachte Probe-
nahmegefal oder die Entnahme durch Offnen des Reaktordeckels. Wahrend die erste Vari-
ante eine kurzzeitige deutliche Verringerung des Umlaufvolumenstroms (bis zu 30 Sekun-
den) erfordert, ist das Offnen des Reaktors aus steriltechnischen Griinden natiirlich nur unter
einer Sterilbank durchfuhrbar.

Aus Festbettreaktoren ist die letztgenannte Art der Probenahme ebenfalls méglich. Durch die
im Gegensatz zur Wirbelschicht jedoch fehlende Vermischung der Trager wahrend der Fer-
mentation bzw. wahrend des Experimentes kann sie jedoch nicht als reprasentativ gelten, da
eine Gradientenbildung nicht ausgeschlossen werden kann, in vielen Fallen sogar nachge-
wiesen ist (Schmidt 1998).

Zur Untersuchung der immobilisierten Zellen ist es notwendig, diese unbeschadigt vom Tréa-
ger abzuldsen (z.B, fir Zellzyklusuntersuchungen). Dies geschieht in der Regel, insbesonde-
re bei stark adharenten Zellen, enzymatisch, z.B. mit Trypsin oder Collagenase/Dispase. Mit
Hilfe der Enzyme werden die extrazelluldaren Matrixproteine, mit denen die Zellen an den
Tragern haften, aufgeldst. Gelegentlich wird EDTA zugesetzt, das die flr die Zelladhésion
wichtigen zweiwertigen Metallionen Ca® und Mg* komplexiert und somit die Abldsung er-
leichtert.

Eine zu lange Einwirkzeit des Enzyms filhrt jedoch tber die Aufldsung der Matrixproteine
hinaus zur Zerstérung von Membranproteinen und damit zur einer Schadigung der Zelle bis
hin zum Zelltod. Daraus ergibt sich eine optimale Einwirkzeit des Enzyms, die einerseits so
kurz wie moglich gehalten werden sollte, um Zelischadigungen zu vermeiden, andererseits
so lang wie notig sein muf}, um die Zellen quantitativ vom Trager abzuldsen, da die Ergeb-
nisse sonst nicht als reprasentativ gelten kénnen. Die Zellen im Tré&gerinneren werden zu-
letzt abgeldst und wirden bei nicht quantitativer Zellabldsung in den anschlielenden Unter-

suchungen selektiv fehlen.
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Vor diesem Hintergrund wurde der Einflul® der Einwirkzeit einer Trypsinlésung (2,5 g/l; Gib-
co, Eggenstein) auf den Anteil der abgelésten Zellen und deren Vitalitat untersucht. Dazu
wurden im steady state einer kontinuierlichen Fermentation von 86HG39 Gliomzellen im
Wirbelschichtreaktor Tragerproben entnommen, einmatl vorsichtig mit PBS gewaschen und
unterschiedlich lange (1 — 25 min} mit 2 ml Trypsinlésung bei 37°C inkubiert. Nach der Inku-
bation wurden die Proben kraftig geschuttelt, die Trypsinlésung abgenommen und die Trager
dreimal mit je 2 ml Kulturmedium gewaschen. Die Zellzahl und die Vitalitat in den vereinigten
Uberstanden wurde im Hamocytometer bestimmt (vgl. Kap. 3.6.1).
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Abbildung 4-19: Einflul® der Einwirkzeit auf die Abldsequote immobilisierter Zellen

Die Gesamtzahl der immobilisierten Zellen wurde mittels Kernzahiung ermittelt und die Abl6-
sequote als Quotient aus der enzymatisch abgeltsten Zellzahl und der Gesamtzelizahl be-

stimmt (Gl 16).

enzymatisch abgeldste Zellen (16)
Gesamtzellzahl

Abldsequote =

In Abbildung 4-19 sind die Abldsequote und die Vitalitat der abgeldsten Zelien in Abhangig-
keit von der Einwirkzeit der Trypsinlosung dargestellt. Es zeigte sich, dal® nach 10 Minuten
eine im Rahmen der MeRgenauigkeit quantitative Ablésung der Zellen erreicht wird. Langere
Einwirkzeiten flilhren scheinbar zu einer leichten Abnahme der Abltsequote, die durch enzy-

66




Ergebnisse

matische Lysierung von Zellen verursacht wird. Diese Zellen entgehen der Erfassung im
Hamocytometer. Die Vitalitét der abgeldsten Zellen blieb annahernd konstant bei 85%.

Der Anteil der toten Zellen setzt sich zusammen aus Zellen, die im Inneren der Trager einge-
schiossen waren und somit nach dem Zelltod im Wirbelbett nicht vom Trager abgesplt wer-
den konnten sowie Zellen, die durch die Enzymeinwirkung oder durch die auftretenden
Scherbelastungen beim kraftigen Schitteln der Probe zwischen den Tragern letal geschadigt
wurden. Dem letzgenannten Aspekt kommt dabei die grofte Bedeutung zu.

Bei analogen Untersuchungen mit einem Gemisch von Collagenase und Dispase waren
nach einer Einwirkzeit von 30 Minuten erst 74 % der immobilisierten Zellen abgeldst, so dal}
dieses Enzymgemisch fiir die untersuchten Gliomzellen nicht geeignet ist.

4.4 Untersuchungen zur Zellzyklussynchronisation von 86HG39

Die Zellzyklussynchronisation der im Wirbelschichtreaktor immobilisierten Zellen wirde die
Untersuchung der Aufnahme und Metabolisierung von Radiotracern und Radiopharmaka in
Abhangigkeit von der Zellzyklusphase ermoglichen. Voraussetzung ist jedoch ein hoher Grad
an Synchronisation, da eine Uber den Zellzyklus verteilte Population keine Aussagen Uber
die Wirkmechanismen und Wirkungen in den einzelnen Phasen erlaubt,

Viele der in Kapitel 2.3 heschriebenen Methoden zur Zellzykiussynchronisation sind nicht auf
den Wirbelschichtreaktor {ibertragbar. Dies betrifft inshesondere die Selektionstechniken, die
auf einer gezielten Abtrennung der gewiinschten Subpopulation beruhen, da dies auf den
Mikrotragern nicht méglich ist. Es wére zwar grundsatzlich denkbar, dad ein Wirbelschichtre-
aktor mit einer vorsynchronisierten Zellpopulation inokuliert wird, jedoch hatte dies entschei-
dende Nachteile. Die Untersuchungen mifdten kurz nach dem inokulum durchgefiihrt wer-
den, da ein Wachstum der Zellen mit einem Verlust der Synchronisation spatestens nach
einem Durchlauf durch den Zellzykius verbunden ist. Aus der zu diesem Zeitpunkt vorliegen-
den geringen Zelldichte resultiert jedoch ein sehr schlechtes Signal-Rausch-Verhaitnis. Da-
riber hinaus liegt kurz nach dem [nokulum noch kein FlieRgleichgewicht vor.

Die einzige erfolgversprechende Technik ist somit die chemische Arretierung der immobili-
sierten Kultur am Restriktionspunkt des Zellzykius. Da aber vor dem Einbringen des Enzym-
inhibitors keine Vorsynchronisation der Zellen (z.B. durch mitotic shake-off) mdglich ist, die
Zellen sich also auf die verschiedenen Phasen des Zellzyklus verteilen, muf} mit einer eheb-
lichen zytotoxischen Wirkung, insbesondere fiir Zellen in der S-Phase, gerechnet werden.
Aus der Vielzahl der in Frage kommenden Reagenzien (Tab. 4-3) zur chemischen Arretie-
rung wurden fur die folgenden Untersuchungen Hydroxyharnstoff und Aphidicolin ausge-
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wahlt. In Kombination mit dem mitotic shake-off haben sich diese beiden Verbindungen zur
Zellzyklussynchronisation besonders bewahrt (Fox, 1987). Ob allerdings auch ohne vorheri-
ge Zellselektion eine gute Synchronisation zu erzielen ist, mufite in Vorversuchen geklart
werden,

im Rahmen dieser Untersuchungen wurden darliber hinaus die geeignete Wirkstoffkonzen-
tration sowie die optimale Einwirkzeit bestimmt, um die akute Toxizitét auf ein Minimum zu

beschranken.
Hemmstoff Angriffsort Reaktion
Hydroxyharnstoff DNA-Synthese hemmt Ribonukleotid-Reduktase
Mitomycin DNA-Synthese bindet kovalent an DNA
Cytosin-Arabinosid DNA-Synthese strukturanalog zu dCMP
Ethidiumbromid DNA-Synthese interkaliert in DNA
Aphidicolin DNA-Synthese hemmt DNA-Polymerase o ( dCMP-éinbau)
Methotrexat DNA-Synthese hemmt Dihydrofolat-Reduktase
Fluorouracil DNA-Synthese hemmt Thymidylat-Synthetase

Tabelle 4-3: Hemmstoffe der DNA-Synthese zur Zellzyklussynchronisation

Die Voruntersuchungen wurden mit 86HG39 Gliomzelien in Gewebekulturflaschen durchge-
fuhrt.

Zusammenfassung der Synchronisationsuntersuchungen

In umfangreichen Untersuchungen, die im Detail im Anhang (Kapitel 8.1, S. 109) dargesteillt
werden, konnte eindeutig nachgewiesen werdeh, dall es nicht moéglich ist, eine proliferieren-
de Zellpopulation allein durch Zusatz eines chemischen Hemmstoffes zu synchronisieren.
Sowohl Hydroxyharnstoff als auch Aphidicolin (allerdings in geringerem Umfang) zeigten
deutliche cytotoxische Effekte insbesondere auf Zellen in der Synthesephase des Zellzyklus.
Dies fUhrte dazu, dal® weder eine vollstdndige Synchronisation am Restriktionspunkt, noch
ein synchrones Durchlaufen des Zelizyklus nach Aufhebung der Arretierung méglich waren.
Im Falle des Aphidicolin waren noch 55% der Zellen proliferationsfahig, bei Verwendung von
Hydroxyharnstoff sogar nur 30%.
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4.5 EinfluB des Tragerspiilens auf die immobilisierte Zellzahl

Ein Aspekt, der vor der Durchfithrung von Transportuntersuchungen mit Radiotracern unter-
sucht werden muflte, war die Starke der zellularen Adhasion am Trager. Werden wéhrend
eines Experimentes mit Radiotracern Trager aus dem Wirbelschichtreaktor entnommen, um
die immobilisierten Zellen zu untersuchen, z.B. zur Bestimmung der zellspezifischen Tra-
cerakkumulation oder zur Untersuchung der intrazellularen Metabolisierung des Tracers, ist
es notwendig, die Trager zuerst mehrfach mit PBS zu waschen, um anhafiendes aktivitats-
haltiges Medium zu entfernen. In entsprechenden Vorversuchen erwiesen sich drei Spuil-
schritte als ausreichend. Dabei muf} allerdings sichergestelit sein, dal durch die Wasch-
schritte keine Zellen vom Trager abgelost werden, um die Vergleichbarkeit zwischen on-line
und off-line bestimmten Daten zu gew&hrieisten.

Zur Untersuchung dieses Sachverhaltes wurden aus einem im stationaren Zustand befindli-
chen Wirbelschichtreaktor mit 86HG39 Gliomzellen (Zelldichte 1,2*10° Zellen/g Trager) meh-
rere Tragerproben entnommen, unterschiedlich oft vorsichtig mit PBS gewaschen und an-
schlieflend die immobilisierte Zellzahl pro Gramm Trager durch Kernzahlung mit Kristallvio-
lett bestimmt. '

Es zelgte sich, daf} die Splilschritte zu keinem signifikanten Zellverlust fhrt. Die beobachtete
leichte Abnahme der immobilisierten Zellzahl liegt im Rahmen der MeRschwankungen (n=3).
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Abbildung 4-20: Einflul des Tragerwaschens auf die immobilisierte Zellzahl (n=3)
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4.6 Bestimmung des Fliissigkeitsanteils im Wirbelbett mit immobilisierten Zel-
len

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickeite on-line Bestimmung der intrazellularen Radiotra-
ceraufnahme basiert wie beschrieben auf einer Differenzmessung zwischen den Aktivitats-
signalen im Umiauf und im Bereich des Wirbelbettes. Dabei ist im zellfreien System das Wir-
belbett-Meflisignal im Vergleich zum Umlaufsignal um den Glasanteil der Trager verringert.
Eine Tatsache, die, wie bereits dargestellt, zur Bestimmung des Fliissigkeitsanteils in Wirbel-
oder Festbetten ausgenutzt werden kann (vgl. Kap. 4.1.2). Im System mit immobilisierten
Zellen kommt zum Glasanteil im Wirbelbett noch der Biomasseanteil hinzu. (Abb. 4-21). Um
die Radiotracerakkumulation in eben diesem Zellvolumenanteil aus dem Differenzsignal zu
ermitteln, muf} unmittelbar vor Beginn der Transportuntersuchung der Flissigkeitsanteil im
Wirbelbett bestimmt werden (Gleichungen 17 und 18).

Unter der Voraussetzung, daf® der zur Porositatsbestimmung eingesetzte Radiotracer weder
von den Zellen aufgenommen wird, noch an den Zellen oder den Tragern adhériert, was zu
einer selektiven Anreicherung im Wirbelbett fiihren wiirde, ergibt sich die Porositat analog zu
den Verhaltnissen im zelifreien System als Quotient der beiden DetektormeRwerte (Glei-

chung 14).

F = 1- ViGlas-i-ZeHen) (1 7)
Azetien = Awp ~F Ty (18)
F [-] Fissigkeitsanteil im Wirbelbett
Viclastzeteny [ -] Volumenanteil der Glastrager und der Zellen im Wirbelbett
Azeten [ecpm) intrazellul@re Radiotracerakkumulation
Aws, uL fcpm] Radioaktivitat im Wirbelbett bzw. im Umlauf

Die Differenz zwischen dem FlUssigkeitsanteil im Wirbelbett mit bzw. ohne immobilisierte
Zellen entspricht bei gleichem Umiaufvolumenstrom aber nicht dem Zellvolumen (Vzejen), da
sich die Fluidisierungseigenschaften der Trager durch die immobilisierten Zellen andern, so
daB sich das Zelivolumen einer exakten Messung entzieht und nur naherungsweise berech-

net werden kann.
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Borosilikatglas

immobilisierte Zellen

Abbildung 4-21: Ausschnitt aus dem Wirbelbett mit immobilisierten Zellen (Schematische

Darstellung)

Der Radiotracer, der zur Bestimmung der Porositat eingesetzt wird, sollte nach Méglichkeit
mit dem gleichen Isotop markiert sein, wie der Radiotracer in der anschlieRenden Transport-
untersuchung, um identische Einstellungen der Melelektronik verwenden zu kénnen. Da im
Rahmen dieser Arbeit ausschiieRlich [**F]-markierte Radiotracer zum Einsatz kamen, muRte
eine Verbindung gefunden werden, die sich mit ['°F] markieren 1&Bt, von den Zellen nicht
aufgenommen wird und weder an den Zellen noch an den Tragern adhériert,

Die einfachste denkbare Substanz fir diese Anwendung ist [®F]Fluorid, das als erstes Zwi-
schenprodukt bei der FDG-Synthese in groften Mengen hergestellt wird. Um die Eignung von
["®F]Fluorid fur die angestrebte Verwendung zu untersuchen, wurden Transportuntersuchun-
gen in Leighton-Tubes sowie im Wirbelschichtreaktor durchgefihrt. Dazu wurden in
Leighton-Tubes jeweils 1*10° vitale Zellen (86HG39) in 5 ml Medium inokuliert und zwei Ta-
ge im Begasungsbrutschrank Kultiviert. Die Zellzahl betrug danach 4,2*10° bei einer Vitalitét
von 99%. Zur Untersuchung der [°FJFluorid-Aufnahme wurde das Medium gegen 5 ml
Frischmedium ausgetauscht, das vorher mit ["*F]Fluorid (3 #Ci/ml) supplementiert wurde. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden das Inkubationsmedium abgenommen, der Monolayer
dreimal vorsichtig mit PBS gewaschen und die intrazellular akkumulierte Aktivitat im
Gammaszint bestimmt. Dazu mussen die Zellen nicht enzymatisch abgelést werden, da die
Leighton-Tubes komplett vermessen werden kénnen.

Analoge Untersuchungen wurden an immobilisierten Zellen im Wirbelschichtreaktor durch-
gefthrt, indem bei einem im steady-state befindlichen Reaktor das Medium komplett durch
zellfreien, mit ['"®F]Fluorid (3 uCi/ml) supplementierten, Kulturiiberstand ausgetauscht wurde.
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Tragerproben entnommen, dreimal vorsichtig mit
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PBS gewaschen und im Gammaszint gemessen. Zum Vergleich der ["*F]Fluorid-Aufnahme
mit der zellularen Aufnahmerate eines metabolischen Radiotracers, wurde diese Untersu-
chung unter Verwendung von ['*F]FDG wiederholt.

Abbildung 4-22 zeigt die jeweils auf 100000 cpm eingesetzten Standard kalibrierte, zellspe-
zifische Aktivitatsaufnahme von 86HG39 Gliomzellen in Leighton-Tubes sowie im Wirbel-
schichtreaktor im Vergleich zur ["®F]FDG-Aufnahme.

Wahrend ["®F]FDG als metabolischer Tracer von den Zellen aktiv aufgenommen und intra-
zellular akkumuliert wurde, war im gesamten Beobachtungszeitraum (30 min) unabhangig
vom Kultursystem keine signifikante zelluldre Aufnahme von ["®F]Fluorid zu beobachten. Die
geringe intrazellulare Aktivitatsanreicherung ist wahrscheinlich auf Diffusion in die wenigen
vorhandenen letalen Zellen zuriickzufiihren.

["®F]Fluorid erflllt somit die oben angefithrten Voraussetzungen zur Bestimmung des Fliis-
sigkeitsanteils im Wirbelbett mit immobilisierten Zellen und kann vor der Durchfthrung der
eigentlichen Transportuntersuchungen entsprechend verwendet werden. Die Zudosierung
des [*®F]Ftuorid kann dabei als Dirac-Impuls realisiert werden, da die Mischzeit bis zur
Gleichgewichtseinstellung wegen der vernachlassigbaren intrazelluldren Akkumulation nicht

relevant ist.
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Abbildung 4-22: Vergleich der Aufnahme von FDG und Fluorid im Reaktor und in Leighton-
Tubes
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Als Alternative zur vorgeschalteten Porositatsbestimmung mit ["®F)Fluorid 148t sich diese
unter Verwendung des metabolischen Tracers unter gewissen Rahmenbedingungen auch
direkt in die eigentliche Transportuntersuchung integrieren. Dies gilt fir den Fall, dal als
Dosierprofil des Radiotracers eine Sprungfunktion gewahlt wird und die zellulare Tracerauf-
nahme zumindest in den ersten Minuten annahernd iinear verlauft, wovon in der Regel aus-
gegangen werden kann. Aus dem instationaren, sich durch die intrazellulare Tracerakkumu-
lation linear zunehmenden, Quotienten der beiden Detektorsignale kann auf den Quotienten
zum Zeitpunkt to, an dem der Tracerkonzentrationssprung gerade abgeschlossen ist, extra-
poliert werden. Dieser Wert entspricht dem Flissigkeitsanteil im Wirbelbett, jedoch nur unter
der Voraussetzung, dall wahrend der Sprungfunktion (< 1 min) keine nennenswerte intra-
zellulare Anreicherung stattgefunden hat (Abb. 4-23), was im Einzelfall zu tberprifen ist.

Aktivitat im Umlauf [A,]

"\ Aktivitat im Wirbelbett Al
{Anstieg durch intrazelluldre Anreicherung)

on-line Signal

Zeit

™~ Porositat

Quotient der MeRsignale
[Awe/ Ayl

Zeit

Abbildung 4-23: Schematische Darstellung der in eine Transportuntersuchung integrierten
Porositatsbestimmung im Wirbelbett mit immobilisierten Zellen
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Ein Nachteil dieser Methode ist die grofere Ungenauigkeit, mit der sie im Vergleich zur
["®F)Fluorid-Variante behaftet ist. Dies resultiert aus dem Umstand, dafl zur Bildung des
Quotienten bei t=t, nur wenige Werte zur Verfligung stehen, wahrend unter Verwendung von
["®F]Fiuorid tber mehrere Minuten gemittelt werden kann. Von Vorteil ist dagegen zum einen
die insgesamt geringere Strahlenexposition, zum anderen, dal} die Zellen ausschliefllich mit
dem zu untersuchenden Radiofracer in Kontakt kommen und somit eine BeeinfluBung des
zelluldren Metabolismus durch Fluorid ausgeschlossen werden kann. Da die bei der
[**F]Fluorid-Methode verwendeten Fluoridkonzentrationen (< 10" mol/l) aber keine pharma-
kologisch wirksamen Werte erreichen, ist der letztgenannte Vorteil eher theoretischer Natur.
In den folgenden Untersuchungen wurden nach Abwéagung der Vor- und Nachteile die Poro-
sitaten jeweils mit ['°F]Fluorid bestimmt.

4.7 Untersuchungen zur Aufnahme von 2-["®F]Fluor-2-Deoxyglukose (FDG) im
Wirbelschichtreaktor mit on-line Datenerfassung

Mit den bisher beschriebenen Arbeiten waren alle notwendigen Voraussetzungen zur
Durchfiihrung von Transportuntersuchungen an immobilisierten Zellen im Wirbelschichtre-
aktor mit on-line Datenerfassung geschaffen, so da die Eignung des Systems in Beispiel-
experimenten Uberprift werden konnte. Ziel dieser Experimente war die kritische Beurteilung
des Potentials des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Reaktorkonzeptes als in vitro Mo-
dell.

Als Radiotracer fir diese Untersuchungen wurde 2-["*F]Fluor-2-Deoxyglukose (FDG) ver-
wendet, da FDG, wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben, zu den klassischen metabolischen Radio-
tracern mit der groften Verbreitung in der nuklearmedizinischen Diagnostik gehort und des-
halb unter pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Gesichtspunkien besonders gut
untersucht ist. Zu den unterschiedlichsten Aspekten und Fragestellungen liegen publizierte in
vivo Daten aus klinischen Studien und Tiermodellen vor, die einen Vergleich und eine Ein-
ordnung der mit der FlieRbettechnik produzierten Ergebnisse erlauben. DarUber hinaus ist
FDG tragerfrei mit hoher spezifischer Akfivitat (>2000 Ci/mmol) verfiigbar.

4.7.1 Transportuntersuchung an immobilisierten Gliomzellen

Zur Untersuchung der zellularen Anreicherung von 2-[**F]Fluor-2-Deoxyglukose wurde ein
Wirbelschichtreaktor mit 86HG39 Gliomzellen im steady-state mit einer FDG-Sprungfunktion
beaufschlagt. Die Endkonzentration lag bei 3 pCi/ml. Um die Tracerkonzentration im Umiauf
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konstant zu halten und Verdinnungseffekte zu vermeiden, wurde das Frischmedium mit
FDG in gleicher Konzentration supplementiert. Die on-line Datenerfassung erfolgte integral
im Abstand von flnf Sekunden. Dies fiihrt, verglichen mit einer Datenerfassung im Sekun-
dentakt, zu einem erheblich verbesserten Signai-Rauschverhéltnis ohne Informationsverlu-
ste. Anderungen in den beobachteten Transportvorgangen finden bei Saugerzellen erheblich
langsamer statt.

Mehrmals wahrend des Experimentes wurden Trager- und Umlaufproben aus dem System
entnommen. Dies diente zum einen der Kontrolle, dal} die on-line ermittelte Radiotracerak-
kKumulation auch der tatsachlichen intrazellularen Anreicherung entsprach, und zum anderen
zur Ermittlung der zellspezifischen Aufnahmeraten, da deren direkte Bestimmung aus dem
on-line Signal nicht mbglich ist. Die Detektoren erfassen zwar ein definiertes Reaktorvolu-
men, die Ermittiung der exakien Trageranzah! (und damit der Zellzahl) im MeRfeld des Wir-
belschicht-Detektors ist aber nicht mit der erforderiichen Genauigkeit realisierbar. Insofern ist
die Entnahme einer Tragerprobe wahrend der Transportuntersuchung zur Kalibrierung des
on-line Signals notwendig. Die Ubrigen Tragerproben dienen nur der Kontrolle wahrend der
Entwicklungsphase des Systems.

Tabelle 4-4 faltt die experimentellen Parameter dieser Transportuntersuchung zusammen.

Zellinie 86HG39 (humanes Glioblastom)
Medium IMDM mit 10% FCS

Zelldichte 1,2 * 10® Zelien / g Trager (steady-state)
pO- 30 %

Umlaufvolumenstrom 77,5 ml / min

Verweilzeit 12,8 h

Glukosekonzentration im Umlauf 0,58g/1 (3,2mM)

Porositat 0,645 (bestimmt mit ['*F]Fluorid)
Radiotracer 2-["®F]Fluor-2-Deoxygiukose (tragerfrei)
Dosierprofil Sprungfunktion (Endkonzentration: 3 pCi/ml)

Tabelle 4-4. Experimentelle Parameter einer Transportuntersuchung mit 2-{**F]Fluor-2-

Deoxyglukose im Wirbelschichtreakior

75




Ergebnisse

Die folgende Abbildungssequenz (Abb. 4-24 — 4-27) beschreibt exemplarisch den Ablauf
einer solchen Transportuntersuchung.

Abbildung 4-24 zeigt die unverénderien on-line Signale der beiden Detektoren. Zum ange-
gebenen Zeitpunkt wird der Reaktor mit einer FDG-Sprungfunktion beaufschiagt. Dabei wird
binnen 45 Sekunden die Zielkonzentration von 3 uCi/ml erreicht. Die Radioaktivitat im Wir-
belbett entspricht direkt nach dem Einbringen des Radiotracers im Vergleich zur Radioakti-
vitat im Umlauf der Porositat im Wirbelbett. Diese wurde vor dem Einbringen von FDG, wie in
Kapitel 4.6 beschrieben, mit [**F]Fluorid zu 64,5% bestimmt. In den folgenden Minuten weist
das Signal im Umlauf eine Abnahme der Radioaktivitat auf, verursacht durch den Zerfall des
['®] (Halbwertzeit = 109,7 Minuten), wéhrend im Bereich des Wirbelbettes die intrazellulzre
Anreicherung den radioaktiven Zerfall Uberkompensiert.
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Abbildung 4-24: On-line Signale wéhrend und nach einer Sprungfunktion mit FDG (3 pCi/mi)
im Wirbelschichtreaktor mit 86HG38 Gliomzellen (1,2 * 10° Zellen/g Trager)

Zur Bestimmung der zellularen Radiotraceraufnahme missen die on-line Daten um den ra-
dioaktiven Zerfall, sowie das Wirbelbettsignal zusatzlich um den Glas- und Zellanteil korri-
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giert werden. Diese Berechnungen werden im folgenden anhand der schematischen Abbil-
dung 4-25 dargestellt, bevor die Ubertragung auf die Untersuchungsdaten erfolgt.

Abbildung 4-25A zeigt die on-line Rohdaten entsprechend Abbildung 4-24. Im ersten Schritt
wird der radioaktive Zerfall aus den Werten beider Detektoren eliminiert (Gleichungen 19 und
20).

(19)

4
* - L.t *
AUL‘r = 7 bzw. AWB,!
t f

Auy Awsr  [cpm] Radioaktivitét im Umlauf bzw. Wirbelbett zum Zeitpunkt t
AfyLe Awey  [cpm] zerfallskorrigierte Radioaktivitét im Umlauf bzw. Wirbelbett zum Zeitpunkt t

Z, = e'n (20)
Z [-] Restradioaktivititsanteil zur Zeit t
tyz [min] Halbwertzeit (["°F] = 109,7 Minuten)

Aus dieser Berechnung ergibt sich Abbildung 4-25B. Die Aktivitdt im Umilauf ist konstant,
wahrend die Aktivitat im Wirbelbett von niedrigerem Niveau ausgehend, bedingt durch die
intrazellulare Radiotraceranreicherung, ansteigt.

Im nachsten Schritt wird die Aktivitat im Wirbelbett bestimmt, die sich ohne Aufnahme des
Radiotracers durch die Zellen ergeben wlirde. Dabei handelt es sich um die Radioaktivitat im
Umlauf, muitipliziert mit dem Flssigkeitsanteil im Wirbelbett, der vor jeder Untersuchung

getrennt bestimmt wird (vgl. Kap. 4.6).

Ay = Frdy, 1)
A% fcpm) Radioaktivitdt im Wirbelbett zum Zeitpunkt t ohne intrazelluldre Aufnahme

des Radiotracers
F [-] Fliissigkeitsanteil im Wirbelbett

Das Ergebnis dieser Korrektur ist Abbildung 4-25C, in der sich die intrazellulare Anreiche-

rung als Differenz der beiden Signale ergibt (grau eingefarbter Bereich).

* sol
AZeHen,r AWB,: - AFP?B,t (22)
Azeien [epm] intrazelluldre Aktivitat zum Zeitpunkt t
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Abbildung 4-25: Schematische Darstellung der Detektorsignalbearbeitung
1: Berlcksichtigung des radioaktiven Zerfalls
2: Bericksichtigung des Flussigkeitsanteils im Wirbelbett

Ubertragen auf die durchgefilhrte Untersuchung ergibt sich aus dieser Berechnung Abbil-
dung 4-26.
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Abbildung 4-26: MeRsignale nach Beriicksichtigung des radioaktiven Zerfalls und des Fiils-
sigkeitsanteils im Wirbelbett

78




Ergebnisse

Ohne Radiotraceraufnahme durch die immobilisierten Zellen ergébe sich, bedingt durch die
annéhernd konstante FDG-Konzentration im Umiauf, eine ebenfalls nahezu konstante Akti-
vitat im Wirbelbett, wéahrend real eine deutliche Zunahme des Mefisignals zu beobachten ist.
Aus der Differenz ergibt sich, wie oben erldutert, die intrazeliulare Anreicherung (schraffierter
Bereich).

Abbildung 4-27 zeigt die Differenz zwischen den beiden Signalen in Abbildung 4-26, vergli-
chen mit der zellspezifischen FDG-Aufnahme, die anhand der zu verschiedenen Zsitpunkten
wéahrend der Transportuntersuchung entnommenen Tragerproben bestimmt wurde. Die sehr
gute Ubereinstimmung zwischen on-line und off-line bestimmtem Verlauf belegt die Eignung
dieser Technik zur on-line Untersuchung des zelluldren Radiotracertransportes,

Mit Hilfe der anhand der Tragerproben bestimmten zellspezifischen Radiotraceraufnahme
[cpm/10° Zellen] kann die online gemessene Aktivitatsaufnahme kalibriert werde, so daf die
zelispezifischen Daten fir den gesamten Untersuchungszeitraum vorliegen.
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Abbildung 4-27: Vergleich zwischen on-line und off-line bestimmter Traceraufnahme der
Zellen

Der Verlauf der intrazelluldaren FDG-Akkumulation entspricht dem in Kapitel 2.4.1 beschrie-
benen Modell der Aufnahme und Metabolisierung von FDG in S&ugerzellen. Mit zunehmen-
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der intrazellularer FDG-Konzentration gewinnt der Rickiransport an Bedeutung und vermin-
dert so die Nettoaufnahmerate. Dal} sich kein Gleichgewicht einstelit, sondern die intrazeliu-
lare Aktiviat 'weiter ansteigt, resultiert aus der weitgehend irreversiblen Umsetzung von FDG
zu FDG-6-Phosphat, welches nicht mehr membrangéngig ist.

Um aus den online Daten unter Verwendung des kinetischen Modells zur zelluldren Aufnah-
me und Metabolisierung von FDG (Gleichung 9) die Geschwindigkeitskonstanten der Einzel-
reaktionen zu ermittein, bedarf es der Umrechnung der zellspezifischen Aktivitat in intrazel-
luldre Konzentrationen (Gleichung 23). Das dazu notwendige Zellvolumen kann, eine ent-
sprechende Analytik vorausgesetzt, direkt gemessen werden oder naherungsweise z.B. an-
hand von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen abgeschatzt werden. Flr die Model-
lierungen im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Zellradius von 6 um bei idealer Kugelform an-

genommen. Das Volumen einer einzelnen Zelle ergibt sich somit zu 9,05 * 107 ml.

A
CaZellen = VZ ellen (23)
Zellen
Ca, Zellen [epm/ml] intrazeliuldre Aktivitdtskonzentration
Azeien fepm/1 0° Zellen] zellspezifische Aktivitat
Vyeten mi/10° Zellen]  Zellvolumen
Bre (- B E K PP S M )
¢ (t)=— — (©)
(kz + k3)2
Gt [mmolf} infrazelluldre FDG + FDG-6-Phosphat-Konzentration
C mmolA] FDG-Konzentration im Medium
P
K [min’"} Geschwindigkeitskonstante flr den Transport Medium 2 Zytoplasma
K [min™"] Geschwindigkeitskonstante flir den Transport Zytoplasma -» Medium
K3 [min™] Geschwindigkeitskonstante flr die Phosphorylierung von FDG
min el
t ir] Zeit

Abbildung 4-28 zeigt das Ergebnis der kinetischen Modellierung, sowie das auf die intrazel-
lulare Aktivitatskonzentration kalibrierte on-line Signal.
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Abbildung 4-28: kinetische Modellierung der zellularen FDG-Aufnahme

Fur die Geschwindigkeitskonstanten k', — k's ergaben sich folgende Werte:

k' 0,465 [min™
K, 0,079 [min™]
Ks 0,012 [min™"]

Tabelie 4-5: Geschwindigkeitskonstanten des zellularen Transports und Metabolismus von
FDG

Die Geschwindigkeitskonstanten, die im Bereich der in klinischen Untersuchungen ermittel-
ten Werte liegen (vgl. Tab. 2-3, 8. 27), lassen unmittelbar zwei Schllisse zu.

1. Der Transport ist schnell im Vergleich zur Phosphorylierung, was kinetisch als vorgela-
gertes Gleichgewicht mit Folgereaktion beschrieben werden kann.

2. Die deutlich hdhere Konstante k'y im Vergleich zu k', fihrt zu einer im Gleichgewicht
ebenfalls deutlich erhdhten intrazeliularen FDG-Konzentration. Ohne Folgereaktion wirde
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die intrazellulare Anreicherung dem Quotienten der Transportgeschwindigkeitskonstanten k'
und k', entsprechen. Durch die Folgereaktionen liegt das Verhaltnis der intra- und extrazel-
lularen FDG-Konzentration leicht darunter.

Mit Kenntnis der Geschwindigkeitskonstanten und dem kinetischen Modell des Transportes
und der Phosphorylierung von FDG st es moglich das intrazelluldre Aktivitdtssummensignal
(FDG + FDG-6-P) in die Einzelkonzentrationsveridufe aufzuldsen und auf langere Zeitrdume
zu extrapolieren (Abb. 4-29).

1,6E+07
intrazeluldre Gesamtaktivitat
1,2E+07 \
FDG (intrazelluldr)
8,0E+06 A \

FDG-8-Phasphat {intrazellular)

N

4,0E+06
FDG (extrazellulir)

intrazelluldare Konzentrationen
[cpm/mi]

0,0E+00 ¥ ; T . T . T 7
0 10 20 30 40 50 60 70 80 20

Zeit [min]

Abbildung 4-29: Modellierung der intrazelluldren Konzentrationsverlaufe

Wahrend sich flr die intrazellulare FDG-Konzentration der postulierte Gleichgewichtswert
einstelit, steigt die FDG-6-Phosphatkonzentration durch die sténdige Nachlieferung von FDG
aus dem Medium und die weitgehende Irreversibilitdt der Phosphorylierung linear an und
Ubersteigt nach ca. 90 Minuten die intrazeliulare FDG-Konzentration. Die intrazellulare
Gleichgewichtskonzentration liegt um Faktor 5,1 Uber der extrazellularen Konzentration
(Verhalinis der Transportkonstanten k 'y und k', betragt 5,89).

Die zellspezifische Glukoseverbrauchsrate wahrend des Versuchs wurde unter steady-state

Bedingungen (stationdre Glukosekonzentration: 3,2 mM) bestimmt (Gleichung 24) und be-
trug 1,86 +/- 0,05 nmol/10° Zellen/min.
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o = 4 ;(cem _:;M (24)
ges, Rkt
Qe [mmol/10° Zellen/min] zellspezifische Glukoseverbrauchsrate
W Imi] Flissigkeitsvolumen des Wirbelschichtreaktiors
Colssin [mi] Glukosekonzentration im Frischmedium
Calkraus [mM] Glukosekonzentration im Wirbelschichireaktor
Xges Rkt [10%] Gesamtzelfzah! im Reaktor
T gl Verweilzeit

Da Radiopharmazeutika, wie FDG im Rahmen solcher Transportuntersuchungen nur in Tra-
cerkonzentrationen (in dieser Arbeit ~ 1,5 nM) zugegeben werden, ist die von den Zellen
aufgenommene Substanzmenge ebenfalls aulerordentlich gering. Um die Aufnahmeraten
von FDG und Glukose vergleichen zu kdnnen, z.B. um die Lumped Konstante zu ermitteln,
muB aus der Akfivitatsaufnahmerate diejenige FDG-Aufnahmerate berechnet werden, die
sich ergeben wirde, wenn FDG equimolar zu Glukose eingesetzt worden ware. Dazu wird
die eingesetzte Aktivitdtskonzentration auf die gewiinsche Stoffmengenkonzentration Ce
extrapoliert {in diesem Fall 3,2 mM), woraus sich die entsprechende spezifische Aktivitat er-
gibt. Cs entspricht dabei der Giukosekonzentration der jeweiligen Untersuchung (Gl. 25).

€4,
Ay, = (25)
Csoll
A [cpm/mmol] spezifische Aktivitat
CauL [epml] Aktivitatskonzentration im Umlauf
Cson fmmoif] gewlinschte FDG-Stoffmengenkonzentration

Die zellspezifische FDG-Aufnahmerate ergibt sich anschliefend als Quotient der zellspezifi-
schen Aktivitatsaufnahmerate und der spezifischen Aktivitat (Gl. 26).

q sraivi
QFDG — Aj;wr&f (26)
sp
Aroe [mmol/10° Zellen/min]  zellspezifische FDG-Aufnahmerate
Caxtivitat [cpmA ® Zellen/min] zellspezifische Aktivitdtsaufnahmerate
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Unter der Annahme einer extrapolierten FDG-Konzentration von 3,2 mM wurden als zellspe-
zifische FDG-Aufnahmerate 2,12 +/- 0,06 nmol/10° Zellen/min ermittelt. Aus den berechne-
ten Glukose- und der FDG-Aufnahmeraten ergab damit sich eine Lumped Konstante von
1,14 +/- 0,05 (Gl. 27).

rc = 4me 27)

Ton:

LC [-1 Lumped Konstante

Der Zeitpunkt der Ermittlung der zellspezifischen FDG-Aufnahme ist von wesentiicher Be-
deutung bei der Bestimmung der Lumped Konstanten, was im folgenden naher erlautert sei.
Die Lumped Konstante beinhaltet als Proportionalitatsfaktor zwischen der zeliuldren Auf-
nahme und Metabolisierung von FDG und Glukose sowoh| deren Unterschiede beziglich
des Transports als auch beziglich der Phosphorylierung. Die in die Berechnung der Lumped
Konstanten eingehende FDG-Aufnahmerate ergibt sich dabei als Steigung der-intrazellularen
Gesamtaktivitatskurve in Abbildung 4-29. Wenige Minuten nach der Applikation von FDG ist
die Aufnahmerate Uberwiegend transportbestimmt, erst mit steigender intrazellularer FDG-
Konzentration macht sich der Einflu® der Phosphorylierung auf den Anstieg der inirazellula-
ren Gesamtakfivitat bemerkbar (Veranderung der Kurvensteigung).

Analog zur Bestimmung der Glukoseverbrauchsrate, die unter unter steady-state Bedingun-
gen durchgefiihit wird (s.0.), mud zur Ermittiung der FDG-Aufnahmerate die Einstellung der
intrazellularen FDG-Gleichgewichtskonzentration abgewartet werden, was in dieser Untersu-

chung nach ungefahr 40 Minuten der Fall war.

4.7.2 Einfluf der Glukosekonzentration im Medium auf die FDG-Aufnahme

2-["°F)Fluor-2-Deoxyglukose konkurriert als molekulares Analogon sowoh! in Bezug auf den
Transport als auch bei der Phosphorylierung mit Glukose. Abhangig vom Glukosegehalt des
Mediums ergibt sich somit eine unterschiedlich starke kompetitive Inhibierung der FDG-
Aufnahme. Die theoretischen Hintergriinde wurden in Kapitel 2.4.1 bereits dargesteilt.

Von erheblicher Bedeutung ist diese Glukosekonzentrationsabhangigkeit der FDG-Aufnahme
in der nuklearmedizinischen Diagnostik. Dies gilt insbesondere fir die Ermittlung von Gluko-
severbrauchsraten in Organen oder Geweben hei Patientenuntersuchungen. Die direkte Be-
stimmung des Glukoseverbrauchs anhand von Blutproben ist in der Regel nicht oder nur
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stark fehlerbehaftet moglich, da eine Probenentnahme direkt vor und hinter dem untersuch-
ten Organ oder Gewsbe vorgenommen werden mil3te. Eine Alternative bietet der Einsatz
von ["*C] markierter Glukose erganzend zu FDG. [''C] markierte Glukose ist ebenfalls po-
sitronenemissionstomographisch detektierbar, verhalt sich stoffwechselphysiologisch wie
sein unmarkiertes Analogon und ermdglicht so die gezielte Bestimmung regiospezifischer
Glukoseverbrauchsraten (Reivich 1985). Diese Methode ist aus zwei Griinden jedoch nicht
weit verbreitet. Zum einen steigt durch die Doppeltracermethode die Strahlenbelastung fr
den Patienten erheblich an, und zum anderen sind [''C] markierte Radiotracer aufgrund der
kurzen Halbwertzeit (t,, = 20,4 min) nur (ber kurze Distanzen transportierbar.

Im Regelfall wird deshalb nur die regiospezifische FDG-Aufnahme mittels PET bestimmt und
daraus die Glukoseverbrauchsrate unter Verwendung einer a priori angenommenen Lumped
Konstanten berechnet. Die Annahme einer fehlerhaften Lumped Konstanten flithrt aber un-
weigerlich zu entsprechend falschen Werten fiir den regiospezifischen Glukosemetabolismus
(vgl. Gleichung 25) - eine erhebliche Einschrankung der medizinischen Diagnostik.

Daraus folgt ein grofer Informationsbedarf bezlglich der zellspezifischen Lumped Konstan-
ten in unterschiedlichen Organen oder Geweben sowie der sie beeinflussenden Parameter.
Dazu zahlt z.B. die Abhangigkeit vom Plasmaglukoselevel, der patientenspezifisch deutlich
variieren kann. Durch intensive Forschung sind diesbezligliche Erkenntnisse im Tiermodell
weit fortgeschritten (Lear et al. 1989, Mori et al. 1989, Sokoloff et al. 1977, Suda et al. 1990),
wéhrend entsprechenden Untersuchungen am Menschen enge ethisch-moralische Grenzen
gesetzt sind, so dafd hier erheblich weniger Erkenntnisse vorliegen (Langen 1993). Der Wir-
belschichtreaktor bietet die Maglichkeit, solche Untersuchungen an humanen Zellen in ge-
webedhnlichen Zelldichten unter physiologischen Bedingungen durchzufiihren.

Zur Evaluierung des Einflusses der Glukosekonzentration im Medium auf die Lumped Kon-
stante wurden Transportuntersuchungen, wie in Kapitel 4.7.1 beschrieben, durchgefiihrt.
Dabei wurden sieben verschiedene stationare Zustande (durch Einsteliung unterschiedlicher
Verweilzeiten) eingestellt und jeweils die Lumped Konstante ermittelf. Die untersuchten Glu-
kosekonzentrationen wurden dabei so gewahit, dal sie sich um den humanphysiclogischen
Normalwert von ca. 5 mM verteilten. In allen Untersuchungen betrug die eingesetzte FDG-
Konzentration 3 uCi/ml.

Da zu Kontrollzwecken bei jeder Untersuchung eine Vielzahl von Tragerproben entnommen
wurde, konnten nur drei Transportuntersuchungen pro Fermentation durchgefihrt werdén, SO
daf} die Ergebnisse aus drei Fermentationen resultieren. Die erreichten Zelldichten variierten
zwischen 1,05%10° und 1,2*10° Zellen/g Tréager, wahrend die Glukosekonzentrationen im

Reaktor zwischen 2,7 und 12,3 mM lagen.

85




Ergebnisse

Tabelle 4-6 falt die gemessenen Glukose- und FDG-Aufnahmeraten sowie die daraus er-
mittelten Lumped Konstanten in Abh&ngigkeit von der Glukosekonzentration im Umlauf zu-

sammen.
Glukosekonzentration  Glukoseaufnahme FDG-Aufnahme Lumped Konstante
[ImM] [nmol/10° Zellen/min]  [nmol/10° Zellen/min]
2,7 1,91 2,33 +/-0,02 1,22 +/- 0,01
3,2 1,86 2,12 +/- 0,09 1,14 +/- 0,05
4,0 2,02 1,72 +/- 0,2 0,85 +/- 0,1
6,0 2,48 1,94 +/- 0,23 0,79 +/- 0,01
7,1 2,67 1,76 +/- 0,16 0,66 +/- 0,06
10,5 2,47 1,81 +/- 0,25 0,73 +/- 0,1
12,3 2,39 1,63 +/- 0,1 0,68 +/; 0,04

Tabelle 4-6: Zellspezifische Glukose- und FDG-Aufnahmeraten sowie Lumped Konstanten in
Abhangigkeit von der Glukosekonzentration im Reaktor (Werte +/- s.d.; n=3)

Die zellspezifische Glukoseaufnahmerate steigt mit zunehmender Mediengiukosekonzentra-
tion signifikant an, ein in der Saugerzellkultur haufig beschriebenes Phénomen (Glacken et
al. 1986, Kurokawa et al. 1993, Miller et al. 1989), das aus der nahezu ungeregelien Gluko-
seaufnahme durch erfeichterte Diffusion resultiert (Renner et al. 1972, Sumbilla et al. 1981).
Die zelispezifische FDG-Aufnahme verhait sich dagegen invers und steigt mit sinkender Glu-
kosekonzentration deutlich an, was aus den unterschiedlichen Affinitaten von FDG und Giu-
kose bezlglich zellularem Transport und Phosphorylierung folgt. FDG zeigt eine hdhere Affi-
nitat als Glukose fiir den Carrier des transmembranen Transports, was aber nicht zwangs-
laufig zu einer verstarkten intrazeliularen Akkumulation fUhrt, da der Rucktransport aus der
Zelle heraus ebenfalls beschleunigt ablauft (Hasselbalch et al. 1996). Erst mit der Umset-
zung zu nicht membrangangigem FDG- bzw. Glukose-6-Phosphat kommt es zur Anreiche-
rung in der Zelle.

Die flr die Phosphorylierung verantwortiiche Hexokinase zeigt eine erheblich hthere Affinitat

fur Glukose im Vergleich zum fluormarkierten Analogon, was zu einer kompetitiven Inhibie-
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rung der FDG-Phosphorylierung fihrt (Schuier, 1980), Mit sinkender Glukosekonzentration
im Medium und damit abnehmender Inhibierung steigen die FDG-Phosphorylierungsrate und
nachfolgend die intrazellulare Radioaktivitatskonzentration an. Aus letzterer wird die zellspe-
zifische FDG-Aufnahmerate berechnet. Der Begriff Radioaktivitatskonzentration muft kor-
rekterweise verwendet werden, da mittels y-Detektion nicht zwischen FDG und FDG-6-
Phosphat unterschieden werden kann und nur die intrazellulare Gesamtaktivitat bestimmt
wird.

Abbildung 4-30 zeigt die aus dem Verhdltnis der FDG- und der Glukoseaufnahmeraten be-
rechneten Lumped Konstanten in Abhangigkeit von der Medienglukosekonzentration. Da
entsprechende Vergleichsdaten aus klinischen Untersuchungen an Patienten nach aktuellem
Kenntnisstand nur punktuell und nicht tGber einen gréReren Glukosekonzenirationsbereich
vorliegen, sind zum Vergleich die Ergebnisse von in vivo Untersuchungen am gesunden
Rattenhirn mit 2-[14C]-2-Deoxyglukose aufgetragen. Die unterschiedlichen Plasmaglukose-
konzentrationen der Tiere in dieser Studie wurden durch mehrtagiges Hungern oder durch
intravendse Insulin- bzw. Glukoseinjektion erzeugt.

Die in vitro im Wirbelschichtreaktor ermittelte Abhéngigkeit der Lumped Konstanten stimmt
gut mit den in vive Daten Uberein, Fir Glukosekonzentrationen im normo- bzw hyperglyka-
mischen Bereich (>5 mM) werden nahezu konstante Werte fir die Lumped Konstante erhal-
ten, wahrend im hypoglykamischen Bereich (<5 mM) ein starker Anstieg mit sinkender Glu-
kosekonzentration zu beobachten ist.

Dies steht im Einklang mit der gangigen Theorie der Existenz zweier Grenzfalle (Crane et al.
1983). FlUr extrem niedrige Glukosekonzentrationen wird die FDG-Aufnahme durch den
transmembranen Transport dominiert, da die kompetitive Inhibierung der FDG-Phosphory-
lierung durch Glukose aufgrund der niedrigen Konzentrationen nur eine untergeordnete Rolle
spielt. Die Lumped Konstante wird sich deshalb in diesem Fall dem Verhaltnis der Transport-
koeffizienten annéhern (Bevorzugung von FDG - Lumped Konstante > 1). Dagegen wird bei
hohen Glukosekonzentrationen die Hexokinase zum bestimmenden Faktor (kompetitive Inhi-
bierung der FDG-Phosphorylierung durch Glukose), weshalb hier das Verhéltnis der Phos-
phorylierungskoeffizenten die Grenze fir die Lumped Konstante darstellt (Bevorzugung von
Glukose > Lumped Konstante < 1).
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Abbildung 4-30: Glukoseabhangigkeit der Lumped Konstanten fir FDG in humanen Gliom-
zellen im Vergleich zu entsprechenden Untersuchungen am gesunden Rattenhirn

Die gemessenen Absolutwerte der Lumped Konstanten in humanen Gliomzellen sind im
Vergleich zum gesunden Rattenhirn signifikant erhoht - eine Beobachtung, die ebenfalls in
verschiedenen in vivo Untersuchungen an Gliomen in Ratten und an Patienten gemacht
wurde (Kapoor et al. 1989, Spence et al. 1990, Suda et al. 1990). Die im Rahmen dieser
Studien bestimmten Lumped Konstanten fiir Tumore lagen meist deutlich Gber denen fur
gesundes Hirngewebe, flr das Werte zwischen 0,42 und 0,52 beschrieben wurden (Phelps
et al. 1979, Reivich et al. 1985), wobei aber starke patientenspezifische Schwankungen be-
obachtet wurden. So beschreiben Spence et al. (1998} in einer kiinischen Studie an 40 Pati-
enten mit supratentorialen Gliomen Lumped Konstanten zwischen 0,72 und 3,1. Es werden
allerdings keine Angaben (iber die Plasmaglukosekonzentrationen der Patienten gemacht.

Die Ursache fr die Erhdhung der Lumped Konstanten in Tumorzelien ist deren erhéhte Glu-
kosetransporter- und Hexokinaseaktivitdt (Rempel et al. 1994, Waki et al. 1998, Yamamoto
et al. 1990). Insbesondere letztere flihrt zu einer Erhdhung der Lumped Konstanten, da die
kompetitive Inhibierung der FDG-Phosphorylierung durch Glukose abgeschwéacht wird. Dar-
Uber hinaus existieren Hinweise, daf die Selektivitat der Hexokinase, die zu einer deutlichen

Bevorzugung von Glukose gegenliber FDG fiihrt, in Tumorzellen verringert ist. Das Verhait-
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nis der Geschwindigkeitskonstanten der Phosphorylierung k's/ks ist in Gliomen signifikant
erhdht. Kapoor et al. (1989) fanden in Untersuchungen an Ratten Werte zwischen 0,52 und
0,69 gegenuber 0,32 im gesunden Hirn.

4.7.3 Zusammenfassung

Die durchgefilhrten Transportuntersuchungen mit dem etablierten Radiotracer 2-['*F]Fluor-2-
Deoxyglucose (FDG) an humanen Gliomzellen im Wirbelschichtreaktor verfolgten zwei Ziele,
zum einen den Funktionsnachweis, dall die on-line Mef3technik die intrazelluldre Radiotra-
ceraufnahme wiedergibt, und zum anderen einen Vergleich der erzielten Ergebnisse mit vor-
liegenden in vivo Daten aus Tierversuchen und klinischen Studien. Insbesondere der letzt-
genannte Gesichtspunkt diente zur Beurteilung der Eignung des entwickelten Konzeptes als

in vitro Modell.

Zur Uberpriifung des erstgenannten Aspektes wurden ein Wirbelschichtreaktor mit immobili-
sierten humanen Gliomzellen im steady-state mit einer FDG-Sprungfunktion {(Endkonzentra-
tion 3 pCi/ml} beaufschlagt und die intrazellulare Radiotracerakkumulation sowohl on-line
mittels y-Detektoren als auch off-line durch sequentiell entnommene Trager- und Umlaufpro-
ben bestimmt, Die dabej erzielte gute Ubereinstimmung der Ergebnisse kann als Beleg dafir
gelten, daf} die entwickelte MeRtechnik zur on-line Verfolgung der zelluldren Radiotracerauf-
nahme geeignet ist, zumal der Verlauf der Aktivitatsakkumulation der allgemein akkzeptier-
ten Theorie bezliglich Aufnahme und Metabolisierung von FDG in S8ugerzellen entspricht.
Die kinetische Modellierung ergab Geschwindigkeitskonstanten fiir den Transport und die
Phosphorylierung, die mit Ergebnissen aus klinischen Studien lbereinstimmen. Die direkte
Bestimmung der zelispezifischen Aufnahmerate aus dem on-line Signal ist aus den darge-
stellten Griinden jedoch nicht mdglich, so daft wahrend der Untersuchung die Entnahme
einer Tragerprobe zur Kalibrierung des Signals erforderlich bleibt. Dies stellt im Vergleich zu
den herkdmmiichen Kultursystemen (Gewebekulturflaschen oder Leighton-Tubes) trotzdem
einen enormen Fortschritt dar, da mit nur einer Probenahme kontinuierliche Daten fir die
zelispezifische Aufnahmerate vorliegen, wahrend bisher trotz der gleichzeitigen Untersu-
chung an 20 oder mehr Kulturgefaften nur sequentiell Werte bestimmt werden konnten. Die
Vorteile der on-line Datenerfassung zeigen sich insbesondere bei der Untersuchung dynami-
scher Prozesse, wie der Aufnahme und Metabolisierung von Radiotracern. Die Bestimmung
der zugrundeliegenden kinetischen Parameter gelingt im Vergleich zur sequentielien Probe-

nahme mit deutlich héherer analytischer Genauigkeit.
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Der Nachweis der Eignung des Wirbelschichtreaktorsystems als in vitro Modell gelang zum
einen durch die kinetische Modellierung der zellularen FDG-Aufnahme und zum anderen
durch die Untersuchung der Glukoseabhangigkeit der Lumped Konstanten. Die im Rahmen
der Modellierung ermittelten Geschwindigkeitskonstanten flr den Transport und die Phos-
phorylierung von FDG entsprachen Ergebnisssen aus klinischen Untersuchungen.

Bei der Glukoseabhangigkeit der Lumped Konstanten handelt es sich, wie beschrieben, um
einen Aspekt mit erheblicher Relevanz in der nuklearmedizinischen Diagnostik, zu dem aus
Tiermodellen recht umfassende Vergleichsdaten vorliegen. Aus klinischen Studien an Pati-
enten existieren dagegen Daten nur aus einem eng um den humanphysiclogischen Normal-
wert begrenzten Glukosekonzentrationsbereich. Dies ist nachvollziehbar, da es sich aus me-
dizinischen wie aus ethisch-moralischen Griinden verbietet, den Blutzuckergehalt von Pati-
enten und Probanden zu Versuchszwecken durch Eingriffe extrem vom humanphysiologi-
schen Normalwert abweichen zu lassen.

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf die im Wirbelschichtreaktor
an immobilisierten humanen Gliomzellen bestimmte Abhangigkeit der Lumped Konstanten
von der Medienglukosekonzentration vom grundséatzlichen Verlauf gut mit in vivo Daten aus
dem gesunden Rattenhirn Ubereinstimmten. Fir Glukosekonzentrationen im normo- bzw
hyperglyk&mischen Bereich (>5 mM) wurden nahezu konstante Werte fiir die Lumped Kon-
stante erhalten, wéhrend im hypoglykamischen Bereich (<6 mM) ein starker Anstieg mit sin-
kender Glukosekonzentration zu beobachten war. Die ermittelten Absolutwerte der Lumped
Konstanten korrelierten gut mit den vorliegenden klinischen Daten.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dal fir die in Abbildung 4-30 als Vergleichsdaten
gezeigten in vivo Studien am Tiermodell insgesamt 29 Ratten eingesetzt wurden. Dafl ana-
loge Ergebnisse auch durch Untersuchungen im Wirbelschichtreaktor erhalten werden
konnten, deutet das Potential dieser Technik an, einen Beitrag zur Reduktion von Tierversu-

chen zu leisten.
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4.8 Untersuchung zur Aufnahme der Diastereomere von 4-["®F]Fluorprolin

Neben Giukoseanaloga bilden markierte Aminoséureanaloga eine weitere sehr wichtige
Klasse der metabolischen Radiotracer. Ihre Hauptanwendung liegt in der onkologischen Dia-
gnostik, wobei je nach Art der Markierung unterschiedliche Detektionsverfahren (PET,
SPECT) zum Einsatz kommen, und begriindet sich durch den bei Tumorzellen deutlich ge-
steigerten Aminosauretransport (Deehan 1993).

Zur Zeit befinden sich mit den fluoranalogen, diastereomeren Aminoséuren 4-cis- und 4-
trans-["®F]Fluorprolin die ersten [*®F]-markierten Aminoséuren fir die Positronenemissions-
tomographie, die in groRen Aktivitaitsmengen synthetisiert werden koénnen, in der Evaluie-
rungsphase (vgl. Kap. 2.4.2). In ersten Untersuchungen an Zellkulturen in Gewebekulturfla-
schen zeigte sich, daR die Konfiguration der ['®F]-Bindungsstelle einen erheblichen Einfluf}
auf den zellularen Transport hat. So wurde trans-4-['®F]Fluorprolin sowohl von Gliomzelien
(86HG39) als auch von androgensensitiven und hormonresistenten Prostatakarzinomzellen
besser aufgenommen als das cis-Diastereomer (Bérner, 1998) - eine Beobachtung, die ei-
nen interessanten Ansatzpunkt fir vergleichende Transportuntersuchungen im Wirbel-

schichtreaktor darstelit.

H
N N
F
COOH COOH
F
cis-4-Fluorprolin trans-4-Fluarprolin

Dazu wurden analog zu den Arbeiten mit FDG (vgl. Kap. 4.7) ein Wirbeischichtreaktor mit
humanen Gliomzellen im steady-state mit einer 4-cis-["*F]Fluorprolin-Sprungfunktion beauf-
schiagt und die intrazellulére Radiotracerakkumulation on-line gemessen. Einige Tage spéter
erfolgte die Transportuntersuchung mit dem trans-Diastereomer am identischen System
nach dem gleichen Protokoll. Zur Kalibrierung auf die zellspezifische Radiotraceraufnahme
sowie zur Kontrolle der on-line Daten wurden mehrfach wéahrend der Untersuchungen Tra-
ger- und Umlaufproben entnommen. Die Radiotracerkonzentration im Umlauf wurde, wie bei
den FDG-Transportuntersuchungen, durch entsprechende Supplementierung des Frischme-
diums konstant gehalten. Tabelle 4.7 faiit die experimentellen Parameter dieser Transport-

untersuchungen zusammen.
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Radiotracer

4-cis-["*F]Fluorprolin

4-trans-[**F]Filuorprolin

Zellinie

Medium

Zelldichte

pO2
Umlaufvolumenstrom
Verweilzeit

Porositat

Dosierprofil

Datenerfassungstakt

86HG39
IMDM mit 10% FCS

1,37 * 10° Zellen / g Trager
30 %

77,5 ml / min

12,8 h

0,635

Sprungfunktion
(Endkonzentration: 3 uCi/ml)

5 s (integral)

86HG39
[MDM mit 10% FCS

1,44 * 10° Zellen / g Tréger
30 %

77,5 ml/ min

12,8 h

0,63

Sprungfunktion
{Endkonzentration: 3 uCi/ml})

5 s (integral)

Tabelle 4-7: Experimentelle Parameter der Transportuntersuchungen mit 4-cis- und 4-trans-

["*F]Fluorprolin

Nach bisherigen Erkenntnissen aus vorklinischen und Klinischen Studien wird Fluorprolin
nicht verstoffwechselt. Da es in beiden Richtungen membrangangig ist, sollte dies zur Aus-
bildung einer intrazellularen Gleichgewichtskonzentration filhren, die durch das Verhaltnis
der Transportkonstanten bestimmt wird. Dies wurde durch die Transportuntersuchungen
bestatigt. Fur trans-4-['*F]Fluorprolin wurde der Gleichgewichtswert deutlich schneller er-
reicht, was auf einen insgesamt schnelleren Transport im Vergleich zum cis-Diastereomer
hindeutet. Dies wird aus dem direkten Vergleich der on-line Daten noch deutlicher. Zur Erho-
hung der Ubersichtlichkeit wurde statt der on-line Daten der jeweilige gleitende Durchschnitt

(8 Perioden) verwendet (Abb, 4-33),
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Abbildung 4-31: Transportuntersuchung mit cis-4-['®F]Flucrprolin im Wirbelschichtreaktor
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Abbildung 4-32: Transportuntersuchung mit trans-4-[**F]Fluorprolin im Wirbelschichtreaktor
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Abbildung 4-33: Vergleich der intrazelluldren Aufnahme von cis- und trans-Fluorprolin

Die leichte Abnahme der intrazeliuldren trans-4-[*®F]Fluorprolin-Konzentration im Verlauf der
Untersuchung resultierte aus einer unzureichenden Supplementierung des Frischmediums
mit dem Radiotracer, bedingt durch eine zu geringe zur Verfugung stehende Gesamtradio-
aktivitatsmenge. Dies fiihrte durch Verdiinnungseffekte zu einer Verringerung der Aktivitats-
konzentration im Umlauf. Bei der Auswertung der Daten sowie der kinetischen Modellierung
wurde dies jedoch beriicksichtigt. In geringerem Ausmaf? gilt dies auch fiir die Untersuchun-
gen mit cis-4-['®*F]Fiuorprolin.

Aus Abbildung 4-33 bestatigt sich die hodhere Transportgeschwindigkeit fir trans-4-
[®*FJFluorprolin im Vergleich zum cis-konfigurierten Analogon durch die schneliere intrazeilu-
lare Anreicherung. Die maximale intrazellulare Radiotracerkonzentration wird fur trans-
Fluorprolin bereits nach knapp 30 Minuten erreicht, flr cis-Fluorprolin erst nach einer Stunde.
Die Gleichgewichtskonzentration ist fir beide Diastereomere jedoch identisch, so dal} eine
generell hdhere intrazellulare Anreicherung der trans-konfigurierten Aminosaure nicht besta-
tigt werden konnte. Dies ist vielmehr eine Frage des Melizeitpunktes, da bei Verwendung
von trans-4-[**F}Fluorprolin bereits schneller nach der Applikation des Radiotracers eine si-
gnifikante Akkumulation zu detektieren ist.

Durch kinetische Modellierung der zellularen Fluorprolinaufnahme unter Verwendung des in
Kapitel 2.4.2 beschriebenen Modells (Gl. 11) kann die hoéhere Transportgeschwindigkeit
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quantifiziert werden, Die Berechnungen wurden analog zu den Untersuchungen mit FDG

durchgeftihrt.

*
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Gy [mmoilfl] Fluorprolin-Konzentration in der Zelle

(11)

Die Abbildungen 4-34 und 4-35 zeigen die ausgehend von Gleichung 11 modellierte Fluor-
prolinaufnahme sowie die experimentellen Daten flr beide untersuchten Diastereomere.

Ebenfalls eingezeichnet ist der Verlauf der intrazellularen Aktivitatskonzentrationen, der sich

unter der Voraussetzung einer konstanten Umlaufkonzentration ergeben héatte,
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Abbildung 4-34: Kinetische Modellierung der zellularen cis-Fivorprolin-Aufnahme
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Abbildung 4-35: Kinetische Modellierung der zelluléren trans-Fluorprolin-Aufnahme

Aus der kinetischen Modellierung ergibt sich eine etwa dreifach héhere Transportgeschwin-
digkeit flr trans-4-["®*F]Fluorprolin im Vergleich zum cis-Diastereomer (Tab. 4-8).

Ky [min™) k', [min]
cis-4-["®F]Fiuorprolin 0,057 0,05
trans-4-["*F]Fluorprolin 0,17 0,14

Tabelle 4-8; Geschwindigkeitskonstanten des zellularen Transports von [*®F)Fluorprolin

Bei der vergleichenden Betrachtung der Transportuntersuchungen mit 2-["*F]Fluor-2-
Deoxyglukose (FDG) und Fluorprolin, die unter identischen experimentellen Randbedingun-
gen durchgefiihrt wurden, zeigt sich fur die Aminosaure eine geringere zellulare Radiotracer-
aufnahmegeschwindigkeit. Dies resultiert aus dem im Vergleich zum Glukosestoffwechsel
ebenfalls geringeren Aminosauremetabolismus der Zellen. Im Unterschied zu FDG zeigen
die beiden Diastereomere von Fluorprolin keine signifikante intrazellulare Aktivitatsanreiche-
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rung (k'; und K> annahernd gleich gro3). Dies bestatigt erste Tierversuche an Ratten in de-
nen im Gehirn nur eine sehr schwache Tracerakkumulation beobachtet wurde (s. S. 29).

Da das Mefirauschen aber unabhéngig von der zellularen Aufnahme ausschliefilich von der
eingesetzten Radiotracerkonzentration und der Mefanordnung (z.B. Art und Positionierung
der y-Detektoren) bestimmt wird, resultiert fir Transportuntersuchungen mit Aminosaure-
analoga durch die geringere intrazellulare Aufnahme ein im Vergleich zu markierten Gluko-
sederivaten schlechteres Signal-zu-Rauschen-Verhaitnis. Es konnte aber gezeigt werden,
daf} die erzielte Sensitivitat trotzdem zur genauen on-line Bestimmung des zellularen Radio-

tracertransports ausreicht.

Die durchgefiihrten Transportuntersuchungen mit Fluorprolin haben flr kiinflige vorklinische
und klinische Studien eine erhebliche Bedeutung, geben sie doch wichtige Hinweise flir das
Zeitschema bei der Durchfiihrung sequentieller in vivo Messungen (z.B. PET), was im fol-
genden naher erlautert werden soll.

In den Abbildungen 4-31 und 4-32 erscheinen die intrazelluldren Radioaktivitatskonzentratio-
nen nach Erreichen des Transportgleichgewichtes in die Zelle hinein bzw. aus der Zelle her-
aus nur deshalb konstant, weil der radioaktive Zerfall aus Griinden der Vergleichbarkeit zwi-
schen on-line und off-line ermittelten Daten mathematisch eliminiert wurde (vgl. Kap. 4.7.1).
Ohne diese Operation ergibt sich fur die intrazellulare Radioaktivitat eine Maximumfunktion,
da der intrazelluldren Anreicherung durch den Transport der Zerfall des ['°F] entgegenwirkt
(Abb. 4-36).

Die hochste Empfindlichkeit in sequentiellen in vivo Messungen wird naturgemafll zum Zeit-
punkt der hochsten infrazelluldren Radioaktivitatskonzentration und damit am Maximum der
Anreicherungsfunktion erzielt. Die Ermittlung dieses Zeitpunktes im Rahmen von Transport-
untersuchungen stellt somit einen wichtigen Aspekt bei der Vorbereitung von in vivo Unter-
suchungsprotokollen dar.

Im Falle der untersuchten Diastereomere des 4-Fluorprolin unterscheiden sich diese Zeit-
punkte erheblich, Wahrend das Anreicherungsmaximum fir das trans-lsomer bereits nach
23 Minuten erreicht wurde, dauerte dies fir das cis-Isomer mit 40 Minuten fast doppelt so

lange.
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Abbildung 4-36: Vergleich der intrazelluldren Aufnahme von cis- und trans-Fluorprolin ohne
Korrektur des radioaktiven Zerfalls
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5 Diskussion

Die in Kapitel 4 beschriebenen Untersuchungen und Ergebnisse wurden bersits grofitenteils
im Rahmen ihrer Darstellung interpretiert. Deshalb soll an dieser Stelle eine Bewertung des
entwickelten Gesamtkonzeptes vor dem Hintergrund der in Kapitel 2.2.3 genannten Anforde-

rungen an in vitro Systeme erfolgen.

I. Exakte, vielféltig einstellbare experimentelle Rahmenbedingungen

Der Wirbelschichtreakior erlaubt die prézise Einstellung aller relevanten Versuchsparameter,
Der pH-Wert, der p0,, die Temperatur oder die Medienosmolaritdt kénnen ebenso an die
experimentellen Vorgaben angepafit werden wie die Konzentrationen aller Medienbestand-
teile. Darlber hinaus kann der Umlaufvolumenstrom {iber einen weiten Bereich variiert wer-
den, um so den Blutvolumenstrom des jeweiligen Referenzorganismus zu simulieren.

So ist auch die Einstellung von im Tierversuch nicht realisierbaren Versuchsbedingungen
méglich, wobei die Grenzen der experimentellen Moglichkeiten durch die Toleranz der je-
weils verwendeten Zellen bestimmt werden.

Das System eignet sich zur Kultivierung eines weiten Spektrums unterschiedlicher Zellen,
was die Einsatzmbglichkeiten dieses Reaktorkonzeptes ebenfalls erweitert. Zu den bereits
erfolgreich kultivierten Zellen zahlen Hybridoma, CHO und BHK ebenso wie humane Gliom-
zellen oder Primarmaterial wie Hepatozyten aus der Schweineleber oder stromale Zellen aus
humanem Knochenmark (Schréder 1996, Thommes 1994, Zeng 1997).

. Zellkultivierung unter physiologischen in vivo Bedingungen

Die mdglichst exakte Mimikrierung der physiologischen in vivo Verhéltnisse zahlt zu den
wichtigsten, aber auch zu den schwierigsten Aufgaben bei der Entwicklung eines in vitro Sy-
stems. Die dreidimensionale Zellkultivierung, immobilisiert auf Mikrotragern, stellt dabei ei-
nen deutlichen Fortschritt im Vergleich zu den herkdmmilich verwendeten Monolayerkulturen
dar. Sie ermoglicht einen gewebeahnlichen Zell-Zell-Kontakt unter scherarmen Bedingungen
im Fliegleichgewicht, was den physiologischen Verhaltnissen schon sehr nahe kommt.
Trotzdem existieren noch eine Reihe von Limitierungen. Die erzielten Zelldichten liegen mit
1-2*10® Zellen/m! zwar noch um den Faktor 5-10 unter denen im Gewebe, dies stellt aber
eine Verbesserung gegeniiber der bisher tblichen Monolayerkultur um Faktor 500 dar! Eine
gezielte, ausbalancierte Kokultivierung unterschiedlicher Zelitypen, wie sle fur viele Gewebe
charakteristisch ist, ist gegenwértig noch nicht moglich. Die Untersuchung nicht nur der Wir-
kung unverénderter Pharmaka, sondern auch ihrer Metabolite lieRe sich dagegen durch In-
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tegration einer Perfusionskammer mit Mikrosomen aus Séaugetierlebern realisieren (vgl.
AMES-Test, S. 11). '

HI. Méglichkeit zur jederzeitigen Probenahme, idealerweise on-line Analytik

Der Wirbelschichtreaktor ermdglicht die jederzeitige Entnahme von Umiaufproben und Tra-
gern mit immobilisierten Zellen, auch wahrend eines laufenden Versuchs. Die immobilisierten
Zellen konnen enzymatisch unbeschadigt vom Trager abgelést werden und stehen fir weite-
re Untersuchungen zur Verfiigung.

Mit der entwickelten on-line Analytik erfolgt eine simuliane Erfassung der Radioaktivitdt im
Umlauf und im Wirbelbett und somit der zelluléren Anreicherung. Zur Kalibrierung auf die
zellspezifischen Aufnahmeraten ist jedoch die Entnahme einer Tragerprobe zwingend erfor-
derlich. Diese kann allerdings zu einem beliebigen Zeitpunkt des Experimentes erfolgen.

V. Simuiation von Wirkstoffkonzentrationsverldufen

Die Wirkstoffdosierung kann {iber einen in den Umlauf integrierten Zugang entsprechend den
experimentellen Anforderungen flexibel gestaltet werden. Ein Dirac-Impuls Uber eine Spritze
ist ebenso moglich wie eine Sprungfunktion mittels einer Austauschpumpe oder ein genau
definierter Profilverlauf unter Verwendung eines Perfusors. In allen Fallen wird gewahrleistet,
dafd sich die Zusammensetzung des im Reaktor zirkulierenden Mediums durch die Zudosie-
rung des Radiotracers nicht signifikant verandert, um die steady state Bedingungen aufrecht

zU erhalten.

V. Einfache Handhabung und geringe Kosten

Im Vergleich zu den Einwegartikeln Gewebekulturflaschen und Leighton-Tubes sind die An-
schaffungskosten fir den Wirbelschichtreaktor sowie flir die notwendige Peripherie (Pum-
pen, Elektroden, MeRverstarker, y-Detektoren, etc.) zweifellos deutlich hdher. Dafir bietet
der Reaktor, neben den oben dargestellfen, erheblich verbesserten experimentellen Mog-
lichkeiten, deutliche Vorteile in der Handhabung. So ist die Durchfithrung von Transportun-
tersuchungen mit Radiopharmaka deutlich weniger arbeitsintensiv. Mit nur einer Probenah-
me kann die zellspezifische Radiotraceraufnahme llickenlos aufgezeichnet werden, wahrend
alternativ mindestens 20 Gewebekulturflaschen oder Leighton-Tubes untersucht werden
missen und trotzdem nur sequentiell Daten erhalten werden. Dartiber hinaus wird durch die
Mboglichkeit zur weitgehenden Automatisierung die Radioaktivitatsexposition des Experimen-

tators reduziert.
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Da Radiopharmaka meist in pharmakologisch unwirksamen Konzentrationen eingesetzt wer-
den, kann eine Beeintrachtigung der Zellen durch die Untersuchungen in der Regel ausge-
schiossen werden. im stationaren Zustand des kontinuierlich betriebenen Wirbelschichtre-
aktors kann deshalb eine Vielzahl von Versuchen am unveranderien System durchgefiihrt
werden, was im Satzreaktorbetrieb (z.B. Gewebekulturflasche) nicht méglich ist.

Die Zelldichte, die Gesamizellzahl und damit auch die Substratverbrauche liegen im Wirbel-
schichtreaktor um Gréflenordungen Gber den entsprechenden Werten in Gewebekulturfla-
schen oder Leighton-Tubes. Dies erlaubt die schnelle, einfache Bestimmung von Substrat-
verbrauchsraten mit Hilfe automatischer Analysegerate. Auf arbeitsintensive, langwierige

Enzym-Assays mit vielen Pipettierschritten kann verzichtet werden.
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6 Zusammenfassung

Bei der Evaluierung radioakfiv markierter Substanzen (Radiotracer) werden, wie bei der Ent-
wicklung aller neuen Wirkstoffe und Diagnostika, vorbereitend und ergénzend zu vorklini-
schen Studien am Tiermodell in vifro Untersuchungen an Zefikulturen vorgenommen. Die
Zahl der notwendigen Tierversuche wird dabei nicht zuletzt durch die Glite der verwendeten
Zellkulturmodelle bestimmt. Hieraus ergibt sich ein erhebliches Potential zur Reduzierung
von Tierversuchen, wenn es gelingt, in vifro Modelle zu entwickeln, die eine méglichst gute

Simulation der in vivo Verhéltnisse ermdglichen.

Die vorliegende. Arbeit beschéftigt sich mit der Entwicklung eines neuen in vifro Modells zur
Evaluierung von Radiotracern an Zellkulturen. Dazu wurde, ausgehend von einem in der
Saugerzellkultur verwendeten Wirbelschichtreaktor, eine FlieRbettechnik mit on-line Daten-
erfassung konzipiert und charakterisiert. Nach Auswahl einer humanen Tumorzellinie als
relevantem biologischem Modeliéystem wurden Tranportuntersuchungen sowohl mit einem
etablierten als auch mit einem in der Entwicklung befindlichen Radiotracer durchgefuhrt, um
anhand der erhaltenen Ergebnisse eine Beurteilung der Leistungsfahigkeit und des progno-
stischen Potentials als in vifro Modell vorzunehmen.

Die wichtigsten Resultate der vorliegenden Arbeit kdnnen den folgenden Bereichen zuge-

ordnet werden:

Entwicklung und Charakterisierung des Reaktorkonzeptes

o Es wurde eine Fliel3bettechnik entwickell, die die Vorteile des zu Produktionsfermen-
tationen verwendeten Wirbelschichtreaktors (kontinuierliche Kultivierung gewebeéhnli-
cher Zelldichten unter physiclogischen Bedingungen im FlieRgleichgewicht) mit einer
Méoglichkeit zur flexiblen Gestaltung von Wirkstoffkonzentrationsverldufen verbindet.

o Eine on-line Analytik (zwei y-Detekioren mit entsprechender Kollimation) ermdglicht
die gleichzeitige Erfassung der Radiotracerkonzentrationen im Umiauf und im Wirbel-
bett und damit Aussagen ber die zellulare Aufnahmerate.

e Es wurde eine Methode unter Verwendung von ['®F]Fluorid entwickelt, die die Be-
stimmung des Flussigkeitsanteils in Wirbel- und Festbetten mit und ohne immobili-
sierte Zellen eriaubt,

¢ Unter Verwendung dieser Methode wurde nachgewiesen, dalt die Wirbelbetththe kei-
nen EinfluR auf den Flissigkeitsanteil im Wirbelbett besitzt.
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Zusammenfassung

Auswahl und Charakterisierung eines geeigneten biologischen Modells

Drei humane Gliomzellinien wurden unter Bericksichtigung der Aspekte Wachstums-
geschwindigkeit, maximale Zelldichte, Starke der Adh&renz sowie Neigung zur Ausbil-
dung von Zellaggregaten charakterisiert. Die Zellinie 86HG39 wurde dabei als am be-
sten geeignetes biologisches Modell ausgewahit und fur alle weiteren Untersuchungen
eingesetzt.. .

Es wurde eine enzymatische Methode etabliert, die eine vollstdndige Ablésung immo-
bilisierter Zellen vom Trager ohne Beschédigung der Zellen ermdglicht.

Das im Rahmen der Probenbehandiung notwendige Spilen von Tragern mit immobili-
sierten Zellen fihrte im Rahmen der Mef3genatuigkeit zu keiner Abnahme der immobi-
lisierten Zellzahl.

Durch Zusatz von Hydroxyharnstoff oder Aphidicolin zum Kulturmedium gelang eine
partielle Zellzyklussynchronisation, die jedoch nicht zur Durchfllhrung phasenspezifi-

scher Transportuntersuchungen ausreicht.

Durchfithrung von Transportuntersuchungen mit Radiotracern
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Die Eignung der entwickelten Meftechnik zur on-line Verfolgung der intrazellularen
Radiotraceraufnahme konnte durch Transportuntersuchungen mit 2-[**F]Fluor-2-
Deoxyglukose (FDG) im Wirbelschichtreaktor mit immobilisierten humanen Gliomzel-
len und durch den Vergleich der on-line Ergebnisse mit sequentiell enthommenen
Proben belegt werden.

Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten filr den transmembranen Transport und
die Metabolisierung von FDG korrelieren mit den Ergebnissen klinischer Untersuchun-
gen.

Die im Wirbelschichtreaktor ermittelte Abhangigkeit der Lumped Konstanten fiir FDG
von der Medienglukosekonzentration steht im Einklang mit der allgemein akzeptierten
Theorie und entspricht vorliegenden Ergebnissen aus Untersuchungen am Tiermodell.
Fir Glukosekonzentrationen im normo- bzw hyperglykdmischen Bereich (>5 mM) wer-
den nahezu konstante Werte fiir die Lumped Konstante erhalten, wahrend im hypogly-
kamischen Bereich (<5 mM) ein starker Anstieg mit sinkender Glukosekonzentration
ZU beobachten ist.

Die im Rahmen dieser Untersuchungen bestimmten Absolutwerte der Lumped Kon-
stanten fir FDG stimmen mit Daten aus klinischen Studien Uberein.




Zusammenfassung

e Bei Transportuntersuchungen der beiden Diastereomere des 4-["*F]Fluorprolin konnte
fur die trans-konfigurierte Aminosaure eine deutlich schnellere intrazellulare Anreiche-
rung ermittelt werden als fur das cis-Isomer, Die Geschwindigkeitskonstante fiir den
transmembranen Transport ist flr trans-4-["®F]Fluorprolin dreimal so groft wie der ent-
sprechende Wert fr das cis-Diastereomer. Diese Erkenntnis unterstitzt erste Ergeb-
nisse aus vorklinischen Studien.

¢ Aus dem Verlauf der zelluldren Radioakfivitatsakkumulation konnten wichtige Hinwei-
se fur die Planung zukUnftiger in vivo Untersuchungen mit 4-Fluorprolin gewonnen

werden.

Zusammenfassend IaRt sich konstatieren, dall das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
FlieRbettsystem die Moglichkeiten bisheriger in vitro Modelle zur Evaluierung von Radiotra-
cern verbessert und erweitert. Dies gilt insbesondere fUr die Aspekte:

1. Exakte, vielfaltig einstelibare experimentelle Rahmenbedingungen

2. Dreidimensionale Zellkultivierung mit gewebeahnlichen Zelldichten unter physiologi-

schen Bedingungen im FlieRgleichgewicht

3. On-line Analytik zur Bestimmung der intrazellularen Radiotracerakkumuiation

4. Simulation von in vivo Wirkstoffkonzentrationsverlaufen
Durch die gute Ubereinstimmung der erzielten Untersuchungsergebnisse mit vorliegenden
Erkenntnissen aus vorklinischen und klinischen Studien kann der entwickelten FlieRbettech-
nik zudem ein prognostisches Potential bei der Evaluierung neuer Radiotracer zugebilligt
werden. Langfristig konnte dies, eine allgemeine Akzeptanz dieser Technik vorausgesetzt,
einen Beitrag zur Reduzierung der Zahl von Tierversuchen bei der Wirkstoff- und Diagnosti-

kaevaluierung leisten.

Mit den dargesteliten Ergebnissen kénnen die Orientierungs- und die Evaluierungsphase im
Rahmen der in vifro Systementwicklung (vgl. Kap. 2.2.2) als weitgehend abgeschlossen gel-
ten. In den folgenden Arbeiten mul} deshalb die Standardisierung des Systems als Vorbe-
reitung auf die Validierungsphase im Mittelpunkt stehen (s. Kapite! 7).
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Ausblick

7 Ausblick

Der Wert einer neuen Methode definiert sich nicht zuletzt durch die Akzeptanz, die ihr, ins-
besondere von den potentiellen Anwendern, entgegengebracht wird. Dies gilt far in vitro Mo-
delle noch in erheblich starkerem MaRe als fur Produktionsverfahren, kann doch die Qualitat
des ,Produktes’ selten analytisch exakt erfal®t, sondern nur durch vergleichende Validie-
rungsstudien einer grofien Zahl von Laboratorien belegt werden.

Vor diesem Hintergrund bietet die hier vorgelegte Arbeit eine Reihe von Ansatzpunkten zur
Fortfihrung und Erweiterung, wobei zwei Aspekien besondere Aufmerksamkeit geschenkt
werden sollte. Dies sind zum einen die verfahrenstechnische Optimierung des vorgesteliten
Reaktorkonzeptes und zum anderen die Evaluierung weiterer Einsatzmoglichkeiten. Damit
sollen die Bedingungen fir die breite Anwendung des vorgestellien Modells geschaffen wer-
den, die Voraussetzung fiir seine Validierung ist und es zu einer echten Alternativmethode

werden lassen kénnte.
Verfahrenstechnische Optimierung des Reaktorkonzeptes

¢ Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete FlieRbettsystem leitet sich von einem zu
Produktionsfermentationen eingesetzten Wirbelschichtreaktor ab. Die damit verbun-
dene ReaktorgréRe war flir die Modellentwicklung uneriagilich, da nur so die flr den
Funktionsnachweis notwendige Entnahme einer grolen Zahl von Trager- und Umlauf-
proben gewahrleistet war. Flr den breiten Einsatz als in vitro Modell erscheint aber ei-
ne Miniaturisierung unerlaRlich. Sie erleichtert die Parallelisierung, eine fiir das Scree-
ning oft gestellte Forderung, und tragt zur Kostenreduzierung (fir Anschaffung und
Betrieb) bei. Darliber hinaus wird der Bedarf an Zellen fiir das Inokulum verringert,
was inshesondere bei Verwendung von Primarmaterial relevant ist.

¢ Das Mefrauschen wird durch die eingesetzte Radioaktivititskonzentration und die
Detektorkonfiguration (Detektoranordnung und Art der Kollimation) bestimmt und ist
unabhangig von der GroBe der zelluldren Anreicherung. Fiir Radiotracer mit geringer
intrazellulérer Akkumulation fGhrt dies zu einem schlechteren Signal-zu-Rauschen-
Verhéltnis und damit zu eingeschrénkter Aussagekraft der Ergebnisse. Durch Optimie-
rung der Detektorkonfiguration (z.B. Verwendung von Ringdetektoren) sollten sich
diesbezlglich Verbesserungen erzielen lassen.

107




Ausblick

Erweiterung des Anwendungsspektrums
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In Erweiterung der bisher durchgefiihrten Transportuntersuchungen mit markierten
Aminosaureanaloga kann durch selektive chemische Blockierung einzelner zellularer
Carriersysteme der jeweilige Anteil am Gesamttransport untersucht und quantifiziert
werden.

Eine an den kiinischen Alltag angelehnte Anwendung kénnte die postoperative Be-
stimmung der Lumped Konstanten fUr prim&re humane Tumorzellen unter den pati-
entenspezifischen physiologischen Bedingungen zur Revalidierung praoperativer PET-
Messungen darstellen.

Vor dem Hintergrund der wachsenden Zahl von Patienten mit degenerativen Hirner-
krankungen (z.B. Aizheimer, Parkinson) bilden zerebrale Rezeptorstudien einen zen-
tralen Gegenstand in der aktuellen Hirnforschung. Die entsprechenden Untersuchun-
gen werden bisher an postmortalen Hirnschnitten realisiert. Hier bietet die vorgestellte
Technik eine Alternative insbesondere bei der Durchfithrung von Bindungsstudien.
Das vorgestelite Konzept ist nicht auf die Evaluierung von Radiotracern beschrankt.
Vielmehr kénnen bereits etablierte und charakterisierte Radiotracer auch als Hilfsmittel
bei der pharmakologischen Prifung neuer Wirkstoffe eingesetzt werden. Als Beispiel
sei der EinfluB von potentiellen Zytostatika auf die Glukoseaufnahme von Tumorzellen
genannt. 2-["*F]Fluor-2-Deoxyglukose (FDG) kénnte dabei als on-line verfolgbares
Mafd fir den zelluilaren Glukosetransport in Abhangigkeit von der Zytostatikumkon-

zentration dienen.
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8 Anhang
8.1 Untersuchungen zur Zellzyklussynchronisation von 86HG39

8.1.1 Versuche mit Hydroxyharnstoff

Hydroxyharnstoff hemmt die Ribonukleosiddiphosphat-Reduktase und blockiert so den Uber-
gang von der G; in die S-Phase (Fox, 1987). Als Zytostatikum (Handelsname Litalir®) wird es
zur Behandiung von Melanomen, chronischer myeloischer Leukamie, Polyzythdmie und an-
derer neoplastischer Erkrankungen eingesetzt.

QO H
1

H2N—C—N\ Hydroxyharnstoff
OH

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde Hydroxyharnstoff in Konzentrationen von 2; 4; 6
und 8 mM dem Medium zugesetzt,

Vorversuche zur Ermittlung der optimalen Einwirkzeit

Vierundfiinfzig Gewebekulturflaschen (Wachstumsflache 25 em® wurden jeweils mit 1%10°
vitalen Zellen in 8 mi Medium inokuliert und 70 h im Begasungsbrutschrank (37°C, §% CO3)
kultiviert. AnschlieBend wurden das Medium gegen 8 mi Frischmedium mit Hydroxyharnstoff
(2-8 mM} ausgetauscht und die Zellen 30 h weiterkultiviert.

Nach dem Wechsel auf hydroxyharnstoffhaltiges Medium dauert es rund eine Verdopplungs-
zeit (ca. 24 h), bis eine vollstandige Arretierung am Restriktionspunkt erzielt werden kann, da
Zellen, die kurz vor dem Einbringen des Blockers den Restriktionspunkt Uberschritten haben,
den kompletten Zelizyklus einmal durchlaufen missen. Vorselektierte Zellen (z.B. durch mi-
totic shake-off), die gerade die Mitose beendet haben, missen bis zum Erreichen des Re-
striktionspunktes lediglich die G,-Phase durchlaufen, Daraus resultiert eine deutlich kiirzere
notwendige Inkubationszeit und nachfolgend eine niedrigere akute Toxizitat.

Unmittelbar vor dem Medienwechsel sowie stiindlich ab einer Einwirkzeit von 18 h wurden
fur jede untersuchte Konzentration die Zellen einer Gewebekulturflasche enzymatisch abge-
|6st, fixiert, gefarbt und die Zelizyklusverteilung bestimmt. Die Abbildung 8-1 zeigt den Ver-
lauf der einzelnen Zellzyklusphasenanteile in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit des Hydroxy-
harnstoffes. Exemplarisch werden nur die Ergebnisse mit der niedrigsten (2 mM) und der
hochsten (8 mM) verwendeten Konzentration dargestelit.
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Fir alle untersuchten Konzentrationen zeigte sich ein identischer Verlauf. Durch die Einwir-
kung des Hydroxyharnstoffes erhdhte sich der Anteil der Gy-Phase von 50% auf rund 78%,
wahrend sich der Anteil der S-Phase von 41% auf 22% reduzierte. Zellen in der G,/M-Phase
waren im Rahmen der Mefigenauigkeit nicht mehr detektierbar. Diese Populationsverteilung
stellte sich bereits nach einer Einwirkzeit von 18 Stunden ein und anderte sich in den folgen-
den 12 Stunden nicht mehr.
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Abbildung 8-1: Phasenverteilung in Abhangigkeit von der Einwirkzeit (Konzentration Hy-
droxyharnstoff: 2 mM (oben) und 8 mM (unten))

Eine vollstandige Synchronisation am Restriktionspunkt des Zellzyklus wurde nicht erreicht,

Dies deutet auf eine Zellschadigung insbesondere in der S-Phase hin, die dazu fihrte, daf
ein erheblicher Anteil dieser Zellen in der S-Phase verblieb und den Zellzyklus nicht weiter
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durchiaufen konnte. Es kann davon ausgegangen werden, dal} diese Zellen in erheblichem
Mafe geschadigt und nicht mehr proliferationsféhig sind, was im folgenden genauer unter-
sucht wurde.

Ahnliche Beobachtungen wurden mit CHO 10B2 Zellen gemacht (Fox, 1987). Eine zweistun-
dige Einwirkung von 2 mM Hydroxyharnstoff filhrte bei 80% der Zellen in der S-Phase zu
einer letalen Schadigung.

Die stark erhdhte Empfindlichkeit von S-Phasenzellen resuitiert aus der Wirkungsweise der
Arretierungsreagenzien, die wie beschrieben selektiv die DNA-Synthese verhindern. Zellen
in der Gy bzw. G,/M-Phase werden davon nicht beriihrt, wohingegen es bei Zellen, die sich
zum Zeltpunkt der Inhibitorzugabe in der Phase der DNA-Replikation befinden, zu irreparab-
len Schaden beim Aufbau der DNA kommt.

Deutliche Auswirkungen hat die Arretierung am Restriktionspunkt auf die relative Zellgrofie
und die relative Granularitat (Abb. 8-2). So erhdht sich die durchschnittiche ZellgréRe, flow-
cytometrisch bestimmt durch den von den Zellen verursachten Schatten (forward scatter), im
Vergleich zur unbehandelten Population um 50%. Gleiches gilt fuir die Zeligranularitat, die
durch das zellulare Streulicht (sideward scatter) im Flow Cytometer ermittelt wird.

Dieses Phanomen hat seine Ursache in der Arretierung der Gberwiegenden Mehrheit der
Zellen am Restriktionspunkt. Die Gy-Phase ist gekennzeichnet durch eine hohe Proteinsyn-
theseleistung, um die nach der Mitose ,ausgedinnten’ Zellpools wieder aufzufiillen. Durch
die Synthese zelluldrer Makromolekile nimmt sowohl die ZellgréRRe als auch die Granularitét
der Zellen deutlich zu. Die Zunahme von ZellgroBe und Granularitat endet, sobald alle pro-
liferationsféhigen Zellen den Restriktionspunkt erreicht haben. Auf diesem Weg kann die
Mindestinkubationszeit fiir die jeweilige Konzentration bestimmt werden. Dies war flr 2 mM
Hydroxyharnstoff nach 24 Stunden der Fall, bei einer Konzentration von 8 mM zwei Stunden
friher.

Aus dem Gesichtspunkt der moglichst volistdndigen Synchronisation der Zellpopulation er-
gaben sich somit folgende Mindestinkubationszeiten (Tab. 8-1).

Konzentration Hydroxyharnstoff [mM] 2 4 6 8

Mindesteinwirkzeit [h] 24 23 22 22

Tabelle 8-1: Mindestinkubationszeiten zur maximalen Zellzklussynchronisation
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Abbildung 8-2: Relative ZellgréRe (Forward Scatter) und Zellgranularitat (Sideward Scatter)
in Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Vorversuch zur Beurteilung des zytotoxischen Potentials

Neben der fir eine vollstandige Synchronisation notwendigen Mindestinkubationszeit spielt
der Gesichtspunkt der Toxizitat eine entscheidende Rolle. Zur Untersuchung der zyto-
toxischen Wirkung von Hydroxyharnstoff wurden nach einer Einwirkzeit von 22; 26 und 30
Stunden fiir alle untersuchten Konzentrationen (2 — 8 mM) jeweils 3,5*10° vitale Zellen in
Gewebekuiturflaschen mit 30 ml Frischmedium umgesetzt und damit die Arretierung aufge-
hoben. Die Vitalitat wurde durch die in Kapitel 3.6.1 beschriebene Erythrosin B Ausschlul-
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methode bestimmt. Diese Methode basiert ausschliefflich auf der Membranintegritat der
Zellen, erlaubt aber keine Aussage (ber die Proliferationsfahigkeit. Daher wurde erst nach
einer Kulturdauer von 44 Stunden die vitale Zellzahl bestimmt,

Es werden wisderum exemplarisch nur die Ergebnisse der Untersuchungen mit 2 mM und
8 mM Hydroxyharnstoff dargestelit (Abb. 8-3).
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Abbildung 8-3: Toxizitat in Abhangigkeit von der Vorinkubationszeit und der Hydroxyharn-
stoffkonzentration: vitale Zellzahlen nach 44 Stunden Weiterkuitivierung in Frischmedium

Ein deutlicher Einflu®} auf die Proliferationsfahigkeit der Zellen war sowoh| beziiglich der
Konzentration als auch der inkubationsdauer nachweisbar. Wahrend sich die Zellzahl der
Kontrollkultur (Vorinkubation mit Hydroxyharnstoff-freiem Medium) annéhernd vervierfachte,
was einer Verdopplungszeit von 25-26 Stunden und damit dem Normalwert fir diese Zellinie
entsprach, war die Proliferation aller anderen Kulturen stark beeintrachtigt. Bei héheren Kon-
zentrationen bzw. langen Einwirkzeiten war kein Zellwachstum mehr zu beobachten. In vie-
len Fallen starb sogar ein erheblicher Anteil der Kuitur ab. Die Zellen waren in diesen Fallen
zum Zeitpunkt des Umsetzens in frisches Kulturmedium also bereits letal vorgeschadigt.
Tabelle 8-2 zeigt die Verdopplungszeiten in Abhangigkeit von der Hydroxyharnstoffkonzen-
tration und der Einwirkzeit.
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Aus den Toxizitdtsuntersuchungen ergaben sich als Randbedingungen fiir Synchro-
nisationsexperimente somit eine mdglichst geringe Wirkstoffkonzentration sowie sine mog-

lichst kurze Einwirkzeit.

Vorinkubationszeit [h]

Konzentration [mM] 22 26 30

0 26,2 n.b. 25,5

2 44,9 56,6 “

4 61,8 - -

6 82,3 - -

8 - - -
n.b. nicht bestimmt

- kein Zellwachstum

Tabelle 8-2: Verdopplungszeiten [h] nach Vorinkubation mit Hydroxyharnstoff

Synchronisationsexperiment in Gewebekulturflaschen

Auch wenn die Voruntersuchungen wenig Anlal? zu Optimismus gaben, eine in hohem Male
am Restriktionspunkt arretierte Zellpopulation zu erzeugen, die nach Aufhebung der Arretie-
rung den Zellzyklus synchron durchlauft, wurde ein entsprechender Versuch unter Berlick-
sichtigung der in den Voruntersuchungen gewonnenen Erkenntnisse durchgefiihrt. Dazu
wurden 10 Gewebekulturflaschen (Wachstumsflache 25 cm?) jeweils mit 1*10° vitalen Zellen
in 8 ml Medium inokuliert und 70 h im Begasungsbrutschrank (37°C, 5% CO) kultiviert. An-
schlielend wurde das Medium gegen 8 ml Frischmedium mit 2 mM Hydroxyharnstoff aus-
getauscht und die Zellen weiterkultiviert, um eine Arretierung am Restriktionspunkt zu errei-
chen. Nach 22 h wurde die Arretierung aufgehoben, indem das hydroxyharnstoffhaltige Me-
dium entfernt und, nach zweimaligem Waschen des Monolayers mit vorgewadrmtem PBS,
durch 8 m! Frischmedium ersetzt wurde. Stiindlich wurden die Zellen einer Gewebekulturfla-
sche abgelost und die Zellzykiusverteilung bestimmt (Abb. 8-4). Zu Beginn entsprachen die
gemessenen Werte den Ergebnissen aus den Vorversuchen. Knapp 80% der Zellen befan-
den sich in der Gy-Phase, wahrend die restlichen gut 20% der Zellen in der S-Phase verblie-
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ben. Zellen in der Gy/M-Phase waren im Rahmen der Mef3genauigkeit nicht detektierbar,
Eine vollsténdige Synchronisation der Kultur am Restriktionspunkt wurde also nicht erzielt.

In den ersten vier Stunden nach Authebung der Blockierung anderte sich die Phasenvertei-
lung nicht signifikant. Danach zeigte sich eine deutliche Verschiebung zugunsten des S-
Phasenanteils. Alierdings traten nicht alle in der G,-Phase arretierten Zellen in die Synthese-
phase ein, was als Indiz fir eine erhebliche Schadigung auch dieser Zellen gewertet werden
kann, Die vierstindige Vorlaufzeit zwischen Aufhebung der Arretierung durch den Medien-
wechsel und dem Eintritt der Zellen in die S-Phase resultiert aus der zeitverzdgerten intra-
zelluldren Aufhebung der Arretierung, da die intrazelluldre Hydroxyharnstoffkonzentration
erst alimahlich auf eine unwirksame Konzentration verdiinnt wird.

In den folgenden Stunden stellie sich eine relativ konstante Phasenverteilung von ca. 52% S-
und 48% Gs-Phase ein. Durch die fortschreitende Replikation der DNA verschob sich dabei
das Maximum des S-Peaks in Richtung doppelter DNA-Gehalt (Tabelle 8-3).
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Abbildung 8-4: Synchronisationsexperiment nach 22 Stunden Vorinkubation mit Hydroxy-

harnstoff

Der scheinbar besonders hohe S-Phasenanteil nach finf Stunden ist wahrscheinlich auf eine
Schwache der Auswertesoftware zuriickzufithren. Kurz nach der Aufhebung der intrazeliula-
ren Arretierung lag der DNA-Gehalt der Zellen in der Synthesephase nur wenig Uber dem
einfachen Satz, was zu einer Uberlappung zwischen G;- und S-Peak im Histogramm flhrt,
die vom verwendeten Analyseprogramm nur stark fehlerbehaftet aufgeldst wurde.
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Zeit nach Aufhebung der Arretierung [h] 5 6 7 8 9
Relativer DNA-Gehalt der Zellen in der 1,28 1,39 1,45 1,55 1,67
Synthesephase

Tabelle 8-3: Relativer DNA-Gehalt der Zellen in der Synthesephase (Peakmaximum) in Ab-
hangigkeit von der Zeit nach Aufhebung der Blockierung mit Hydroxyharnstoff

fm Rahmen der Voruntersuchungen deutete sich bereits an, da die wahrend der Arretierung
in der 8-Phase verbliebenen Zellen erheblich geschadigt und nicht mehr in der Lage sind
den Zellzyklus weiter zu durchlaufen. Dies konnie im Rahmen des Synchronisationsexperi-
mentes belegt werden, Wéren diese Zellen noch zur Proliferation fahig gewesen, so hitte
nach Aufhebung der Arretierung ein Anstieg des G,/M-Anteils detektierbar sein missen. Dies

war jedoch nicht der Fall.

8.1.2 Versuche mit Aphidicolin

Eine Alternative zum nachgewiesenermallen zytotoxischen Hydroxyharnstoff stellt Aphidico-
lin dar, ein tetracyclisches Diterpen, das kompetitiv den dCMP-Einbau durch die DNA-
Polymerase o hemmt und so den Ubergang von der G, in die S-Phase blockiert {Ikegami et
al. 1978, Pedrali-Noy et al. 1979, Ichikawa et al. 1980, Yagura et al. 1982).

HO_ CH,OH
H

Aphidicolin

HO™™ ™
HOH,C

H
CH,

Far Aphidicolin wird bei &hnlichen Synchronisationseigenschaften wie far Hydroxyharnstoff
eine deutliche geringere Toxizitat, insbesondere auf Zellen in der Synthesephase beschrie-
ben (Fox, 1987).
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Vorversuche zur Ermiftlung der optimalen Einwirkzeit

Analog zu den Untersuchungen mit Hydroxyharnstoff wurden in Vorversuchen mit Aphidi-
colin die optimale Konzentration und Einwirkzeit zur Zellzyklussynchronisation bestimmt.

21 Gewebekulturflaschen (Wachstumsfiache 25 cm?) wurden jeweils mit 1*10° vitalen Zellen
in 8 mi Medium inokuliert und 70 h im Begasungsbrutschrank (37°C, 5% CO,) kuitiviert. An-
schliefiend wurden das Medium gegen 8 ml Frischmedium mit Aphidicolin (2 bzw. 4 ug/ml)
ausgetauscht und die Zellen 25 h we}terkultiviert.

Unmittelbar vor dem Medienwechsel sowie stiindlich ab einer Einwirkzeit von 18 h wurden
die Zellen einer Gewebekulturflasche enzymatisch abgelést, fixiert, gefarbt und die Zellzy-
kiusverteilung bestimmt. Die Abbildung 8-5 zeigt den Verlauf der einzelnen Zellzykluspha-
senanteile in Abhangigkeit von der Einwirkzeit des Aphidicolins. Exemplarisch werden nur
die Ergebnisse mit 2 ug/ml dargestelit.
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Abbildung 8-5; Vorversuch Aphidicolin (2 pg/mi); Phasenverteilung in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit

Fir alle untersuchten Konzentrationen wurden ahnliche Ergebnisse wie unter Verwendung
von Hydroxyharnstoff erhalten. Der Anteil der G;-Phase erhdhte sich im Vergleich zur nicht-
arretierten Kultur von 50% auf rund 78%, wéhrend sich der Anteil der S-Phase von 41% auf
22% reduzierte. Zellen in der G./M-Phase waren im Rahmen der Mefigenauigkeit nicht mehr
detektierbar. Eine vollstandige Synchronisation am Restriktionspunkt des Zellzyklus wurde
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jedoch auch mit Aphidicolin nicht erreicht, Diese Populationsverteilung stellte sich bereits
nach einer Einwirkzeit von 18 Stunden ein und anderte sich in den folgenden 7 Stunden nicht
mehr.

Vorversuch zur Beurteilung des zytotoxischen Potentials

Um zu beurteilen, ob die zytotoxische Wirkung von Aphidicolin auch fir die im Rahmen die-
ser Arbeit eingesetzte humane Gliomzellinie geringer ist als die bereits beschriebene Toxizi-
tat von Hydroxyharnstoff, wurden die entsprechenden Untersuchungen auch mit Aphidicolin
durchgefuhrt. Dazu wurden nach einer Einwirkzeit von 17; 21 und 25 Stunden fiir alle unter-
suchten Konzentrationen (2 bzw. 4 pg/ml) jeweils 3,5*10° vitale Zellen in Gewebekulturfla-
schen mit 30 ml Frischmedium umgesetzt und damit die Arretierung aufgehoben. Als Maf fOr
die Beeinflulung der Proliferationsfahigkeit der Zellen wurde nach einer Kulturdauer von
weiteren 44 Stunden die vitale Zellzahl bestimmt.
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Abbildung 8-6: Toxizitat in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit, Zellzahlen nach 96 Stunden
Kultur in Frischmedium

Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit Hydroxyharnstoff als Arretierungsreagenz konnte

in allen Fallen eine Zunahme der vitalen Zellzahl registriert werden (Abb. 8-8). Trotzdem
zeigte sich eine Beeintrachtigung bezlglich der Proliferation in Abhangigkeit sowohl von der
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Einwirkdauer als auch von der verwendeten Aphidicolin-Konzentration, was sich in einer zum
Teil erheblichen Vertangerung der Verdopplungszeit manifestierte (Tabelle 8-4).

Das zytotoxische Potential von Aphidicolin ist im Vergleich zu Hydroxyharnstoff jedoch deut-
lich geringer, so dafl} ein weiterer Versuch zur Synchronisation einer Gliomzellpopulation

diesmal unter Verwendung von Aphidicolin unternommen wurde.

Vorinkubationszeit [h]
Konzentration 17 21 25
[ug/mi]
0 32 30,9 28,2
2 39,3 41,2 48,6
4 39 41,2 107

Tabelle 8-4: Verdopplungszeiten nach Vorinkubation mit Aphidicolin

Synchronisationsexperiment in Gewebekulturflaschen

Aus den Vorversuchen ergaben sich als geeignete Versuchsbedingungen eine Aphidicolin-
konzentration von 2 ug/ml sowie eine Inkubationszeit zur Arretierung der Zellen am Restrikti-
onspunkt von 20 Stunden.

NeunGewebekulturflaschen (Wachstumsflache 25 cm?) wurden jeweils mit 1,25%10° vitalen
Zellen in 8 mi Medium inokuliert und 50 h im Begasungsbrutschrank (37°C, 5% CO,) kulti-
viert. Anschliefend wurden das Medium gegen 8 ml Frischmedium mit 2 ug/mi Aphidicolin
ausgetauscht und die Zellen weiterkultiviert, um eine Arretierung am Restriktionspunkt zu
erreichen. Nach 20 h wurde die Arretierung aufgehoben, indem das Arretierungsmedium
entfernt und, nach zweimaligem Waschen des Monolayers mit vorgewarmtem PBS, durch 8
ml Frischmedium ersetzt wurden. Stiindlich wurden die Zellen einer Gewebekuiturflasche
abgeldst und die Zellzyklusverteliung bestimmt. Unmittelbar nach Aufthebung der Arretierung
entsprachen die gemessenen Werte den Ergebnissen aus den Vorversuchen. Rund 75% der
Zellen befanden sich in der G;-Phase, wahrend die restlichen 25% der Zellen in der S-Phase
verblieben. Zellen in der G,/M-Phase waren im Rahmen der Mef3genauigkeit nicht detektier-
bar. Eine vollstandige Synchronisation der Kultur am Restriktionspunkt wurde also nicht er-
zielt. Die in der Synthesephase verbliebenen Zellen verteilten sich dabei, wie aus dem Histo-
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gramm ersichtlich wird (Abb. 8-7), gleichméalig Uber den gesamten Bereich der $S-Phase
(DNA-Gehalt zwischen einfach und doppelt).
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Abbildung 8-7: Histogramm einer mit Aphidicolin (2 pg/mi) arretierten Gliomzellpopulation
nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden

Im Gegensatz zum Synchronisationsexperiment mit Hydroxyharnstoff zeigte sich bereits
nach einer Stunde eine deutliche Verschiebung der Phasenverteilung (Abb. 8-8). Die intra-
zelluldre Blockierung der DNA-Polymerase o durch Aphidicolin wird also erheblich schneller
aufgehoben als die Inhibierung der Ribonukleosiddiphosphat-Reduktase durch Hydroxyharn-
stoff (vgl. Abb. 8-4). Ein Groftteil der Zellen aus der G,-Phase tritt in die Synthesephase ein.
Allerdings findet auch in diesem Fall kein vollstandiger Ubergang der G-Zellen statt, was
auch hier als indiz fUr eine erhebliche Schéadigung dieser Zellen gewertet werden kann. Der
prozentuale Anteil der geschadigten Zellen ist jedoch deutlich kleiner als im Experiment mit
Hydroxyharnstoff.

In den folgenden Stunden stellte sich eine relativ konstante Phasenverteilung von ca. 80% S-
und 20% G;-Phase ein, wobei sich das Maximum des S-Peaks im Histogramm mit fort-
schreitender Replikation der DNA in Richtung doppelter DNA-Gehalt verschob. Der Eintritt
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der Zellen in die G,-Phase bzw. in die Mitose konnte im Rahmen dieses Versuches nicht
beobachtet werden.

Der Anteil der Zellen in der Synthesephase setzte sich dabei additiv aus den nach Aufhe-
bung der Blockierung eingewanderten und den wahrend der Arretierung in der S-Phase ver-
bliebenen Zellen zusammen. Letztere sind nicht mehr proliferationsfahig, was zum einen aus
der Tatsache ableitbar ist, dal® im Verlauf des Experimentes keine signifikante Erhdhung des
Gy/M-Anteils auftrat, und zum anderen aus dem Histogramm erkennbar wird. Der DNA-
Gehalt der bei der Arretierung in der Synthesephase verbliebenen Zellen (vgl. Abb. 8-7) an-
derte sich auch nach Aufhebung der Blockierung nicht mehr, wahrend ein GrofMeil der am
Restriktionspunkt arretierten Zellen mit der Proliferation begann. Daraus folgt im Histogramm
eine Uberlagerung zweier Subpopulationen in der S-Phase (Abb. 8-8).
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Abbildung 8-8: Histogramm einer Gliomzellpopulation zwei Stunden nach Aufhebung der
Arretierung mit Aphidicolin (2 pg/ml)

Far den Anteil der nach Aufhebung der Arretierung weiter proliferierenden Zellen ergibt sich
ein Wert von nur 55%. Die restlichen 45% der Zellen sind proliferationsunféhig und verteilen
sich auf die Gy-Phase (20%) und die Synthesephase (25%), eine Folge der zytotoxischen
Wirkung des Aphidicolins wahrend der Inkubation zur Arretierung der Population.
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Abbildung 8-9: Synchronisationsexperiment nach 20 Stunden Vorinkubation mit Aphidicolin

8.1.3 Zusammenfassung der Synchronisationsuntersuchungen

Voraussetzung fir die Bestimmung der zelizyklusphasenspezifischen Aufhahmeraten von
Radiotracern und Radiopharmaka ist die Generierung einer vitalen, am Restriktionspunkt des
Zellzyklus arretierten Kultur, die diesen nach Aufhebung der Arretierung synchron durchlauft.
In einer Uber den Zelizyklus verteilten Population ist eine Bilanzierung der phasenspezifi-
schen Aufnahmeraten dagegen unmadglich.

Unter Berticksichtigung der durch das Kuitursystem (Wirbelschichtreaktor) vorgegebenen
Rahmenbedingungen kam aus den dargestellten Griinden nur eine chemische Arretierung
ohne Vorsynchronisation der Zellen (z.B. durch mitotic shake-off) in Betracht. Aus den in
Frage kommenden Arretierungsreagenzien wurden Hydroxyharnstoff und Aphidicolin aus-
gewdhlt, da flr diese Verbindungen besonders gute Synchronisationseigenschaften be-
schrieben sind. Sie weisen jedoch, wie alle Substanzen, die die DNA-Synthese hemmen,
eine erhebliche Zylotoxizitat, insbesondere gegentber Zellen in der S-Phase, auf, da bei
diesen in die laufende Replikation der DNA eingegrifien wird. Ein Wirkmechanismus, der sich
im Fall einer stark proliferierenden Kultur mit einem hohen Anteil an Zellen in der Synthese-
phase besonders deutlich auswirkt, und wie die Untersuchungen gezeigt haben, die Generie-
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rung einer volistandig synchronisierten Kultur ohne Vorselektion unmdglich macht. So waren
nach Aufhebung der Arretierung im Falle des Aphidicolin lediglich noch 55% der Zellen pro-
liferationsfahig, bel Verwendung von Hydroxyharnstoff sogar nur 30%.

Um auszuschlieflen, dall die beobachteten Effekte der Arretierungsreagenzien abhangig
vom Kultursystem (im Fall dieser Untersuchungen Gewebekulturflaschen) sein kénnten,
wurde abschlieflend ein Synchronisationsexperiment im Wirbelschichtreaktor unter Verwen-
dung von Aphidicolin (Konzentration 2 pg/mi; Inkubationszeit 20 Stunden) durchgefiihrt. Die
Arretierung wurde aufgehoben, indem das gesamte Reaktormedium durch 500 ml zelifreien
Kulturiiberstand ausgetauscht wurde (vgl. Kap. 4.1.1. Generierung einer Sprungfunktion).
Die erhaltenen Ergebnisse entsprachen den Resultaten aus den Gewebekulturflaschen,
weshalb auf eine detaillierte Darstellung an dieser Stelle verzichtet wird.
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8.2 Losungsweg der verwendeten Differentialgleichungen

Der Losungsansatz fiir die zur Beschreibung der Radiotraceraufnahme verwendeten Diffe-

rentialgleichungen sei exemplarisch am Beispiel von Gleichung 5 erlautert.

d * &
_c'"l'?":kl *Cp —(kz +k;)*cb (5)
dt
Kia [min™"] Geschwindigkeitskonstanten
Cp {mmolfi] FDG-Konzenfration im Blutplasma
Cy [mmol/1) FDG-Konzentration im Gewebe

Aus der durch die experimentellen Rahmenbedingungen sichergestellten Konstanz der FDG-
Konzentration im Umlauf (Blutplasma) ergibt sich folgender Losungsansatz:

V'=a-b*y mita=k *c,undb =k + K
& V+b*y=a inhomogene, lineare Differentialgleichung

Das Integral dieser inhomogenen, linearen Differentialgleichung ergibt sich als Summe des
Integrals der zugehdrigen homogenen Differentialgleichung und einem partikularen Integral

der inhomogenen Differnetialgleichung.

& y+b*y=0 zugehdrige homogene Differentialgleichung

> y(t)=C*e ™™ Lésung der homogenen Differentialgleichung

mit C = Integrationskonstante

L.ésung des partikuldren Integrals

o=

> y(t) = % +C*em M Losung der inhomogenen Differentialgleichung
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Ubertragung auf Gleichung 5 durch Substitution von a und b ergibt:

* %

kl C e
oy =L o i)
2 R

Unter der Randbedingung, daf die intrazeilulare FDG-Konzentration ¢, zum Zeitpunkt t = 0
ebenfalis gleich Null ist, folgt fir die Integrationskonstante C:

P
s
kl CP + C*e"(k; +k;)*0
*

*
2 a3

cp (0)=

S
*
ky Fep

<::> C: * E
ky + Ky

Damit ergibt sich, durch Einsetzen der Integrationskonstanten, Gleichung 7 {vgl. S. 26):

b *ep (1 ebiishe)

*

k; +k3

cp ()=
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8.3 Zusammensetzung der verwendeten Lésungen

Zusammensetzung der Kulturmedien:

DMEM Ham's F-12 IMDM
[mgfl] [mgft] fmg/1]
Anorganische Salze

CalCl, (anhyd.) 200,00 33,22 165,00
CusQ, * 5H,0 - 0,003 -
Fe(NQO;) * 9H,0 0,10 - -
FeSQ, * 7TH,O - 0,834 -
KCl 400,00 223,60 330,00
MgCl, (anhyd.) - 57,22 -
MgSO, (anhyd.) 97,67 - 97,67
NadCl 6400,00 7598,00 4500,00
NaH,PO, * H,O 125,00 - 125,00
Na,HPQO, (anhyd.) - 142,04 -
ZnS0, * 7H0 - 0,863 -
Aminosduren
L-Alanin - 8,90 25,00
L- Arginin * HCI 84,00 211,00 84,00
L-Asparagin - - 25,00
L-Asparagin * H,O - 15,01 -
L-Asparaginsaure - - 30,00
L-Cystein * H,O * HCI - 13,30
L-Cystin * 2 HCI - - 91,24

Tabelle 8-5: Zusammensetzung der Pulvermedien DMEM, Ham'’s F12 und IMDM (Herstellerangaben)

127




Anhang

DMEM Ham’s F-12 IMDM
[mg/l] [mg/1] [mgfl]
Aminosduren

L-Glutaminséure - 35,12 75,00
L-Glutamin 584,00 148,00 584,00
Glycin 30,00 30,00 30,00
L-Histidin * HCI * H,O 42,00 20,96 42,00
L-tsoleucin 105,00 3,94 105,00
L-Leucin 105,00 13,10 105,00
L-Lysin * HCI 148,00 36,50 146,00
I-Methionin 30,00 4,48 30,00
L-Phenylatanin 66,00 4,96 " 66,00
L-Prolin - 34,50 490,00
L-Serin 42,00 16,00 42,00
L-Threonin - - 95,00
L-Tryptophan - - 16,00
L-Tyrosin (Di-Natriumsalz) 104,20 7,81 104,20
L-Valin 94,00 11,70 94,00
Vitamine

Bietin - - 0,013
D-Ca-Pantothenat 4,00 13,96 4,00
Folséure 4,00 1,30 4,00
i-inositol 7,20 18,00 7,20
Nicotinamid 4,00 - 4,00

Tabelle 8-5: Zusammensetzung der Pulvermedien DMEM, Ham’s F12 und IMDM (Herstellerangaben)
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DMEM Ham’s F-12 IMDM

fmafi} [mg/l) [mg/l)
Vitamine
Niacinamid - 0,037 -
Pyridoxin * HCI - 0,062 -
Pyridoxal * HCI 4,00 - 4,00
Riboflavin 0,40 0,038 0,40
Thiamin * HC) 4,00 0,34 4,00
Vitamin B12 - 1,36 0,013

Andere Komponenten

D-Glukose 4500,00 1802,00 4500,00
HEPES - - 5858,00
Hypoxanthin (Natriumsalz) - 4,77 -
Linois&ure - 0,084 -
Liponséure - 0,21 -
Phenolrot 15,00 1,20 15,00
Putrescin * 2HCI - 0,161 -
Natriumpyruvat - 110,00 110,00
Thymidin - 0,73

Tabelle 8-5: Zusammensefzung der Pulvermedien DMEM, Ham's F12 und IMDM {Herstellerangaben)

Fettsduren:

7,6 mg D,L-6,8-Liponsaure und 3,2 mg Linolensaure in 8,9 ml Ethanol,ys

PBS (Phosphate Buffer Saline):

8 g/l NaCl,; 1,15 g/l Na;HPQy; 0,2 g/l KH,PO,; 0,2 g/l KCI in entionisiertem Wasser; pH 7,2
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Kristallviolettlésung:
0,1 M Zitronensé&ure; 0,1% (w/v) Kristallviolett; 1% (w/v) Triton X-100

Erythrosin B — Stammlosung:

2 g Erythrosin B; 4,05 g NaCl; 0,3 g KzHPO, in entionisiertem Wasser; pH 7,2;
vor Gebrauch 1:10 mit PBS verdiinnen
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8.4 Liste der verwendeten Geriéte

8.4.1 Zellkultivierung

Autoklav
Begasungsbrutschrank
Gas-Massendurchflufregler
Kuhlschrank
Laborzentrifuge
Laminar-Flow Werkbank
Luftfilter
Mediensterilfilter
Schlauchpumpen

pO2- Elektroden
Wasserbad

8.4.2 Analytik

Aminosaure HPLC, AminoQuant 1090 AX
Durchfluftzytometer, EPICS XL
Glukoseanalysator, Ebio Compact
Mikroskop

Osmometer, Osmomat O 30

8.4.3 Radioaktivmessungen

Gammaszint 5300 BF
Timing SCA, Modell 455
Linear Amplifier, TC 202 BLR

H+P Labortechnik, Oberschleiftheim
Heraeus, Hanau, BRD

Brooks, Veenendaal, NL

Liebherr, Dliren, BRD

Beckmann Instruments, Miinchen, BRD
BDK Luft u. Reinraum, Sonnenbuhl, BRD
Gelman Sciences, Dreieich, BRD '
Satorius, Géttingen, BRD
Watson-Marlow, Rommerskirchen, BRD
Ingoid Mefitechnik, Steinbach, BRD
Lauda, Konigshoven, BRD

Hewlett Packard, Waldborn, BRD
Couiter Electronics, Krefeld, BRD
Eppendorf, Hamburg, BRD

Gonotec, Berlin, BRD

Berthold, Bad Wildbad, BRD
Ortec, BRD
Tennelec, BRD
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