Aus dem Institut fiir Medizin des Forschungszentrums Jiilich

und dem C. u. O. Vogt-Institut fiir Hirnforschung, Universitétsklinikum Diisseldorf

Direktor: Professor Dr. med. K. Zilles

Evaluierung neuer '8F- markierter Aminosiuren im Rattengliom-Modell mittels

Doppeltracerautoradiografie

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Medizin

Der medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf

vorgelegt von

Michael Jarosch

2004



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét der Heinrich-

Heine-Universitit Diisseldorf

Gez: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab

Dekan

Referent: Prof. Dr. Langen

Korreferent: Prof. Dr. Seitz



Danksagung

Zu groem Dank bin ich Herrn Professor Dr. med. Karl-Josef Langen verpflichtet, auf dessen
Anregung und unter dessen Leitung diese Arbeit entstand. Mein besonderer Dank gilt auBerdem
Herrn Markus Cremer und Frau Sabine Wilms fiir die Unterstiitzung und die Hilfe bei den
Tierexperimenten, bei der Durchfilhrung der Autoradiografien sowie bei der Féarbung der

mikroskopischen Préparate.

Des weiteren danke ich Herrn Dr. K. Hamacher fiir die Entwicklung sowie Frau B. Palm und
Frau E. Wabbals fiir technische Hilfe bei der Synthese der fiir diese Studie erforderlichen
Radiopharmaka. Herrn H. Miihlensiepen gebiihrt Dank fiir die Vorbereitungen der
Tierversuchsantrige und organisatorische Hilfe, Herrn K.-H. Beyer fiir die Hilfe bei der
Digitalisierung der mikroskopischen Priparate, Herrn N. Hartwigsen danke ich fiir die Hilfe bei
der Versuchstiervorbereitung, Herrn Dr. F. Schneeweiss und Frau E. Schneider danke ich fiir
die Bereitstellung der Gliomzellen fiir die Tumorimplantationen. Herrn Professor Dr. med. K.
Zilles und seinen Mitarbeitern danke ich fiir die Mithilfe bei den histologischen Fiarbungen, die
hilfreichen Anregungen bei der Auswertung der Versuchsergebnisse und schlieBlich fiir die
Moglichkeit, diese Studie am Institut fiir Medizin im Forschungszentrum Jiilich durchfiihren zu

koOnnen.



Meiner geduldigen Familie in Dankbarkeit gewidmet.



Inhaltsverzeichnis:

. Einleitung

. Zielsetzung

. Material und Methoden

3.1 Grundlagen der Autoradiografie

3.2 Radiopharmaka
3.2.1 O-(2["*F]Fluorethyl)-Tyrosin (FET)
3.2.2 2-["*F]Fluor-L-Tyrosin (FTyr)
3.2.3 cis/trans—4—[18F]Flu0r—Prolin (cis/trans-FPro)
3.2.4 *H-L-Methionin/*H-L-Prolin

3.3 Versuchstiere
3.4 Tumorzellen

3.5 Tierexperimente
3.5.1 Stereotaktische Tumorimplantation
3.5.2 Tracerinjektion
3.5.3 Autoradiografische Untersuchungen
3.5.4 Histologische Fiarbungen

3.6 Datenauswertung

. Ergebnisse

4.1 Anreicherung von FET und FTyr im Vergleich zu MET

4.2 Anreicherung von cis- und trans-FPro im Vergleich zu MET

und *H-L-Prolin

. Diskussion

. Zusammenfassung

. Literaturverzeichnis

12

13

13

15
15
17
19
21

22

22

24
24
25
26
26

27

29

33

37

46

47



1. Einleitung

Bosartige Neubildungen des Nervensystems haben eine Inzidenz von 5 - 6 Fillen pro
100.000 Einwohner/Jahr. Zerebrale Gliome sind neben den Meningeomen die am héufigsten
vorkommenden primédren Hirntumore. Die konventionelle Therapie von bosartigen Gliomen bei
Erwachsenen besteht in der chirurgischen Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie. Die
Behandlungserfolge sind gemessen an Uberlebenszeit und Lebensqualitit bisher insgesamt

unbefriedigend (Kleihues et al. 2002).

Fir die Diagnose und Differentialdiagnose hirneigener Tumoren sind bildgebende
Verfahren wie die Rontgen-Computer-Tomografie (CT) und insbesondere die
Magnetresonanztomografie (MRT) etabliert (DeAngelis 2001). Lokalisation, Binnenstruktur
und der Nachweis von Storungen der Blut-Hirn-Schranke charakterisieren die meisten Tumoren
gut. Hierbei zeigen in der MRT die T2-gewichteten Sequenzen die groBite Ausdehnung des
Tumors, wobei in dieser Darstellung eine sichere Differenzierung zwischen dem Tumor selbst
und seinem Begleitddem nicht immer moglich ist. Die T1-Wichtung wird verwendet, um die
Beziehung des Tumors zu der normalen Hirnanatomie darzustellen und um nach
Kontrastmittelgabe den eigentlichen Tumor gegen Begleitreaktionen (Odem) besser abgrenzen
zu konnen. Dabei werden Limitierungen der Methode bei solchen Tumoren erreicht, die sich
gegen das normale Hirngewebe schlecht abgrenzen und keine Storung der Blut-Hirn-Schranke
aufweisen. Posttherapeutisch kann es auflerdem durch radiogene Veridnderung peritumoralen
Hirngewebes zu einer pathologischen Kontrastmittelaufnahme kommen, deren Unterscheidung
von einem Tumorrezidiv schwierig sein kann (Byrne 1994, Leeds et al. 1994, Nelson 1999,
Jansen et al. 2000). Trotz weiterer Verbesserungen in der Auflosung und Kontrastierung von
CT und MRT ist es also auch mit diesen morphologisch orientierten, hochauflésenden
Verfahren bis heute oft schwierig, die genaue Ausdehnung von cerebralen Gliomen und vor

allem deren biologische Aktivitit zu erfassen.

In den letzten 20 Jahren hat sich die Untersuchung des Glukosestoffwechsels mit '*F-
Fluor-Deoxyglukose (FDG) und der Positronen-Emissions-Tomografie (PET) als
aussagekriftiges Verfahren zur Beurteilung von cerebralen Gliomen erwiesen. Die FDG-

Anreicherung korreliert mit dem Malignitédtsgrad und der Prognose der Tumore, kann Regionen



mit entdifferenzierten Tumoranteilen fiir die gezielte Biopsie-Entnahme identifizieren und
ermoglicht eine relativ zuverldssige Unterscheidung zwischen Rezidiv und Radionekrose
(Coleman et al. 1991, Herholz et al. 1992, Goldman et al 1997, Barker et al. 1997). Auch kann
die FDG-PET im Rahmen des Follow-up eine Entdifferenzierung von niedriggradigen Gliomen
frithzeitig erfassen und den Zeitpunkt fiir den Einsatz aggressiver Therapien determinieren (De
Witte et al. 1996). Ein Problem der PET-Diagnostik mit FDG ist allerdings der ebenfalls hohe
Glukosestoffwechsel im normalen Hirngewebe. Eine Abgrenzung des Tumors vom gesunden
Hirngewebe ist deshalb mit der FDG-PET héufig schwierig, ohne zusitzliche Information aus

CT und MRT ist die Beurteilung z.B. kleiner kortexnaher Tumore eingeschrénkt.

Neben FDG wurden fiir die Diagnostik von Tumoren auch friihzeitig radioaktiv markierte
Aminosduren angewendet (Hubner et al. 1982). Das Potential radioaktiv markierter
Aminosduren wurde erstmalig in einem Fallbericht deutlich, der 1983 von Bergstrom und
Mitarbeitern publiziert wurde. Ein Patient mit einem Glioblastom, bei dem eine PET
Untersuchung mit [''C]-L-Methionin (”C-MET) und [''C]-Glukose sowie eine CT vor und
nach Gabe von Kontrastmittel durchgefiihrt worden war, verstarb wenige Tage nach den
Untersuchungen an seinem Tumorleiden. Der direkte Vergleich der bildgebenden Verfahren mit
dem pathologischen Befund ergab eine genaue Ubereinstimmung der histologischen
Tumorausdehnung mit der 11C—MET—Anreicherung, wihrend die anderen Verfahren die reale
Tumorausdehnung erheblich unterschitzten. Darauthin untersuchte die Arbeitsgruppe bei einer
groBBeren Anzahl von Patienten die Tumorausdehnung anhand stereotaktischer Serienbiopsien
im Vergleich zu CT, MR und der HC-MET-PET (Mosskin et al. 1987, 1989, Tovi et al. 1990)
und kam schlieBlich zu dem Ergebnis, dass die PET-Untersuchung mit "C-MET das
zuverldssigste Verfahren ist, um die Tumorausdehnung von cerebralen Gliomen zu erfassen.
Die Diskrepanz zwischen der Tumorausdehnung in den PET-Studien mit ''C-MET einerseits
und CT bzw. MR andererseits wurde inzwischen durch eine Reihe von Studien bestitigt

(Derlon et al. 1989, Ogawa et al. 1993 und 1996, Kaschten et al. 1998).

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Untersuchung mit ''C-MET neben
FDG-PET ebenfalls geeignet ist, in Gliomen die Regionen mit den stdrksten anaplastischen
Verdnderungen zur Planung der Biopsie zu identifizieren (Goldmann et al. 1997). Da "C-MET

sich auch in der Mehrzahl von niedriggradigen Gliomen anreichert, erwies sich das Verfahren



als hilfreich, um niedriggradige Gliome von nicht neoplastischen Lésionen zu differenzieren
(Herholz et al. 1998). Dabei konnte auch ein Zusammenhang zwischen der "C-MET-
Anreicherung und der Prognose von cerebralen Gliomen nachgewiesen werden (Kaschten et al.
1998). Patienten mit einem hohen Tumor/Hirn-Quotienten in der ''C-MET-PET-Untersuchung
wiesen eine deutlich kiirzere Uberlebenszeit auf als Patienten mit niedrigen Tumor/Hirn-

Quotienten.

Zur Beurteilung von therapeutischen Effekten scheint die ''C-MET-PET Untersuchung
der FDG-PET iiberlegen zu sein. Eine Vergleichsstudie zwischen FDG-PET und ""C-MET-PET
unter Brachytherapie mit BLSeeds bei niedriggradigen Gliomen zeigte, dass die
Stoffwechselabnahme in den Tumoren mit ''C-MET nachgewiesen werden konnte, wihrend
die FDG-Anreicherung in den Tumoren wihrend der Behandlung keine Veridnderung aufwies
(Wiirker et al. 1996). Inzwischen wird die Untersuchung der Tumorausdehnung mit "C-MET-
PET mit cerebralen Aktivierungsstudien kombiniert, um die Operationsplanung zu optimieren

(Nariai et al. 1997).

Wihrend zunédchst angenommen wurde, dass die gesteigerte Aufnahme von Aminoséduren
in Hirntumoren durch eine vermehrte Proteinsynthese bedingt ist, gibt es inzwischen zahlreiche
Hinweise, die auf Verdnderungen des Aminosduretransports als entscheidenden Mechanismus
hindeuten. So zeigten PET Untersuchungen mit [“C]-L—Methionin und dem nicht
verstoffwechselbaren Enantiomer [''C]-D-Methionin bei Gliom-Patienten vergleichbare
Tumor/Hirn Quotienten (Schober et al. 1987, Bergstrom et al. 1987). Eine Studie mit der
Aminosédure 2—[18F]Fluor—L—Tyr0sin bei 14 Patienten mit Gliomen ergab, dafl die vermehrte
Aufnahme in den Tumoren durch einen gesteigerten Transport des Tracers bedingt war,
wihrend die intrazellulire Bindung bei Gliomen im Vergleich zum gesunden Hirngewebe
unveridndert bzw. zum Teil sogar erniedrigt war (Wienhard et al. 1991). Untersuchungen mit der
Aminosiure 3-['*I]lod-0-Methyl-L-Tyrosin (IMT), die fiir Untersuchungen mittels Single-
Photon-Emission-Computer-Tomografie (SPECT) eingesetzt und nicht in die cerebralen
Proteine eingebaut wird (Langen et al. 1990, 1991, 2002, Kawai et al. 1991), zeigten dhnliche
Ergebnisse wie die Untersuchungen mit der MET-PET (Langen et al. 1997, 1998). In einer
tierexperimentellen Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Aufnahme von ""C-MET in

Tumoren und im Gehirn durch Hemmung der Proteinsynthese nicht beeintrichtigt wurde



(Ishiwata et al. 1993). Diese Daten deuten darauf hin, dass Transportphdnomene fiir die
vermehrte Aufnahme von groflen neutralen Aminosduren in Hirntumoren von entscheidender
Bedeutung sind, und die Proteininkorporation somit keine notwendige Voraussetzung fiir den
Einsatz einer radioaktiv markierten Aminosdure in der Diagnostik von cerebralen Gliomen

darstellt.

Fast alle klinischen Aminosiure-PET-Studien wurden mit !'C-markierten Aminoséuren,
insbesondere mit "'C-MET durchgefiihrt (Vaalburg et al. 1992). Die Anwendung der ''C-
markierten Aminosduren ist jedoch aufgrund der kurzen Halbwertszeit des 1C (T% = 20 min)
nur in den wenigen PET-Zentren moglich, die iiber ein Zyklotron und eine radiochemische
Abteilung verfiigen. Obwohl die PET in Deutschland inzwischen in zahlreichen Universitéts-
Kliniken und Arztpraxen zur Verfligung steht, ist die Anwendung radioaktiv markierter
Aminosduren deshalb limitiert. Einen Ausweg bietet hier die Entwicklung von '8E-markierten
Aminosduren (T%2 = 109 min), die wie FDG in zentralen Einrichtungen synthetisiert und dann
zu den umliegenden PET-Zentren transportiert werden konnen (Satelliten-Konzept). Vor 15
Jahren wurden bereits die '®F-markierten Aminosiuren 2-[18F]Flu0r-L-Tyrosin und 4-
[ISF]Fluor—L—Phenylalanin entwickelt (Lemaire et al. 1987, Bodsch et al. 1988, Coenen et al.
1988, 1989, 1993). Diese beiden fluorierten Aminosiduren konnten jedoch aufgrund der
ineffizienten Syntheseverfahren bisher nicht in ausreichenden Mengen hergestellt werden, um

eine breitere klinische Anwendung im Satellitenkonzept zu ermoglichen.

In den letzten Jahren ist es im Forschungszentrum Jiilich gelungen, '*F-markierte
Aminosduren zu entwickeln, die in ausreichenden Mengen fiir ein Satelliten-Konzept produziert
werden konnen. Hierbei handelt es sich z. B. um O—(2—[1SF]Fluorethyl)—L—Tyrosin (Dittmar
1996, Wester et al. 1996, Wester et al. 1999, Hamacher et al. 2002) und 4-[18F]Fluor-L-Prolin
(Hamacher et al. 1999).

4—[18F]Flu0r—L—Pr01in zeigte in Osteosarkomen, Colon- und Mammakarzinomen bei der
Maus eine vermehrte Anreicherung. Eine Proteininkorporation konnte fiir das cis-Isomer des 4-
['®F]Fluor-L-Prolin (cis-FPro) nachgewiesen werden wihrend beim trans-Isomer (trans-FPro)
kein Einbau in die Proteine erfolgte. Aufgrund der sehr langsamen Proteininkorporation beruhte
die vermehrte Tumoranreicherung beider Stereoisomere innerhalb der Messzeiten im

wesentlichen auf Transportprozessen (Wester et al. 1999). Eine Pilotstudie mit cis-'*F-Prolin
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(cis-FPro) bei Patienten mit Nierentumoren zeigte allerdings keine vermehrte Aufnahme in den
Tumoren, wihrend FDG teilweise eine Anreicherung zeigte (Langen et al. 2001). Die
Aminosédure Prolin wird fast ausschlieBlich iiber den A-Aminosiure-Transporter aufgenommen.
Eine Induktion dieses Transportsystems durch Onkogene und maligne Transformation ist seit
langerem bekannt (Saier et al. 1988, Kilberg et al. 1993). Im Rattengliom-Modell zeigte o-
Aminobuttersdure (AIB), welche ebenfalls ausschlieflich iiber den A-Aminosdure-Transporter
aufgenommen wird, eine Anreicherung im vitalen Tumorgewebe, wihrend nekrotische Areale
die Aminosidure - im Gegensatz zur Desoxyglukose - nicht anreicherten (Uehara et al 1997). Fiir
cis-FPro konnte ein Transport iiber den A-Aminosdure-Transporter bei F98-Gliomzellen
dhnlich wie fiir das Muttersubstrat L-Prolin nachgewiesen werden (Langen et al. 2002). Somit
konnte cis-FPro als Tracer zur Differenzierung zwischen Rezidiven und Radionekrosen von

Bedeutung sein.

Eine erste PET Studie mit O-(2-[18F]Flu0rethyl)-L-Tyr0sin (FET) zeigte eine
Anreicherung in einem cerebralen Gliom bei nur geringer Anreicherung im normalen
Hirngewebe (Wester et al. 1999). Des weiteren konnte in einer Pilotstudie eine gute
Korrelation der Tumor/Hirn-Quotienten von FET-PET und MET-PET festgestellt werden
(Weber et al. 2000). Die D- und L-Stereoisomere der Aminosdure weisen im Tierexperiment
eine deutlich unterschiedliche Anreicherung auf, sodass von einem spezifischen
Aufnahmemechanismus ausgegangen werden kann (Heiss et al. 1999). Intrazelluldr wird FET
an Kompartimente der Zelle gebunden, eine Inkorporation in die Proteine wurde jedoch nicht
nachgewiesen. Die genauen Akkumulationsmechanismen konnten noch nicht geklért werden.
Bei Transportuntersuchungen an F98-Gliomzellen in vitro zeigte FET nahezu identische
Transporteigenschaften wie MET, d.h. einen Na'-unabhiingigen Transport iiber den L-
Aminosiuretransporter  sowie einen Na'-abhingigen Transport iiber den B"-
Aminosduretransporter (Langen et al. 2003). Die experimentellen Befunde sprechen damit fiir

eine Aquivalenz dieser Tracer bei der klinischen Anwendung.

Insgesamt ist die wissenschaftliche Bewertung der genannten Aminosduren noch sehr
liickenhaft. Vergleiche zu Standard-Tracern wie MET oder *H-L-Prolin im Tiermodell liegen

bisher nicht vor.
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In der vorliegende Arbeit wird die Aufnahme, Verteilung und das Kontrastverhalten der
neuen '*F-markierten Aminosiuretracer cis-FPro, trans-FPro, und FET in Rattengliomen nédher
untersucht. Weiterhin wurde die Aminosiure 2-['°F]Fluor-L-Tyrosin (FTyr) mit in die
Bewertung aufgenommen. Diese '*F-markierte Aminosiure weist im Gegensatz zu FET eine
Proteininkorporation auf, kann jedoch noch nicht mit ausreichender Effizienz fiir die klinische
Routine hergestellt werde. Als Referenz-Tracer fiir die Tyrosin-Derivate wurden YH-markiertes
Methionin eingesetzt, da fiir diese Aminosdure, wie oben ausgefiihrt, umfangreiche klinische
Erfahrungen vorliegen, und der Vergleich mit MET fiir die klinische Praxis von grof3er
Relevanz ist. Fiir die Prolin-Derivate erfolgte der Vergleich unmittelbar mit dem *H-markierten
Muttersubstrat L-Prolin. Mit den durchgefiihrten Untersuchungen sollen weitere experimentelle

Grundlagen fiir die klinische Einfiihrung dieser neuen Tracer erarbeitet werden.
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2.  Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie ist die Bewertung der cerebralen und tumoralen Anreicherung der

neuen [ISF]- markierten Aminosiuren

e  O-(2["F]Fluorethyl)-Tyrosin
e 2-["®*F]Fluor-L-Tyrosin
o cis-4-[18F]Flu0r-Prolin

. trans—4—[18F]Flu0r—Prolin

Die Bewertung erfolgte im F98-Rattengliom-Modell —mittels Doppeltracer-
Autoradiografie. Als Referenzverfahren diente die autoradiografische Darstellung der
Verteilung von *H-L-Methionin und *H-L-Prolin sowie die histologische Bewertung anhand

Silbernissl- und Cresylechtviolett-Fiarbung der Gewebsschnitte

Der Vergleich der Anreicherung der verschiedenen Tracer erfolgte hinsichtlich der

Aspekte:
1. Tumor-Hirn-Quotienten
2. intracerebrale und —tumorale Tracerverteilung
3. Darstellung der Tumorausdehnung und —form

Dies erfolgt unter der Intention, fiir die oben genannten neuen Aminosduretracer weitere
experimentelle Grundlagen fiir ihre Anwendbarkeit in der PET-Diagnostik fiir Gliom-Patienten

zu erarbeiten.
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3. Material und Methoden

3.1 Grundlagen der Autoradiografie

Die Autoradiografie ist ein fotografisches Verfahren zum Nachweis von Radioaktivitit in
biologischen Proben oder Objekten, die radioaktive Substanzen enthalten oder in denen
Radionuklide durch Kernreaktionen entstanden sind.

Das sich nach Entwicklung der fotografischen Schicht ergebende Schwirzungsbild
(Autoradiogramm) spiegelt die Haufigkeit und lokale Verteilung der radioaktiven Atome in der
Probe wider. Zur Untersuchung von Geweben nach Speicherung eines fiir das zu untersuchende
Gewebe selektiven Radionuklids werden diinne Gewebeschnitte in direkten Kontakt mit einer
fotografischen Schicht gebracht. Es entsteht ein exaktes Abbild der lokalen
Haufigkeitsverteilung des Radionuklids, mit Hilfe derer funktionelle histologische Aussagen
gemacht werden konnen. Dabei kann die Speicherung des Radionuklids in der Probe in-vitro
oder ex-vivo erfolgt sein. Bei der in-vitro Autoradiografie wird der radioaktive Tracer auf den
Gewebeschnitt aufgebracht und dieser behandelte Schnitt wird dann exponiert. Beim Verfahren
der ex-vivo Autoradiografie, das in dieser Studie angewandt wurde, wird dem lebenden
Versuchstier zunichst ein radioaktiver Tracer gespritzt. Nach der Verteilung des Tracers im
Korper wird das Tier getdtet und das zu untersuchende Gewebe entnommen. Die daraus

gewonnenen Gewebeschnitte werden dann unbehandelt exponiert.

Es gibt zwei autoradiografische Verfahren, um Radioaktivitit in Gewebeschnitten
nachzuweisen. Bei der Filmautoradiografie werden die Gewebeschnitte auf konventionelle
Filme oder Filmemulsionen gelegt und miissen oft monatelang exponiert werden. Als Tracer
werden dabei meist B-Strahler verwendet, da diese im Vergleich zu y-Strahlern eine hohere

Interaktionsmoglichkeit mit dem Film und damit auch eine hohere Auflosung haben.

Seit 1988 wird zunehmend eine neuere Methode der Autoradiografie eingesetzt, bei der
sogenannte Phosphor-Imaging-Platten verwandt werden (auch Radioluminografie genannt). Bei
diesem Verfahren liegen schon nach Stunden Resultate vor. Weitere Merkmale der Phosphor-
Imaging-Platten sind neben der hohen Empfindlichkeit und dem hohen Dynamikbereich eine

hervorragende Linearitit (Kanekal et al. 1995) und die Wiederverwendbarkeit. Sie setzen sich
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zusammen aus flexiblem Kunststoffmaterial, in das eine Vielzahl von Phosphor-Imager-
Kristallen (Durchmesser ca. 5 um) eingebettet ist. Diese bestehen aus lichtstimulierbarem
kristallinem BaFBr:Eu** (Bariumfluorobromid mit einem Strang bivalentem Europium als
Lumineszenz-Zentrum). Durch Anregung mit der einfallenden Strahlung, die aus der zu
untersuchenden Probe emittiert wird, wird ein Teil des bivalenten Europiums (Eu*) zu
trivalentem  Eu™  oxidiert. Dieses Eu’* befindet sich in einem metastabilen

Elektronenanregungszustand.

°e 0 2
. : .
/ 1. Anregung der Molekiile durch ionisierende Strahlung

: Eu2+ = Eu3+

2. Anregung durch HeNe-Laser: Aussendung von
blauem Licht
Reduktion von Eu®* zu Eu**

4. Registrieren des emittierten blauen Lichts
Abbildung 1:  Prinzip der Phosphor-Imaging-Platte

Durch erneute Anregung beim Auslesen der Imaging-Platte mit einem Helium-Neon-
Laser der Wellenlinge 633nm (im sog. BAS 5000 Biolmage Analyzer, Raytest-Fuji,
Straubenhardt, Germany) wird aus
dem Eu®* wieder Eu®>*, wobei
Photonen der Wellenlinge 390 nm
emittiert wird. Dieses blaue Licht
werden {iber einen fiberoptischen

Lichtleiter aufgefangen, mittels eines

Photomultipliers verstarkt und im
Analyzer in quantitative
Informationen umgewandelt. Die so

Abbildung 2:  Der Plattenauslesemechanismus
des BAS 5000 Geriites quantifizierte Photonendichte kann
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nun mit spezieller Software (TINA 2.10g) ausgewertet werden. Die Auflosung der Platten ist
dabei abhingig vom Plattenlesesystem. Bei dem hier verwendeten BAS 5000-Analyzer betragt

die Auflosung 50 pm.

Je nach eingesetztem radioaktivem Tracer konnen die Platten mit oder ohne Plastikfolien-
Abdeckung verwendet werden. Bei der gleichzeitigen Verwendung von zwei unterschiedlichen
radioaktiven Tracern im Rahmen der Doppeltracer-Autoradiografie kann die Plastikfolie z.B.
die niederenergetische B-Strahlung von *H abschirmen und erméglicht somit eine selektive

Darstellung eines zweiten hochenergetischen [B-Strahlers oder eines y-Strahlers.

3.2 Radiopharmaka

3.2.1 O-(2[**F]Fluorethyl)-Tyrosin (FET)

g COO

18F\/\O NH;*

Abbildung 3:  Strukturformel von O-(2["*F]Fluorethyl)-Tyrosin (FET)

Die Synthese des "F_markierten Tyrosinderivates, O—(2—[1SF]Fluorethyl)—L—Tyrosin
(FET), konnte bisher nur in einer wenig effizienten zweistufigen Markierungssynthese
hergestellt werden (Wester et al. 1999). Im Institut fiir Nuklearchemie des Forschungszentrums
Jillich wurde eine FEinschrittsynthese entwickelt, die eine schnellere Synthese dieses
Radiodiagnostikums ermoglicht und lediglich eine einstufige chromatografische Trennung
erfordert (Hamacher et al. 2002). Die chirale Analyse der entschiitzten Aminosdure zeigte
jedoch, dass die Entschiitzung des Intermediates zu einer Racemisierung des gewiinschten L-
FET fiihrte. Basierend auf einem geschiitzten O-(Tosyloxyethyl)-Tyrosinderivat gelang es

schlieBlich, L-FET in hoher radiochemischer Ausbeute (ca. 40 %) zu synthetisieren. Die



16 -

radiochemische Reinheit des Produkts war > 98 % und die spezifische Radioaktivitit > 20
TBg/mmol. Der Tracer wurde in eine Phosphatpuffer Losung mit einem pH Wert von 6,5 — 8

appliziert.

Eine Stunde nach intravendser Applikation beim Menschen zeigt FET die hochsten
Aktivititskonzentrationen im harnableitenden System. 22 % des Tracers werden innerhalb von
5 Stunden ausgeschieden (ca. 5,3 % der injizierten Dosis pro Stunde). Alle iibrigen Organe

zeigen nur eine moderate FET Anreicherung (SUV < 1.6).

Abbildung 4: Ganzkorperverteilung von FET beim Menschen 1 h nach i.v. Injektion

Die Analysen des menschliche Plasmas zeigten, dass bis 2 Stunden nach Injektion mehr
als 90 % der im Blut nachweisbaren Radioaktivitit intaktem FET entsprechen, d.h. es findet nur
eine geringe Metabolisierung des Tracers statt. Dies wird auch durch die Beobachtung bestitigt,
dass im Skelettsystem keine Anreicherung festzustellen ist, wie dies bei einer signifikanten
Freisetzung von ['®F]Fluorid zur erwarten wire. Des weiteren zeigt sich keine vermehrte

Anreicherung des Tracers im hepatobilidgren Systems und in der Bauspeicheldriise. Dies
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bestitigt, dass der Tracer auch beim Menschen nicht in die Proteine inkorporiert wird. Die
Strahlenbelastung bei einer PET Untersuchung mit FET beim Menschen bei einer
Radioaktivititsdosis von 370 MBq FET betrdgt 6.1 mSv (16.5 uSv/MBq). Dies entspricht einer
bei radiologischen Untersuchungen (z.B. CT) oder nuklearmedizinischen Untersuchungen (z. B.

Skelettszintigrafie) tiblichen Strahlenbelastung (Pauleit et al. 2003).

322 2-["*F]Fluor-L-Tyrosin (FTyr)
18 F
H
COOr
NH;*
HO ®

Abbildung 5: Strukturformel von 2-[18F]Fluor-L-Tyrosin (FTyr)

2-['*F] Fluortyrosin wurde mit Hilfe neuer Thialkylzinnderivate als Vorldufer und eines
neuentwickelten ['*F]F./'*0,-Targets iiber elektrophile Demetallierung hergestellt.

Bei dem Syntheseverfahren wurde mittels eines neuentwickelten Athylesters des N,O-di-
Boc-2-trimethylstannyl-L-Tyrosin eine spezifische Aktivitidt von > 70 GBg/mmol erreicht
(Hess et al. 2002). Nach Entschiitzung unter sauren Bedingungen, der Fixierung an eine solide
Phase und nachfolgender Aufreinigung mit RP-HPLC konnte das enantiomerenreine Produkt
mit einer radiochemischen Ausbeute von 40 % gewonnen werden. Die radiochemische
Reinheit des Produkts lag bei > 98 % und der Tracer wurde ebenfalls in einer Phosphatpuffer

Losung mit einem pH Wert von 6,5 — 8 appliziert.

Im Gegensatz zu FET wird FTyr im menschlichen Kper metabolisiert. Analysen des
menschlichen Plasmas zeigten, dass eine Stunde nach der intravendsen Applikation nur noch 50

% der messbaren Radioaktivitit aus intaktem FTyr bestand. Zwei Stunden nach Tracer
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Applikation betrug der Anteil der Metaboliten an der Plasmaradioaktivitit tiber 90 % (Wienhard
et al. 1991). Daten zur Ganzkorperdosimetrie wurden bisher nur anhand von Verteilungsstudien
bei Nagetieren ermittelt. Danach betrdgt die Strahlenbelastung (effektive Dosis) nach
intravenoser Applikation von 370 MBq FTyr 18 mSv.

Daten zur GanzkoOrperverteilung, die im Rahmen einer Studie zur Diagnostik von
peripheren Tumoren publiziert wurden, lassen eine hohe Akkumulation des FTyr in der
Bauchspeicheldriise und in der Leber erkennen (Hustinx et al. 2003). Dies bestitigt die
experimentellen Beobachtungen, dass der Tracer in die Proteine eingebaut wird (Coenen et al.

1989).

Abbildung 6:  Ganzkorperverteilung von FTyr beim Menschen 1 h nach i.v. Injektion
(aus Hustinx et al. 2003)

Weiterhin lasst sich in der Ganzkorperverteilung von FTyr eine Anreicherung im Bereich

des Skelettsystems erkennen (s. Abb. 6). Dies entspricht jedoch am ehesten einer Anreicherung
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im Bereich der Knochenmarks, da die langen Rohrenknochen nicht dargestellt werden (Hustinx
et al. 2003). Somit findet bei FTyr offensichtlich keine signifikante Freisetzung von ['*F]Fluorid

statt, wie dies bei Nagetieren beobachtet wurde (Coenen et al. 1989).

3.23 cis/trans-4-[lsF]Fluor-Prolin (cis/trans-FPro)

COOH COOH

NH NH

18 F( 18 F%\?QM
cis-FPro trans-FPro

Abbildung 7:  Strukturformel von cis/trans-4-[ISF]Fluor-Prolin (cis/trans-FPro)

Die beiden diastereomeren 4-[18F]Flu0rproline, cis- und trans-4-[18F]FPro, wurden
mittels einer nukleophilen Synthese hergestellt. Ausgehend von (2S,4R)- sowie (2S,4S)-N-
Boc-4-(tosyloxy)-prolinmethylester konnten die 4—[18F]Flu0rproline durch Phasentransfer-
katalysierte triigerarme nukleophile '®F-Fluorierung in hoher radiochemischer Ausbeute (ca.
35 %) synthetisiert werden (Hamacher et al. 1999). Die radiochemische Reinheit des Produkts
betrug > 98 % und die spezifische Radioaktivitit > 20 TBq/mmol. Der Tracer wurde in einer

Phosphatpuffer Losung mit einem pH Wert von 6,5 — 8 appliziert.

Die Ganzkorperverteilung von cis-FPro wurde bereits in einer Studie an Patienten niher
untersucht (Borner et al. 2001). Innerhalb von 5 Stunden wurden 12 —19 % des Tracer iiber
den Urin ausgeschieden. Es zeigte sich eine hohe Akkumulation des Tracer im renalen Cortex
und eine leichte Mehranreicherung in der Bauspeicheldriise. Alle iibrigen Organe zeigen nur

eine geringfiigige cis-FPro Anreicherung. Im Skelettsystem wurde keine vermehrte



220 -

Traceranreicherung beobachtet, was eine signifikante Defluorierung des Tracers bis 3 Stunden
nach Injektion ebenfalls ausschlieBt. Die Strahlenbelastung bei einer PET Untersuchung mit
cis-FPro beim Menschen bei einer Radioaktivitdtsdosis von 370 MBq cis-FPro betrigt 6.0
mSv (effektive Dosis).

| &
¢

41!
- i

-t ‘
cis-4-['8F]Fluoro-L-Proline trans-4-['8F]Fluoro-L-Proline

Abbildung 8:  Ganzkorperverteilung von cis-FPro und trans-FPro beim Menschen 1 h nach i.v. Injektion

(aus Langen et al. 2002)

Fiir trans-FPro sind noch keine Daten zur Ganzkorperverteilung und Strahlenbelastung beim
Menschen publiziert. Im Rahmen einer Pilotstudie wurde bei einem Ganzkorperscan mit
trans-FPro eine Radioaktivititsverteilung beobachtet, die vom cis-FPro erheblich abwich
(Langen et al. 2002). So zeigte sich bei trans-FPro im Gegensatz zu cis-FPro eine vermehrte
Anreicherung in der Muskulatur, wihrend im renalen Cortex und in der Bauspeicheldriise
keine Retention beobachtet wurde. Dieses FErgebnis bestitigt aber, dass erhebliche
Unterschiede in der physiologischen Akzeptanz der beiden Diastereoisomere bestehen. Cis-
FPro wird im Gegensatz zu trans-FPro in die Proteine inkorporiert (Wester et a. 1999) und

iiber das Aminosdure-A-System transportiert (Langen et al. 2002).



_21-

3.23 >H-L-Methionin / *H-L-Prolin

\_coo H
/SWCOO @ _

NH3+ H2+

Abbildung 9:  Strukturformel von *H-methyl-L-Methionin und *H-L-Prolin

3H-rnethyl-L—Methionin (MET) wurde kommerziell von der Firma Biotrend Chemicals GmbH,
Koln, mit einer spezifischen Radioaktivitit von 1.1 — 2.6 TBg/mmol bezogen.
*H-L-Prolin wurde von der Firma Amersham Buchler Braunschweig, geliefert. Die spezifische

Radioaktivitit betrug 3.7 TBg/mmol.
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3.3 Versuchstiere

Fiir die Tierversuchsreihen wurden méannliche, ca. 230 — 330 g schwere Fischer-Ratten
vom Typ CDF (F344), eines geeigneten Inzuchtstammes zur Transplantation von F98-
Gliomzellen, verwendet. Die Tiere waren 3 — 5 Monate alt, das Hirngewicht der Tiere betrug
zwischen 2,0 und 2,3 Gramm. Sie wurden von der Charles River GmbH (Sulzfeld) kommerziell
bezogen und im Institut fiir Medizin des Forschungszentrum Jiilich in Makrolon-T4-Kéfigen in
klimatisierten Rdumen unter Simulation zirkadianer Lichtverhiltnisse gehalten. Die Haltung
erfolgte in Gruppen zu 3 — 4 Tieren bei Rattenspezialfutter (Rattenalleindidt, Firma Ssniff
GmbH) und Wasser ad libitum. Bis zur Durchfiihrung der Experimente wurden durch
Fachtierpflegekrifte regelméBig Verhaltenskontrollen durchgefiihrt, insbesondere nach erfolgter

Tumorzellimplantation.

3.4 Tumorzellen

Die F98 Rattengliomzellen wurden vom Institut Anatomie I der Universitit Koln zur
Verfiigung gestellt. Diese Zelllinie ist sowohl fiir in vitro als auch fiir in vivo Studien an
implantierten Rattengliomen geeignet. Ihr refraktires Verhalten gegeniiber den meisten
therapeutischen MaBBnahmen, ihr extrem invasives Wachstumsverhalten und ihre hohe Letalitit
bei geringsten Inocculationsmengen (< 10 Zellen!) machen sie zu einem geeigneten
Testmedium fiir neue diagnostische (und therapeutische) Verfahren. (Bilzer et al. 1991, Barth et
al. 1998). Die immunhistochemischen und morphologischen Kriterien dieser Zelllinie wurden
bereits im Detail beschrieben (Ko et al. 1980). Die biologischen Eigenschaften sind
menschlichen Glioblastomen &hnlich. Der transplantierte Tumor zeigt ein infiltratives

Wachstum im Gehirn und ist bei syngenen Ratten nur schwach immunogen.

Die F98 Gliomzellen wurden als Monolayer in DME Medium (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) unter Zusetzung von 3.7 g/ NaHCOs, 4.5 g/ D-Glucose, 1.028 g/l N-
Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamine enthaltendem 10% inaktivierten fetalen Kélberserum, 100 U/mL
Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Germany) geziichtet.
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Abbildung 10: Wachstumskurve von F98-Gliomzellen in vitro

Die Wachstumskurve der Zelllinie ist in Abbildung 10 dargestellt. Die fertigen
Zellkulturen wurden bei 37 °C, hoher Luftfeuchtigkeit, 5% CO, und 95% Luft in einem
Inkubator verwart (IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow Laboratories, Meckenheim,
Germany). Vor der Implantation erfolgte eine Ablosung der Monolayer Kulturen (0.05%
Trypsin / 0.02% EDTA Losung in Phoshatpuffer; Biochrom AG, Berlin, Germany) und
Resuspendierung der Zellen in 10 mL Losung. Nach der Zentrifugation (300 x g, 5 min) wurde
die Zelldichte der Suspension bestimmt (Coulter Z2, Beckman, Krefeld, Germany).
AnschlieBend wurden die fiir die Implantation benétigte Proben mit 10° - 10° Zellen in 5 ul

hergestellt.
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3.5 Tierexperimente

3.5.1 Stereotaktische Tumorimplantation

Fir alle Tierexperimente lag eine Genehmigung der Bezirksregierung Koln vor (Nr.
23.203.2 KFA 6/98). Die Ratten wurden zunichst durch Isofluraninhalation (2 — 5 %) sediert
und mittels einer intramuskulédren Injektion von Ketamin (100 mg/kg) und Xylazine (10 mg/kg)
in den M. quadrizeps anisthesiert und in einem atraumatischen stereotaktischen Kopthalter
fixiert (Fohr Medical Instruments, Seeheim). Die Haare auf dem Schidel der Ratte wurden mit
einer Schere so weit wie moglich entfernt. Zur Implantation der Tumorzellen erfolgte zunéchst
unter sterilen Bedingungen eine Lingsinzision der Kopfschwarte (Ldnge ca. 10 mm) und
Freilegung der Schidelkalotte. Etwa 2 mm posterior und 4 mm lateral des Bregmas wurde mit
einem Mikrobohrer ein 0,9 mm grof3es Bohrloch in der Schidelkalotte angelegt. Mit einer 10 pl
Spritze wurden 5 pl der F98-Gliomzellsuspension (10° - 10° Zellen) in einer Tiefe von 7 mm
unterhalb der Dura wie in Abbildung 11 dargestellt vorsichtig in das Zentrum des Nucleus

caudatus eingebracht.

Abbildung 11: Implantation der Tumorzellen
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Anschlieend wurde die Wunde mit einer Naht verschlossen. In der Regel zeigten die
Tiere ab dem 4. bis 5. Tag nach Implantation eine zunehmende Lethargie und Lichtscheu,
gelegentlich auch Aggressivitit sowie abnehmende Fellpflege, was auf ein erfolgreiches

Tumorwachstum hindeutete. Die Tumore erreichten nach einer Woche eine Gro3e von 2-4 mm.

3.5.2 Tracerinjektion

Die tumortragenden Ratten wurden nach 6 — 8 Tagen erneut, wie oben beschrieben,
narkotisiert und andsthesiert. AnschlieBend wurde bei den Tieren eine Vena jugularis
freipripariert. Die Tiere erhielten dann einmalig eine i.v. Injektion der markierten Aminosiuren
in die freipriparierte Vene. Die dabei verwendeten markierten Verbindungen wurden in
physiologischer Kochsalzlosung mit maximal 5% Ethanol als Losungsvermittler gelost, und
appliziert. Die Mengen der applizierten markierten Substanzen betrugen weniger als 3 ug/kg,
um das physiologische Gleichgewicht nicht zu storen, die injizierten Volumina betrugen
maximal 500 pl. Die applizierten Aktivititen betrugen bei den ""F-Tracern 1200-3000 uCi pro
Tier, bei “H L-Methionin bzw. *H L-Prolin 100-350 uCi. Die Mengen applizierten radioaktiv

markierten Aminosduren verteilten sich bei den unterschiedlichen Gruppen wie folgt:

e 50 MBq FET und 10 MBq MET (n = 13)

e 50 MBq FTyr und 10 MBq MET (n = 8)

e 80 MBq Cis FPro und 10 MBq H L-Methionin (n =7)

e 80 MBq Cis FPro und 15 MBq *H L-Prolin (n = 4)

e 80 MBq trans-FPro und 15 MBq H L-Prolin (n = 10)

e 80 MBq trans-FPro und 10 MBq *H L-Methionin (n=1)

60 Minuten nach der Tracerinjektion wurden die Tiere getotet, die Gehirne entfernt und
sofort nach Entnahme in fliissigem Isopentan (-50° C) tiefgefroren. Der Zeitpunkt von 60
Minuten nach Injektion wurde gewihlt, da bei Ratten nachgewiesen wurde, dass die Aufnahme
von cis- und trans-FPro sowie von FET und FTyr im Gehirn nach ca. 15 Minuten einen

Maximalwert erreicht und danach relativ konstant bleibt (Wester et al. 1999a, 1999b, Wienhard
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et al. 1991). Die tiefgefrorenen Gehirne wurden mittels eines Kryostatmikrotoms (CM 3050,

Leica) in 7 pm dicke coronale Sektionen geschnitten.
3.5.3 Autoradiografische Untersuchungen

Die Koronalschnitte der tumortragenden Gehirne wurden auf Phosphor-Imagerplatten
exponiert. Die erste Exposition zur Erfassung der Verteilung der '*F-Tracer begann innerhalb
von vier Stunden nach Tracerinjektion. Diese Exposition erfolgte auf Phosphor-
Imagerplatten, deren Oberfliche fiir die p-Partikel des *H undurchdringbar waren (BAS-SR
2025, Raytest-Fuji, Straubenhardt, Germany). Nach Zerfall der BR_Aktivitit (frithestens nach
10 Halbwertszeiten) wurden die Hirnschritte erneut auf *H-sensitiven Phosphor-Imagerplatten
exponiert (BAS-TR 2025, Raytest-Fuji, Straubenhardt, Germany), um die Verteilung der H-
Radioaktivitdt zu messen.

Die Imager-Platten wurden anschlieBend mit einem hochsensitiven Phosphor-Imager
eingescannt (BAS 5000 Biolmage Analyzer, Raytest-Fuji, Straubenhardt, Germany).
Zusammen mit den Hirnschnitten wurden Standards in verschiedenen Tracerkonzentrationen
von °H und '°F parallel exponiert. Um Standards fiir das kurzlebige '°F zu erzeugen, wurde
Rindercortexgewebe (Gemisch aus weiller und grauer Substanz) homogenisiert und mit
verschiedenen genau berechneten Konzentrationen des jeweiligen '8F_Tracers gemischt. Die
Proben wurden tiefgefroren, mit dem Kryostatmikrotom ebenfalls in 7 um dicke Schnitte
geschnitten und zusammen mit den Hirnschnitten exponiert. Bei der *H-Exposition wurden
kommerzielle Standards verwendet (Microscales, Amersham Pharmacia Biotech group,

Buckinghamshire, England).
3.5.4 Histologische Firbungen

Im Anschluss an die Exposition auf den Phosphor-Imagerplatten wurden die
Gewebsschnitte entweder mit Cresylechtviolett oder mit einer Silbernissl-Fiarbung geférbt.
Diese Fiarbemethoden fiihren zu einer intensiven Anfarbung der Nisslsubstanz und der Nukleoli
und sind sehr gut geeignet, die mikroskopische Tumorausdehnung zu beurteilen. Die
histologische Tumorausdehnung wurde visuell mit der Ausdehnung auf den Autoradiogrammen

verglichen.
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3.6 Datenauswertung

Mittels der Software des Geriteherstellers wurden quantitative Autoradiogramme
generiert (Nano-Curie/mg Nassgewicht des Gewebes) in Bezugnahme auf die
Radioaktivitdtskonzentration in den Standards. Die Autoradiogramme wurden mit Regions of
Interest (ROI) belegt, die jeweils auf einem soliden Anteil des Tumors und einer

korrespondierenden Region gleicher Grofe iiber normalem Gewebe platziert wurden.

O-(2-['8F]Fluorethyl)-L-Tyrosin (FET) [*H]-Methyl-L-Methionine (MET)

Abbildung 12: Auswertung der Autoradiogramme mit identischen zirkuliren Regions of Interest

Zur Quantifizierung der Traceraufnahme wurden der sog. Standardized Uptake Value (SUV)
berechnet, indem die Radioaktivitits-Konzentration im Gewebe auf die injizierte Dosis und

das Korpergewicht normalisiert wurde.

Gewebskonzentration (nCi/g)

SUV =
Injizierte Dosis (mCi/Korpergewicht(g))
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AnschlieBend wurden aus den SUV-Werten der Radioaktivitits-Konzentration im
Gewebe die Tumor/Hirn-Quotienten berechnet. Fir den Vergleich der Tumor/Hirn-
Quotienten zwischen den verschiedenen Tracern wurden identische Regions of Interest auf
den Autoradiogrammen der verschiedenen Tracer verwendet. Die Ergebnisse fiir die
einzelnen Tracer sind in den Tabellen als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Als
statistische Methoden zur Auswertung der Daten wurde der t-Test fiir Gruppenvergleiche und
Pearson™s Korrelations-Koeffizient verwendet. Wahrscheinlichkeitswerte unter 0,05 wurden

als signifikant bewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Anreicherung von FET und FTyr im Vergleich zu MET

Die Ergebnisse der SUVs und der Tumor/Hirn-Quotienten fiir FET, FTyr und MET sind
in Tab. 1 dargestellt.

Tabelle 1:
Ratte FET FTyr *H-L-Methionin
N Tumor Hirn Tumor | Tumor Hirn Tumor | Tumor Hirn Tumor
[SUV] [SUV] [/Hirn | [SUV] [SUV] /Him | [SUV] [SUV] /Him
1 2,05 0,43 4,74 6,70 1,82 3,67
2 3,14 0,53 5,91 7,30 1,03 7,07
3 3,76 0,76 4,94 8,73 1,65 5,29
4 5,57 1,29 4,30 11,74 1,33 8,81
5 4,18 0,58 7,22 12,72 1,37 9,32
6 2,61 0,31 8,34 12,91 1,11 11,66
7 2,04 0,46 4,48 6,23 1,07 5,81
8 2,55 0,51 5,01 6,63 1,14 5,82
9 2,48 0,67 3,71 6,74 1,32 5,12
10 2,06 0,52 3,98 7,02 1,19 5,9
11 2,47 0,48 5,15 7,65 1,10 6,98
12 2,42 0,42 5,82 11,71 1,81 6,47
13 1,67 0,35 4,81 6,08 0,86 7,04
14 3,37 1,13 2,99 11,32 5,43 2,09
15 2,67 0,97 2,74 14,72 5,76 2,56
16 2,72 0,60 4,56 11,33 3,53 3,21
17 2,47 0,66 3,74 11,59 4,23 2,74
18 2,74 0,74 3,69 10,85 2,40 4,52
19 3,36 0,95 3,53 29,15 7,63 3,82
20 3,40 0,76 4,47 28,97 4,69 6,17
21 2,62 0,58 4,50 30,94 4,43 6,99
Mean| 2,85 0,56 5,26 2,92 0,80 3,78 12,43 2,61 5,76
+SD| £1,08 025 +130 | £039 +020 068 | £7,67 +197 +2,38



230 -

MET wies in den F98 Gliomen mit einem SUV von 12,43 + 7,67 (n=21) eine signifikant
hohere Anreicherung auf als FET (SUV: 2,85 £ 1,08 ; n=13) und FTyr (SUV: 2,92 £ 0,39 ; n=8
; p<0,001 versus MET). Ebenso verhielt sich die Aufnahme im normalen Hirngewebe. Hier
betrug der mittlere SUV von MET: 2,61 £ 1,97 gegeniiber 0,56 £ 0,25 bei FET und 0,80 £ 0,20
bei FTyr.

Der mittlere Wert der Tumor/Hirn-Quotienten betrug 5,76 + 2,38 fiir Methionin
(n=21) 5,26 = 1,3 fiir FET (n = 13, nicht signifikant gegeniiber Methionin) und 3,78 £
0,68 fir FTyr (n =8, p < 0,05 im Vergleich zu MET, nicht signifikant im Vergleich zu
FET). Es konnte eine signifikante Korrelation der Tumor/Hirn-Quotienten zwischen der
MET-Anreicherung und der FET-Anreicherung festgestellt werden (r = 0,76 , n = 13,
p < 0,01, Abbildung 13).
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Abbildung 13: Korrelation der Tumor/Hirnquotienten von FET und MET
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n=8 e
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FTyr uptake [T/B]
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Abbildung 14: Korrelation der Tumor/Hirn-Quotienten von FTyr und MET

Hingegen zeigte sich bei den Tumor/Hirn-Quotienten der MET-Anreicherung und
der FTyr-Anreicherung nur eine schwache Korrelation (r = 0,71 , n = 8 , p = 0,05,
Abbildung 14). Im Vergleich zu den Tumor/Hirn-Quotienten von Methionin zeigten die
Tumor/Hirn-Quotienten der beiden Fluor-Tyrosine eine Abweichung von einer 1:1-
Korrelation, d.h. geringere Tumor/Hirn-Quotienten fiir FET und FTyr als fiir Methionin

bei einem Tyrosin-Uptake-Quotienten von iiber 3.

Die visuelle Bewertung der Autoradiogramme zeigte keinen Unterschied im
Muster der intratumoralen Verteilung bei den drei Tracern; und die Ausdehnung des
Tumors in den Autoradiogrammen war identisch mit der Ausdehnung des Tumors in
der histologischen Firbung. Ein Beispiel eines Vergleichs eines Autoradiogrammes von
Methionin, FET und der histologischen Farbung mit Cresylechtviolett ist in Abbildung
15 dargestellt. Abbildung 16 vergleicht die Autoradiogramme von Methionin und Fluor-

Tyrosin mit der histologischen Farbung.
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o

O-(2-["®F[fluoroethyl)-L-tyrosine (FET)

Cresyl-Violet-Staining

Abbildung 15:  Vergleich der Autoradiogramme von FET und MET mit der histologischen Farbung

2-['®Ffluoro-L-Tyrosine (FTyr) [’H}-Methyl-L-methionine (MET)

L

Cresyl-Violet-Staining

Abbildung 16:  Vergleich der Autoradiogramme von FTyr und MET mit der histologischen Fiarbung
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4.2  Ergebnisse der Anreicherung cis-FPro und trans-FPro im Vergleich zu MET und
*H-L- Prolin

Alle F98-Gliome zeigten eine erhohte Aufnahme von cis-FPro, trans-FPro, SH-L-Prolin
und *H-L-Methionin. Die SUV-Werte der Traceraufnahme von cis/trans-FPro, ’H-L-Prolin und

MET in F98-Gliomen und im normalen Hirngewebe sowie die Tumor/Hirn-Quotienten sind in

Tabelle 2 dargestellt.
Tabelle 2:

Ratte Cis-FPro Trans-FPro [’H]-L-Methionin [*H]-L-Prolin

N Tumor Hirn Tumor|Tumor Hirn Tumor|Tumor Hirn Tumor Tumor Hirn Tumor
[SUV] [SUV] /Hirn |[SUV] [SUV] /Hirn [[SUV] [SUV] /Hirn [SUV] [SUV] /Hirn

1 1,63 0,07 249 553 1,75 3.2
2 1,67 0,31 53 6,57 239 27
3 0,45 0,03 18,0 8,63 359 24
4 362 0,13 29,0 596 1,18 5,1
5 412 0,16 259 1,92 0,52 37
6 1,04 0,05 21,2 8,23 1,71 4,8
7 1,12 0,05 22,5 6,26 1,67 3,7
8 407 0,07 564 7,99 029 274
9 3,06 0,06 50,0 6,89 0,24 28,3
10 2,21 0,06 38,6 6,74 021 31,7
11 2,04 0,06 325 571 0,34 16,7
12 1,97 0,19 10,5 6,61 093 7,1
13 329 0,17 19,2 527 0,19 279
14 1,11 0,07 154 | 6,84 2,14 32
15 1,68 0,10 17,5 4,17 0,16 26,5
16 2,71 0,12 23,1 577 048 12,0
17 3,04 0,09 325 7,90 034 231
18 1,51 0,07 22,5 8,87 041 21,7
19 2,03 0,05 38,6 6,36 0,31 204
20 2,38 0,08 299 10,19 0,28 36,4
21 2,73 0,09 29,5 9,96 0,26 389

Mean | 2,28 0,10 29,5 | 2,25 0,00 239 | 624 187 36 7,11 034 245
+SD | +1,27 0,08 +14,5|%0,70 £0,04 £8,66|+2,05 0,90 0,95 1,80 *0,20 19,1
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Die SUV Werte von Cis-FPro und trans-FPro und *H-Prolin im normalen Hirngewebe
waren sehr niedrig (0,10+ 0,08 ,n=11;0,10£0,04 ,n=10; 0,34 £ 0,20, n = 13). Dies deutet
darauf hin, dass diese Tracer nicht in der Lage sind, die intakte Blut/Hirn-Schranke zu
durchdringen. Im Gegensatz dazu zeigte MET, welches tiber die Blut/Hirn-Schranke
transportiert wird, signifikant hohere SUV-Werte im normalen Hirngewebe (SUV: 1,87 £ 0,90,
n = 8). Aufgrund der niedrigen Aufnahme im normalen Hirngewebe waren die Tumor/Hirn-
Quotienten fiir cis-FPro, trans-FPro und H-L-Prolin signifikant hoher (29,5 + 14,5 ,n=11;
23,9£8,66,n=10;24,5+9,1 ,n=13)als fir MET (3,6 £ 0,95 ; n =8, p <0,001). Die SUVs
von Cis-FPro in FO8-Gliomen war signifikant niedriger als die von MET und *H-L-Prolin ( 2,28
+1,27,n=11;2,25%£0,70,n=10;6,24+2,05,n=8; 7,11 £1,80,n=13; p<0,001). Es
konnte keine signifikante Korrelation zwischen den SUVs von cis-FPro, trans-FPro, SH-Prolin
und MET in den Tumoren oder zwischen den Tumor/Hirn-Quotienten der vier Tracer gefunden

werden.

Die visuelle Bewertung der Autoradiogramme zeigte, dass die Ausdehnung der
Tumormarkierung von *H-Prolin und MET in allen Fillen mit der histologischen Firbung
identisch war. Im Gegensatz dazu zeigte cis-FPro in 5/11 Tieren und trans-FPro in 5/10 Tieren
eine diffuse Traceraufnahme in der Penumbra der Tumore. Bei einigen Tieren zeigten diese
Regionen mikroskopisch eine verminderte Zelldichte und Odeme. In den anderen Fille konnte
kein histopathologisches Korrelat festgestellt werden. Ein Beispiel des Vergleiches zwischen
den Autoradiogrammen von cis-FPro, *H-Prolin und der histologischen Firbung ist in
Abbildung 17 dargestellt. Neben einer hohen Traceranreicherung im Tumor findet sich eine
intensive Anfirbung im Plexus chorioideus (cp). Weiterhin zeigt sich eine diffuse Aufnahme
von Cis-FPro in einem Bereich mit verminderter Zelldichte im Sinne einer Odemzone (Pfeil).
Tumorzellen lieBen sich in dieser Region mikroskopisch nicht identifizieren. In der Abbildung
18 sind die Autoradiogramme von cis-FPro zu MET und der histologischen Firbung verglichen.
In beiden Fillen fand sich eine diffuse Aufnahme von cis-FPro auflerhalb der soliden
Tumormasse. Die Abbildungen 19 und 20 zeigen entsprechende Beispiele fiir den Vergleich

von trans-FPro, *H-Prolin bzw. MET und der histologischen Firbung.
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Abbildung 17: Vergleich der Autoradiogramme von Cis-FPro und MET mit der histologischen Farbung
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Vergleich der Autoradiogramme von Cis-FPro und MET mit der histologischen Firbung
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Abbildung 19: Vergleich der Autoradiogramme von trans-FPro und [3H]-L-Prolin mit der histologischen
Firbung

L-[*H]methionine

Histology (Ag-Nissl)

Abbildung 20: Vergleich der Autoradiogramme von trans-FPro und MET mit der histologischen Firbung
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5 Diskussion

Die PET Untersuchung mit radioaktiv markierten Aminosduren hat sich als eine
wertvolle diagnostische Methode erwiesen, um die Ausdehnung der soliden Tumormasse von
cerebralen Gliomen zu erfassen (Mosskin et al. 1989, Langen et al. 1999, Jansen et al. 2000,
Jager et al. 2001). Im CT und MR werden bei Gliomen héufig unspezifische
Strukturverdnderungen beobachtet, die von Tumorgewebe nicht eindeutig differenziert
werden konnen (Byrne 1994, Leeds et al. 1994, Nelson 1999, Jansen et al. 2000). Im
Vergleich zu den bisher erforschten ''C-markierten Aminosiuren (20 Minuten Halbwertszeit)
haben '®F-markierte Aminosiuren deutliche logistische Vorteile aufgrund der lidngeren
Halbwertszeit des '°F (109 Minuten) (Lavermann et al. 2002). Insofern stellt die préklinische
Bewertung von neuen ''F-markierten Aminosduren einen wichtigen Schritt fiir die

Etablierung von Aminosédure-PET Untersuchungen in der klinischen Praxis dar.

Vergleich FET und MET

Im ersten Teil dieser Studie wurde die Darstellung von F98-Rattengliomen mit der
Aminosdure FET im Vergleich zu MET bewertet. FET kann aufgrund einer sehr effizienten
Synthesemethode in grofer Menge hergestellt werden und ist fiir die Anwendung im
Satellitenkonzept hervorragend geeignet (Hamacher et al. 2002). Wie andere Tyrosin-
Derivate und MET wird FET {iber die intakte Blut/Hirn-Schranke transportiert. Deshalb ist
FET in der Lage, auch in Tumoranteilen zu akkumulieren, die keine vermehrte Anreicherung
von jodhaltigen Rontgenkontrastmitteln in der CT Untersuchung bzw. von paramagnetischen
Kontrastmitteln in der MRT aufweisen d.h. nach radiologischen Kriterien eine intakte
Blut/Hirn-Schranke besitzen. Insbesondere bei der Diagnostik von niedriggradigen Gliomen
erlangt dies Bedeutung, da bei diesen Tumoren in der Regel noch keine Stérung der
Blut/Hirn-Schranke zu beobachten ist. Die durchgefiihrten experimentellen Untersuchungen
mittels Doppeltracerautoradiografie konnten nachweisen, dass die Darstellung der
Tumorausdehnung mit FET und die intratumorale Tracerverteilung im 18F—Rattengliom sich

nicht von der Darstellung mit dem etablierten Referenz-Tracer MET unterscheidet. Des
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weiteren lagen die Werte fiir die Tumor/Hirn-Quotienten von FET und MET in der gleichen
GroBenordnung und wiesen eine signifikante Korrelation auf. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen unterstiitzen somit die Hypothese, dass PET-Studien mit FET vergleichbare
diagnostische Informationen erzielen konnen, wie dies fiir die Aminosdure MET in
zahlreichen Publikationen nachgewiesen wurde. Eine signifikante Korrelation der
Tumor/Hirn-Quotienten konnte auch in einer ersten Vergleichsstudie mit FET und MET bei
Patienten mit Hirntumoren beobachtet werden (Weber et al. 2000). Die SUV-Werte von FET
und MET lagen bei den untersuchten menschlichen Gliomen in der gleichen Gré8enordung,
wenn auch auf deutlich niedrigerem Niveau als in dem in unserer Studie verwendeten

hochaggressiven F98-Rattengliommodell.

Da das F98-Rattengliommodell in seinem Wachstumsverhalten eher dem menschlichen
Glioblastoma multiforme - also einem hochgradigen Gliom - entspricht, kann die Frage der
Darstellung von Tumoranteilen mit intakter Blut/Hirn-Schranke, wie dies bei niedriggradigen
Gliomen héufig beobachtetet wird, durch die Experimente nicht sicher beantwortet werden.
Diesbeziiglich wurde auf der Basis der in dieser Studie erzielten vielversprechenden
experimentellen FErgebnisse im Institut fiir Medizin in Zusammenarbeit mit der
Neurochirurgischen Klinik der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf eine prospektive
klinische Studie begonnen, bei der die Ausdehnung von cerebralen Gliomen in der FET-PET
mit der Bildgebung in der MRT bei Patienten mit cerebralen Gliomen verglichen wird. In der
MRT werden hier einerseits T1 gewichtete Bilder vor und nach Gabe des paramagnetischen
Kontrastmittels Gd-DTPA verwendet, die in der Lage sind, die Regionen mit einer gestorten
Blut/Hirn-Schranke zu identifizieren, andererseits T2 gewichtete Bilder (FLAIR Sequenz),
die strukturelle Verdnderungen mit hoher Sensitivitit nachweisen. Die Bilddaten von PET
und MRT werden mit einer speziellen Software (MPI-Tool) {iberlagert und die Tumoranteile,
die eine Ubereinstimmung bzw. eine Diskrepanz zwischen den bildgebenden Verfahren
erkennen lassen, von einem radiologisch und nuklearmedizinisch erfahrenen Arzt definiert.
AnschlieBend werden im Rahmen der Vorbereitung des operativen Eingriffs aus mehreren
Regionen unter Anwendung eines modernen Neuronavigationssystems gezielt Gewebsproben
entnommen und histopathologisch untersucht, sofern dies medizinisch ohne zusitzliches
Risiko vertretbar ist. Die ersten Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die FET-PET eine

wesentliche spezifischere Aussage zur Ausdehnung der soliden Tumormasse liefert als die
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MRT (Pauleit et al. 2002, Messing-Jiinger et al. 2002). So zeigten Tumorareale, die im FET-
PET und in der MRT differente Verdnderungen aufwiesen, mit FET-PET in 6 von 7 Fillen
eine korrektes Ergebnis, wihrend die MRT nur in 1 von 6 Fillen die richtige Diagnose

aufwies. Ein Beispiel aus dieser Studie ist in Abbildung 21 dargestellt.

Astrocytom Grad I1

MRI (FLAIR) FET PET

Abbildung 21: Vergleich von MRT und FET-PET bei einem Patienten mit einem Astrocytom Grad III

Bei diesem Patienten zeigte die T2-gewichtete MRT Aufnahme (FLAIR) pathologische
Veridnderungen im Bereich des gesamten Striatum und im Thalamus, so dass sich der
hochgradige Verdacht auf einen Hirntumor ergab. Die FET-PET identifizierte eine massiv
gesteigerte Aminosidureaufnahme im Nucleus caudatus. In dieser Region konnte bioptisch ein
Astrocytom Grad III gesichert werden. Eine Biopsie in den iibrigen Arealen, die zum Teil
eine stirkere Signalverdnderungen in der MRT aufwiesen, hitte nach den bisherigen
Erfahrungen ein negatives Ergebnis ergeben und somit nicht zu Klirung der Diagnose

beigetragen.

Weitere Hinweise auf giinstige Eigenschaften fiir die Tumordiagnostik mit FET ergeben
sich durch jiingste Studien, die das Anreicherungsverhalten von FET in inflammatorischen

Prozessen niher untersucht haben (Kaim et al. 2002, Rau et al. 2002). Diese Studien konnten
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nachweisen, dass FET im Gegensatz zu MET und FDG in nicht-neoplastischen
inflammatorischen Zellen nur eine geringe Aufnahme aufweist und damit offensichtlich eine

hohere Spezifitit fiir den Nachweis von Tumorzellen besitzt als FDG und MET.

Vergleich FTyr und MET

Die Aminosédure FTyr wurde bereits 1989 entwickelt (Coenen et al. 1989) und stellt
damit eine der ersten '‘|F-markierten Aminosiuren dar, die in der PET-Diagnostik
Verwendung finden konnten (Wienhard et al. 1990). Die Tatsache, dass diese radioaktiv
markierte Aminosdure bis heute keine weitere Verbreitung erfahren hat, liegt in dem
Syntheseverfahren begriindet, welches auf einer elektrophilen Substitution beruht. Dieses
Verfahren ist mit einer deutlich geringeren radiochemischen Ausbeute verbunden, als die bei
der FET Herstellung verwendete Verfahren mittels nukleophiler Substitution (Hamacher et al

2002).

Im Gegensatz zu FET wird FTyr in die cerebralen Proteine inkorporiert, was zumindest
theoretisch eine bessere Eignung fiir die Diagnostik suggeriert (Coenen et al 1989).
Untersuchungen an F98-Rattengliomzellen in-vitro ergaben nach 2stiindiger Inkubationszeit
einen Einbau des Tracers von ca. 16 % in die Proteine (Langen et al. 2003). FEine frithere PET-
Studie bei Patienten mit cerebralen Gliomen legt jedoch nahe, dass fiir die vermehrte
Traceranreicherung von FTyr in menschlichen Tumoren eher ein gesteigerter Transport als eine
Proteininkorporation ausschlaggebend ist (Wienhard et al. 1990). So zeigte die kinetische
Analyse  der  FTyr-Anreicherung in  menschlichen  Gliomen eine  erhdhte
Geschwindigkeitskonstante fiir den Tracereinfluss K;, wihrend die Geschwindigkeitskonstante
K3, die den Einbau in das metabolische Kompartiment beschreibt, nicht veridndert war oder bei
den Gliomen im Vergleich zum normalen Hirngewebe sogar erniedrigt war (Wienhard et al

1990).

Der Vergleich der autoradiographischen Untersuchungen mit der Aminosdure FTyr und

MET zeigte #hnlich wie beim FET eine Ubereinstimmung der Ausdehnung der
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Traceranreicherung und der intratumorale Tracerverteilung sowie eine Ubereinstimmung mit
der histologischen Ausdehnung. Fiir die Tumor/Hirn-Quotienten von FTyr konnte allerdings
eine deutlich schwichere Korrelation zum MET beobachtet werden als fiir FET. Weiterhin
zeigte sich, dass die Tumor/Hirn-Quotienten beim FTyr deutlich niedriger waren als beim
MET. Offensichtlich weist FTyr trotz seiner Akzeptanz fiir die Proteinsynthese einen
schlechteren Tumor/Hirn-Kontrast auf als FET. Somit lassen die im Rahmen dieser Studie
durchgefiihrten autoradiographischen Untersuchungen keine Vorteile des FTyr bei der

Diagnostik von Hirntumoren gegeniiber FET erkennen.

Vergleich Cis/trans-FPro und zu [3H]-L-Prolin/MET

Cis-FPro und trans-FPro konnen basierend auf einer effizienten nukleophilen Synthese
in groBen Mengen hergestellt werden und sind fiir die Anwendung im Satellitenkonzept
hervorragend geeignet (Hamacher et al. 1999).

Erste Studien berichteten iiber eine hohe Anreicherung der Tracer in experimentellen
Osteosarkomen, Colonkarzinomen und Mammakarzinomen bei Miusen (Wester et al. 1999).
Diese vielversprechenden Ergebnisse konnten in einer Pilot-Studie bei Patienten mit
Nierentumoren jedoch nicht bestétigt werden. So zeigten weder klarzellige Nierentumore,
Plattenepithelkarzinome der Niere noch Metastasen von Prostatakarzinomen eine vermehrte
Anreicherung von cis-FPro, wihrend das Glukoseanalogon FDG in Plattenepithelkarzinomen

deutlich akkumulierte (Langen et al. 2001).

Eine PET-Studie bei Kaninchen mit experimentell induzierter Lungenfibrose ergab
Hinweise auf einen sensitiven und spezifischen Nachweis der Fibrose mit cis-FPro im
Frithstadium der Erkrankung (Wallace et al. 2002, Jones et al. 2003). Eine weitere Studie
untersuchte das Verhalten von cis-FPro bei experimentell induzierter Narbenbildung, konnte
jedoch keine Beziehung zwischen der cis-Fpro-Anreicherung und dem Kollagengehalt des
Gewebes nachweisen (Zimny et al. 2002). Insofern ist der Nutzen von cis-FPro als Marker der

Kollagensynthese weiterhin umstritten.
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Die Untersuchung der Transportmechanismen von cis-FPro und trans-FPro in F98
Gliomzellen ergab Hinweise auf Transporteigenschaften, die denen des Muttersubstrats Prolin
relativ dhnlich sind. Das energieabhingige Aminosiure-Transportsystem B’ schien sowohl
fir cis-FPro als auch fiir trans-FPro relevant zu sein, wihrend das Aminosdure-
Transportsystem A nur cis-FPro und 3H-L-Prolin transportierte (Langen et al. 2002).

Es gibt bisher keine Hinweise, dass das energieabhéngige Aminosédure-Transportsystem B%*
oder das Aminosdure-Transportsystem A an der luminalen Seite der cerebralen Kapillaren
exprimiert sind. Sowohl Oldendorf (1971) als auch Serchen und Lajtha (1976) berichteten
iiber eine sehr geringe cerebrale Aufnahme von L-Prolin nach intraarterieller Injektion in die
Arteria carotis bei Ratten. In den autoradiografischen Experimenten konnte weder fiir cis-
FPro und trans-FPro noch fiir *H-L-Prolin eine signifikante Aufnahme im normalen
Hirngewebe beobachtet werden, d.h. cis-FPro und trans-FPro konnen wie das Muttersubstrat
die intakte Blut/Hirn-Schranke nicht iiberschreiten. In den F98-Gliomen wurde hingegen eine
hohe Anreicherung von cis-FPro, trans-FPro und *H-L-Prolin beobachtet, die vermutlich eine
Aufnahme der Tracer in die Tumorzellen {iber eine gestorte Blut/Hirn-Schranke
widerspiegelt. Der mittlere SUV-Wert der cis-FPro-Aufnahme in den F98-Gliomen betrug
nur etwa 30 % der Aufnahme des *H-L-Prolin, was auf eine niedrigere physiologische
Akzeptanz des fluorierten Prolins im Vergleich zu Muttersubstrat hinweist. Ein dhnliches
Verhiltnis in der zelluliren Akkumulation von cis/trans-FPro und *H-L-Prolin ergab sich

auch bei Experimenten mit F98-Gliomzellen in-vitro (Langen et al. 2002).

Aufgrund der geringen cerebralen Traceranreicherung waren die Hirnquotienten von
cis-FPro, trans-FPro und SH-L-Prolin signifikant hoher als die von MET, welches die
Blut/Hirn-Schranke iiber das Aminosdure-Transportsystem L passieren kann. Wéihrend die
Darstellung der Tumorausdehnung der F98-Gliome mit *H-L-Prolin und MET mit der
histologischen Tumorausdehnung in der Cresylechtviolett-Firbung bzw. mit der Silbernissl-
Farbung identisch war, konnte fiir cis-FPro eine diffuse Aufnahme in der Umgebung der
Tumoren bei fiinf Tieren festgestellt werden. Bei zwei dieser Tiere fand sich in der Zone der
diffusen Aufnahme eine Odemzone mit verminderter Zelldichte, wihrend bei den anderen
Fillen kein histopathologisches Korrelat entdeckt werden konnte. Die Beobachtung einer
diffusen Aufnahme von cis-FPro und trans-FPro in der Umgebung von F98-Gliomen muss

zunichst mit groer Vorsicht betrachtet werden, da die 511-keV-y-Strahlung des 8F zu einer
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geringeren rdaumlichen Auflosung der Autoradiogramme fiihrt als mit dem reinen Betastrahler
H. Die Areale mit diffuser Traceraufnahme waren jedoch irreguldr und wurden in einem
groBeren Abstand vom Tumor beobachtet als man von der groBeren Reichweite der
Positronen und der y-Strahlung hitte erwarten konnen. AuBlerdem ist in Betracht zu ziehen,
dass weder in den 18F-Standardschnitten, noch bei den Experimenten mit FET und FTyr
dhnliche Artefakte beobachtet wurden. Deshalb legen diese Ergebnisse nahe, dass eine diffuse
Aufnahme von cis-F-Prolin in der Penumbra von F98-Gliomen stattfindet, obwohl ein

Artefakt nicht vollig ausgeschlossen werden kann.

Erste PET-Studien bei Patienten mit cerebralen Gliomen mit cis-FPro im Institut fiir
Medizin konnte in Einzelfillen eine Aufnahme von cis-FPro in Gehirnarealen nachweisen, bei
denen die Blut/Hirn-Schranke intakt war. So zeigt die Abbildung 22 das T,-gewichtete MR-
Bild, das T;-gewichtete MR-Bild nach Gabe von Gd-DTPA und das cis-FPro-PET eines 51-
jahrigen Patienten mit einem Rezidiv eines Glioblastoms im linken Temporal- und

Schléfenlappen.

MRI-T2 (Flair) MRI-T1 Cis-FPro-PET
(Gd-DTPA)

Abbildung 22: Vergleich von MRT und cis-FPro -PET bei einem Patienten mit einem Astrocytom Grad III
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Es wurde eine vermehrte cis-FPro-Aufnahme in Tumoranteilen im Temporallappen
beobachtet, die keine Storung der Blut/Hirn-Schranke anhand des T,-gewichteten MR-Bildes
nach Gabe von Gd-DTPA aufwiesen. In diesem Areal war jedoch bereits ein verdndertes T»-
Signal festzustellen. Zusitzlich wurde jedoch auch eine cis-FPro-Anreicherung in der
Balkenregion festgestellt, die sich im MR mit beiden Sequenzen unauffillig darstellte. Zwei
Monate spiter konnte bei diesem Patienten ein infiltratives Tumorwachstum im Bereich der

Balkenregion anhand eines erneuten MR-Scans festgestellt werden.

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass eine vermehrte cis-FPro Aufnahme in
Einzelfillen bereits stattfinden kann, wenn eine schwerwiegende Storung der Blut/Hirn-
Schranke im Sinne einer vermehrten Gd-DTPA-Aufnahme noch nicht nachweisbar ist. Es
sind jedoch weitere Studien erforderlich, um diese Beobachtung zu bestitigen. Des weiteren
ist noch nicht geklért, ob cis-FPro in der Lage ist, in Hirnregionen mit einer Blut/Hirn-
Schrankenstorung zwischen viablem Gliomgewebe und nekrotischem Gewebe zu
differenzieren, wie dies fiir andere Substrate des Aminosdure-A-Transporters bereits

nachgewiesen wurde (Uehara et al. 1997).

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass cis-FPro generell eine erhohte Aufnahme in
F98-Rattengliomen aufweist. Die intakte Blut/Hirnschranke scheint in der Regel fiir den Tracer
undurchdringbar zu sein. Die Beobachtung in einigen Tieren und auch in einer nachfolgenden
Pilotstudie bei Patienten zeigen jedoch, dass cis-FPro sich vereinzelt in Hirnarealen anreichern
kann, die eine inkomplette Storung der Blut/Hirnschranke aufweisen und noch keine vermehrte
Anreicherung von Gd-DTPA in der MR zeigen. Weitere Studien sind erforderlich, um den
klinischen Wert des Tracers insbesondere bei Hirntumoren niedrigen Malignitdtsgrades ohne

Kontrastmittelanreicherung im CT und MR zu iiberpriifen.

Schlussfolgerungen

FET erscheint fiir die PET-Untersuchungen von cerebralen Gliomen besonders gut

geeignet. Ein effizientes Syntheseverfahren ist etabliert, die Aminosdure wird iiber die intakte
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Blut/Hirn-Schranke transportiert und kann Tumoranteile darstellen, die noch keine
Kontrastmittelanreicherung im CT oder in der MRT aufweisen. Erste Studien zum Vergleich
der FET-PET mit der MRT und stereotaktischen Biopsien als Referenz bestitigen die hohe
klinische Aussagekraft der FET-PET zur Darstellung der Tumorausdehnung. Ein weiteres
Argument fiir FET ist die im Gegensatz zu MET und FDG geringe Aufnahme in nicht-
neoplastischen inflammatorischen Zellen, was eine hohere Spezifitit fiir den Nachweis von

Tumorzellen verspricht (Kaim et al. 2002, Rau et al. 2002).

FTyr weist trotz des Einbaus in die Proteine gegeniiber FET offensichtlich keine Vorteile
bei der Darstellung von cerebralen Gliomen auf und ist, auch wegen des bisher relativ

ineffizienten Syntheseverfahrens, keine sinnvolle Alternative zu FET.

Die Prolin-Derivate cis- und trans-FPro zeigen zwar eine hohe Tumoranreicherung und
einen hohen Tumor/Hirn-Kontrast, konnen jedoch Tumoranteile mit intakter Blut/Hirn-
Schranke in der Regel nicht erfassen. Die Pathogenese der zum Teil beobachteten
Anreicherungen in der Penumbra einiger Tumore konnte bisher nicht geklidrt werden. Somit
scheint FET zur Zeit die vielversprechendste 8F_markierte Aminosdure fiir die PET-

Untersuchungen von cerebralen Gliomen zu sein.
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6. Zusammenfassung

Die Aminosdure-PET ist ein Verfahren zur Darstellung des Aminosduretransports in
cerebralen Gliomen, das zur Darstellung des Ausmalles der Infiltration von Hirntumoren
hilfreich ist. Dies ist von unmittelbarem Nutzen fiir die Therapieplanung und stellt eine
wesentliche Ergénzung zu den morphologisch orientierten Verfahren CT und MRT dar. SR
markierte Aminosiuren konnen im Vergleich zur den etablierten ''C-markierten Aminoséuren
aufgrund der lingeren Halbwertszeit des '*F-Isotops (109 min) vom Syntheseort zu mehreren
PET Geridten transportiert werden, was einen entscheidenden Unterschied fiir die klinische

Realisierbarkeit beziiglich der Kosteneffizienz des Verfahrens darstellt.

In dieser Studie wurde die cerebrale Anreicherung von neuentwickelten '°F-markierten
Aminosduren im Rattengliom-Modell mittels Doppeltracerautoradiografie untersucht. Die
Aminosédure O—(2[ISF]Fluorethyl)—Tyrosin (FET) zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit
der histologischen Tumorausdehnung und eine hochsignifikante Korrelation der Tumor/Hirn-
Quotienten mit dem Referenz-Tracer ’H-L-Methionin. Der Tracer 2-[18F]F1u0r-L-Tyr0sin
(FTyr) wies hingegen einen deutlich geringeren Tumor/Hirn Kontrast als H-L-Methionin auf ,
obwohl der Tracer im Gegensatz zu FET in die Proteine inkorporiert wird. Die Aminosduren
cis- und trans—4—[ISF]Fluor—Prolin (cis/trans-FPro) zeigten keine Aufnahme in das normale
Hirngewebe und sind damit nicht in der Lage, Tumoranteile mit intakter Blut/Hirn-Schranke zu
erfassen. Mehranreicherungen in der Penumbra einzelner Tumore konnten pathogenetisch nicht

geklirt werden.

Somit erscheint FET zur Zeit die vielversprechendste '*F-markierte Aminosiure fiir die
PET-Untersuchungen von cerebralen Gliomen zu sein. Aufgrund des sehr effizienten
Syntheseverfahrens hat dieser Tracer optimale Voraussetzungen, eine weite Verbreitung in der

klinischen Diagnostik erlangen.
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Die Aminosaure-PET ist ein Verfahren zur Darstellung des Aminosduretransports in cerebralen
Gliomen, das zur Darstellung des AusmaBes der Infiltration von Hirntumoren hilfreich ist. Dies
ist von unmittelbarem Nutzen fiir die Therapieplanung und stellt eine wesentliche Erginzung zu
den morphologisch orientierten Verfahren CT und MRT dar. 18p_markierte Aminoséuren
koénnen im Vergleich zur den etablierten ''C-markierten Aminoséuren aufgrund der lingeren
Halbwertszeit des '®F-Isotops (2 h) vom Syntheseort zu mehreren PET Gerdten transportiert
werden, was einen entscheidenden Unterschied fiir die klinische Realisierbarkeit beziiglich der
Kosteneffizienz des Verfahrens darstellt.

In dieser Studic wurde die cerebrale Anreicherung von neuentwickelten 18E_markierten
Aminosiduren im Rattengliom-Modell mittels Doppeltracerautoradiografie untersucht. Die
Aminosiure O-(2['*F]Fluorethyl)-Tyrosin zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit der
histologischen Tumorausdehnung und eine hochsignifikante Korrelation der Tumor/Hirn
Quotienten mit dem Referenz-Tracer [3H]-L-Methionjn. Der Tracer 2—[‘8F]F1u0r-L-Tyrosin
wies hingegen einen deutlich geringeren Tumor/Hirn Kontrast als [PH]-L-Methionin auf,
obwohl der Tracer im Gegensatz zu FET in die Proteine inkorporiert wird. Die Aminoséuren
cis- und trans-4-[ *F]Fluor-Prolin zeigten keine Aufnahme in das normale Hirgewebe und sind
damit nicht in der Lage, Tumoranteile mit intakter Blut/Himschrank zu erfassen.
Mehranreicherungen in der Penumbra einzelner Tumore konnten pathogenetisch nicht geklart
werden.

Somit erscheint O-(2['*F]Fluorethyl)-Tyrosin zur Zeit die vielversprechendste 18F._markierte
Aminosaure fiir die PET-Untersuchungen von cerebralen Gliomen zu sein. Aufgrund des sehr
effizienten Syntheseverfahrens hat dieser Tracer optimale Voraussetzungen, eine weite

Verbreitung in der klinischen Diagnostik erlangen.

Jiilich, den 19. Januar 2004 PrfofDr.




