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1 Problemstellung

In der Bundesrepublik Deutschland verstarben im Jahr 2000 nach Erhebungen des Statisti-
schen Bundesamtes etwa 17.900 Frauen an Brustkrebs (Mammakarzinom). Diese Erkrankung
steht damit in Deutschland an erster Stelle der krebsbedingten Todesursachen bel Frauen.
Jede 10. Frau mufl? damit rechnen, im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu erkranken; beim
Mann hingegen ist Brustkrebs eine Raritét. Das Erkrankungsrisiko steigt ab dem vierten
L ebeng ahrzehnt bzw. nach der Menopause. Insgesamt hat die Haufigkeit dieser Krebsform in
Europa in den letzten 20 Jahren zugenommen. Die Anzahl der Neuerkrankungen ist in der
westlichen Welt 5-fach héher alsin Asien (Sakamoto und Sugano, 1991).

Die Prognose fur den Patienten ist meist gut, wenn das Mammakarzinom frihzeitig erkannt
wird. Derzeit in der Diagnostik angewandte bildgebende Verfahren sind Mammographie,
Sonographie (Ultraschall), Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), Single-Photon-Emis-
sions-Computertomographie (SPECT) und Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Die
Mammographie ist in der Brustkrebs-Diagnostik noch immer das bedeutendste bildgebende
Verfahren, wahrend die Sonographie gegenwartig ihren Platz als wichtigste Zusatzuntersu-
chung neben der Mammographie eingenommen hat. Mit modernen hochaufl6senden Sono-
graphiegeréten konnen bereits sehr kleine Karzinome unter 5 mm Grél3e nachgewiesen
werden. Diagnostizierte suspekte Veradnderungen werden in der Regel histologisch (Gewebe-

probe) durch eine Nadel-Biopsie abgekléart, um den Malignitatsgrad zu ermitteln.

Bel der Positronen-Emissions-Tomographie und der Single-Photon-Emissions-Computer-
tomographie handelt es sich um nuklearmedizinische Diagnoseverfahren. Die Besonderheit
dieser beiden bildgebenden Verfahren ist der Einsatz von verschiedenen radioaktiv markierten
Substanzen, die mit speziellen Gerdten detektiert werden. Beide Methoden erlauben eine
dreidimensionale Darstellung der Aktivitdtsverteilung. Reske et al. (1996) sind der Ansicht,
dass die PET beim Mammakarzinom zur Diagnostik von Priméartumoren, Lympfknoten-
Rezidiven und Fernmetastasen sowie fur Lympfknoten-Staging und Therapiekontrolle
hilfreich ist. Es werden heute vorwiegend die PET-Tracer 2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-Glucose
(FDG) und 16a-[*®F]Fluor-17b-estradiol (FES) eingesetzt, wobei Mammakarzinome nicht
sicher genug diagnostiziert werden kénnen. Das Problem bel der Anwendung von FES ist, dass
lediglich zwei Drittedl der Mammakarzinome, die den Estrogenrezeptor (ER) exprimieren,
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dargestellt werden konnen. Die ER-negativen Tumoren kénnen mit FES nicht nachgewiesen
werden. Eine andere Moglichkeit fur die Entwicklung eines fir Brustkrebs spezifischen PET-
Tracers bietet die Estronsulfatase, deren Vorkommen in den Tumoren unabhéngig vom
Rezeptorstatus ist (Santner et al., 1984; Evans et al., 1994). Die Expression der Estronsulfa-
tase ist in malignem Brustgewebe signifikant hoher als in nichtmalignem Gewebe (Pasgualini
et al., 1997; Utsumi et al., 2000). Von Kasch et al. (1998) wurde eine Verbindung entwickelt,
die zur Estronsulfatase eine hohe Affinitét hat: 16a-Fluorestradiol-3,17b-disulfamat (FESDS).
Romer et al. (2001) gelang die **F-Markierung von FESDS; in 90 min konnte bis zu 10 GBq
[®F]FESDS hergestel It werden.

Das Anliegen der vorliegenden Arbeit ist es, die neuartige radiochemische Verbindung 16a-
[*8F] Fluorestradiol-3,17b-disulfamat umfassend biochemisch und radiopharmakologisch zu
charakterisieren und zu prifen, ob sie moglicherweise einen geeigneten Ansatz fur die PET-

Diagnostik beim Mammakarzinom bieten kann.
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2 Einleitung
2.1 Entstehung von Brustkrebs

Die Entstehung von Brustkrebs kann durch verschiedene Faktoren gefordert werden. Dazu
gehoren (in der Reihenfolge des Risikopotentials): familiare Belastung durch Brustkrebs-
Erkrankungen in der Verwandtschaft, ein Alter Uber 50 Jahre, eine bereits aufgetretene gut-
artige Brusterkrankung, spate Schwangerschaft und spéte Menopause, friihe Menarche sowie
die Hormon-Ersatztherapie (Armstrong et al., 2000). Mit dem hochsten Risiko ist derzeit das
Vorliegen einer Mutation des Tumorsuppressor-Genes BRCA 1 behaftet (Hamann, 2000).

Viele der genannten Risikofaktoren haben eine verstéarkte Hormon-Exposition der Patientin
zur Folge. Esist tatsachlich so, dass die Genese des Mammakarzinomes durch Sexualsteroide
gefordert wird. Wiein Abb. 2-1 zu sehen ist, kdnnen Estradiol und Androstendiol den Estra-
diolrezeptor (ER) aktivieren. Dadurch wird die G1-Phase des Zellzyklus (Phase nach der Zell-
tellung) stimuliert und der Zellzyklus insgesamt verkirzt, d.h. die Zellen teilen und vermeh-
ren sich schneller. Im Verlauf der Karzinogenese werden Uberdies die Zellen so veréndert,
dass sie immer weniger auf Estrogene als Proliferationssignal angewiesen sind, sondern ver-
mehrt auf Fibroblasten-Wachstumsfaktoren reagieren (McLeskey et al., 1998). Somit werden

ehemals hormonabhangige Tumoren hormonunabhangig.

Fast alle Mammakarzinome (ca. 95-97 %) sind zumindest in frihen Stadien hormonabhangig
bzw. ER-positiv (Henderson et al., 1988). Da einige Tumoren ihre Empfindlichkeit fir Estra-
diol verlieren, sind nur noch zwel Drittel der Mammakarzinome zum Zeitpunkt der Diagnose
hormonabhéngig (Roodi et al., 1995). Wird der Tumor von Steroidhormonen unabhangig, so
sind in diesen komplexen Prozel3 viele Faktoren involviert: es treten Varianten des Estrogen-
rezeptors, der Wachstumsfaktoren und Onkogene auf (Pasqualini, 1997). Es sei angemerkt,
dass der Prozefd immer noch nicht vollstandig verstanden ist. Die Estrogenrezeptoren kénnen
mutationsbedingt ihre Ansprechbarkeit auf Estrogene verlieren. Auch das c-erb-B2-Onkogen,
das fur einen Tyrosin-Kinase-Rezeptor aus der Familie der Epidermis-Wachstumsfaktoren
(EGF) kodiert, kann in hormonunabhéngigen Tumoren mutiert sein (Kaptain et al., 2001).
Aul¥erdem ist bei den hormonunabhangigen Tumoren die MRNA des Enzyms Estronsulfatase
(ES) zwar exprimiert und funktionsfahig, das Protein hat aber eine geringe Enzymaktivitat
(Pasqualini et al., 1995). Es gibt noch einen weiteren Unterschied: in den ER-positiven Tumo-
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ren katalysiert das Enzym 17(3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase die Reaktion von Estron zu
Estradiol und bei ER-negativen Tumoren die umgekehrte Reaktion.

(6]
0,50 Estronsulfat
ES E-ST
Androstendiol -
sulfat
o OH OH OH
Estron 17b-HSD ES
> «—
HO HO _ HO Androstendiol ~ O,SO
Estradiol (Adlol)
]Aromatase 17b-HSD 17b -HSD
(e} (0] (0]
<
o} HO 0,50
DHEA DHEAS

Androstendion

Abb. 2-1: Bildung von Steroidhormonen und Aktivierung des Estradiolrezeptors der Zelle.
Abklrzungen: ES — Estronsulfatase, ER — Estradiolrezeptor, DHEA — Dehydroepiandrosteron,
DHEAS - Dehydroepiandrosteronsulfat, E-ST — Estronsulfotransferase, 173-HSD — 173-Hydroxy-
steroid-Dehydrogenase.

2.2 Physiologische Bedeutung der Estronsulfatase im Sauger-Organismus

Estrogene stimulieren das Wachstum und die Entstehung von Mammakarzinomen. lhre Bio-
synthese erfolgt in den Ovarien und in der Nebennierenrinde. L etztere produziert neben Estro-
genen auch Androgene, die durch die Aromatase in Estrogene umgesetzt werden konnen.
Nach der Menopause, wenn die Ovarien keine Estrogene mehr bilden, werden die Estrogene
ausschliefdlich von extraovariellen Organen bereitgestellt.

Bevor die Steroidhormone in das Blut sezerniert werden, wird ein grof3er Antell durch die
Estron- bzw. Dehydroepiandrosteron-Sulfotransferase sulfatisiert. In das Blut abgegebene
Steroide binden dort an Plasma-Albumin und Sexualhormon-Bindungs-Globulin, sie werden
so zum Zielgewebe transportiert. Freies Estradiol wird sehr schnell in der Leber glucuroni-
diert und in die Galle exkretiert. Estronsulfat dagegen kann in der Leber entweder zu Estra-
diolsulfat reduziert oder durch die Estronsulfatase zu Estron hydrolysiert werden und in den
Blutkreislauf zurtickkehren.
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Estronsulfat und DHEAS dienen aufgrund ihrer hohen Halbwertszeit (HWZ) und Konzentra-
tion im Blut as Steroidhormon-Reservoir. Estronsulfat hat eine HWZ von 10-12 h und eine
Konzentration von 420 ng/l gegentiber Estron mit 0,5 h und 46 ng/l (Ruder et al., 1972;
Santen, 1986). Die Plasma-K onzentration von Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) betragt
1-3 mg/l und die von Dehydroepiandrosteron (DHEA) 4-7 pg/l (Hildebrandt, 1998). Erst im
Gewebe erfolgt die selektive Hydrolyse der Steroidsulfate durch die Estronsulfatase. Die ES
hydrolysiert neben Estronsulfat und Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) auch die Substra-
te Dehydroandrosteronsulfat, Dehydroisoandrosteronsulfat, Androstendiol-3-sulfat, Estradiol-
3-sulfat und Cholesterolsulfat.

Nur die freien Steroide Estradiol, Estron und Androstendiol konnen den intrazelluldren Estra-
diolrezeptor (ER) binden und ihn durch Phosphorylierung aktivieren (Krishnan et al., 2001).
Der ER bindet nach der Aktivierung meist als Dimer an die DNA (Hormon-Respons-Element
eines Genes) und modifiziert so direkt die Transkription dieses Genes. Dadurch wird die
Replikation von verschiedenen Enzymen fir Neurotransmitter, Neuropeptide, Rezeptorpro-
teine, Transporter sowie Signalmolekile (second messenger) initiiert bzw. reprimiert. Die
transkriptionale Aktivitdt des ER wird durch extrazellulére Signale wie Epidermis-
Wachstumsfaktor (EGF), Transformierender Wachstumsfaktor (TGF), Insulin, Insulinghnli-
cher Wachstumsfaktor-1 (IGF-I) und Dopamin stimuliert (Ignar-Trowbridge et al., 1993;
Aronica und Katzenellenbogen, 1993). Estradiol kann aber auch direkt und unabhéngig von
der Transkription wirken und so z.B. die mitogenaktivierte Protein-Kinase (MAPK) aktivie-

ren oder das Kalzium-Gleichgewicht in der Zelle regulieren (Improta-Brears et al., 1999).

Im folgenden werden die wichtigsten Wirkungen von Steroidhormonen im Organismus
aufgefuihrt. Die Vorgange der weiblichen Reproduktion, wie z.B. Follikelreifung, Ausldsung
der ovulatorischen Ausschittung von Luteiniserendem Hormon, Eitransport, Proliferation
des Endometriums in der ersten Zyklushdlfte, Zusammensetzung der Sekrete von Uterus und
Cervix und die Beschaffenheit der Vaginalschleimhaut, werden durch Estrogene gesteuert
(Hildebrandt, 1998). Estrogene kénnen die Immunantwort durch Verbesserung der T-Zell-
vermittelten Immunitét verstarken. Dies hat einen gunstigen Effekt auf kollageninduzierte
rheumatische Arthritis. Dagegen verschlechtern Estrogene die auf B-Zell-vermittelter Immun-
antwort basierenden Erkrankungen Systemischer Lupus Erythematosus (SLE) und Glomeru-
lonephritis (Enmark und Gustafsson, 1999). Estrogene sind fir Knochenreifung und —metabo-
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lismus essentiell (Quigley et al., 1987). Durch Estrogene wird die Blutgerinnung gesteigert,
dadie Faktoren | und VIII vermehrt gebildet werden (Hildebrandt, 1998).

Die Estronsulfatase kommt in besonders hohen Konzentrationen in der Plazenta vor. Dort
hydrolysiert sie DHEAS, das in der frihen Schwangerschaft von der Nebenniere der Mutter
und spater von der fetalen Nebenniere sezerniert wird. DHEAS wird zu Androstendiol,
Estron, Estadiol und Estriol umgesetzt, die sowohl in den mutterlichen als auch in den fetalen
Kreislauf eingehen. Es wird vermutet, dass die ES eine regulatorische Funktion bei der Hirn-
entwicklung spielt (Purinton et al., 1999), und den Aktivitdétsmodus von Neurosteroiden im
adulten Hirn kontrolliert (Le Roy et al., 1999).

Das durch die Hydrolyse aus DHEAS entstehende DHEA hat vielversprechende pharmakol o-
gische Wirkungen (Pepping, 2000). Im Tierversuch verbessert es die Immunité und das
Gedéachtnis, verhindert Arteriosclerosis, Krebs, Diabetes und Fettleibigkeit. Klinische Studien
zeigen, dass durch Applikation von DHEA die Knochendichte bei postmenopausalen Frauen
erhdht und der Zustand von HIV-Infizierten verbessert wird. Es besteht die Mdglichkeit der

Behandlung des Systemischen L upus Erythematosus und von Depressionen mit DHEA.

Beim vollstandigen Fehlen der ES liegt eine Sulfatase-Defizienz vor. Die ausgepragte ES-
Defizienz in Form einer X-chromosomalen (Xp22.3) Ichtyosis kommt bei 1 von 5000-6000
Méannern vor (Shapiro et al., 1978a und 1978b). Die Patienten haben eine fischartig verhornte
Haut (Ichtyosis) sowie verminderte ES-Enzymaktivitéten in den Fibroblasten u.a. Geweben.
Des weiteren wurde bei den Erkrankten eine erhdhte Cholesterol sulfat-K onzentration im Plas-
ma, in den Erythrocyten-Membranen und im Stratum corneum der Haut gemessen (Bergner
und Shapiro, 1981; Williams und Elias, 1981); die Konzentration der sulfatierten Steroide im
Plasmaist zu 31-82 % erhoht (Ruokonen et al., 1986). Eine Hydrolyse von den Steroidsulfa-
ten ist dennoch nicht ausgeschlossen, da die Steroidsulfate die enterohepatische Zirkulation
durchlaufen. Die Mikroflora des Darmes weist Sulfatasen auf, die Steroidsulfate spalten kon-
nen (Bergner und Shapiro, 1988).

Eine zu hohe Konzentration von Estrogenen kann die Entstehung und das Wachstum von
Brustkrebs fordern. Untersuchungen von humanen Gewebeproben zeigen, dass in malignem
Brustgewebe die Estronsulfatase signifikant hoher exprimiert ist as in gesundem Gewebe
(Pasgualini et al., 1997; Utsumi et al., 2000). So ist das Tumorgewebe mit dem wichtigsten
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Enzym ausgestattet, das die Versorgung mit Estrogenen gewahrleistet. Die Estrogene kdnnen
den Estrogenrezeptor aktivieren und die G1-Phase des Zellzyklus verkiirzen, die Tumorzellen
tellen sich schneller. Antiestrogene wie z.B. Tamoxifen® hemmen den ER und arretieren die
Tumorzellen. (Osborne, 1998). Ein Teil der Mammakarzinome exprimiert jedoch keinen ER
und kann weder durch Estrogene stimuliert noch durch Antiestrogene gehemmt werden, es
handelt sich um estrogenunabhangige Tumoren (Israel und Saez, 1978).

2.3 Nuklearmedizinische Diagnoseverfahren

Zu den gangigen diagnostischen Verfahren bel Brustkrebs wurden bereits im vorigen Ab-
schnitt Angaben gemacht. Im folgenden wird auf die nuklearmedizinischen Methoden Posi-
tronen-Emissions-Tomographie (PET) und Single-Photon-Emissions-Computertomographie
(SPECT) nédher eingegangen. Die PET gestattet wie auch die SPECT eine dreidimensionale
Darstellung von Aktivitatsverteilungen. Anstatt jedoch einzelne Photonen zu detektieren,
basiert die PET auf dem Nachweis von jewells zwei Gammaguanten pro Ereignis (Koinzi-
denzdetektion). Als SPECT-Nuklid findet z.B. Technetium-99m (*™Tc) Anwendung. Die
Strahlungsverteilung der emittierten Photonen wird mit rotierenden Gamma-Kamera-Syste-
men aus verschiedenen Winkel positionen aufgenommen. Der Vorteil von SPECT liegt in dem
einfach verfiigbaren Radionuklid ®™Tc, das sehr kostengiinstig und leicht handhabbar ist.
%™Tc hat eine Halbwertszeit (HWZ) von 6 Stunden, verfiigt Uber strahlenphysikalisch ideale
Eigenschaften und ist in Form eines einfach zu betreibenden Generatorsystems leicht verfiig-
bar. So ist SPECT in der Routine breiter anwendbar als PET. Es werden fur die Brustkrebs-

Diagnostik z.B. die Radiopharmazeutika " Tc-Sestamibi, * Tc-Tetrofosmin, n-DTPA-
Octreotid und **'|-16-Estradiol eingesetzt (Khalkhali und Vargas, 2001).

Man erwartet jedoch, dass PET in Zukunft eine grof3ere Rolle fur die Brustkrebs-Diagnostik
spielen wird (Jochelson, 2001). PET hat zwel wesentliche Vorteille gegentiber SPECT: die
biologische Aktivitét der radioaktiv markierten Molekule ist in der Regel kaum verandert, da
die Wasserstoff- oder Hydroxylgruppen im Molekil durch Fluor-18 ersetzt werden kénnen.
Der zweite Vorteil von PET ist die Mdglichkeit der quantitativen Bestimmung der Radioakti-
vitdts-Konzentration im Korper. So ist es moglich, biochemische und metabolische Ver-
anderungen in vivo zu messen. Die zur radioaktiven Markierung verwendeten Nuklide sind
Fluor-18 (**F; HWZ 109,7 min), Kohlenstoff-11 (*'C; HWZ 20,4 min), Stickstoff-13 (**N;
HWZ 9,96 min) und Sauerstoff-15 (*O; HWZ 2,07 min). Die kurzen Halbwertszeiten

7
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machen ein Zyklotron zur Erzeugung der Nuklide in unmittelbarer N&he der PET-Kamera
erforderlich. '8F ist aufgrund seiner relativ langen Halbwertszeit fiir viele Anwendungen das
gunstigste Nuklid und deshalb am weitesten verbreitet.

Mit PET konnen physiologische und biochemische Stoffwechselvorgange durch Positronen
emittierende Isotope dargestellt werden. Das bel der Umwandlung eines Protons in ein
Neutron emittierte Positron verbindet sich mit einem Elektron der Umgebung unter Umwand-
lung beider Ruhemassen in Gammastrahlung. Bei dieser Annihilation (Vernichtung) werden 2
Gammaguanten der Energie von 511 keV in entgegengesetzte Richtungen (ca. 180 °) ausge-
sendet. Die beiden Photonen werden dann in zwei der ringférmig angeordneten Strahlen-
detektoren des Tomographen bei einem nahezu simultanen Eintreffen als Koinzidenz-Ereignis
registriert. Dieses Verfahren der Koinzidenz-Messung erlaubt eine indirekte Detektion des
Positronenzerfalls, und damit die Lokalisation des Tracers im Korper. Eine zusétzliche Mes-
sung der Photonenabsorption mit externen radioaktiven Quellen, die um den Patienten rotie-
ren (Transmissions-Korrektur), schafft die Voraussetzung fir eine quantitative Bestimmung
der regionaen Tracer-Konzentration im Korper. Die ortliche Auflésung der PET ist mit weni-
ger als5 mm besser als bei der SPECT. Sieist von der Anzahl und Anordnung der Detektoren
auf dem Ring abhangig. Eine physikalische Hochstgrenze der Auflosung ist allerdings durch
den Weg des Protons im Gewebe bis zur Kollison mit einem Elektron und die Winkelun-

schéarfe (keine exakten 180 °) der erzeugten Photonen auf etwa 2-3 mm gegeben.

2.4  Therapie von Brustkrebs

Die therapeutischen Moglichkeiten beim Mammakarzinom bestehen in der chirurgischen Tu-
morentfernung, der Strahlentherapie zur Inaktivierung von Tumorresten sowie der Hormon-
und Chemotherapie. Meist werden mehrere therapeutische Verfahren miteinander kombiniert.
Das Therapieverfahren der Wahl ist die operative Tumorentfernung, eventuell mit vorange-
gangener Chemo- oder Strahlentherapie zur Verkleinerung des Tumors. Die Nachbehandlung
beinhaltet Strahlentherapie (20 MeV), Chemotherapie und/oder Hormontherapie. Die klassi-
sche Chemotherapie erfolgt nach dem CMF-Prinzip mit den Substanzen Cyclophosphamid,
Metotrexat, 5-Fluorouracil. Eine Chemotherapie wird vorzugsweise bei ER-negativen Tumo-
ren angewandt, wohingegen die Hormontherapie fir ER-positive Félle geeignet ist. Fur die
Hormontherapie werden Antiestrogene eingesetzt wie z.B. Tamoxifen® (Schneider et al.,

1994). Leider wurde durch den Einsatz von Tamoxifen® ein 2-5-facher Anstieg des Erkran-
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kungsrisikos fur Endometriumkrebs festgestellt (Smith et al., 2000). Einige Tumoren sind
gegen Tamoxifen® resistent, und in einigen Fallen erhdhte sich die Aromatase-Aktivitat nach
der Therapie (McLeskey et al., 1998; Reed et al., 1990). Weitere Antiestrogene, die in
therapeutischer Anwendung sind, sind Letrozol (Femara®) und Anostrozol (Arimedex®). Ziel-
setzung ist dabel eine Ausschaltung der Estradiolrezeptoren von hormonsensitiven Tumoren
zur Verlangsamung des Tumorwachstums. Der Einsatz von Antiestrogenen ist im tbrigen nur
nach der Menopause bzw. nach der Entfernung der Ovarien sinnvoll. Bel einer Chemothera-
pie werden Medikamente verabreicht, die das Wachstum von (Tumor-)Zellen hemmen (Cyto-
statika; Chemotherapeutika). Das allgemeine Zidl ist, bei mdglichst geringen Nebenwirkun-
gen und geringer Toxizitét, moglichst viele Tumorzellen zu vernichten und so die erkran-

kungsfreie Uberlebenszeit zu verlangern.

Erganzend zu den klassischen Therapieformen sollten Enzyme, die an der lokalen Synthese
von freien Steroiden im Brustkrebsgewebe beteiligt sind, gehemmt werden. Aus Abb. 2-1 ist
zu ersehen, dass fir diesen Ansatz die Enzyme Estronsulfatase, Aromatase und 173-Hydroxy-
steroid-Dehydrogenase in Frage kommen. Da jedoch Estronsulfat, Adiolsulfat und DHEAS
Vorstufen von ER-bindenden Hormonen sind, ist es am sinnvollsten, deren Hydrolyse durch
die Hemmung der Estronsulfatase zu unterbinden. Die Aromatase wird zu therapeutischen
Zwecken mit Letrozol und Anostrozol gehemmt. Da aber so nur die Bildung von Estron und
nicht die von DHEA und Adiol unterbunden wird (Abb. 2-1), ist dieser Ansatz wenig effektiv.
Wird nur die Aromatase inhibiert, kann dennoch Adiol den Estrogenrezeptor aktivieren und
damit das Tumorwachstum férdern. Aus diesem Grund ist die Inhibition der Bildung von

Adiol neben der von Estron und DHEA durch die Estronsulfatase am gunstigsten.

Es gibt weitere Griinde, die verdeutlichen, warum die Hemmung der ES gegentiber der Hem-
mung der Aromatase sinnvoller ist. Die ES kommt bei 90 % der untersuchten Brustkrebs-
Proben vor, die Aromatase lediglich bei 60-70 % (James et al., 2001). Bei physiologischen
Substrat-K onzentrationen wird von humanen Mammatumoren 10-fach mehr Estron tber den
Sulfatase-Weg als Uber den Aromatase-Weg synthetisiert (2,8 pmol/g Protein/h gegentiber
0,27 pmol/g Protein/h; Santner et al., 1984). Die Hydrolyse von Estronsulfat zu Estron durch

die Estronsulfatase ist somit die wichtigste Quelle fir Estrogene in Tumoren.

Es sind mehrere Verbindungen bekannt, die das Enzym Estronsulfatase hemmen. Zuerst wur-

den von verschiedenen Forschungsgruppen steroidale Analoga synthetisiert. Estron-3-O-sul-
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famat (EMATE) war mit einem |Csp-Wert von 80 nM der erste starke irreversible Hemmer
der Estronsulfatase (Reed et al., 1994). Der entscheldende Nachteil, der die onkogene Thera-
pie mit EMATE verbietet, ist seine estrogene Wirkung. Das Problem wurde durch nicht-ste-
roidale Verbindungen wie z.B. Coumarin-7-O-sulfamat und 4-Methyl coumarin-7-O-sulfamat
(COUMATE) gelost (Woo et al., 1996). Sie haben im Gegensatz zu EMATE keine estroge-

nen Eigenschaften.

Der genannte Therapieansatz wurde von Kasch (HKI Jena) aufgegriffen und auf steroidale
Analoga des Estradiol Ubertragen. Er fand, dass die 3-Monosulfamate mit 1Cso-Werten zwi-
schen 0,07 uM und 0,09 puM die Estronsulfatase stérker als die 17-Monosulfamate (1Cso-
Werte 2,5uM bis 25 uM) hemmen (Kasch et al., 1999). Die Inhibition durch 3,17-Disulfa-
mate mit |Cso-Werten von 0,020 uM bis 0,035 puM ist noch stérker. Die 2. Sulfamatgruppe in
Position 17 bewirkte, das die ES sehr viel stdrker gehemmt wird und dass die estrogene Wir-
kung reduziert wird. 16a-Fluorestradiol-3,17b-disulfamat (FESDS) ist mit einem 1Cso-Wert
von 25 nM einer der stérksten Inhibitoren der Estronsulfatase, wobel die Hemmung als rever-
sibel angesehen wird.

2.5 Bewertung eines Radiotracers

Grundsétzlich mul3 jeder Radiotracer, der fur PET eingesetzt werden soll, dhnlich wie ein her-
koémmliches Pharmakon, auf seine Eignung gepriuft werden. Dafiir gibt es bestimmte Krite-

rien, die Eckelman und Gibson (1993) wie folgt zusammengefasst haben:

= Auswahl eines geeigneten Targets

=  Bestimmung der Affinitét des Substrates des Targets

=  Bestimmung der Affinitét der nicht radioaktiven Verbindung

= Untersuchung der Verteilung des Radiotracersin vivo

» Hemmung des Radiotracers mit der nicht markierten Verbindung in vivo

= Korrelation von Biovertellung mit dem Vorkommen des Targets
Die entscheidenden Kriterien fur die Anwendung am Menschen und die Vergleichbarkeit mit

anderen diagnostischen Methoden sind eine hohe Spezifitdt und Sensitivitat. Dabei ist die
Sengitivitét die Fahigkeit des diagnostischen Tests, Personen mit einer fraglichen Erkrankung
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als Kranke zu erkennen und die Spezifitét die Eignung des Tests, Personen ohne eine fragli-

che Erkrankung als Nichtkranke zu erkennen.

In der vorliegenden Arbeit kdnnen lber die Sensitivitéat und Spezifitat nur qualitative Aussa
gen getroffen werden, die Quantifizierung mafdte durch klinische Studien erfolgen. Die biolo-
gische Anforderung an den Tracer ist eine Bindungsaffinitét im (sub-) nanomolaren Bereich zur
Gewdhrleistung einer hohen Sengitivitdt. Diese ist fir die Bestimmung einer krankhaften
Verdnderung der Bindungsstellen-Konzentration bzw. der Enzymaktivitét essentiell. Die Anrei-

cherung des Tracers sollte mit der Anzahl der Bindungsstellen korrelieren.

Ein in alen PET-Zentren haufig eingesetzter Tracer ist die 2-[**F]Fluor-2-desoxy-D-Glucose
(FDG). Urspringlich zur Untersuchung des Glucose-Stoffwechsels am Hirn eingesetzt (Baxter,
1990), stellte sich insbesondere im Zuge der Verbesserung der PET-Kameras heraus, dass die
Verbindung auch zur Darstellung vieler Tumorarten geeignet ist. Der biologische Hintergrund
dafir liegt in der von Warburg (1925) gewonnenen Erkenntnis, dass Tumorzellen im Gegensatz
zu nicht malignen Zellen sehr viel Glucose fir die Aufrechterhaltung ihres Metabolismus beno-
tigen und in die Zelle aufnehmen. Daher wird mit Glucose auch FDG in die Tumorzellen aufge-
nommen. Die FDG-PET bereitet Probleme besonders in der Diagnostik von Metastasen und
Tumoren, die kleiner als 1 cm sind. Schirrmeister et al. (2001) ermittelte die Sensitivitét und
Spezifitét fur die Darstellung von Mammakarzinomen mit FDG (n = 117). Primé&rtumoren
wurden mit 93 % Sensitivitét und 75 % Spezifitdt durch FDG nachgewiesen. Fir Metastasen in
der Axillabetrug die Sensitivitdt 79 % und die Spezifitat 92 %.

Um Mammakarzinome mit hoher Sensitivitdt und Spezifitét darstellen zu kénnen, wurde 16a-
[®F]Fluor-17b-estradiol (FES) synthetisiert (Katzenellenbogen et al., 1997; Romer et al.,
1999). Die Traceraufnahme korreliert mit der Konzentration des Estrogenrezeptors (Mintun et
al., 1988). Die Gruppe von Katzenellenbogen synthetisierte auch das Progestin 21-[*®F]-Fluor-
16a- ethyl-19-norprogesteron (FENP), das jedoch keine Korrelation zwischen Tumorauf-
nahme und Rezeptordichte aufwies (Dehdashti et al., 1991). Das Problem der Anwendung von
FESist, dass nur zwel Drittel der Mammakarzinome dargestellt werden konnen. Es handelt sich
dabel um Tumoren, die den Estrogenrezeptor (ER) exprimieren (Roodi et al., 1995). Die ER-
negativen Tumoren konnen mit FES nicht diagnostiziert werden. Mdglicherweise ist der
neuartige Radiotracer 16a-[*®F]Fluor-17b-estradiol-3,17b-disulfamat ([*®F]FESDS) zu einem

sicheren Nachweis aler Mammakarzinome mit der PET geeignet.
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EXPERIMENTELLER TEIL

3 Material und Methoden
3.1 Gerdte

Brutschrank Hera cell

Autoklav Varioklav

Sterilwerkbank SterilGard

Fluoreszenz-Spektrophotometer F-4500

Anthos htll Photometer

Schiittler IKA Vibrax-VXR

Dispergiergerét Ultra-Turrax T25

Gefriermikrotom LeicaCM 1850

Bildplatte BAS MP 2040

Radioluminographiegerdt BAS 2000

PET-Scanner ECAT EXACT HR+

Kalibrator M2102

g Strahlungsmef3gerdt Cobra

Flussigszintillationszahler TR

Tri-Carb 2100

GeneAmp PCR System 2400

Elektrophoresekammer Owl B1

UV-Detektor FLX-20.M

Eppendorf-Zentrifuge 5403

Thermomixer comfort

HPLC-Saule ET 125/4 Nucleosil
120-5Cyg

HPLC-Saule Zobrax Eclipse XDB-Cis

Dunnschicht Alufolie Kieselgel 60

Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau)
H + P Labortechnik GmbH (Oberschleil3heim)
The Baker Company (Stanford, USA)

Hitachi (Tokyo, Japan)

Anthos L abtec Instruments (Salzburg, Osterreich)
IKA-Labortechnik (Staufen)
IKA-Labortechnik (Staufen)

Leica Instruments GmbH (Nussloch)

Raytest (Straubenhardt)

Fujix (Tokyo, Japan)

Siemens Medical Systems (Knoxville, USA)
Robotron (Dresden)

Canberra-Packard GmbH (Dreieich)
Canberra-Packard GmbH (Dreieich)

Perkin Elmer (Weiterstadt)

Owl Separation Systems Inc. (Portsmouth, USA)
Vilber Lourmat (Marne LaVallee, Frankreich)
Eppendorf (Schénenbuch, Schweiz)

Eppendorf (Schénenbuch, Schweiz)
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Duren)

Agilent Technologies GmbH (Waldbronn)
Merck KgaA (Darmstadt)
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3.2 Materia
3.2.1 Plastikmaterial

Mikrotiterplatten (96 Loch)

24-L och-Platten

Kryorohrchen (1,8 ml)

Eppendorf-Reaktionsgefalie
(3,5und 2,0 ml)

Zellkulturflaschen (75 und 182 cm?)

PCR-R6hrchen Micro Amp

Poly-Prep Chromatographiesiulen

Szintillations-Mef3rohrchen

Objekttrager

3.2.2 Zdlkulturmaterial

RPMI 1640 mit Glutamax-I
DMEM mit Glutamax-I
Fetales Bovines Serum (Charge 546 U)
Gestripptes Fetales Bovines Serum
(Charge 833029)
Natriumpyruvat (100 mM)
MEM-Aminoséuren (50fach)
HEPES (1 M)
Penicillin/ Streptomycin
(10.000 E / 10.000 pg/ml)
Insulin
-Estradiol
Trypsin/ EDTA (0,5 %/ 0,2 %)
Hank’s BSS
DMSO

Greiner bio-one (Frickenhausen)
Greiner bio-one (Frickenhausen)
Greiner bio-one (Frickenhausen)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Greiner bio-one (Frickenhausen)
Perkin Elmer (Weiterstadt)

Bio-Rad (Munchen)
Canberra-Packard GmbH (Dreieich)
Merck KgaA (Darmstadt)

Life Technologies (Karlsruhe)
Biochrom KG (Berlin)
Biochrom KG (Berlin)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Biochrom KG (Berlin)
Biochrom KG (Berlin)
Biochrom KG (Berlin)
Biochrom KG (Berlin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Biochrom KG (Berlin)
Biochrom KG (Berlin)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
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3.2.3 Tiere, Zellen und Enzyme

Wistar-Ratten

Tumortragende Nacktmause

Ferkel

MCF-7-Zellen (Mammakarzinom)
T-47D-Zéellen (Mammakarzinom,
pleurale Effusion)
HepG2-Zellen
(Hepatozel lulares Karzinom)
FaDu-Zellen (Plattenepithelkarzinom,
Pharynx)

Humane Carboanhydrase | (HCA 1)
von Erythrocyten
100-500 W-A U/mg Protein
Humane Carboanhydrase I (HCA 11)
von Erythrocyten
>3000 W-A U/mg Protein
Rinder-Carboanhydrase |1 (RCA I1)
1800 U/mg

3.2.4 Radioaktiv markierte Substanzen

Ammonium-[*H]Estronsulfat
(1961 GBg/mmoal)

16a-[*®F]Fluorestradiol-3,17%-
disulfamat ([**F]FESDS)
(10-440 GBg/pumol)

Tierzucht Schonwalde GmbH, Schonwal de

Klinik fur Strahlentherapie, Universitatsklinikum

Carl-Gustav Carus, Dresden
Sauenzuchtanlage, Nebel schiitz

DSMZ (Heidelberg)
DKFZ (Heidelberg)

ATCC (Manassas, USA)

ATCC (Manassas, USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

Bachem BioChemika GmbH (Heidelberg)

NEN (Boston, USA)

eigene Herstellung, FZ Rossendorf,
Abt. PET-Tracer
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3.2.5 Substanzen fur Molekularbiologie

Von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) wurden Agarose, Ethidiumbromid, Brom-
phenolblau, Xylencyanol FF, TRIS-Aminomethan, EDTA, NaCl, Natriumazetat, Wasser,
DEPC, Chloroform und SDS bezogen.

MRNA Enrichment Kit pegL ab (Erlangen)
Oligo(dT)Cellulose Life Technologies GmbH (Karlsruhe)
Trizol Life Technologies GmbH (Karlsruhe)
RNA PCR Core Kit GeneAmp Perkin Elmer (Weiterstadt)
Oligonucleotid-Primer Life Technologies GmbH (Karlsruhe)
1 Kb Plus DNA-Leiter (1 pg/ml) Life Technologies GmbH (Karlsruhe)

3.2.6 Biochemikalien

Diese Biochemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) erworben:
TRIS-Aminomethan, TRIS-Base, TRIS-HCI, TRIS-Sulfat, EDTA, EGTA, NaCl, NaHCO;,
NaClO4, NagHPO,4, NaxS;05, KCI, KH,PO4, CaCl,, MgCl,, Glucose, Lowry-Reagenz, Dithio-
treit (DTT), Kalium-Estronsulfat, Natriumazetat, p-Nitrophenolat, p-Nitrophenylazetat, Bovi-
nes Serumalbumin (BSA, Fraktion V).

3.2.7 Enzym-Inhibitoren

Die Inhibitoren Naringin, Danazol, Azetazolamid, Benzolamid, Ethoxyzolamid, Hydrochloro-

thiazid, Furosemid wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) erworben.

16a-Fluorestradiol-3,1713- Hans-Knoll-Institut fur Naturstoff-Forschung
disulfamat (FESDS) e.V., Abt. Biostruktur-Chemie (Jena)
16a-Fluorestradiol-3- Hans-Knoll-Institut fur Naturstoff-Forschung
monosulfamat (FESMYS) e.V., Abt. Biostruktur-Chemie (Jena)
Quercetin Merck KGaA (Darmstadt)
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3.2.8 Sonstige Chemikalien

Die folgenden Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) bezo-
gen: Protein Assay Kit, EDTA, [3-Estradiolbenzoat, Methylbutan und Urethan. Von der Firma
Merck KGaA (Darmstadt) wurden DM SO, Toluol, Ethanol, Isopropanol, Acetonitril, Ethyl-
azetat, Ether, Petrolether, Essigsdure, Eisessig, Papanicolaous Férbeldsung la, 2a und 3a

sowie Kresylechtviolett verwendet.

Rotihistol
Rothi-Histokitt
Ultimagold
Erdnuf3ol

Glycerin

Isofluran (Foreneo)

Pancuronium

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Packard Bioscience B.V. (Groningen, Niederlande)
Apothekenabfillung (DAB 10)

Riedel-de Ha?n (Hannover)

Abbott GmbH & Co. KG (Wiesbaden)

Curamed Pharma GmbH (Karlsruhe)

3.2.9 Sebst hergestellte Losungen und Nahrmedien

RPMI-Medium;

DMEM-Medium:

Einfriermedium:

PBS:

PBS"

RPMI 1640 mit Glutamax-I, 10 % gestripptes Fetales Bovines Serum,
20 mM HEPES, 1 mM Natriumpyruvat, 1 % MEM-Aminosauren,

1 % Penicillin / Streptomycin, 10 pug/ml Insulin, 5 nM 3-Estradiol
(Konzentration nach James et al. 2001; Pasqualini et al., 1995)

DMEM mit Glutamax-I, 10 % Fetales Bovines Serum, 20 mM HEPES,
1 mM Natriumpyruvat, 1 % MEM-Aminosauren,
1 % Penicillin / Streptomycin

90 % Fetales Bovines Serum; 10 % DM SO

16,0 g NaCl; 0,4 g KCl; 0,4 g KH,POq4; 2,3 g NaoHPO, in 2,0 | Aqua
dest.

16,0 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,4 g KH,POy; 0,2 g MgCl, %6 H,0;
0,26 g CaCl;, x2 H,0; 2,3 g NapHPO,4in 2,01 Agqua dest.
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| sotonische Kochsal zlsung (0,9 %) : 9,0gNaCl in 1,01 Aquadest.

Krebs-Henseleit-Puffer: 6,90 g NaCl; 0,35 g KClI; 0,29 g MgSO, x7 H,0;

75 % Ethanol:

Elutionspuffer:

Beladungspuffer:

DNA-Farbel 6sung

TAE

Fallungsreagenz:

0,22 g EDTA; 2,08 g NaHCO3; 0,03 g KH,POy;
0,49 g CaCl, x2 H,0; 2,00 g Glucose
in 1,01 Aquadest. (pH 7,4)

75 ml Ethanol, 25 ml Aquadest. (mit 0,1 % DEPC, autoklaviert)

10 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 1 mM EDTA; 0,2 % SDS

10 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 1 mM EDTA; 0,5 % SDS; 0,5M NaCl

(6fach; nach Sambrook et al., 1989): 0,25 % Bromphenolblau;
0,25 % Xylencyanol; 30 % Glycerol / Aqua dest.

(=0,04 M TRIS-Azetat / 0,001 M EDTA; nach Sambrook et al., 1989):
50-fach: 242 g TRIS-Base; 57,1 ml Eisessig; 100 ml EDTA (0,5 M,
pH 8,0) in 1,0 | Aqua dest.

95,5 g NaClO, - H,O; 60,0 g NaoHPO, - 7 H,0O und 44,4 ml konzent-
rierte HCIO4 wurden in 250 ml Aqua dest. gelost. Dazu wurden 5 ml
NapS,;0s-Stammlbsung (2 M) und 20 ml EGTA (100 mM) gegeben und
mit Aquadest. auf 500 ml aufgefillt.

Die Bezeichnung Aqua dest. bezieht sich auf Wasser, welches einer Reinstwasser-Anlage ent-

stammt und einen fir HPL C geeigneten Reinheitsgrad hat.
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3.3 Methoden
3.3.1 Allgemeine Bedingungen fir die Zellzucht

Die Kultivierung von humanen Tumorzellen war fir die folgenden Experimente nétig:

» Bestimmung der Estronsulfatase-Aktivitét (3.3.2.2)
* mRNA-Isolierung fur die RT-PCR (3.3.3.1)
= Zellaufnahme-Experimente mit [®F]FESDS (3.3.5)

»  Tumortransplantation auf Nacktm&use (3.3.6.1)

Fur die MCF-7-Zellen (Mammakarzinom) und die T-47D-Zellen (Mammakarzinom, pleurale
Effusion) wurde RPMI-Medium, wie in 3.2.9 angegeben, verwendet, HepG2-Zellen (Hepato-
zellulares Karzinom) und FaDu-Zellen (Plattenepithelkarzinom, Pharynx) erhielten DMEM-
Medium. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 24-Loch-Platten bzw. Zellkulturflaschen bei
37°C und 5 % CO;, im Brutschrank mit erhohter Luftfeuchtigkeit. Das Medium wurde alle 2
bis 3 Tage durch frisches ersetzt. Bei Konfluenz wurden die Zellen abtrypsiniert, d.h. sie wur-
den zuerst mit 3-mal 12 ml Hank”s BSS sorgféltig gespiilt und danach durch eine 3-5-mindti-
ge Einwirkung von 5 ml Trypsin / EDTA (0,05 % / 0,02%) von der Plastikoberflache der
Flasche abgel6st. Die Trypsinierung wurde mit Nahrmedium abgestoppt und die Zellsuspen-
sion fur 5 min bei 200 g zentrifugiert. Die suspendierten Zellen wurden in der Regel in
Zellkulturflaschen von 75 bzw. 182 cm? Kulturoberflache ausgesét. Nur fiir Bindungsexperi-
mente wurden sie in 24-L och-Platten ausgesét. Fur elne dauerhafte Konservierung wurden die
Zellen in eisgekiihitem Einfriermedium suspendiert (2 x10° Zellen/ml), in Kryoréhrchen ab-
geflllt, 24 h bei —-80°C in einer Gefrierbox mit Isopropanol langsam eingefroren und dann in
flissigem Stickstoff bei —210°C dauerhaft aufbewahrt.
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3.3.2 Biochemische Methoden
3.3.2.1 Bestimmung des Proteingehaltes

Fur die folgenden Experimente wurde eine Bestimmung der Proteinkonzentration nétig:

» Bestimmung der Estronsulfatase-Aktivitét (3.3.2.2)
» In-vitro-Autoradiographie (3.3.4)
= Zellaufnahme-Experimente mit [®F]FESDS (3.3.5)

Der Proteingehalt der Proben wurde nach Lowry et al. (1951) mit einem Protein Assay Kit
der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH bestimmt, wobei nach der Vorschrift des Herstellers
vorgegangen wurde. Als Standard wurde Bovines Serumalbumin (BSA) in Konzentrationen
von 10400 pg/ml verwendet. Waren die Proben in TRIS-Puffer gel0st, so mufite das Protein
zusétzlich mit Essigsure gefdlt werden. Fir den Assay wurden Aliquots von 50 ul der
Proben bzw. Standards sowie 150 pl Lowry-Reagenz in eine Mikrotiterplatte pipettiert.
Dieser Ansatz wurde fur 20 min bel 200 rpm geschittelt (Vibrax-VXR). Nach Zugabe von
70 ul Folin-Reagenz wurde erneut fur 30 min bei 200 rpm geschuittelt. Die Extinktion wurde
bei 620 nm an einem Mikroplatten-Photometer (Anthos htll) gemessen. In Abb. 3-1 ist eine
quadratische Eichkurve dargestellt, die bei jedem Mel3ansatz neu erstellt werden mufldte. Sie
diente dazu, die Proteinkonzentration der Proben zu ermitteln.

350 1
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__ 2504 y = 898,51 + 127,42 - 4,39
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S 200- R*=1,00
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T 100 4
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0,0 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6
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Abb. 3-1: Eichkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration in einer Losung (n = 3). Unbekannte
Proteinkonzentrationen konnen durch die im Diagramm gezeigte quadratische Funktion berechnet
werden.
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3.3.2.2 Bestimmung der Estronsulfatase-Aktivitat

Die radioaktiv markierte Verbindung [*®F]FESDS war mit der Zielstellung entwickelt wor-
den, Tumoren, die das Enzym Estronsulfatase (ES) Uberexprimieren, mit der PET nachzuwei-
sen. Es war daher erforderlich, die Enzymaktivitdt der ES in verschiedenen Rattenorganen,
Tumorzellen und Tumoren zu bestimmen. Hierfir wurden Homogenate aus Organen von
6 Wochen alten weiblichen Wistar-Ratten, humanen Tumorzellen (MCF-7, T-47D, HepG2,

FaDu) und transplantierten Tumoren von Nacktmausen (MCF-7, FaDu) verwendet.

Eswurden jeweils ca. 0,5 g Organin 10 ml TRIS-HCI (0,05 M; 0,1 % DTT; pH 7,4) mit dem
Dispergiergerét Ultra-Turrax homogenisiert und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert. Die
Bestimmung der ES-Aktivitét erfolgte nach Reed und Ohno (1976). Fur den Assay wurde zu
20 uM Kalium-Estronsulfat in Ethanol / TRIS-HCI (1:40) Ammonium-[*H]Estronsulfat zuge-
geben, so dass die Radioaktivitat dieser Losung 9250 Bg/ml betrug. Die verwendeten Inhibi-
toren der Estronsulfatase waren Naringin, Quercetin, Danazol und FESDS. Sie wurden in
einer Konzentration von 10 mM in 60 % DM SO gel6st und in Aqua dest. bis 10°-fach weiter
verdinnt. Zur Erhaltung der Stabilitét von Naringin und Quercetin wurde 0,5 mM EDTA
zugegeben (Boulton et al., 1999).

Die Homogenate wurden aufgetaut und mit TRIS-HCl / DTT soweit verdinnt, dass die
Proteinkonzentration zwischen 50 und 100 pg/ml betrug und fir 2 min homogenisiert. Jeder
Reaktionsansatz enthielt 300 pul verdinntes Organ- bzw. Zellhomogenat in TRIS-HCI / DTT,
100 pl [*H]Estronsulfat-Losung (20 pM, 925 Bg) und 100 pl Inhibitor-Lésung. Die Reak-
tionsansdatze wurden fir 3 min bei 37°C in 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefélien im Thermo-
mixer inkubiert. Es wurde eine Inkubationsdauer von 3 min gewahlt, da bereits ab 10 min die
Enzymaktivitét betréchtlich sank (Abb. 3-2).

Die Inkubationen wurden durch Zugabe von 1,5 ml Toluol auf Eis abgestoppt. Zur Verteillung
des Reaktionsproduktes in der Toluol-Phase wurde jedes Eppendorf-Reaktionsgefal? 30 s bei
200 rpm geschiittelt und anschlief3end bei 12.000 g fur 2 min zentrifugiert. Danach wurde
1,0 ml der organischen Phase abgenommen, mit 4,0 ml Ultimagold durch 10 s Schitteln ge-
mischt und dessen Radioaktivitdt (R) im Fllssigszintillationszdhler Tri-Carb gemessen. Von
der eingesetzten radioaktiven Estronsulfat-L 6sung dienten 3-mal 10 ul als Standard.

20



3 Material und Methoden

s
o
)

o
[}
L

pmol/mg Protein/min
o o
ES o
L 1

o
N
1

I i
10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

o
[=]
o

Abb. 3-2: Abhéngigkeit der Enzymaktivitat der Estronsulfatase von der Inkubationszeit (n = 3).

Die Berechnung der Enzymaktivitét (A) erfolgte aus eingesetzter Radioaktivitét (R), spezifi-
scher Aktivitat von [°H]Estronsulfat (SA), Inkubationszeit (t) und Proteingehalt (c):

R[Bgq] x 1,5

A [fmol/mgPr./min] = -
SA[GBg/mmol] x t[min] x c[mg]

3.3.2.3 Bestimmung der Carboanhydrase-Aktivitét

In den Tierversuchen (3.3.6.2) zeigte sich, dass [*®F]JFESDS zu einem hohen Anteil im Blut
der Ratte gebunden wird. Es besteht die M6glichkeit, dass es sich dabel um eine Bindung an
die Carboanhydrase (CA) der Erythrocyten handelt. Um diese Hypothese zu beweisen, wurde
gepruft, ob FESDS in der Lageist, die CA zu hemmen. Zum Vergleich wurden neben FESDS
auch 16a-Fluorestradiol-3-monosulfamat (FESMS) und die bekannten CA-Inhibitoren Azet-
azolamid, Hydrochlorothiazid, Ethoxyzolamid und Furosemid eingesetzt. Die Bestimmung
der Enzymaktivitét der CA erfolgte nach einem von Verpoorte et al. (1967) beschriebenen
Assay, bel dem die Esterase-Aktivitdt der CA bestimmt wird. Dabel reagiert das Substrat
p-Nitrophenylazetat zu p-Nitrophenolat und Azetat, wobei ein gelber Farbstoff entsteht, der
spektrophotometrisch bel 340 nm gemessen werden kann (Abb. 3-3).

- (Yo i (ol

Abb. 3-3: Reaktion von p-Nitrophenylazetat zu p-Nitrophenolat und Azetat. Sieist das Prinzip zur Be-
stimmung der CA-Aktivitét, wobei die Esterase-Akvititét der CA ausgenutzt wird.

21



3 Material und Methoden

Es wurden die Carboanhydrasen | und Il von Mensch (HCA |, HCA 11) und Rind (RCA 1)
verwendet. Die eingesetzten Inhibitor-K onzentrationen (10™° bis 10° M) wurden ausgehend
von 10 mM Stamml6sungen (in 60 % DM SO) durch Verdinnen in Aqua dest. hergestellt. Die
Inkubation erfolgte in 2-ml-Reaktionsgefélden, die 233 pl TRIS-Puffer (50 mM, pH 7,4),
200 pl p-Nitrophenylazetat (0,375 mM), 50 ul Inhibitor sowie 17 pl CA | (1,0 mg/ml) bzw.
CA Il (0,5 mg/ml) enthielten. Die Inkubationsbedingungen wurden bezlglich Puffer und
Temperatur variiert. Als Puffer wurden TRIS-HCI, TRIS-Aminomethan bzw. TRIS-Sulfat
verwendet; die Inkubations-Temperaturen betrugen 4, 25, 30 oder 37°C. Als optimal stellte
sich die Verwendung von TRIS-Sulfat-Puffer und eine Inkubationstemperatur von 37°C
heraus (Abb. 3-4 und 3-5).
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Abb. 3-4: Abhangigkeit der Enzym- Abb. 3-5: Abhéngigkeit der Enzymakti-
aktivitat der CA |l vom Inkubations- vitét der CA 11 von der Inkubations-
puffer (n = 3) temperatur (n = 3)
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Abb. 3-6: Abhangigkeit der Extinktion bei 340 nm von der Nitrophenolat-Konzentration (n = 3).
Unter Verwendung der ermittelten Kurvenparameter kann die Konzentration des Reaktionsproduktes
Nitrophenolat berechnet werden.
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Aus Abb. 3-6 ist ersichtlich, dass der Substratumsatz anhand der gemessenen Absorption bei
340 nm durch eine Standardkurve mit dem Reaktionsprodukt p-Nitrophenolat berechnet wer-
den kann. Die ICso-Werte fir die verschiedenen Inhibitoren wurden aus sigmoidalen Dosis-
Wirkungs-Kurven mit der Software Prism 3.0 ermittelt.

3.3.3 Molekularbiologische Methoden

Zum Nachweis der Expression der mRNA von Estronsulfatase sowie Carboanhydrase | und |1
in den verschiedenen Zellen und Rattenorganen wurde die Methode der Polymerase-K etten-
Reaktion (PCR) herangezogen. Vor der PCR wird eine reverse Transkription (RT) durchge-
fuhrt, da die eingesetzte mMRNA erst in DNA umgeschrieben werden muf3. Die Isolierung von
MRNA und die Durchfihrung der RT-PCR wird nachfolgend beschrieben. Zur Herstellung
von L6sungen wurde Aqua dest. mit 0,1 % DEPC eingesetzt, zur Solubilisierung von RNA
und DNA sowie fir die PCR wurde ein speziell fir molekularbiologische Anwendungen auf-

bereitetes Wasser von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH verwendet.

3.3.3.1 Isolierung der mRNA von Zellen

Fir die Préparation der Gesamt-RNA einer Zelllinie wurden je 5 Flaschen einer Oberflache
von 182 cm? mit konfluenten Zellen verwendet. Die Flaschen wurden auf Eis gelegt. Das
Medium wurde grundlich entfernt und jede Flasche mit 10 ml PBS (0,1 % DEPC) gespuilt.
Mit 15 ml Trizol pro Flasche erfolgte unter rotierenden Bewegungen die Ablésung der Zellen.
Durch mehrfaches intensives Pipettieren wurde dabei die DNA zerstért. Die Trizol-Zell-
L 6sung wurde in 50-ml-Rohrchen gegeben und geschiittelt. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloro-
form pro ml Trizol und erneutem Schitteln blieb die Lésung 15 min bei RT stehen. An-
schlieffend wurde 15 min bei 4°C zentrifugiert (< 12.000 g), die obere wassrige Phase sorg-
faltig abgetrennt und in ein frisches 50-ml-Rohrchen Gberfihrt. In diese wurden 0,5 ml Iso-
propanol pro ml Trizol pipettiert, vorsichtig geschtittelt und fur 30 min bei 4°C zentrifugiert
(< 12.000 g). Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet mit insgesamt 20 ml
75%igem Ethanol geldst und 30 min bei < 12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
dekantiert und das Pellet, das die RNA enthielt, bei 37°C im Trockenschrank getrocknet. Die
Gesamt-RNA wurde in 4 ml Wasser geldst. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte

durch Messung der Extinktion der RNA-L6sung bei 260 nm, wobei OD = 1 einer Konzen-
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tration von 40 pg/ml RNA entspricht (Sambrook et al., 1989). Zusdtzlich wurde die
Extinktion bei 280 nm gemessen und der Quotient E,so/Eogo ermittelt. Dieser Quotient driickt

die Verunreinigung der RNA-L 6sung mit Protein aus und sollte > 1,7 betragen.

Fir die Praparation der mRNA aus der Gesamt-RNA wurden Beladungs- und Elutionspuffer
hergestellt. Danach wurden je 150 mg Oligo(dT)Cellulose in ein 50-ml-Rdéhrchen gefullt und
2-mal mit Elutionspuffer und 1-mal mit Beladungspuffer gewaschen (je 10 ml). Anschlief3end
wurde die Oligo(dT)Cellulose in 10 ml Beladungspuffer aufgenommen und in die Poly-Prep-
Chromatographiesaule gefiillt, danach RNA aufgetragen und mit Beladungspuffer durchsplilt.

Es wurde vorerst die Hélfte (= 2 ml) der gewonnenen Gesamt-RNA zur Isolation der mRNA
verwendet. Die RNA wurde zur Entwindung der Knauel fir 10 min bel 70°C im Wasserbad
erwarmt und sofort fur mindestens 2 min auf Eis gestellt. Anschlief3end wurden zu 9 Volu-
menteilen (VT) RNA-Losung 1 VT ener 5 M NaCl-Lésung zugesetzt und damit die
vorbereitete Poly-Prep-Chromatographiesdule beladen. Das Eluat wurde aufgefangen und
noch 5-mal auf die Saule aufgetragen. Dadurch sollte gewahrleistet werden, dass die gesamte
MRNA an die Oligo(dT)Cellulose gebunden wurde.

Die Saule wurde dann 3-mal mit Beladungspuffer gewaschen (10 ml, 5 ml und 5 ml). Zur Ab-
|6sung der mRNA wurde 4-mal mit je 0,5 ml Elutionspuffer (50°C) in 4 einzelne Eppendorf-
Reaktionsgefale eluiert. Anschliefend wurde 10 min bei 12.000 g zentrifugiert, der Uber-
stand in je 4 neue Eppendorf-Reaktionsgefélie gegeben (Pellet = Cellulose) und 0,15 vol%
einer 2 M Na-Azetat-L6sung zugefugt. Das Eppendorf-Reaktionsgefal wurde durch Zugabe
von 100%igem Ethanol vollstandig gefullt und blieb bei —70°C mindestens 60 min stehen. Es
wurde dann fur 30 min erneut bei 12.000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, 2 ml 75 %
Ethanol in jedes Gefald gegeben und gemixt. Danach erfolgte wiederum eine 30-minltige
Zentrifugation bei 12.000 g. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei 37°C im
Trockenschrank getrocknet. Die gesamte erhaltene mRNA wurde in 20 pl Wasser gelst und
die Konzentration photometrisch bei 260 nm bestimmit.
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3.3.3.2 Isolierung von Ratten-mRNA

Da bel der Praparation der Rattenorgane gleichzeitig viele Proben anfielen, wurde es ndétig,
eine effizientere MRNA-Isolierungsmethode als die unter 3.3.3.1 beschriebene zu nutzen.
Dies wurde durch Anwendung des mRNA Enrichment Kits (pegLab) mdglich. 5 weibliche
Wistar-Ratten im Alter von 6 Wochen wurden mit Urethan narkotisiert (3.3.6.2) und getotet.
Gleich im Anschluf3 wurden die Tiere mit Krebs-Hensel eit-Puffer (mit 0,1 % DEPC, autokla-
viert) Uber einen in die Aorta eingefihrten Katheder perfundiert. So sollte der Blutanteil und
damit die Kontamination durch mMRNA VON Carboanhydrase in den Organen gering gehalten
werden. Anschlieffend wurden die Organe entnommen und die Hirnregionen prépariert. Sie
wurden bei -50°C in Methylbutan / Trockeneis eingefroren und bis zur Welterverarbeitung
bei —80°C gelagert.

Zuerst wurde die Gesamt-RNA prapariert. Dazu wurden jeweils 0,5 g des Organes enthom-
men, aufgetaut und in Krebs-Henseleit-Puffer gesplilt. Der Puffer wurde entfernt, 8 ml Trizol
hinzugegeben und mit dem Dispergiergeréat (Ultra-Turrax T25) homogenisiert. Jeweils 2 ml
des Homogenats wurden in Eppendorf-Reaktionsgeféi3e Uberfihrt, geschiittelt, bei 12.000 g
und 4°C fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Eppendorf-Reaktionsgefalie
Uberfuhrt und 0,4 ml Chloroform dazugegeben. Nach kurzem Schiitteln wurden die Ansétze
far 15 min bei Raumtemperatur stehengelassen und danach bei 12.000 g und 4°C fir 15 min
zentrifugiert. Die weiteren Schritte des Waschens mit Isopropanol und Ethanol wurden wie in
3.3.3.1 durchgefuhrt. Die RNA wurde anschlief3end in 200 pl Wasser gelost und bei -80°C

eingefroren.

Die mRNA der Organe wurde aus der Gesamt-RNA mit dem mRNA-Enrichment-Kit
(pegLab) prépariert. Dabel wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. Die ge-
wonnene mMRNA wurde in 10 pl Wasser gel6st und bei —80°C eingefroren.

3.3.3.3 RT-PCR

Die RT-PCR wurde mit einem ,RNA PCR Core Kit GeneAmp* (Perkin EImer) durchgefthrt.
Die verwendeten Oligonucleotid-Primer (50 nmol) fur humane Estronsulfatase und Glycer-
aldehyd-3-P-Dehydrogenase (GAPDH) als Marker der DNA-Amplifikation wurden analog zu
Pasqualini et al. (1994) gewdahlt. Alle weiteren Oligonucleotid-Primer (Tabelle 3-1) wurden
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selbst mit dem Programm Oligo (Version 6, MedProbe) nach den Kriterien hoher Stringenzi-
tét und geringer Temperaturdifferenz (DT < 0,5°C) ausgewdhlt. Sie wurden von der Firma

Life Technologies GmbH synthetisiert.

Tabelle 3-1: Sequenzen der Oligonucleotid-Primer fir die RT-PCR

Oligo- Produkt- Bindungs- uenz: Sense und
nucleotid- Spezies groike temperatur Sed Ant.i sense
Primer [bp] [°C]
GAPDH Mensch, 762 53,7-61,4 TCCCATCACCATCTTCCA
Ratte GTCCACCACCCTGTTGCT
ES Mensch 355 60,0 GAAATCCTCAAAGTCATGCAGGAAG
CCTCCAGTTGAGTAGCTGTTGAGCT
ES Ratte 347 61,4 TTTCTCTGTGCTGCCCGTCCT
ACAAGCCCGGTGGTGTAGCC
CA I Mensch 350 56,0 TATTCTGCCGAGCTTCACGTA
AGAAGGCTGCGGAATTGTG
CA Ratte 179 53,7 TGGCCTGGCAATCCTT
TCAGAGAGCCAAAGTAGGTCC
CA Mensch 629 58,1 CGGACCTGAGCACTGGCATAA
GCTCGCTGCTGACGCTGA T
CA Il Ratte 203 54,3 TGGTGATTCAGATCCCGACT

GGAGAAGCAAGAGGCCATATC

Zuerst wurde ein Mix aus 1 pl Random Hexamers (2,5 uM), 1 ul Oligo(dT)16-Primer und 1 pl
MRNA (1pg/pl) hergestellt, das PCR-System wurde mit folgenden Parametern gestartet:

Temperatur [°C] Dauer [min] Zweck
70 10 Streckung der RNA
4 5 Bildung von Knéulen

Anschlief3end erfolgte die reverse Transkription durch Zugabe von 17 pl eines RT-Master-
Mixes (4 pul MgCly, 2 pl 10facher PCR-Puffer, 1 pl Wasser, je 2 pl der Desoxyribonucleosid-
Triphosphate dGTP, dATP, dTTP und dCTP, je 1 pul RNase-Inhibitor und reverse Transkrip-

tase) und diesen Parametern:

Temperatur [°C] Dauer [min] Zweck

25 10 Oligo(dT)6-Primer legen sich an DNA an
42 60 Reverse Transkription

99 5 RNA wird gestreckt,

evtl. Bindungen brechen auf, dSRNA-DNA getrennt
5 5 sSDNA bildet Knéuel
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Fir die eigentliche PCR wurden dem Ansatz 80 ul des PCR-Master-Mixes (6 pl MgCl,, 8 ul
10-facher PCR-Puffer, 61,5 pl Wasser, je 1 ul Sense- und Antisense-Primer (15 uM), 0,5 ul
DNA-Polymerase Ampli Tag) zugegeben. Das PCR-Programm lief wie folgt ab:

Temperatur [°C] Dauer [min] Zweck
95 15 DNA wird gestreckt
35 Zyklen folgender 3 Schritte:
-94 1 Denaturierung
- Primer-spezifisch 0,5 Oligonucleotid-Primer binden
-72 1 Synthese des neuen Stranges durch Tag-Polymerase
72 30 Reparatur einzelner Fehler
4 dauerhaft

3.3.3.4 Elektrophorese

Die PCR-Produkte wurden durch eine Elektrophorese nach ihrer Grof3e getrennt. Dazu wur-
den 7,5 pl PCR-Produkt mit 1,5 pl DNA-Farbeldsung (6-fach) gemischt und auf ein Gel aus
1%iger Agarose (2,5 g in 250 ml TAE; 12,5 ul Ethidiumbromid) aufgetragen. Auf3erdem
wurde 9 pul DNA-L6sung (30 pl DNA-Leiter, 50 pl DNA-Féarbel6sung, 220 pl Wasser) as
Grolenstandard aufgetragen. Als Laufpuffer wurde TAE verwendet. Die Elektrophorese
wurde bel 80 V Uber 90 min durchgefihrt. Anschlief3end wurde das Gel unter UV-Licht ange-

sehen und zur Dokumentation fotografiert.

3.3.4 Autoradiographie

Es wurden sowohl In-vitro- as auch Ex-vivo-Autoradiographie durchgefihrt. Ziel der In-
vitro-Autoradiographie war es, die Bindungseigenschaften von FESDS an die Estronsulfatase
und an die Carboanhydrase in Organschnitten zu charakterisieren. Dazu wurden die Bin-
dungskapazitéat (Anzahl der Bindungsstellen; Bnax) und die Gleichgewichts-Dissoziations-
konstante (Kq) bestimmt. Eine Methode zur Ermittlung von Ky und Bpmax Sind Hemmungs-
Experimente, in denen bei gleichbleibend relativ niedriger Konzentration des Radioliganden
(10° M) steigende Konzentrationen an unmarkiertem Ligand eingesetzt werden. Dadurch
verringert sich die spezifische Aktivitdt des Radioliganden. Dies kann in sigmoidalen Dis-
placement-Kurven dargestellt werden. Die ICso-Werte (Inhibitor-Konzentration, bei der 50%

der spezifischen Bindung des Radioliganden gehemmt sind) wurden mit Prism 3.0 berechnet.
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Der erhatene ICsp-Wert steht in engem Zusammenhang mit der Gleichgewichts-Dissozia
tionskonstante des Inhibitors (K;). Der K;-Wert kann nach Cheng und Prusoff (1973) berech-
net werden, wobel [L] der Konzentration des freien Liganden entspricht:

IC

— 50

K.
| 1+ [L] /7 Ky

Fur die Gewinnung der Organschnitte wurden 5 weibliche Wistar-Ratten im Alter von 6
Wochen mit Urethan narkotisiert (3.3.6.2), getotet und mit jeweils 30-50 ml Krebs-Henseleit-
Puffer Gber die Aorta perfundiert. Dadurch wurde der Blutanteil in den Organen vermindert.
Von Nacktmausen wurden Tumore (MCF-7, FaDu) gewonnen sowie Hirne von 3 Monate
alten Schweinen. Die Organe wurden entnommen und bel —-50°C in Methylbutan / Trockeneis
eingefroren und bis zum Schneiden bei -80°C aufbewahrt. Es wurden 20 um dicke Gefrier-
schnitte angefertigt. Die Schnitte verblieben nach dem Schneiden fur 2 Stunden bel Raum-
temperatur (RT) zum Trocknen. Sie wurden dann bis zur Durchfiihrung des Experiments bei
—80°C aufbewahrt. Kurz vor Beginn des Experimentes wurden die Schnitte bei RT aufgetaut.
Danach erfolgte eine 20-miniitige Vorinkubation in PBS" mit 5 g/l BSA (pH 7,4) bei 4°C. Die
Inkubation der Schnitte mit dem Radiotracer erfolgte bel 25°C fir 60 min. Der Inkubations-
puffer enthielt PBS" mit 5 g/l BSA (pH 7,4), ca. 10%° M [*®®F]FESDS und 10°~10* M Inhibi-
toren. Nach der Inkubation wurde 4-mal in PBS"™ mit 5 g/l BSA und 2-mal in PBS' fir je
1 min bel 4°C gewaschen. Als Aktivitéts-Standards wurden auf die Objekttréger 1-10 ul der
Inkubations6sung aufgetropft. Alle Objekttréger wurden nach ihrer Trocknung mit einer
Bildplatte (BAS MP 2040) fur 30 min exponiert. Danach wurde die Bildplatte im digitalen
Radioluminografiegeré (BAS 2000) mit Laserabtastung abgelesen. Die Auswertung erfolgte
mit der Software Aida 2.11 (Raytest). Die Software erlaubt es, beliebige Regionen (ROISs) zu

definieren, in denen die Radiolumineszenz bestimmt wird.

Es wurde untersucht, in welchem Bereich ein linearer Zusammenhang zwischen eingesetzter
Radioaktivitét (in Bg) und der gemessenen photostimulierten Lumineszenz (PSL) besteht. In
Abb. 3-7 ist zu sehen, dass eine Linearitét der Abhangigkeit bis mindestens 4 x10° Bq besteht.
Auf Grundlage dieses linearen Zusammenhanges konnen die mit Aida ermittelten PSL in die
Mal3einheit Bg umgerechnet werden. Die Aktivitét der Standardlsung wurde zuvor mit dem
Kalibrator ermittelt.
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Zu Beginn der Arbeiten wurden die Inkubationen in 350 ml fassenden Plastikgefal3en
durchgefthrt, wobei die Schnitte 60 min vertikal darin eingetaucht verblieben. Spater wurde
ein anderes Verfahren entwickelt, um den Einsatz von FESDS, [*®*F]FESDS und Puffer zu
minimieren. Dabei wurden die Objekttrager waagerecht in eine Plastikwanne gelegt und pro
Objekttrager 1 ml Inkubationspuffer aufgetropft. Abb. 3-8 zeigt, dass die Ergebnisse beider
Methoden vergleichbar sind.
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Abb. 3-7: Darstellung des linearen Abb. 3-8; Bindung von [*F]FESDS
Zusammenhanges zwischen photosti- 10 uM FESDS bei Becherinkubation
mulierter Lumineszenz (PSL) und und Tropfverfahren am Rattenhirn

Radioaktivitdt (Bq) (n=6) (n=4), Abk. s. Abklrzungsverzeichnis.

Bei der Ex-vivo-Autoradiographie sollte die Anreicherung der Aktivitét in den Substrukturen
von Organen untersucht werden. Dazu wurden von den aus den Tierversuchen praparierten
Organen Hirn und Leber sowie von den MCF-7-Tumoren Gefrierschnitte angefertigt. Es
wurde wie oben beschrieben vorgegangen, d.h. die 20 um dicken Schnitte auf Objekttrégern
wurden ebenfalls mit der Bildplatte BAS MP 2050 fir 30 min exponiert und anschlief3end
gescannt. Die erhaltenen Bg/mm? wurden durch einen Faktor, der aus den Tierversuchsdaten

hervorgeht, in % ID/g umgerechnet.

Féarbung der Organschnitte

Ein Teil der fUr die Autoradiografie verwendeten Gewebeschnitte wurde zur genauen histolo-
gischen Zuordnung der ROI's zu den Organregionen nach Papanicolaou geférbt (Burck, 1988).
Dabel wurden die Zellkerne blau und das Plasma azidophiler Zellen rosa bzw. das Plasma
basophiler Zellen blaugriin dargestellt. Es wurde mit Papanicolaous Farbeldsung 1a, 2a und

3a nacheinander fur je 2 min geférbt, in steigenden Ethanolkonzentrationen (2-mal 96%ig,
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1-mal 100%ig) und Rotihistol fir jeweils 1 min dehydratisiert. Zur Konservierung wurden die

geféarbten Schnitte mit einem Tropfen Rothi-Histokitt und elnem Deckgléschen versehen.

Die Hirnschnitte wurden nach Niss mit Kresylechtviolett geférbt (Paxinos und Watson,
1986). Zur Bereitung einer 0,5%igen Kresylviolett-Losung (pH 3,9) wurden folgende Kom-
ponenten gemischt: 2,5 g Kresylechtviolett; 300 ml Aqua dest.; 30 ml 1,0 M Natriumazetat;
170 ml 1,0 M Essigsdure. Diese L6sungen wurden zusammen in eine Flasche gegeben und fur
mindestens 7 Tage mit einem Magnetrihrer gerdhrt. Vor Gebrauch wurde die Kresylviolett-

L 6sung durch einen Papierfilter filtriert.

3.35 Messung der Aufnahme von [*®F]FESDSin Zellen

Mit den Aufnahmeexperimenten sollte gepriift werden, ob eine Bindung von [*®F]FESDS an
die Estronsulfatase in vitro nachweisbar ist. Dieser Versuchsansatz liefert ein Ergebnis, das
die Kombination aus Transport und Bindung von [**F]FESDS sowie deren Beeinflussung
durch Inhibitoren darstellt. Es wurden die humanen Tumorzellen MCF-7, T-47D, HepG2 und
FaDU verwendet, die in 24-Loch-Platten bis zur Konfluenz gewachsen waren (3.3.1). Das
Nahrmedium wurde abgesaugt und durch frisches Nahrmedium (evl. mit 10* M Azetazol-
amid zur Hemmung der Carboanhydrase) ersetzt. Diese Vorinkubation dauerte 20 min bel
37°C in einem mit CO, begasten (5 % CO,) Brutschrank.

Danach wurde das Medium abgesaugt und ein Inkubationsmedium aus Nahrmedium (pH 7,4;
40 mM HEPES), 0,1-3,0 MBq [*®*F]FESDS/mI und 10°-10° M Inhibitoren zugegeben. Bei
den Inhibitoren der ES handelte es sich FESDS, Quercetin, Naringin und Danazol, bel den
Inhibitoren der CA um Azetazolamid, Benzolamid und Ethoxyzolamid. Bei Quercetin und
Naringin wurde der Lésung 0,5 mM EDTA zusetzt. In einem Vorversuch konnte bestétigt
werden, dass EDTA wie von Boulton et al. (1999) beschrieben, die Hemmung durch Querce-
tin signifikant verbessert (38 % stéarkere Hemmung bei MCF-7-Zellen). Die Inkubation
erfolgte bel 37°C und 5 % CO, im Brutschrank und dauerte 60 min. Danach wurden die 24-
Loch-Platten auf Eis gesetzt und die Zellen 4-mal mit eiskaltem PBS™ gespiilt. Anschliel}end
wurden pro Loch 500 pl Lowry-Reagenz zur Lyse der Zellen hinzugegeben. Die Platten wur-
den 30 min bel 200 rpm geschittelt. 350 ul der lysierten Zellen diente der Aktivitétsmessung
im g-Strahlungsmef3gerédt. Von der Ubrigen Losung wurde der Proteingehalt der Zellen be-
stimmt (3.3.2.1).
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3.3.6 Tierversuche

3.3.6.1 Tumortransplantation

Die Prifung der Tumoranreicherung von [*®F]FESDS erfolgte an tumortragenden Nacktmau-
sen (3.3.6.2). Diese stellte das Universitatsklinikum Carl-Gustav Carus, Klinik fur Strahlen-
therapie bereit. Es wurden 7—14 Wochen alte weibliche Nacktmause mit einer Dosisvon 4 Gy
ganzkorperbestrahlt und anschlieffend 100 ul Zellsuspension (= 10° Zellen in Hank’s BSS)

ohne Narkose subcutan in die Axillainjiziert.

Da das Wachstum von MCF-7-Tumoren hormonabhangig erfolgt (James et al., 2001), waren
zusétzliche Estradiolgaben von 0,5 mg/kg xWoche 3-Estradiolbenzoat (Kubota et al., 1983)
notig. Dazu wurde 3-mal pro Woche eine entsprechende Dosis in jeweils 100 pl Erdnui33l in
die Nahe des Tumors subcutan injiziert. Nach einer Zeit von 3-4 Wochen hatten die Tumoren
einen Durchmesser von 7-10 mm erreicht. Die HepG2-Tumoren wurden ebenso durch
Spritzen von Zellen in die Axilla gewonnen und unmittelbar fir die entsprechenden Versuche
(3.3.6.2) eingesetzt.

Die FaDu-Tumoren wurden nunmehr aus der Axilla der Spendertiere entnommen, geteilt und
auf Rucken von neuen Empfangertieren verpflanzt. Nachdem diese Tumoren einen Durch-
messer von 10 mm erreicht hatten, wurden sie nochmals geteilt und in kleinen Stiickchen
subcutan auf je einen Oberschenkel neuer Empfangertiere verpflanzt. Nicht verwendete Reste
wurden eingefroren und gegebenenfalls spater transplantiert. Nachdem die FaDu-Tumoren
10 mm Durchmesser erreicht hatten, wurden die Tiere fur die entsprechenden Untersuchun-
gen (3.3.6.2) verwendet.

3.3.6.2 In-vivo-Tracerverteilung

Anhand von Tierversuchen sollte die In-vivo-Vertellung des Radiotracers ermittelt werden.
Die Experimente wurden an weiblichen Wistar-Ratten und tumortragenden Nacktmausen
durchgefiihrt. Die Versuche waren nach 8 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes behdrdlich geneh-
migt. Die Tiere wurden vor dem Experiment Uber Nacht ohne Futter gehalten. Pro Gruppe
wurden 5 Tiere verwendet. Vor Versuchsbeginn wurden die 6 Wochen alten und ca. 200 g
schweren Ratten durch eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von Urethan (0,6 g/ml) narkoti-
siert. Die 7-14 Wochen alten und ca. 30 g schweren Méause wurden leicht mit Ether narkoti-
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siert und anschliefend wurde intravenés (i.v.) eine Dosis von 2,5-5,0 MBq [*®F]FESDS pro
Tier injiziert. Das applizierte Volumen betrug 0,5 ml bei Ratten und 0,2 ml bei Mausen,
wobei der Gesamt-Ethanolgehalt der Injektionslésung 2 % betrug. Fir Hemmexperimente an
Ratten wurde der Inhibitor (in 60 % DM SO/ physiologische Kochsalzlgsung) in einem Volu-
men von 0,2 ml 10 min vor dem Tracer i.v. injiziert. Folgende Inhibitoren wurden jeweils in
einer Dosis von 5 mg/kg verwendet: Azetazolamid, Ethoxyzolamid, Quercetin, Naringin und
FESDS. Die Injektion der Inhibitoren (0,1 ml) bei den Mausen erfolgte zeitgleich mit dem
Tracer. Wahrend des gesamten Versuches lagen die Tiere zur Konstanthaltung der Korper-

temperatur auf einer Warmedecke.

Die Tiere wurden 5 bzw. 60 min nach Tracer-Injektion mit Ether getotet und die Organe ent-
nommen. Es wurden dabei Tumoren (bei Mausen), Blut, 6 Hirnregionen (Cerebellum, Colli-
culi, Cortex, Thalamus, Striatum, Pons), Hypophyse, Ovar, Uterus, Pankreas, Milz, Neben-
niere, Niere, Fettgewebe, Muskel, Herz, Lunge, Thymus (auf3er bei Mausen), Leber, Femur
und Déarme prépariert. Anschlief3end erfolgte die Bestimmung der Masse (M) und der enthal-
tenen Radioaktivitét (R). Zur Bestimmung der injizierten Dosis (ID) wurden Aliquots der
Injektionsldsung (100 ul) und die in den Spritzen verbliebene Restaktivitdt gemessen. Die
Ergebnisse wurden als Prozent der injizierten Dosis (D) pro Gramm Gewebe berechnet:
R organ [cpm]

%IDIg = x 100 %
ID[cpm]  x M]g]

3.3.6.3 Bindung von [**F]FESDS in Erythrocyten

In den Tierversuchen wurde gezeigt, dass [**F]FESDS besonders im Blut gebunden wird. In
Bindungsexperimenten sollte die Kinetik der Bindung des Radiotracers an Erythrocyten be-
stimmt werden. Dazu wurde 0,5 ml heparinisiertes frisches Humanblut bel 37°C mit 0,05
MBq [*®F]FESDS im Thermoschiittler inkubiert (0-30 min). Anschlieend wurde 5-mal in
isotonischer Kochsalzldsung gewaschen, bei 200 g zentrifugiert und die Radioaktivitét aller
Uberstande (Ry) und der Erythrocyten (Rey) mit der Cobra gemessen. Es wurde die prozen-
tual in den Erythrocyten akkumulierte Aktivitét (A) nach dieser Gleichung berechnet:

REry [Cpm]

A [%] = x 100 %

5
aRglcpm] + R, [cpm]
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3.3.6.4 Positronen-Emissions-Tomographie

Der Radiotracer [*°F]FESDS sollte auf sein Potential der Tumordarstellung mit Positronen-
Emissions-Tomographie untersucht werden. Dazu wurde zwei anésthesierten weiblichen
Ratten je 5 MBq [*®F]FESDSi.v. injiziert. Um die Carboanhydrase zu hemmen, und damit die
Estronsulfatase selektiv darstellen zu kénnen, wurde einer der Ratten zusétzlich zum Tracer

5 mg/kg Azetazolamid zeitgleich i.v. injiziert.

Fur Studien an Ferkeln wurden 6-Wochen-alte weibliche Tiere verwendet. Die beiden Tiere
wogen 13 und 15 kg und standen unter Narkose (0,5 % Isofluran in einem Gasgemisch von
70 % NO, / 30 % O, Uber einen endotracheale Schlauch mit volumengeregeltem Ventilator).
Pancuronium wurde mit einer Rate von 0,3 mg/kg/h zugefiihrt. Die Blutgase, das ausgeatmete
CO, und die K6rpertemperatur wurden standig kontrolliert. Ca. 490 MBq [*®F]FESDS wurde
in die linke Vena jugularis injiziert (Dauer: 2 min). Der PET-Scan wurde simultan mit der
Injektion gestartet. Das 2. Ferkel erhielt 24 min spéter eine zusétzliche i.v.-Injektion von
Azetazolamid (5 mg/kg). Die PET-Aufnahme (35 dynamische Bilder von 0,5-10 min Lange
bei einer Gesamtlange von 120 min) wurde an einem ECAT EXACT HR+ Scanner mit einer
transaxialen Auflésung von 4-5 mm aufgenommen. Die Rekonstruktion wurde nach einem
Standardprotokoll mit einem Hanning-Filter und einer cutoff-Frequenz von 0,5 durchgefihrt.
Fiir die Schwéachungskorrektur wurde ein Transmissions-Scan mit 3 rotierenden ®®Ge-Punkt-
quellen durchgefihrt. Wahrend des PET-Scans wurden arteriell Blutproben entnommen. Dies
geschah zu definierten Zeitpunkten mit dem Start der Radiotracer-Infusion und in Intervallen
zwischen 15 s und 30 min. Die Proben wurden sofort auf Eis gebracht, zentrifugiert und das

Plasmaim g Strahlungsmef3gerdt Cobra gemessen.

3.3.6.5 Metaboliten-Analytik von [®F]JFESDS

Zur Priffung der In-vivo-Stabilitat von [**F]FESDS wurden analytische Untersuchungen an
ventsem Blut und Urin von Ratten und tumortragenden Nacktmausen (MCF-7) durchgefihrt.
Die zur Anwendung gekommenen Anaysenmethoden waren HPLC und Dinnschicht-
Chromatographie. 400 pl Plasma und Urinproben wurden mit je 300 pl Féllungsreagenz
(3.2.9) gefdllt.
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Fur die Ratten- und Maus-Metaboliten wurden unterschiedliche HPLC-Systeme verwendet.
Bel den Ratten-Metaboliten wurde die Saule ET 125/4 Nucleosil 120-5 Cyg (Grofe 4,0 mm -

125 mm, Porengrof3e 5 um) verwendet. Der Gradient des Elutionsmittels war folgender:

0-10 min 20 % Ethanol
10-13 min 20-100 % Ethanol
13-15min 20 % Ethanol

Die Trennung der Plasmaproben der Méause erfolgte an einer Zobrax-Eclipse-XDB-Cyg-Saule

(Grole 4,6 mm - 75 mm, Porengrofde 5 um) mit folgendem Gradienten:

0-3min 5 % Acetonitril
3-12 min 5-70 % Acetonitril
12-15 min 70-90 % Acetonitril

Fir die Dunnschichtanalytik wurden Alufolie-Kieselgel-60-Platten verwendet. Von den
Proben wurden jeweils 2 ul aufgetragen. Die Trennung erfolgte mit Petrolether / Ethylacetat
(1:1). Nach Trocknung wurden die Dunnschichtplatten auf einer Bildplatte (BAS MP 2040)
far 30 min exponiert. Danach wurden die Bildplatten im digitalen Radioluminografiegerét
(BAS 2000) durch Laserabtastung gescannt. Der R-Wert wurde aus dem Verhaltnis zwischen

der Laufstrecke des Laufmittels und der Laufstrecke der Proben berechnet.

3.3.7 Statistik

Von den Messwerten wurden arithmetische Mittelwerte (n = 3-6) und deren Standardab-
weichung ermittelt. Anhand des Student’s T-Test wurde die Irrtums-Wahrscheinlichkeit (P)
berechnet. Es lag Signifikanz bel P < 0,05 vor, wobei folgende Abstufungen galten: P < 0,05
(*); P<0,01 (**); P<0,001 (***).
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4  Ergebnisse
41 FESDS- ein Inhibitor der Estronsulfatase

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob [*®F]JFESDS zur In-vivo-Darstellung des En-
zyms Estronsulfatase (ES) und damit ein fir onkologische Fragestellungen geeigneter Tracer
fUr die Positronen-Emissions-Tomographie ist. Es wurde geprift, ob die in der Einleitung ge-
nannten Kriterien von Eckelman und Gibson (1993) von [**F]FESDS erfilllt werden. Die dazu
erforderlichen Arbeiten wurden hauptsachlich an humanen Tumorzellen, Ratten und Mausen
durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Radiotracerverteilung in vivo ist es notwendig, die Expres-
sion und Enzymaktivitét der ES in verschiedenen Zellen und Geweben zu kennen. Dazu wur-

den entsprechende mol ekularbiol ogische und funktionelle Untersuchungen durchgefihrt.

4.1.1 Expression der Estronsulfatase in verschiedenen Organen der Ratte

Die Expression der Messenger-RNA (mMRNA) der Estronsulfatase in den Rattenorganen wur-
de mit RT-PCR nachgewiesen. DamRNA as Matrize dient, ist vor der eigentlichen PCR eine
reverse Transkription (RT) nétig, die mRNA in komplementére DNA (cDNA) umschreibt.
Zusétzlich zu der mRNA der ES wird die mRNA des ubiquitéaren Enzyms Glyceradehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenz amplifiziert. Wie Abb. 4-1 zeigt, wird die
MRNA der ES in alen untersuchten Rattenorganen (Herz, Muskel, Lunge, Darm, Pankress,
Milz, Niere, Nebenniere, Leber, Ovar, Uterus, Fett) und Hirnregionen (Cortex, Cerebellum,
Colliculi inferiores, Colliculi superiores, Mesencephaon, Thalamus, Striatum, Hippocampus,
Corpus callosum, Pons, weibliche und ménnliche Hypophyse) exprimiert. Obwohl mit der
gewdhlten Methode keine quantitativen Aussagen getroffen werden kénnen, so scheint den-
noch im Ovar eine deutlich stérkere Expression der ES als in den Ubrigen Organen vorzu-
liegen. Das kommt dadurch zum Ausdruck, dass die ES-Bande beim Ovar sehr viel dicker als
die GAPDH-Bande ist, was bei den anderen Organen nicht der Fall ist. Die quantitative
Bestimmung der Enzymaktivitéat (4.1.2) bestétigt dies im tbrigen nicht. Das Ovar hat zwar
eine hohe, aber nicht die hochste ES-Aktivitét.
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Abb. 4-1. Agarose-Gelelektrophorese der mit RT-PCR amplifizierten mRNA von Estronsulfatase
(ES) an Organen (oben) und Hirnregionen (unten) der weiblichen Wistar-Ratte. PCR-Bedingungen:
1 min Denaturierung (94,0°C), 0,5 min Primerbindung (61,4°C) und 1 min DNA-Synthese (72,0°C) in
35 Zyklen.

Organe von links nach rechts. Herz, Muskel, Lunge, Darm, Pankreas, Milz, Niere, Nebenniere, Leber,
Ovar, Uterus, Fett.

Hirnregionen von links nach rechts: Cortex, Cerebellum, Colliculi inferiores, Colliculi superiores,
Mesencephalon, Thalamus, Striatum, Hippocampus, Corpus callosum, Pons, Hypophyse.

4.1.2 Expression der Estronsulfatase in humanen Tumorzellen

Es ist bekannt, dass in den humanen Tumorzellen MCF-7 (Mammakarzinom) und T-47D
(Mammakarzinom, Metastase) Estronsulfatase vorkommt (Pasqualini et al., 1994). Aus
diesem Grund sind die beiden Zélllinien eine Positivkontrolle fir die Expression der mRNA
der ES. Bel den HepG2-Zellen (Hepatozellulares Karzinom) ist es sehr wahrscheinlich, dass
die ES exprimiert ist, da die ES auch in der gesunden humanen Leber nachgewiesen wurde
(Huang et al., 1997). Fur FaDu-Zellen (Plattenepithelkarzinom, Hypopharynx) konnten in der
Literatur keine Hinweise gefunden werden.

Zur Untersuchung der mRNA-Expression von Estronsulfatase in den humanen Tumorzell-
linien MCF-7, T-47D, HepG2 und FaDu wurde eine RT-PCR durchgefihrt. In Abb. 4-2 ist zu
sehen, dass die MRNA des Enzymes ES in den MCF-7-, T-47D- und HepG2-Zellen expri-
miert ist, nicht jedoch in den FaDu-Zellen. Aufgrund des Fehlens von mRNA der ES bei den
FaDu-Zellen besteht die M 6glichkeit, diese Zellen als Negativkontrolle zu nutzen.
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Abb. 4-2: Agarose-Gelelektrophorese der mit RT-PCR amplifizierten mRNA von Estronsulfatase
(ES) an humanen Tumorzellen. PCR-Bedingungen: 1 min Denaturierung (94,0°C), 0,5 min Primerbin-
dung (60,0°C ) und 1 min DNA-Synthese (72,0°C) in 35 Zyklen

4.1.3 Messung der Estronsulfatase in Gewebs- und Zellhomogenaten

In den Abschnitten 4.1.1 und 4.1.2 wurde das Vorkommen der mRNA der ES in allen Ratten-
organen und den meisten Zellen durch RT-PCR nachgewiesen. Esist erforderlich, die Enzym-
aktivitét in diesen Organen und Zellen quantitativ zu bestimmen. Dies erfolgte mit einem
Assay von Reed und Ohno (1976), bei dem die Spaltung des Substrates [*H]Estronsulfat
gemessen wird (3.3.2.2).

Tabelle 4-1: Aktivitat der Estronsulfatase in Organ-

Homogenaten von 6 Wochen alten weiblichen
Wistar-Ratten (n = 6)

Organ [pmoﬁrig\ Ilé;[l)\;gi?\t/min]
Herz 51,1 + 5
Lunge 936 + 15
Leber 928 + 9
Darm 63,1 +
Milz 356 *
Pankreas 481 = 5
Nebenniere 2114 + 51
Niere 219 + 13
Ovar 3491 £ 1
Uterus 4165 = 85
Fett 2810 + 1
Muskel 523 + 9

Bedingung des ES-Assays: 925 Bq [*H]Estronsulfat in
4 uM Estronsulfat, 37°C, 3min
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Tabelle 4-1 zeigt, dass bei 6 Wochen alten weiblichen Wistar-Ratten die héchsten ES-Aktivi-
téten im Ovar und Uterus (349 und 417 pmol/mg Protein/min) auftreten, gefolgt von Fett mit
281 pmol/mg Protein/min und Nebenniere mit 211 pmol/mg Protein/min. Niere und Milz
weisen mit 21,9 und 35,6 pmol/mg Protein/min eine ca. 10-fach geringere ES-Aktivitét auf.

Die Estronsulfatase-Aktivitat wurde zusétzlich in verschiedenen Hirnregionen der Ratte be-
stimmt. Mit Ausnahme der Hypophyse wurden Homogenate weiblicher Tiere verwendet, da
die Erkrankung Mammakarzinom fast ausschliefdlich ein weibliches Problem darstellt. Wie
aus Tabelle 4-2 ersichtlich ist, haben Striatum, Mesencephalon, Corpus callosum sowie
Hippocampus hohe ES-Aktivitéten (zwischen 266 und 372 pmol/mg Protein/min). Die
hochste ES-Aktivitét wurde jedoch in der méannlichen Hypophyse gemessen: 2667 pmol/mg
Protein/min; sie ist damit 14-fach hdher als die der weiblichen Hypophyse.

Tabelle 4-2: Aktivitét der Estronsulfatase (ES) in
Homogenaten verschiedener Regionen des Hirns von
6 Wochen alten weiblichen Wistar-Ratten (n = 6)

Hirnregion [pmosnsw-g lI;;[Io\':giit/min]
Cortex 50,1 £ 6
Corpus calosum 3689 £ 90
Hippocampus 3720 + 44
Striatum 2657 + 62
Thalamus 162,3 + 51
Calliculi superiores 2393 + 104
Mesencephalon 3105 + 117
Colliculi inferiores 477 + 10
Cerebellum 36,7 + 13
Pons 256 + 8
Hypophyse, weiblich 1957 + 19
Hypophyse, mannlich 2666,7 + 95

Bedingung des ES-Assays: 925 Bq [°H]Estronsulfat in
4 uM Estronsulfat, 37°C, 3min

In Abb. 4-3 ist gezeigt, dass die ES-Aktivitét der untersuchten humanen Tumorzellen generell
sehr niedrig ist. Die beiden Zelllinien MCF-7 und T-47D wurden aus Mammakarzinomen iso-
liert, wobel die MCF-7-Zellen aus einem Primértumor und die T-47D-Zellen aus einer Metas-

tase stammen. Mit 5,1 pmol/mg Protein/min haben die T-47D-Zellen eine 2,4-fach hthere
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ES-Aktivitét asdie MCF-7-Zellen (2,12 pmol/mg Protein/min). Die ES-Aktivitéat der HepG2-
Zellen betragt 0,82 pmol/mg Protein/min. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der RT-PCR

(4.1.2) konnte bei den FaDu-Zellen keine Estronsulfatase-Aktivitdt gemessen werden.

|
N

m B

|

HepG2 MCF-7 T-47D FaDu
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Abb. 4-3: Aktivitét der Estronsulfatase in Homogenaten verschiedener humaner Tumorzellen (n = 6).
Die Ordinate zeigt die Menge an gebildetem Toluol-l16slichem Produkt, bezogen auf die Proteinmenge.
Bedingung des ES-Assays: 925 Bq [*H]Estronsulfat in 4 uM Estronsulfat, 37°C, 3 min.

4.1.4 Hemmung der Estronsulfatase durch FESDS und andere Substanzen

Zum Nachweis der spezifischen Bindung von FESDS an das Enzym Estronsulfatase kdnnen
entsprechende Hemmstoffe dienen. Dazu wurden die bekannten ES-Inhibitoren Quercetin,

Naringin und Danazol in Bezug auf ihre Hemmwirkung mit FESDS verglichen.

Abb. 4-4 zeigt die prozentuale Hemmung der ES in ausgewahlten Rattenorganen und Hirn-
strukturen, die durch Naringin, Quercetin und FESDS in der eingesetzten Konzentration von
10 pM ausgel6st wird. FESDS hemmt die Estronsulfatase zu 99 % im Pankreas und zu 84 %
in der Leber, aber nur zu 6 % im Darm. Bei den Hirnregionen betragt die Inhibition durch
FESDS 52 % im Cerebellum und 51 % im Pons, im Thalamus lediglich 3 %. Fir die jewel-
ligen Organe und Hirnregionen ist mit Ausnahme des Darmes die Inhibition durch FESDS am
stérksten. Im Darm betrégt die Hemmung durch Naringin und Quercetin 15 % und 18 %
gegenuber 3 % durch FESDS. Die Flavonoide weisen in den meisten Féllen keine signifikante
Hemmung auf. Lediglich in der Niere hemmt Quercetin die Estronsulfatase zu 24 %, im Cere-
bellum zu 38 % und Naringin im Cerebellum zu 14 %.

An der ménnlichen Hypophyse, die von allen gemessenen Organen die héchste ES-Aktivitét
hat (4.1.3), wurde der 1Cso-Wert der Hemmung durch das Enzymsubstrat Estronsulfat be-

39



4 Ergebnisse

stimmt. Der ICsp-Wert entspricht der Inhibitor-Konzentration, bel der 50 % der spezifischen
Bindung des Radiotracers gehemmt sind und betrégt 28,6 + 1 uM (Abb. 4-5).
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Abb. 4-4: Hemmung der Estronsulfatase in ausgewahlten Organen und Hirnregionen von weiblichen
Wistar-Ratten (n = 6) durch Naringin, Quercetin und FESDS (je 10 uM). Bedingung des ES-Assays:
925 Bq [*H]Estronsulfat in 4 pM Estronsulfat, 37°C, 3 min. Signifikanz gegeniiber der ungehemmten
Probe: P< 0,05 (*), P< 0,01 (**) und P < 0,001 (***).

Abklrzungen der Hirnregionen: Ccall — Corpus calosum, Hippo — Hippocampus, Str — Striatum,
Thal — Thalamus, Csup — Colliculi superiores, Mes — Mesencephalon, Cinf - Colliculi inferiores, Cer —
Cerebellum, Hypow - weibliche Hypophyse, Hypom — ménnliche Hypophyse.
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Abb. 4-5: Hemmung der ES-Aktivitdt in Homogenaten mannlicher Rattenhypophyse durch Estronsul-
fat. Bedingung des ES-Assays: 925 Bq [*H]Estronsulfat in 4 pM Estronsulfat, 37°C, 3 min.
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An Homogenaten humaner Tumorzellen wurden |Csp-Werte der Hemmung durch Naringin,
Quercetin und Danazol bestimmt. Tabelle 4-3 zeigt, dass Danazol mit |Cso-Werten zwischen
50 uM (HepG2-Zellen) und 86 uM (MCF-7-Zellen) die ES stark hemmt. Quercetin erwies
sich wiederum an HepG2-Zellen als sehr guter Inhibitor ( 1Cso = 27,8 uM), hat alerdings bei
den beiden anderen Zelllinien eine deutlich geringere Hemmwirkung. Naringin ist bei allen
drei Zelllinien der schwéachste ES-Inhibitor.

Tabelle 4-3: |Cso-Werte (in uM) der Hemmung der ES in Homogenaten
humaner Tumorzellen (n= 3)

Inhibitor MCF-7 T-47D HepG2
Naringin 721+ 48 405+ 34 626 + 37
Quercetin 346 + 27 132+6 28+ 2
Danazol 86+ 12 88+8 50+4

Bedingung des ES-Assays: 925 Bq [*H]Estronsulfat in 4 uM Estronsulfat, 37°C, 3 min

4.15 Aufnahme und Bindung von [**F]FESDS an Tumorzellen und Gewebeschnitten

Die Expression von Estronsulfatase in Zellen und Geweben sowie die deutliche Hemmbarkeit
des Enzyms durch FESDS lassen vermuten, dass der Radiotracer ['®F]FESDS spezifisch an
die ES bindet. Um weitere Hinweise fir eine solche spezifische Bindung zu erhalten, wurden
Zellen und Gewebeschnitte mit [**F]JFESDS inkubiert und Verdrangungs-Experimente mit
ES-Inhibitoren durchgefiihrt. Dabei ist zu beachten, dass bel dem gewéhlten experimentellen
Ansatz eine strenge Unterscheidung zwischen aufgenommener und an die ES gebundener
Aktivitdt nicht zu treffen ist. Es wurde an konfluenten humanen Tumorzellen geprift, ob
FESDS und Estronsulfat in einer Konzentration von 5 pM die Aufnahme von [**F]FESDS in
die Zellen hemmen. Die in Abb. 4-6 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Hemmung mit
52 % bei den MCF-7- und HepG2-Zellen am stérksten durch FESDS erfolgt. Estronsulfat
hemmt die Traceraufnahme in die HepG2-Zellen nicht und die in die MCF-7-Zellen lediglich
zu 10,4 %.
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Abb. 4-6: Hemmung der Aufnahme von [*®*F]FESDS in konfluente Tumorzellen durch 5 uM FESDS

bzw. Estronsulfat (n = 4). Bedingungen der Zellaufnahme: 1,0 MBa/ml [**F]FESDS, 37°C, 5 % CO,,
60 min.

Zusétzlich wurden die |Cso-Werte fiir die Hemmung der Aufnahme von [**F]FESDS durch
FESDS und Estronsulfat bestimmt. Wie Tabelle 4-4 zeigt, wirkt FESDS mit 1Cso—Werten um
100 nM sowohl an MCF-7- as auch an HepG2-Zellen stérker inhibitorisch als Estronsulfat.

Tabelle 4-4: Hemmung der Aufnahme von [*®*F]FESDS in konfluente
humane Tumorzellen (n = 4)

- MCF-7 HepG2
Inhibitor |Cep [NM] |Cep [NM]
Estronsulfat 1898 + 55 7012 + 350
FESDS 108 + 2 104+ 1

Bedingungen der Zellaufnahme: 3,0 MBg/ml [*®F]FESDS, 37°C, 5 % CO,, 60 min

An 20 pum dicken Schnitten des Hirnes weiblicher 6 Wochen alter Ratten wurde die Bindung
von [*®F]FESDS autoradiographisch nachgewiesen. Das linke Autoradiogramm in Abb. 4-7
zeigt die Gesamtbindung des Radiotracers, wahrend das rechte Autoradiogramm die Bindung
bei Anwesenheit von 10 uM FESDS in der Inkubationsdsung représentiert. Die deutlich
strukturierte Darstellung der einzelnen Hirnregionen ist nach Zugabe von FESDS nicht mehr
zu verzeichnen. Besonders in Regionen mit hohen Anteilen an weil3er Substanz (Colliculi,
Corpus callosum, weil3e Substanz des Cerebellum) geht die Aktivitét stark zurtick. Die mehr
oder weniger homogene Verteilung des Radiotracersist ein Indiz dafr, dass er spezifisch von
seinen Bindungsstellen verdréngt wurde und dass nur noch eine unspezifische Bindung vor-
liegt. Die Hemmung durch FESDS ist am stérksten im Striatum (84 %) und am geringsten im
Cortex (46 %).
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Abb. 4-7: Hemmung der Bindung von [**F]FESDS an Rattenhirn-Schnitten durch 10 pM FESDS. Der
rechte Hirnschnitt wurde zusétzlich mit 10 uM FESDS inkubiert, wodurch die Aktivitatsanreicherung
deutlich vermindert wurde. Die prozentuale Hemmung fir ausgewahlte Regionen ist im unteren Teil
der Abbildung dargestellt. Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [**F]FESDS, 25°C, 60 min.
Abklrzungen: Cer - Cerebellum, Cinf — Calliculi inferiores, Csup — Colliculi superiores, Str —
Striatum.

Zur Prifung der Spezifitét der Tracerbindung an die ES wurden an Ratten-Hirnschnitten die
Inhibitoren Estronsulfat, Naringin und Quercetin eingesetzt. Allerdings zeigt sich keine signi-
fikante Hemmung, was als Hinweis darauf gewertet wird, dass die ES in diesem Fall nicht als
Target fir die spezifische Bindung von [**F]FESDS dient. Unter gleichen Bedingungen wird
auch an Nieren- und Leberschnitten mit Naringin und Quercetin keine Hemmung nachgewie-
sen. Nur FESDS hemmte die Radiotracerbindung um 75 % an Leber- und Nierenschnitten.
An FaDu-Tumorschnitten, die keine ES exprimieren, kann mit 10 uM FESDS eine Hemmung
von 82 % erzielt werden.

Insgesamt sprechen die in diesem Abschnitt vorgestellten Experimente eher gegen eine nach-

weishare spezifische Bindung des Radiotracers [**F]FESDS.
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4.2 FESDS- ein Inhibitor der Carboanhydrase

Die im vorangegangenen Abschnitt festgestellte Tatsache, dass [*®*F]FESDS in vitro zwar
séttigbar an Strukturen des Rattenhirnes bindet, sich aber durch die ES-Inhibitoren Naringin
und Quercetin weder an Hirn- noch an Leber- und Nierenschnitten verdrangen l&sst, deutet
darauf hin, dass ein weiteres Target fir den Radiotracer existiert. Die spezielle Struktur der
Verbindung mit 2 Sulfamatgruppen legt nahe, dass das Enzym Carboanhydrase als Enzym-
Target von [*®*F]FESDS dienen kénnte (Maren und Sanyal, 1983), was im weiteren Verlauf
der Arbeit auch bewiesen wurde. Es war erforderlich, ghnlich wie fur die ES gezeigt, mole-
kularbiologische und funktionelle Untersuchungen zur Expression und Aktivitét der Carboan-

hydrase durchzufthren.

4.2.1 Expression der Carboanhydrase in verschiedenen Organen der Ratte

Das Enzym Carboanhydrase (CA) hat 14 bekannte Isozyme (Hewett-Emmett, 2000). Die
Isozyme CA | und CA 1l reagieren verschieden sensitiv auf Sulfonamide (Sly und Hu, 1995).

Aus diesem Grund wurde die Expression der mRNA beider 1sozyme mit RT-PCR untersucht.

Tabelle 4-5: Expression der mRNA der Carboanhydrase | und Il in Organen und Hirnregionen
weiblicher Wistar-Ratten, ermittelt durch RT-PCR

Hirnregion CAl CA Il Organ CAl CAIl
Cortex - + Herz + +
Corpus callosum - + Lunge + +
Hippocampus - + Leber + +
Striatum - + Darm + +
Thalamus - + Milz + +
Colliculi superiores - + Pankreas + +
Mesencephaon - + Nebenniere - +
Colliculi inferiores - + Niere + +
Cerebellum - + Ovar - +
Pons - + Uterus + +
Hypophyse - + Fett + +
Muskel + +

PCR-Bedingungen: 1 min Denaturierung (94,0°C), 0,5 min Primerbindung (56,0°C fir CA | und 58,1°C fur
CA 1I) und 1 min DNA-Synthese (72,0°C) in 35 Zyklen
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Die in Tabelle 4-5 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die CA | in Herz, Darm, Fett, Leber,
Lunge, Milz, Niere, Pankreas, Muskel und Uterus exprimiert wird; jedoch nicht in Rattenhirn,
Nebenniere und Ovar. Die mMRNA der CA Il ist in allen Hirnstrukturen und Organen der Ratte

vorhanden.

4.2.2 Expression der Carboanhydrase in humanen Tumorzellen

Die Expression der CA wurde in den 4 humanen Tumorzelllinien MCF-7, T-47D, HepG2 und
FaDu untersucht. Wie aus Abb. 4-8 ersichtlich ist, wird die mRNA der CA | in keiner der
Zélllinien exprimiert. Die diffusen Anfarbungen im Bereich von 200 bp, die nicht der Frag-
mentgrof3e (350 bp) des PCR-Produktes von CA | entsprechen, werden al's unspezifisch ange-
sehen. Die Funktionsfahigkeit der Primer konnte jedoch an mRNA von Humanblut, dessen
neutrophile Leukocyten CA | enthalten (Campbell et al., 1994), nachgewiesen werden. Abb.
4-8 zeigt weiterhin, dass die mRNA der CA Il nur in den FaDu- und MCF-7-Zellen vor-
kommt, nicht jedoch in den T-47D- und HepG2-Zellen.
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CA Il smiey vesp S GAPDH
650 . i CAll

bp Leiter MCF-7 T-47D HepG2 FaDu

Abb. 4-8: Agarose-Gelelektrophorese der mit RT-PCR amplifizierten mRNA von Carboanhydrase |
(oben) und Il (unten) der humanen Tumorzellen MCF-7, T-47D, HepG2 und FaDu. Glyceraldehyd-3-
P-Dehydrogenase (GAPDH) wurde a's Referenz der Amplifikation verwendet.

PCR-Bedingungen: 1 min Denaturierung (94,0°C), 0,5 min Primerbindung (56,0°C fir CA | und
58,1°C fur CA I1) und 1 min DNA-Synthese (72,0°C) in 35 Zyklen
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4.2.3 Messung der Esterase-Aktivitét von Carboanhydrase | und 11

In funktionellen Untersuchungen sollte nachgewiesen werden, dass die CA ein Target fir
FESDS ist. Nach einem von Verpoorte et al. (1967) beschriebenem In-vitro-Assay wurde mit
den kauflich erworbenen 1sozymen humane CA | (HCA 1) und CA Il (HCA I1) sowie Rinder-
CA 11l (RCA 11) die Esterase-Aktivitéat der Carboanhydrase unter Einfluss verschiedener Inhi-
bitoren untersucht. Es wurden die in Tabelle 4-6 dargestellten | Cso-Werte berechnet.

Tabelle 4-6: 1C5o-Werte (NM) von ausgewahlten CA-Inhibitoren sowie von FESMS
und FESDS an humaner und Rinder-Carboanhydrase (HCA und RCA) (n=3)

Inhibitor HCA | HCA 11 RCA Il
FESDS 288+ 3 54+1 271+4
FESMS 1050 + 12 53+1 323+3
Azetazolamid 219+ 2 30zx1 1001
Ethoxyzolamid 655+ 8 27+1 337+4
Furosemid 631+1 1061+ 8 79515
Hydrochlorothiazid 15200 + 169 7654 + 90 4304 + 42

Bedingungen des CA-Assays: 0,15 mM p-Nitrophenylazetat, 37°C, 30 min,

Azetazolamid erwies sich mit 1Csg-Werten von 219, 30 bzw. 100 nM als der stérkste CA-Inhi-
bitor fur die Isozyme HCA |, HCA 1l und RCA Il. Eine weitgehend vergleichbare Hemmung
wird durch FESDS mit 1Cso-Werten von 288, 54 bzw. 271 nM erzielt. Die analoge Verbin-
dung Fluorestradiol-3-monosulfamat (FESMS) mit nur einer Sulfonamidgruppe weist im Ver-
gleich zu FESDS hohere 1Cso-Werte auf, d.h. die Carboanhydrase hat zu FESMS eine gerin-
gere Affinitét als zu FESDS. Zusétzlich wurden auch die bekannten CA-Hemmer Ethoxyzol-
amid, Furosemid und Hydrochlorothiazid untersucht. Der schwéchste Inhibitor von allen ist
Hydrochlorothiazid. Tabelle 4-6 zeigt weiterhin, dass die HCA 11 gegeniiber den eingesetzten
Sulfonamid-Inhibitoren stéarker empfindlich ist als die HCA | und die RCA 11. Nur auf Furo-
semid und Hydrochlorothiazid reagiert die RCA |1 empfindlicher asdie HCA.
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43 ®F-markiertes FESDS als Radiotracer

Waéhrend in den vorangegangenen Abschnitten vor allem die pharmakol ogischen Eigenschaf-
ten von FESDS untersucht wurden, stehen die Radiotracer-Eigenschaften des ®F-markierten
FESDS im Mittelpunkt der folgenden Abschnitte. Speziell wurde geprift, inwieweit mit
[®F]FESDS die Verteilung von Estronsulfatase und Carboanhydrase in Versuchstieren ge-

messen werden kann.

4.3.1 DieCarboanhydrase - ein Target von [**F]FESDS

In Abschnitt 4.2.3 konnte gezeigt werden, dass FESDS ein starker Inhibitor insbesondere von
CA Il ist. Das legt die Vermutung nahe, dass [*®F]FESDS besonders zur Darstellung der CA
in Organen und Geweben geeignet ist. Erste Hinweise darauf wurden durch Untersuchungen
an Erythrocyten erhalten, die bekanntermal3en einen hohen Anteil an CA aufweisen.

Abb. 4-9 zeigt die Kinetik der Bindung von [**F]FESDS in humanen Erythrocyten. Bereits
nach 1,05 min war 50 % und nach 10,0 min war 95 % der Radioaktivitét an die roten Blutkor-
perchen gebunden. Die Bindung blieb Uber einen Zeitraum von 30 min konstant.
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Abb. 4-9: Kinetik der Bindung von [**F]FESDS an humanen Erythrocyten (n = 3). Inkubations-Bedin-
gungen: 0,05 MBq [*®*F]FESDS/ 0,5 ml heparinisiertes frisches Humanblut, 37°C, 0-30 min.

Die im Abschnitt 4.1.5 dargelegte séttigbare Bindung von [*®F]FESDS an Rattenhirn-Schnit-
ten &%t vermuten, dass hierbei die Carboanhydrase ein Enzym-Target ist. Entsprechend
wurden bei analogen autoradiographischen Untersuchungen die CA-Inhibitoren Azetazolamid
und Benzolamid eingesetzt. In Tabelle 4-7 sind die 1Cs-Werte der Hemmung der
[®F]FESDS-Bindung von 4 ausgewahlten Hirnregionen aufgefiihrt. Auffallend ist die klare
Korrelation aller 3 Inhibitoren in bezug auf ihre regionale Wirksamkeit. Das wird als deut-
liches Indiz dafiir gesehen, dass [**F]FESDS die Verteilung von CA im Rattenhirn darstellen
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kann. Ebenso wie im CA-Assay (4.2.3) ermittelt; ist Azetazolamid auch hier der wirkungs-
vollste CA-Hemmer.

Tabelle 4-7: | Cs-Werte (nM) fiir die Hemmung der Bindung von [*®F]FESDS
an die CA im weiblichen Rattenhirn (n = 5)

Hirnregion FESDS Azetazolamid ~ Benzolamid

Cortex 136,9 £ 42 504+0,7 22,1+0,1
Cerebellum 1231+ 36 454+11 21,3+0,1
Calliculi 54,1+6 34705 12,2+ 0,1
Corpus calosum 3385 2,80+0,3 6,97+0,1

Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [°F]JFESDS, 25°C, 60 min

In alen nachfolgenden Experimenten wurde Azetazolamid zur Hemmung der Bindung von
[*®F]FESDS an die Carboanhydrase verwendet. Azetazolamid ist im CA-Assay (4.2.3) bei
allen 3 untersuchten Carboanhydrasen der stérkste Inhibitor. In Hinblick auf eine Anwendung
am Patienten ist es von Vorteil, dass Azetazolamid bereits al's Therapeutikum (Diamox®) auf
dem Markt ist. Zur Untersuchung der Selektivitét wurde Uberpriift, ob Azetazolamid auch
einen Einfluld auf die Estronsulfatase-Aktivitéat hat. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass dies
selbst in Konzentrationen von 2 x10° M nicht der Fall ist. Damit konnte Azetazolamid in den

nachfolgenden Experimenten als selektiver CA-Inhibitor eingesetzt werden.
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Abb. 4-10: Hemmung der Bindung von [**F]FESDS an Gefrierschnitten von Rattennieren durch Azet-
azolamid (n = 5). Die Autoradiogramme wurden quantifiziert und ein |Cso-Wert von 40,7 + 1 nM er-
mittelt. Bei einer Konzentration von 10° M Azetazolamid sind die Bindungsstellen an die CA vollstéan-
dig blockiert; esist keine spezifische Bindung von [®F]FESDS mehr nachweisbar. Autoradiographie-
Bedingungen: 0,1 MBg/ml [*®F]FESDS, 37°C, 60 min.
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Eine wichtige Zielstellung dieser Arbeit bestand darin, mit [**F]FESDS die Verteilung des
Enzyms Estronsulfatase zu messen, um dieses Prinzip gegebenenfalls fir den Tumornachweis
nutzen zu kénnen. Dazu war es erforderlich, die Bindung von [*®*F]FESDS an die CA voll-
sténdig zu hemmen. Anhand von Bindungskurven wurde die Azetazolamid-Konzentration
bestimmt, die die spezifische Bindung von [**F]FESDS vollstandig hemmt (Abb. 4-10). Fir
das Hirn war eine Azetazolamid-Konzentration von 10° M nétig, um die CA vollstandig zu
hemmen, bei Leber und Niere 10° M, bei Ovar, Uterus, Milz, Pankreas und Herz 10* M
(Tabelle 4-8). Zusétzlich wurden die ICso-Werte fur Azetazolamid bestimmt; sie betragen

zwischen 2,8 nM beim Corpus callosum des Hirnes und 96,3 nM beim Ovar.

Tabelle 4-8: ICs-Werte der Hemmung der Carboanhydrase mit Azetazol-
amid an Rattenorganen

Azetazolamid-
Konzentration [M]

Organ Region ICso [NM] zur vollstandigen
Hemmung der CA

Hirn Cortex 50+1,1 10°

Hirn Corpus callosum 28+0,3 10°

Hirn Colliculi superiores 51+0,1 10°

Hirn Colliculi inferiores 35+05 10°

Hirn Cerebellum 45+0,7 10°

Herz 11,4+0,1 10°

L eber 12,9+0,1 10°

Milz 93,9+22 10

Pankreas 402+ 2,3 10

Niere Rinde 39,7+0,1 10°

Niere Cortex 41,7+0,3 10°

Ovar 96,3+ 2,1 10*

Uterus 954+1,4 10*

Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [®°*F]FESDS, 25°C, 60 min
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4.3.2 In-vitro-Untersuchungen mit [**F]FESDS humanen Tumorzellen

Wie im Abschnitt 4.3.1 an Organschnitten gezeigt wurde, sollte auch an Tumorzellen durch
Azetazolamid die spezifische Bindung des Radiotracers an die Carboanhydrase (CA) vollstén-
dig gehemmt werden. Im Abschnitt 4.2.2 wurde mit RT-PCR die Expression der mRNA der
CA | und Il Uberprtft, wobei die mRNA der CA Il in MCF-7- und FaDu-Zellen nachgewiesen
wurde. Es ist jedoch moglich, dass in den 4 Zelllinien weitere der insgesamt 14 bekannten
CA-Isozyme vorkommen, die auch [**F]FESDS binden. Es wurde gepriift, welcher CA-Hem-

mer fUr Bindungs-Experimente mit Zellen geeignet ist.

Tabelle 4-9 zeigt die | Cso-Werte fur 3 CA-Inhibitoren und FESDS an den humanen Tumorzel-
len MCF-7 und HepG2. Bei den HepG2-Zellen ist Azetazolamid der stérkste Inhibitor und bei
den MCF-7-Zellen Ethoxyzolamid. Die MCF-7-Zellen exprimieren im Gegensatz zu den
HepG2-Zellen mRNA der CA 11 und reagieren somit viel empfindlicher auf Ethoxyzolamid.
Insgesamt korrelieren die 1Cso-Werte nicht mit den Daten, die durch den In-vitro-Assay an
reinen Enzymen (4.2.3) gewonnen wurden. Das ist mit grof3er Wahrscheinlichkeit darauf zu-
rickzufuhren, dass die beiden Zelllinien weitere 1sozyme der CA exprimieren und dadurch
unterschiedlich empfindlich auf die Inhibitoren reagieren. Auch Transportprozesse sind am
Zustandekommen der Werte beteiligt.

Tabelle 4-9: Hemmung der Aufnahme von [**F]FESDS in konfluente
humane Tumorzellen (n = 4)

MCF-7 HepG2

Inhibitor |Cso [NM] 1Cso [NM]
FESDS 159+ 2 178+ 2
Azetazolamid 313+7 109+1
Benzolamid 1612 + 50 2198 + 93
Ethoxyzolamid 61+3 424 +5

Bedingungen fiir die Zellaufnahme: 1,0 MBg/ml [**F]FESDS, 37°C, 60 min

Es wurde bereits entschieden, dass Azetazolamid zur CA-Hemmung eingesetzt wird, da die
Verbindung unter dem Namen Diamox® klinisch angewandt wird. Als nachster Schritt wurde
geprift, bei welcher Konzentration Azetazolamid die spezifische Bindung an die CA in den
Tumorzellen vollstandig hemmt. Abb. 4-11 zeigt, dass dies bei 10* M Azetazolamid der Fall
ist. Die ICsp-Werte von Azetazolamid betragen bei den T-47D-Zellen 88 nM, bei den MCF-7-
Zellen 313 nM und bel den HepG2-Zellen 109 nM. Azetazolamid wurde in einer Konzentra-
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tion von 10* M zur Hemmung der CA-Bindung von [**F]FESDS eingesetzt, um die Bindung

des Tracers an die Estronsulfatase untersuchen zu kdnnen.

140 B T-47D
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Abb. 4-11: Aufnahme von [**F]FESDS in konfluente humane Tumorzellen in Abhéngigkeit der Kon-
zentration des CA-Hemmers Azetazolamid (n = 4). Esist jeweils 10* M Azetazolamid zur vollsténdi-
gen Hemmung der CA nétig. Bedingungen der Zellaufnahme: 1,0 MBog/ml [**F]FESDS, 37°C, 5 %
CO,, 60 min.

Die Estronsulfatase der humanen Tumorzellen sollte durch Quercetin, Naringin und Danazol
in Gegenwart von Azetazolamid gehemmt werden, um zu prifen, ob bel Vorliegen der CA-
Hemmung noch Estronsulfatase nachweisbar ist. In Abb. 4-12 ist zu sehen, dass bei alen 3
Zdllinien mit den ES-Inhibitoren die Traceraufnahme weiter reduziert werden konnte. Das
bedeutet, dass noch ES nachweisbar ist. Die T-47D-Zellen werden von Danazol am stérksten
gehemmt (69 %) und die HepG2-Zellen von Quercetin (61 %). Naringin hat auf beide Zell-
linien die geringste hemmende Wirkung.
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Abb. 4-12: Hemmung der Bindung von [**F]FESDS an konfluenten Tumorzellen durch 100 pM
Quercetin, Naringin bzw. Danazol (n = 4). Bedingungen der Zellinkubation: 1,0 MBog/ml [**F]FESDS,
10 uM Azetazolamid, 0,5 mM EDTA bel Naringin und Quercetin, 37°C, 60 min.
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Die besten ES-Inhibitoren Quercetin und FESDS wurden an konfluenten Tumorzellen einge-
setzt und die 1Cs;-Werte der Hemmung der [®F]FESDS-Aufnahme bestimmt. Wie aus
Tabelle 4-10 ersichtlich ist, hemmt FESDS die Traceraufnahme am stérksten. Die 1Cso-Werte
schwanken jedoch sehr; sie betragen zwischen 63 nM (FaDu-Zellen) und 34 pM (MCF-7-
Zellen). Bei Quercetin sind die |1Cso-Werte dagegen relativ einheitlich um 50 uM for alle
Tumorzellen.

Tabelle 4-10: Hemmung der Aufnahme von [**F]FESDSin
konfluente humane Tumorzellen (n = 4)

Zéllen l(gctf[crﬁ;lr]] I&Eos[ghj]
MCF-7 59.230 + 1.260 34.010 + 1.766
T-47D 40.090 + 650 69+1
HepG2 34.360 + 830 475+ 12
FaDu 66.930 + 2.190 63+1

Bedingungen der Zellaufnahme: 1,0 MBg/ml [®°F]FESDS, 37°C,
60 min, 10* M Azetazolamid

Die fur FESDS ermittelte maximale Aufnahme bzw. Bindung (Bmax) in den Tumorzellen ist
aus Tabelle 4-11 ersichtlich. Der Bya-Wert ist mit 31,1 pmol/mg Protein bel den HepG2-
Zellen am hochsten und mit 22,8 pmol/mg Protein bei den FaDu-Zellen am geringsten. Die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten (Kg-Werte) fur FESDS entsprechen den | Csp-Werten
aus Tabelle 4-10. Wie bereits unter 4.1.5 erwéhnt, kann mit der eingesetzten Methode nicht
zwischen Transport und Bindung von [*®F]FESDS unterschieden werden. Die Tatsache, dass
die FESDS-Aufnahme in den FaDu-Zellen auch bei Anwesenheit von 10* M Azetazolamid
hemmbar ist und einen &hnlichen Bnax-Wert aufweist wie die 3 anderen Zelllinien mit ES-Ex-

pression, spricht eher dafr, dass vor alem ein Transportprozess gemessen wurde.

Tabelle 4-11: Aufnahme von FESDS in konfluente
humane Tumorzellen (n = 4)

Zellen Bmex [pmol/mg Protein]
MCF-7 3092
T-47D 234+3
HepG2 31,1+3
FaDu 228+3

Bedingungen der Zellaufnahme: 0,1 MBg/ml [®°F]FESDS,
37°C, 60 min, 10" M Azetazolamid
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4.3.3 In-vitro-Autoradiographie mit [**F]FESDS am Ratten- und Schweinehirn

Vom Rattenhirn wurden fur die Bindung von FESDS an die Estron-Sulfatase und die Carbo-
anhydrase jeweils die Bindungskapazitdt (Anzahl der Bindungsstellen; Biax) und die Gleich-
gewichts-Dissoziationskonstante (K4) berechnet.

a) [18F]FESDS

b) [18F]FESDS
+ 100 nM Azetazolamid

c) [18F]FESDS
+ 100 nM Azetazolamid
+ 10 uM FESDS

Co Hippo Coll d) gefarbter Schnitt (Nissl)

Ccal = Corpus callosum
Co =Cortex

Coll = Calliculi

Cer = Cerebellum
Hippo = Hippocampus
Thal = Thalamus

Mes = Mesencephalon

Ccdl Tha Mes Cer

Abb. 4-13: Hemmung der Bindung von [**F]FESDS an Rattenhirn-Schnitten durch Azetazolamid
bzw. Azetazolamid und FESDS (n = 5). Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [®F]FESDS,
25°C, 60 min

a) Kontrolle

b) Durch Azetazolamid wird die Anreicherung der Radioaktivitdt besonders in Regionen mit

hohem Anteil an weiler Substanz deutlich vermindert.
c) Wird zusétzlich mit FESDS inhibiert, so wird [**FJFESDS nur noch unspezifisch gebunden.
d) geféarbter Schnitt
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In Abb. 4-13 sind die autoradiographischen Bilder dargestellt. Man erkennt, dass durch Azet-
azolamid die Bindung von [*®F]JFESDS am Rattenhirn sehr stark vermindert wird (b), was auf
die Hemmung der CA zurtckzufihren ist. Durch zusétzliche Hemmung mit 10 pM FESDS

(c) werden auch die Bindungsstellen der Estronsulfatase spezifisch blockiert.

Die Ergebnisse der Bha- und Kg-Werte von Estronsulfatase und Carboanhydrase sind in
Tabelle 4-12 zusammengestellt. Die Bindung von FESDS an CA erfolgt mit 14,6 pmol/mg
Protein an das Cerebellum (héchster Bax-Wert) und 6,2 pmol/mg Protein an das Striatum
(niedrigster Ba-Wert). Die Kg-Werte fur die Carboanhydrase betragen zwischen 33 nM
(Pons) und 166 nM (Striatum). Fir die Estronsulfatase wurden Bpma-Werte zwischen
0,29 pmol/mg Protein (Pons) und 11,5 pmol/mg Protein (Striatum) errechnet. Die Ky-Werte
der ES betragen 42,7 nM (Pons) bis 1537 nM (Striatum). Es ist zu erkennen, dass die maxi-
male Bindung (Bmax) Von FESDS an die CA hoher ist als an die ES; die Dissoziationskon-
stante (Ky) ist wiederum fir die CA geringer als fir die ES. Das bedeutet, dass FESDS stéarker
und spezifischer an die Carboanhydrase a's an die Estronsulfatase des Hirnes bindet. Da bei
Hemmung der CA durch Azetazolamid nur eine geringe Bindung des Tracers am Hirn ver-
bleibt (Abb. 4-13c), sind die daraus errechneten Bindungsdaten fur das Enzym ES mit einem

hohen Fehler behaftet. In Wiederholungsexperimenten konnte dies nicht verbessert werden.

Tabelle 4-12: B~ und K—Werte fur die Bindung von FESDS an Estronsulfatase und Carboanhydrase
im weiblichen Rattenhirn (n = 5)

Enzym Estronsulfatase (ES) Carboanhydrase (CA)
Hirnregion B max Kgq Bnax Kq
[pmol/mg Protein] [nM] [pmol/mg Protein] [nM]
Cortex 559+29 950,1 + 493 6,890+2,1 136,9+ 42
Corpus callosum 1,21+0,8 90,7 + 68 856+14 338+5
Hippocampus 181+£0,8 573,7+ 395 7,04+£24 126,1 + 33
Striatum 11,54+ 8,7 1537 + 1204 6,24+ 2,1 166,0 + 81
Thalamus 3,72+ 31 452,3 + 423 8,35+ 26 50,2+ 12
Colliculi superiores 1,24+ 0,6 76,0+ 28 10,43+ 2,7 58,0+ 11
Mesencephalon 1,12+0,3 62,4 + 25 9,62+29 39,1+9
Colliculi inferiores 1,79+0,9 88,2 + 46 14,34+ 3,3 50,2 + 10
Cerebellum 563+24 727,0 £ 285 1456+ 5,9 123,0+ 36
Pons 0,29+0,1 428+21 9,80+6,9 329+5

Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [°F]JFESDS, 25°C, 60 min, zur ES-Bestimmung 10° M Azetazol-
amid
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Auch an Hirnschnitten von weiblichen 3 Monate alten Schweinen wurde die Tracerbindung
und die Hemmung der Estronsulfatase mit 10 uM FESDS bestimmt (unter Ausschaltung der
CA mit 10° M Azetazolamid). Abb. 4-14 zeigt, dass FESDS mit 0,71-0,91 pmol/mg Protein
in den Kontroll-Hirnschnitten bindet. Die Hemmung durch 10 uM FESDS betrégt zwischen
42 % (Corpus calosum) und 59 % (Pons) des Kontrollwertes.

Cortex
Ccall

Hippo
0 10 uM FESDS
B Kontrolle

Str
Thal
Cer
Pons

0,0 0,3 0,6 0,9 12
pmol/mg Protein

Abb. 4-14: Bindung von [*®F]JFESDS an die Estronsulfatase an Hirnschnitten 3 Monate alter weib-
licher Schweine mit und ohne 10 uM FESDS (n = 3).

Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [**F]JFESDS, 10° M Azetazolamid, 25°C, 60 min.
Abklrzungen: Ccall — Corpus callosum, Hippo — Hippocampus, Str — Striatum, Thal — Thalamus,
Cer — Cerebellum.

434 In-vitro-Autoradiographie mit [*®F]FESDS an verschiedenen Organen der Ratte

Von den Organen Leber, Niere, Ovar, Uterus, Pankreas und Milz weiblicher Wistar-Ratten

wurden die Bindungsdaten von FESDS durch In-vitro-Autoradiographie ermittelt.

Tabelle 4-13: By~ Und Kg—Werte fir die Bindung von FESDS an die
Estron-Sulfatase in ausgewahlten Rattenorganen (n = 6)

Organ [pmoI/rESaIXDrotein] [r|1<l\(/jl]
L eber 362 1 2728 + 172
Milz 116,7 + 58 1678 + 7
Pankreas 9015 + 338 439 + 19
Niere 2382 + 8 625 + 4
Ovar 845 + 38 765 + 39
Uterus 107,9 + 48 281 t 5

Autoradiographie-Bedingungen: 0,1 MBg/ml [°F]JFESDS, 25°C, 60 min, 10°* M Azet-
azolamid fir Ovar, Uterus, Milz, Pankreas; 10° M Azetazolamid firr Leber, Niere.
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Aus Tabelle 4-13 ist ersichtlich, dass die hochste FESDS-Bindung beim Pankreas gemessen
wurde: 902 pmol/mg Protein. Eine deutlich geringere FESDS-Bindung ist bei den Organen
Leber, Ovar und Uterus (36, 85 und 108 pmol/mg Protein) zu verzeichnen. Diese Organe wei-
sen im Enzym-Assay (4.1.3) eine hohe ES-Aktivitét auf. Die Dissoziationskonstanten betra-
gen zwischen 28 nM (Uterus) und 273 nM (L eber).

Am Rattenuterus wurde neben FESDS ein weiterer ES-Hemmer eingesetzt: Danazol. Die
Bindung von [**F]FESDS wird dabei mit 10 pM Danazol zu 40 + 13 % gehemmt. Der |Cs-
Wert fur Danazol am Rattenuterus betragt 34 + 2 uM. An Pankreas und Milz konnte mit
Danazol (1 nM—20 uM) bei der In-vitro-Autoradiographie keine Hemmung der Bindung von
[**F]FESDS erzielt werden.

435 In-vitro-Autoradiographie mit [*®F]JFESDS am M CF-7-Tumor

Die MCF-7-Tumoren von Nacktmausen, die unter 4.3.7 Verwendung fanden, wurden fir eine
In-vitro-Autoradiographie geschnitten. Dadurch sollten zusétzlich zu den In-vivo- auch In-
vitro-Daten Uber die Bindung des Tracers an den MCF-7-Tumor erhaten werden. Die
Vorgehensweise war die gleiche wie bei Rattenhirn und —organen. Es wurde fur die MCF-7-
Tumore mit FESDS ein Kg-Wert von 778 = 98 nM und ein Bya—Wert von 7,25 + 1,6
pmol/mg Protein errechnet. Die Bindung von FESDS ist aufgrund des hohen Ky-Wertes sehr
gering und wenig spezifisch. Der Bna-Wert ist vergleichbar mit dem Rattenhirn, was der ge-

ringen ES-Aktivitét, die in diesem Tumor mit dem Enzymassay gemessen wurde, entspricht.

4.3.6 Untersuchung der Verteilung von [*®F]FESDS nach intravendser Injektion der Ratte

Durch RT-PCR (4.1.1) wurde gezeigt, dass die mRNA der Estronsulfatase in allen untersuch-
ten Rattenorganen vorkommt. Im Abschnitt 4.1.3 wurden die Enzymaktivitéten in den einzel-
nen Organen und Hirnregionen bestimmt, wobei die von Ovar und Uterus sowie von Hypo-
physe und Hippocampus am héchsten sind. Durch Autoradiographie (4.3.3 und 4.3.4) konnte
nachgewiesen werden, dass in vitro eine spezifische Bindung von [**F]FESDS erfolgt. Diese
Ergebnisse gaben AnlaR dazu, nunmehr die Eigenschaften von [**F]FESDS in vivo zu unter-
suchen.
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Zuerst wurde die Aktivitats-Anreicherung von [*®F]FESDS in den Organen von Wistar-Ratten
bei 5 und 60 min Uberlebenszeit untersucht. Es fallt auf, dass [*®F]FESDS mit 15,95 % der in-
jizierten Dosis pro Gramm (5 min p.i.) besonders stark im Blut angereichert wird (Abb. 4-15).
Dabei handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Bindung an Carboanhydrase, wo-
fUr bereits in vorangegangenen Untersuchungen Hinweise erhalten wurden. Die hohe initiale
Blutbindung geht bei einer Uberlebenszeit von 60 min zuriick (9,86 % D/g), wahrend die Bin-
dung von [*®F]FESDS in den Organen mit hoher ES-Aktivitét (Ovar, Uterus, Fett und Leber)
etwas ansteigt. Fur alle weiteren Versuche wurde eine Uberlebenszeit von 60 min gewahit.

Blut |
Cortex
Striatum
Thalamus

Colliculi

Cerebellum
Pons
Thymus

Herz —f
Lunge ‘———H_{

L eber
Milz
Nebenniere

Niere

Ovar
Uterus
Fett
Muskel L5 min

Femur M 60 min
]

01 1 10 100
% D/g

Abb. 4-15: Bioverteilung von [**F]FESDS (% D/g) in
Organen weiblicher Wistar-Ratten 5 und 60 min nach
i.v.-Injektion von 5,0 MBq [*®*F]FESDS (n = 5).

Zur Prifung der Spezifitét der Tracerbindung wurden auch in vivo ES-Inhibitoren eingesetzt.
Tabelle 4-14 zeigt, dass die Bindung von [**F]JFESDS im Blut und Hirn durch Gabe von
5 mg/kg FESDS vermindert und im Uterus signifikant erhéht wird. Die Flavonoid-Inhibitoren
Quercetin und Naringin inhibieren signifikant die Traceraufnahme in der Milz und Leber. Im
Intestinum sank die Traceraufnahme von 18 % Dosis durch die 3 ES-Inhibitoren um ca. 50 %.
Die Eliminierung des Tracers erfolgt hauptsachlich hepatobiliar; 18 % Dosis sind im Intesti-
num und 0,5 % Dosisim Urin nachweisbar.
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Tabelle 4-14: Hemmung der [*®*F]FESDS-Aufnahme (% 1D/g) durch die ES-Inhibitoren Quercetin,
Naringin und FESDS in Organen von Wistar-Ratten (+ SD)

Organ Kon_trol le Querceti r_1 Naringi n_ FESDS_
(n=23) 5 mg/kg (n = 6) 5mg/kg (n=5) 5mg/kg (n=3)
Blut 9,86 + 1,3 10,64 + 1,6 12,79 + 24 6,45 + 1,6
Cortex 0,19 + 0,03 0,20 + 0,03 0,25 + 0,02 0,13 + 0,02
Striatum 0,19 + 0,06 0,16 + 0,03 0,21 + 0,03 0,11 + 0,08
Thalamus 0,21 + 0,03 0,21 + 0,04 0,22 + 0,03 0,13 + 0,02
Colliculi 0,27 + 0,08 0,29 + 0,06 0,31 + 0,09 0,19 + 0,07
Cerebellum 0,25 + 0,04 0,27 + 0,06 0,32 + 0,05 0,20 = 0,05
Pons 0,25 + 0,03 0,26 = 0,06 0,29 + 0,03 0,20 = 0,04
Hypophyse 0,011 + 0,008 n.d. n.d. n.d.
Thymus 0,82 + 0,3 1,32 £ 0,3 2,02 + 1,0 1,78 + 0,2
Herz 1,76 = 0,5 2,48 + 0,5 2,63 £ 1,3 049 = 0,2
Lunge 2,89 £ 0,8 393+ 19 419 £ 16 044 = 01
L eber 402 + 1,1 243 + 06 259 + 06 261 + 02
Milz 2,02 + 0,7 1,38 + 0,2 1,44 + 06" 1,31 + 0,1
Pankreas 1,48 + 0,4 1,74 + 0,3 1,79 + 0,4 n.d.
Nebenniere 1,26 + 0,5 1,65 £ 0,3 2,03 £ 1,0 1,93 £ 0,3
Niere 1,76 + 0,3 1,83 £ 0,3 2,05 £ 0,8 2,85 + 0,37
Ovar 051 + 0,2 0,82 + 0.2 0,99 + 04 0,61 + 0,1
Uterus 054 + 0,2 0,76 + 0,2 1,07 + 05 0,80 + 0,2
Fett 044 + 02 0,76 + 0,2 1,13 + 0,6 291 + 03
Muskel 0,18 + 0,04 0,20 + 0,04 0,28 + 0,1 2,88 + 0,3
Femur 0,77 = 0,2 1,06 + 0,2 1,23 £ 0,4 0,80 + 0,1

V ersuchsbedingungen: 3,3 MBq [°F]JFESDS in 0,5 ml, 60 min p.i.; Kontrolltiere von 5 Versuchstagen.
Signifikanz: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)

Die Metabolisierung von [*®F]FESDS wurde mit HPLC und DC uberpriift. Abb. 4-16 zeigt,
dass im Plasma und Urin der Ratte ein Metabolit von [*®F]FESDS auftritt, der 64,5 % der Ge-
samt-Radioaktivitat im Urin ausmacht; der Tracer ist noch zu 32,5 % enthalten. Um Fluorid
kann es sich bel dem Produkt nicht handeln, da es bereits vor Aufnahme der Chromatogram-
me von der HPLC-Saule entfernt wurde. [**F]FESDS wird im Blut vorrangig an die CA der
Erythrocyten gebunden, im Plasma liegt nur ein sehr geringer Aktivitétsanteil frei vor. Dies
und die spate Aufnahme der HPL C-Chromatogramme ist eine mdgliche Erklarung fr den
kleinen Peak von [*®F]FESDS bei relativ hohem Untergrund im HPL C-Chromatogramm. Das
Ergebnis der HPL C wird durch die Dunnschicht-Chromatographie bestétigt.

58



4 Ergebnisse
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Abb. 4-16: HPL C-Chromatogramm von gefalltem Rattenplasma (oben) und Rattenurin (unten) 60 min
nach i.v.-Injektion von 5,0 MBq [*®F]FESDS. Die Proben wurden auf die HPLC-Séule ET 125/4
Nucleosil 120-5 Ci5 (Gréfze 4,0 mm - 125 mm, Porengréf3e 5 um) aufgetragen; der Elutionsgradient
war 0-10 min: 20 % Ethanol, 10-13 min: 100 % Ethanol, 13-35 min: 20 % Ethanol.

Die Akkumulation von [**F]FESDS im Blut bzw. in den Erythrocyten weist auf eine Bindung
an die Carboanhydrase hin. In vorangegangenen Experimenten wurde die Eignung von Azet-
azolamid als CA-Inhibitor bereits verdeutlicht. Die Eignung der Substanz sollte in vivo ge-
pruft werden. Zum Vergleich wurde Ethoxyzolamid eingesetzt, das sich im CA-Assay (4.2.3)
sowie bei der Bindungsmessung an MCF-7-Zellen (4.3.2) ebenfalls as gut geeigneter CA-In-
hibitor erwies. Wie aus Tabelle 4-15 ersichtlich ist, wird beim Einsatz beider CA-Inhibitoren
die Tracerbindung in den CA-reichen Organen Blut, Milz, Lunge und Herz reduziert. Durch
Azetazolamid, aber nicht durch Ethoxyzolamid, wurde die Radioaktivitét in ES-reichen Orga-
nen wie Ovar, Uterus, Pankreas und Fett erhéht. Eine Hemmung der CA durch Azetazolamid
stellt somit den Tracer fir eine Bindung an das eigentliche Enzym-Target, die Estronsulfatase,
zur Verfugung. Dadurch wird mehr Radioaktivitét in diesen Organen gebunden.

Die intestinale Aufnahme von [**F]JFESDS wird durch Azetazolamid 3-fach erhoht, was
wahrscheinlich auf eine viel schnellere Elimination des Tracers zurlickzufiihren ist. Ethoxy-
zolamid ist zwar im Vergleich zu Azetazolamid der stérkere CA-Hemmer, der Nachtell dieser
Verbindung ist jedoch, dass sie die Anreicherung von [**F]FESDS in Organen mit hoher ES-
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Aktivitét reduziert. Damit ist Ethoxyzolamid zur besseren Darstellung der ES und der Erho-
hung des Target/Nontarget-V erhatnisses ungeeignet.

Tabelle 4-15: Hemmung der [*®F]FESDS-Aufnahme (% D/g) in Organen von
weiblichen, 6 Wochen alten Wistar-Ratten durch die CA-Inhibitoren Azetazol-

amid und Ethoxyzolamid (+ SD)

Azetazolamid Ethoxyzolamid
Organ Kontrolle (5 mg/kg) (5 mg/kg)

(n=23) (n=>5) (n=5)

Blut 9,86 + 1,3 059 + 0,27 039 + 0,17
Cortex 0,19 + 0,03 0,15 + 0,04 0,14 + 0,02°
Striatum 0,19 + 0,06 0,18 + 0,04 0,14 + 0,02
Thalamus 0,21 + 0,03 0,17 + 0,05 0,15 + 0,02
Colliculi 0,27 + 0,08 0,18 + 0,05 0,14 + 0,02”
Cerebellum 0,25 + 0,04 0,16 + 0,04~ 0,15 + 0,02
Pons 0,25 + 0,03 0,18 + 0,05 0,15 + 0,03
Thymus 082 + 0,3 025 + 0,17 0,21 + 0,04
Herz 1,76 + 0,5 0,40 + 0,17 027 + 0,17
Lunge 2,89 + 0,8 046 + 0,17 035 + 0,27
L eber 402 + 1,1 4,06 + 0,3 484 + 05
Milz 2,02 + 0,7 035 + 01" 0,26 + 0,04
Pankreas 1,48 + 04 308 + 1,07 223+ 05
Nebenniere 1,26 + 0,5 0,96 + 0,3 0,61 + 0,1
Niere 1,76 + 0,3 052 + 0,17 046 + 0,1
Ovar 051 + 0,2 0,66 = 0,2 0,47 + 0,1
Uterus 054 + 0,2 0,80 + 04 0,36 = 0,1
Fett 044 + 0,2 061 + 02 0,33 + 0,2
Muskel 0,18 + 0,04 0,22 + 0,05 0,17 + 0,02
Femur 0,77 + 0,2 036 + 0,1 0,15 + 0,05

Versuchsbedingungen: 4,6 MBq [°FJFESDS in 0,5 ml, 60 min p.i.; Kontrolltiere von 5
Versuchstagen. Signifikanz: p < 0,05 (*), p< 0,01 (**), p < 0,001 (***)
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4.3.7 Untersuchung der Verteilung von [**F]FESDS in tumortragenden Nacktmausen nach

intravendser Injektion

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass es spezifische Targets fir [*°FJFESDS im
Tiermodell gibt. Die hohe Blutbindung lésst sich wirkungsvoll durch die Carboanhydrase-
Hemmer Azetazolamid und Ethoxyzolamid unterbinden. Da Ethoxyzolamid ungeeignet und
Azetazolamid (Diamox?) ein zugelassenes Medikament ist, wurde Azetazolamid zur CA-

Hemmung in diesem Versuch eingesetzt.

Tabelle 4-16: Hemmung der [*®F]FESDS-Aufnahme [% D/g] in Organen tumortra-
gender weiblicher Nacktmause durch pré-Injektion von Azetazolamid und FESDS
(Mittelwert £ SD)

. Azetazolamid
Organ '?r?r;trfg)e 5’“53%"8”:“% + FESDS
5mgkg (n=4)
Blut 38,74 + 144 320 + 1.8 6,79 + 16
Cortex 0,75 + 0,1 036 + 0,1 0,49 + 0,05
Colliculi 093 + 0,1 044 + 017 0,52 + 0,03"
Cerebellum 0,90 + 0,2 039 + 0,1 057 + 017
Hypophyse 0,013 + 0,005 0,006 + 0,002 0,026 + 0,010
Herz 820 + 49 1,18 + 0,6° 567 + 1,07
Lunge 15,55 + 5,9 244 + 107 934 + 10”7
L eber 9,69 + 0,4 11,68 + 3,3 26,63 + 24
Milz 11,38 + 0,6 283 + 1,17 749 + 0,7
Pankreas 315 + 05 6,69 + 1,6 955 + 3,1
Nebenniere 555 + 29 n.d. n.d.
Niere 1452 + 7,3 311 + 09 1036 + 1,17
Ovar 1,31 + 0,1 302 + 1,8 531 + 20"
Uterus 1,27 £ 0,2 411 + 2,8 743 + 26
Fett 1,73 + 0,8 415 + 1,3 9,80 + 6,3
Muskel 0,53 + 0,05 0,67 + 0,2 248 + 05
Femur 1,66 = 0,2 1,28 + 0,6 233 + 0,3
Tumor (FaDu) 0,77 £ 0,3 n.d. n.d.
Tumor (MCF-7) 159 + 0,3 1,28 + 0,2 311 + 027
Tumor (HepG2) 435 + 28 n.d. n.d.

Versuchsbedingungen: 2,5-4,6 MBq [°F]JFESDS in 0,2 ml, 60 min p.i.; Kontrolltiere von 3
Versuchstagen. Signifikanz: p < 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***)
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Es gelang, Tumoren von einigen in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien auf Nacktmausen zu
erzeugen. Den Tieren waren FaDu-Zellen (Plattenepithelkarzinom), MCF-7-Zellen (Mamma-
karzinom) bzw. HepG2-Zellen in der Axilla bzw. am Bein implantiert worden. Der MCF-7-
Tumor ist die Positivkontrolle und der FaDu-Tumor ist die Negativkontrolle fir die Expres-
sion der Estronsulfatase (4.1.2 und 4.1.3).

Tabelle 4-16 zeigt, dass bei i.v.-Injektion von 2,5-4,6 MBq [*®F]FESDS die hochste Aufnah-
me des Tracers in Carboanhydrase-reichen Organen wie z.B. dem Blut (38,7 % D/g) auftritt.
Die Blutbindung schwankt bei den verschiedenen Mausen sehr stark; sie betragt bei den
Mausen mit FaDu-Tumoren 26,0 % D/g, bel denen mit MCF-7-Tumoren 35,9 % D/g und bei
denen mit HepG2-Tumoren 54,4 % D/g. Diese Bindung wird durch i.v.-Injektion von Azet-
azolamid vermindert. Dadurch wird die Aufnahme in den ES-reichen Organen (Uterus, Ovar,
Pankreas und Leber) erhdht. Beim MCF-7-Tumor ist dies nicht der Fall. Eine ES-Bestim-
mung aus den homogenisierten Tumoren zeigt, dass sie eine sehr geringe Enzymaktivitét
(0,05 pmol/mg Protein/min) haben, die noch deutlich unter der Aktivitét der homogenisierten
MCF-7-Zellen liegt (Abb. 4-3). Das Target/Nontarget-Verhaltnis wird durch das Tumor/
Muskel-Verhdtnis ausgedriickt. Es betrégt 1,39 beim FaDu-Tumor, 2,88 beim MCF-7-Tumor
und 7,87 beim HepG2-Tumor entsprechend Tabelle 4-16 (jeweils Kontrolltiere).

Wird Azetazolamid und FESDS gemeinsam mit dem Tracer appliziert, so kann nicht die bei
der In-vitro-Autoradiographie des Hirnes (Abb. 4-13) gezeigte zusétzliche Reduzierung der
Bindung erzielt werden. In vivo wird die Aufnahme von [*®F]FESDS durch eine Applikation
von 5 mg/kg FESDS im Vergleich zu Azetazolamid + Tracer sogar weiter erhoht; die Aufnah-
me im Darm wird 2,3-fach reduziert. Offensichtlich Uberlagern sich in vivo Bindung und
Transport.

Im Blut der Nacktmause sind mit der eingesetzten analytischen Methode keine Metabolite

von [*®F]FESDS nachweisbar (Abb. 4-17). Damit unterscheidet sich dieses Ergebnis von dem
der Ratten (4.3.6).
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Abb. 4-17: HPLC-Chromatogramm der Aktivitét von gefdlltem Plasma einer MCF-7-tumortragenden
Nacktmaus 60 min nach Injektion von 2,8 MBq [**F]FESDS. Die Proben wurden auf die HPLC-Saule
Zaobrax Eclipse XDB-Cig (GrofRe 4,6 mm - 75 mm, Porengrofe 5 um) aufgetragen; der Elutionsgra-
dient war 0-3 min: 5 % Acetonitril, 3-12 min: 100 % Acetonitril, 12-15 min: 20 % Acetonitril.

4.3.8 Ex-vivo-Autoradiographie nach intravendser Injektion von [*®F]FESDS

Bei Hirn und Leber der Ratte sowie bei den Tumoren der Nacktméuse wurde eine Ex-vivo-
Autoradiographie durchgefiihrt. Der Vortell dieser Methode im Vergleich zur Bioverteilung,
bei der die Radioaktivitét im gesamten Organ gemessen wird, besteht darin, dass die Feinver-

tellung des Radiotracersim Organ gezeigt werden kann.

Das Ex-vivo-Autoradiogramm in Abb. 4-18 zeigt, dass im Rattenhirn die Anreicherung von
[*®F]FESDS am héchsten im Choroid-Plexus des 3. und 4. Ventrikel sowie im Hippocampus
ist. Die Werte sind im rechten Teil der Abbildung dargestellt, sie betragen fir den Choroid-
Plexus des 3. und 4. Ventrikel 0,74 % D/g bzw. 1,66 % D/g und fir den Hippocampus
0,95 % D/g. Eine sehr viel geringere Anreicherung tritt in Thalamus, Mesencephalon, Cortex

und Pons auf (0,16-0,18 % D/q).
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Abb. 4-18: Aufnahme von [*®F]FESDS im Gehirn einer Wistar-Ratte 60 min nach i.v.-Applikation
von 5,3 MBg. Linksist das Ex-vivo-Autoradiogramm mit dem geférbten Schnitt (Nissl) dargestellt und
rechts die Aufnahme in % der injizierten Dosis/g. Die untersuchten Regionen sind beschriftet und

wurden wie folgt abgekiirzt:

Hippo — Hippocampus, 3V — 3. Ventrikel, Str — Striatum, Aon - Nucleus olfactorius anterior, Scn—
Nucleus suprachiasmaticus, Thal — Thalamus, Csup — Colliculus superior, Mb - Mammilarkorper,
Mes — Mesencephalon, Cinf - Calliculus inferior, Lfp - longitudinaler fasciculdrer Pons, Pn — Nucleus
pontis, Cer — Cerebellum, 4V — 4. Ventrikel, Prn — Nucleus reticularis pontis, Mrf - dorsales medull&
res Reticularfeld.
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Autoradiogramm geférbter Leberschnitt
(Papanicolaou)

Gallengang

Leberlappen

Abb. 4-19: Ex-vivo-Autoradiogramm (links) und Papani colaou-Farbung (rechts) der Rattenleber. Dem
Tier wurden 5 MBq [*®F]FESDS sowie 5mg/kg Quercetin zur Hemmung der Estronsul fatasei.v. appli-
zZiert. Die Leber wurde nach 60 min enthommen. Es tritt eine erhdhte Radioaktivitéts-Anreicherung in
den Gallengéngen auf, die Tracerbindung an die Estronsulfatase im umliegenden Lebergewebe ist
durch Quercetin gehemmt.

Anhand der Ex-vivo-Autoradiographie der Rattenleber konnte festgestellt werden, dass in den
Gallengéangen im Vergleich zum L eberlappen eine starke Aktivitétsanreicherung auftritt (Abb.
4-19). Das trifft sowohl bei der Kontrolle als auch bei Naringin- und Quercetin-Hemmung zu.
Es ist anzunehmen, dass [*®F]FESDS in der Leber metabolisiert wird und dass diese Metabo-
lite mit der GallenflUssigkeit abtransportiert werden.

Autoradiogramm geférbter MCF-7-Tumorschnitt
(Papanicolaou)

Muskel Tumor Bindegewebe

Abb. 4-20: Ex-vivo-Autoradiogramm (links) und Papanicolaou-Farbung (rechts) eines MCF-7-
Tumors. Der Nacktmaus wurde 2,8 MBq [*®F]FESDS i.v. appliziert, das Tier wurde nach 60 min geto-
tet, der Tumor entnommen und geschnitten. Das Autoradiogramm zeigt eine homogene Verteilung der
Aktivitét. Der histologische Schnitt des MCF-7-Tumors lésst jedoch muskuldre und bindegewebige
Anteile erkennen, die nicht zum eigentlichen Tumorgewebe gehdren. Diese Bestandteile sind nicht in
die Berechnung eingegangen.
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In Abb. 4-20 wird gezeigt, dass der herausgeschnittene MCF-7-, Tumor” zu einem hohen An-
tell aus Binde- und Muskelgewebe besteht. Das ist sehr wahrscheinlich darauf zurtickzuftih-
ren, dass diese Tumoren sehr langsam auf den Mausen anwuchsen. Bei den FaDu- und
HepG2-Tumoren wurden aufgrund ihres schnellen Wachstums keine so starke Vermischun-
gen mit anderen Geweben festgestellt. Die Tumoren sind bedingt durch die Transplantation
keine homogenen Gewebe. Es ist moglich, durch Ex-vivo-Autoradiographie Muskel- und
Bindegewebsanteile, die nicht zum Tumor gehodren, abzutrennen. Deshalb stellt die Ex-vivo-
Autoradiographie eine wichtige Erganzung zur In-vivo-Bioverteilung dar.

4.3.9 Positronen-Emissions-Tomographie an der Ratte und am Schwein

Der finale Schritt der Evaluierung von [*®*F]JFESDS als PET-Tracer bestand in der Aufnahme
von PET-Bildern von Ratte und Schwein. Der Vorteil zu den Bioverteilungs-Experimenten
besteht darin, dass man durch die PET Informationen Uber die dynamische Verteilung des
Tracers gewinnen kann. Es wurden 2 Ratten untersucht: die erste erhielt den Tracer
[®F]FESDS, die zweite erhielt zusitzlich Azetazolamid zur Hemmung der Bindung von
[®F]FESDS im Blut bzw. an die Carboanhydrase.
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Abb. 4-21: Zeitverlauf der Aktivitdts-Konzentration von [**F]FESDS im Herz von 2 weiblichen, 6
Wochen alten Wistar-Ratten wahrend einer dynamischen PET-Aufnahme (Messfenster Giber 120 min).
Durch die i.v.-Injektion von 5 mg/kg Azetazolamid wurde im Vergleich zur Kontrolle die Bindung
von [*®F]FESDS an die Carboanhydrase der Erythrocyten weitgehend unterdriickt.

Abb. 4-21 zeigt, dass beim Kontrolltier, dem ausschlieRlich [**F]FESDS injiziert wurde, die
maximale Bindung der Radioaktivitét im Blut nach 120 min noch immer 91 % betrégt. Eine
zusétzliche Gabe von Azetazolamid liefd die Bindung des Radiotracers im Blut abnehmen;
nach 120 min betrégt die Radioaktivitéat im Blut 52 % der maximalen Bindung. Im dbrigen
wurde nach 60 min bel einer i.v.-Injektion von 5 mg/kg Azetazolamid 0,59 %D/g der Radio-
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aktivitét im Blut gemessen (Tabelle 4-15). In Abb. 4-22 (links) ist zu erkennen, dass sich der
Tracer beim Kontrolltier vorwiegend im Blut anreichert. Das Herz ist sehr gut zu erkennen,
aber auch die grof3en Blutgefal3e der Beine. Wird Azetazolamid mit dem Tracer koinjiziert, so
wird die Leber und der Darm aufgrund der hepatobilidren Ausscheidung sehr deutlich sichtbar
(rechts).

Kontrolle Azetazolamid

L eber

Abb. 4-22: PET-Aufnahme von 2 weiblichen, 6 Wochen aten Wistar-Ratten 60 min nach i.v.-Injek-
tion von 5 MBq [*®F]FESDS (links) und 5 MBq [**F]FESDS mit 5 mg/kg Azetazolamid (rechts).

Die Kinetik der Blutbindung wurde auch an 6 Wochen alten Ferkeln untersucht, wobei tber
Plasma und zelluldre Bestandteile getrennte Aussagen gemacht werden kénnen. In Abb. 4-23
ist die Konzentration von [**F]JFESDS im Blut und Plasma zu sehen. Der Tracer wird sehr
schnell vom zelluléren Kompartiment des Blutes aufgenommen, und von dort nach Azetazol-
amid-Gabe (5 mg/kg) zu einem grof3en Anteil (> 80 %) wieder freigesetzt. Dies bewirkt eine
35%ige Erhdhung der Radioaktivitét im Plasma. Es stellt sich kein Gleichgewicht zwischen
Erythrocyten und Plasma ein. Die Konzentration im Blut ist 2-fach hoher als die im Plasma.
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Abb. 4-23: Zeitverlauf der Radioaktivitéts-K onzentration von [**FJFESDS im Blut (oben) und Plasma
(unten) eines 6 Wochen alten Ferkels nach i.v.-Applikation von 490 MBq des Radiotracers. 24 min
nach Tracer-Injektion erfolgte diei.v.-Applikation des CA-Hemmers Azetazolamid (5mg/kg).

Man kann im PET-Bild nur die grof3en Blutgefélde des Hirnes erkennen (Abb. 4-24). Durch
eine Injektion von Azetazolamid zur Hemmung der CA-Bindung wird kein Informationsge-

winn erhaten, d.h. es konnte keine Hirnregion mit hoher ES-Expression sichtbar gemacht
werden.

Sinus sagitalis dor

|

Rete mirabile

A. cerebri media A carotisint

coronale transversale sagitale Ebene

Abb. 4-24: PET-Aufnahme eines Ferkel-Hirnes in 3 verschiedenen Schnittebenen nach Gabe von
["®F]FESDS und Azetazolamid wie in Abb. 4-23 beschrieben. Das Summenbild einer dynamischen
PET-Untersuchung ist Uber die Zeit dargestellt. Es sind lediglich die grof3en Blutgefal3e der Gehirnes
zu erkennen. Abkirzungen: Arteria (A.), interna (int.), dorsalis (dors.)
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

[*®F]FESDS wurde als potentieller PET-Tracer zur Darstellung der Estronsulfatase in Tumo-
ren entwickelt. Zur Bewertung von [*®F]FESDS war es ndtig, herauszufinden, in welchen
Organen dieses Enzym exprimiert wird. Es konnte mittels RT-PCR gezeigt werden, dass die
MRNA der ES in allen Rattenorganen und Hirnregionen (4.1.1) vorhanden ist. Sieist auch in
den humanen Tumorzellen HepG2 (Hepatom), MCF-7 und T-47D (beide Mammakarzinom)
exprimiert, aber nicht in den FaDu-Zellen (Plattenepithelkarzinom). In Homogenaten von den
Organen, Hirnregionen und Zellen wurden die Enzymaktivitéten durch die Messung der
Hydrolyse von [®H]Estronsulfat bestimmt. Die héchsten ES-Aktivitdten wurden in Ovar,
Uterus, Nebenniere und Fett sowie in der mannlichen Hypophyse, Hippocampus und Corpus

callosum des Hirnes sowie in den T-47D-Zellen gemessen.

Aufgrund dieser positiven Ergebnisse machte es Sinn, den Tracer in vivo zu priifen. In ersten
Experimenten der Bioverteilung von [*®*F]FESDS in der Wistar-Ratte stellte sich heraus, dass
der Tracer fur PET-Untersuchungen vermutlich ungeeignet ist; ca. 10 % der injizierten Dosis
von [*®F]FESDS wird im Blut gebunden. Es konnte sich bei dieser Bindung um eine Bindung
an Carboanhydrase (CA) handeln, da sie in den Erythrocyten in hoher Konzentration vor-
kommt. Aul3erdem sind die starksten CA-Hemmstoffe Sulfonamide, und FESDS ist eine Ver-
bindung mit 2 Sulfonamidgruppen.

So bestand die Hoffnung, durch Hemmung der CA die Bindung des Tracers an die Estron-
sulfatase zu fordern. Dazu wurden in einem In-vitro-Assay mit gereinigten Enzymen ver-
schiedene Hemmstoffe geprift. Azetazolamid ist der stérkste CA-Inhibitor, die Substanz ist
unter dem Namen Diamox® ein zugelassenes Therapeutikum. Azetazolamid hat keinen hem-
menden Einflu auf die Estronsulfatase. Durch In-vitro-Autoradiographie, Inkubationen an
humanen Tumorzellen und Tierversuchen mit Wistar-Ratten wurde die Eignung von Azeta-
zolamid als CA-Hemmer bestétigt. Auf dieser Grundlage konnte autoradiographisch die Bin-
dung von FESDS an die Estronsulfatase bei ausgewahlten Organen der Ratte berechnet wer-

den. Zusétzlich wurde die Aufnahme durch humane Tumorzellen bestimmit.

Einen wichtigen Schritt hinsichtlich der Prifung des Target/Nontarget-V erhatnisses machte
die Untersuchung der Tracerverteilung in tumortragenden Nacktmausen aus. Die Tumor/
Muskel-Verhdtnisse betragen 1,39 beim FaDu-Tumor, 2,88 beim MCF-7-Tumor und 7,87
beim HepG2-Tumor. Die beste Aufnahme des Tracers tritt somit im HepG2-Tumor auf, ob-
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wohl die Zellen an sich eine eher geringe Enzymaktivitét aufweisen. Dagegen haben FaDu-
Zellen keine ES-Aktivitdt. Im Homogenat der MCF-7-Tumore wurde nur eine sehr geringe

Enzymaktivitdt gemessen, was mit der geringen Traceraufnahme des Tumors korreliert.

Der letzte Schritt der Priifung von [*®F]FESDS bestand in der Aufnahme von dynamischen
PET-Bildern von Ratte und Ferkel. Es wurde gezeigt, dass durch Azetazolamid die Radio-
aktivitat im Blut sehr schnell abnimmt, wodurch das Ausscheidungsorgan Leber dargestellt
wird. Im Hirn des Ferkels konnten nur die grof3en Blutgefél3e dargestellt werden.
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5 Diskussion

Die Darstellung von Tumoren unter Einsatz von der Positronen-Emissions-Tomographie und
dem Glucose-Derivat 2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-Glucose (FDG) hat in der nuklearmedizini-
schen Diagnostik einen hohen Stellenwert (Conti et al., 1996). Mit FDG kdnnen eine Viel zahl
von somatischen Tumoren diagnostiziert werden, wie z.B. Lungen-, Pankreas- und Schilddri-
senkarzinome (Bar-Shalom et al., 2000). Die Anwendung von FDG fur die Tumordiagnostik
hat jedoch Grenzen, da Spezifitét und Sensitivitét von FDG fir einige Tumorarten, wie z.B.
Mammakarzinom, maligne Melanome und Ovarkarzinom, zu gering ist. Des weiteren ist die
FDG-Aufnahme von Faktoren wie der mitotischen Aktivitat und Wachstumsrate, der Infil-
tration mit Entztindungszellen nach erfolgreicher Therapie sowie der Clusterung des Tumors
mit Normalzellen bzw. pramalignen Zellen abhéngig (Pauwels et al., 1998). Aus diesem
Grund werden Tracer entwickelt, die es gestatten sollen, selektiv tumorspezifische physiolo-
gische Prozesse durch radioaktiv markierte Aminosauren, Peptide und Steroide darzustellen
(Hustinx und Alavi, 1999; Varagnolo et al., 2000).

Ein neuartiger Ansatz fir einen PET-Tracer ist durch die Verwendung des Steroides 16a-
Fluorestradiol-3,17b-disulfamat (FESDS), das ein starker Inhibitor des Enzyms Estronsulfa-
tase ist (Kasch et al., 1998), gegeben. Die Expression der Estronsulfatase ist in Brustkrebs-
gewebe im Vergleich zu gesundem Brustgewebe signifikant erhoht (Santen et al., 1986).
AulRerdem wird die Estronsulfatase sowohl von Estradiolrezeptor-positiven als auch —negati-
ven Tumoren exprimiert (Santner et al., 1984; Evans et al., 1994). ®F-markiertes FESDS
wurde deshalb von Romer et al. (2000) als Radiotracer-Kandidat zur Darstellung dieses
Enzyms in Mammakarzinomen vorgeschlagen. Die Synthese der Substanz wurde soweit opti-
miert, dass in einer Zeit von 90 min bis zu 10 GBq [*®F]FESDS mit einer spezifischen
Aktivitét von bis zu 440 GBg/umol hergestellt werden konnten (Romer et al., 2001). Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, die Eignung von 16a-[*®F]Fluorestradiol-3,17b-disulfamat fur die
Positronen-Emissions-Tomographie untersuchen. Dabei werden die in der Einleitung aufge-
fuhrten Kriterien der Radiotracerbewertung von Eckelman und Gibson (1993) herangezogen.
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5.1 Vorkommen der Estronsulfatase

Ein wichtiger Schritt fur die Evaluierung eines PET-Tracers ist die Wahl eines geeigneten
Targets. Fur onkologische Fragestellungen wird das Enzym Estronsulfatase als geeignet er-
achtet; es soll mit dem neuartigen Tracer 16a-[**F]Fluorestradiol-3,17b-disulfamat dargestellt
werden. Im Vorfeld ist es nétig, das Vorkommen der Estronsulfatase in Organen und Zellen

nachzuwei sen.

5.1.1 Vorkommen der Estronsulfatase in verschiedenen Organen und Tumorzellen

Die Estronsulfatase (ES; EC 3.1.6.2) ist ein Enzym, das in den meisten Wirbeltieren vor-
kommt; sie wurde jedoch auch in Mikroorganismen wie Aspergillus oryzae und Pseudomonas
aeruginosa sowie in der Weinbergschnecke (Helix pomatia) nachgewiesen (Daniel, 1985).
Organe mit ES-Expression sind z.B. Plazenta, Leber, Niere, Hirn und Milz. Das Enzym der
Saugetiere ist in der Zelle vorwiegend an Membranen gebunden und kommt hauptséchlich in
Mikrosomen, aber auch in Mitochondrien und im Zellkern vor.

Expression der Estronsul fatase

Zum Nachweis der mRNA des Enzyms Estronsulfatase in Rattenorganen und Tumorzellen
wurde eine RT-PCR durchgefihrt. Anhand der bekannten Sequenz der cDNA, einer zur
MRNA komplementdren DNA, von Estronsulfatase der Ratte (Li et al., 1996) wurde mit der
Software Oligo ein passendes Primerpaar ausgewdahlt. Das Primerpaar fir die mRNA der
humanen ES ist bereits aus einer Arbeit von Pasqualini et al. (1994) bekannt.

Bei alen in dieser Arbeit untersuchten Organen der Ratte (Herz, Muskel, Lunge, Darm,
Pankreas, Milz, Niere, Nebenniere, Leber, Ovar, Uterus, Fett) wurden PCR-Transkripte einer
Lange von 347 bp identifiziert. Das bedeutet, dass die Estronsulfatase in diesen Geweben
exprimiert ist. Die ES wird auch bei den humanen Tumorzellen HepG2 (Hepatozellulares
Karzinom), MCF-7 (Mammakarzinom) und T-47D (Mammakarzinom, pleurale Effusion) ex-

primiert, nicht jedoch bei den FaDu-Zellen (Plattenepithelkarzinom, Pharynx).

Die Ergebnisse werden durch Angaben anderer Autoren bestétigt. Grompe et al. (1992) wies
die RNA von ES in der Leber von Maus und Mensch sowie in humaner Niere, Intestinum,

Herz, Muskel und Hirn nach. Compagnone et al. (1997) konnte durch In-situ-Hybridisierung
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die MRNA der ES in Leber, Milz, Hirn und Intestinum der embryonalen Maus nachwei sen.
Das Vorkommen der cDNA der ES wurde von Li et al. (1996) in Rattenleber und -niere
nachgewiesen. In den humanen Brustkrebszellen MCF-7 und T-47D-Zellen ist mMRNA der ES
enthalten (Pasqualini et al., 1994; Newman et al., 2000). Es gibt keine Arbeiten, die ein
Vorkommen von mRNA der ES in den HepG2- und FaDu-Zellen bestétigen. Die ES kommt
aber in der gesunden humanen Leber vor (Huang et al., 1997).

Bestimmung der Estronsulfatase-Aktivitét in Rattenorganen

Da die mRNA der Estronsulfatase in allen untersuchten Rattenorganen vorhanden ist, wurde
die Enzymaktivitét quantitativ bestimmt. Diese Bestimmung ist insofern wichtig, da Aussagen
getroffen werden missen, welches Target/Nontarget-Verhdltnis zu erwarten ist. Die Bestim-
mung der ES-Aktivitdt erfolgte nach einem Assay von Reed und Ohno (1976), mit dem der
Umsatz von [*H] Estronsulfat bei 37°C gemessen wird. Die Organe Uterus, Ovar und Neben-
niere haben sehr hohe ES-Aktivitéten (349, 417 bzw. 211 pmol/mg Protein/min), aber auch
das Fettgewebe weist mit 281 pmol/mg Protein/min einen sehr hohen Substratumsatz auf.
Organe mit geringer ES-Aktivitét sind z.B. Niere und Milz (22 und 36 pmol/mg Protein/min).

Tabelle 5-1: Enzymaktivitdten der Estronsulfatase [pmol/mg Protein/min] in
Organen von weiblichen Versuchstieren und der Frau, Literaturangaben und eige-

ne Daten.

Organ Maus Ratte  Rhesusaffe  Mensch Eigene Daten
Herz 1,33 0,05-10° 63,3 51,1
Lunge 1,67 035-10% 4317 93,6
L eber 0,83 800 034-10° 2650 92,8
Intestinum 0,67 0,30-10°  226,7 63,1
Milz 0,50 567 0,76-10° 2767 35,6
Pankreas 0,92 2433 48,1
Nebenniere 3,42 442 .10° 1933 211,4
Niere 0,50 4917  059-10° 2733 21,9
Ovar 2,71 1283 0,24-10° 349,1
Uterus 0,75 700 047.10° 307 465
Fett 1,08 0,07 -10° 281,0

Literatur: Milewich et al. (1984; Maus; Angabe in pmol/mg Gewebe/min), Zuckerman
und Hagerman (1969; Ratte), Martel et al. (1994; Rhesusaffe), Munroe und Chang (1987;
Mensch)

Die eigenen Daten bzgl. der ES-Aktivitét in Rattenorganen korrelieren sehr gut (r = 0,91) mit
den von Milewich et al. (1984) an Mé&usen bestimmten ES-Aktivitéten. Ovar und Uterus wur-
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den in diese Korrelation nicht einbezogen. Der Grund dafiir ist, dass die Mause von Milewich
bereits 5 Monate alt und damit geschlechtsreif waren; die fir die vorliegende Arbeit verwen-
deten Tiere waren lediglich 6 Wochen alt und noch nicht geschlechtsreif. Der Autor setzte
ebenso eine Substratkonzentration (15 uM) im Bereich des K -Wertes der ES und Préparatio-
nen des gesamten Gewebes ein. Er zeigte aul3erdem, dass unter Verwendung elner geringeren
Substratkonzentration (0,19 uM) wesentlich niedrigere Enzymaktivitdten gemessen werden
(Ovar: 0,02 pmol/mg/min bei 0,19 uM E;S gegeniiber 2,5 pmol/mg/min bei 15 uM E;S).

In Tabelle 5-1 ist zu sehen, dass Zuckerman und Hagerman (1969) fur die Niere eine aul3erge-
wohnlich hohe ES-Aktivitét (4917 pmol/mg Protein/min) ermittelten. Die eigenen Daten
weisen fir dieses Organ mit 22 pmol/mg Protein/min den geringsten Substratumsatz aus. Der
Unterschied konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Autoren mit einer Estronsulfat-Kon-
zentration arbeiteten, die mutmaldich weit oberhalb des K -Wertes und damit im Sattigungs-
bereich des Enzyms (150 uM) liegt. Des weiteren verwendeten sie das durch Zentrifugation
(600 g) entstandene Pellet; die Ratten waren bereits 12—-24 Wochen alt.

Martel et al. (1994) wies die Estronsulfatase in 25 Organen des Rhesusaffen nach, nicht je-
doch in dessen Speicheldriisen. Die Tiere waren zwischen 7 und 11 Jahre alt und die Enzym-
bestimmung wurde mit einer Substratkonzentration (10 nM), die etwa 1000-fach unter dem
Km-Wert liegt, durchgefiihrt. Die hochste ES-Aktivitéat ermittelte der Autor mit 4,42 fmol/mg
Protein/min in der weiblichen Nebenniere des Rhesusaffen, was der 10-fachen Enzymaktivitét
der mannlichen Nebenniere entspricht. Es wurde keine Korrelation der ES-Aktivitéten zwi-
schen weiblichen Rhesusaffen und denen der Ratte gefunden, was méglicherweise auf die
Alters- und Speziesunterschiede zurtickzufihren ist.

Auch die von Munroe und Chang (1987) berechneten ES-Aktivitéten von Zentrifugat-Uber-
sténden (105.000 g) humaner Organproben korrelieren nicht mit den eigenen Daten, da eine
zu hohe Substratkonzentration (100 uM) eingesetzt wurde. Der Autor zeigte in den Organen
von Frauen im Gegensatz zu denen von Mannern eine leicht erhdhte ES-Aktivitét, die in
Herzmuskel, Gonaden und Niere signifikant hoher ist. Fir die Ubrigen Organe besteht keine
Signifikanz.

Aus dem Vergleich der unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der Enzymaktivitét in
den Organen |&3t sich ableiten, dass es wichtig ist, die Substratkonzentration im K-Bereich
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des Enzyms zu wahlen und Homogenate des Gewebes zu verwenden. Die eigenen Daten
korrelieren mit den Ergebnissen von Milewich et al. (1984), was auf die Zuverlassigkeit der
eigenen eingesetzten Methode schlief3en l&sst.

Die Expression und hohe Enzymaktivitédt der ES im Fettgewebe ist im Ubrigen fur die
Brustkrebstherapie bzw. —prévention von Bedeutung; ein hoher Anteil von Korperfett gilt als
Risikofaktor. Das Fettgewebe hat aufgrund seiner hohen ES-Aktivitét ein grof3es Potential,
Estrogene zu produzieren. Gelingt es, durch Bewegung und Erndhrungsumstellung den
Korperfett-Anteil zu reduzieren, so wirden weniger tumorwachstums-férdernde Estrogene
produziert. Dies ist um so wichtiger, da auch die Aromatase, die Androstendiol zu Estradiol
umsetzt, im Fettgewebe vorkommt (Cohen, 2001). Somit wirde man durch Reduktion des
Korperfetts den Anteill zweier Enzyme, die Estrogene freisetzen und das Tumorwachstum

fordern, vermindern.

Bestimmung der Estronsulfatase-Aktivitat in humanen Tumorzellen

In den T-47D-Zellen (Metastase des Mammakarzinoms) wurde mit 5,1 pmol/mg Protein/min
die hochste Enzymaktivitét gemessen, die 2,4-fach hoher ist als die der MCF-7-Zellen (Mam-
makarzinom). In Tabelle 5-2 ist zu sehen, dass Pasqualini et al. (1994) ebenso in den Homo-
genaten von T-47D-Zellen hohere ES-Aktivitaten asin den MCF-7-Zellen bestimmten. Diese
Enzymaktivitaten sind jedoch viel hoher a's die eigenen Daten. Das kdnnte darauf zurtickzu-
fUhren sein, dass die Zellen verschiedene Nahrmedien erhielten. Die Zellen, die fur die vorlie-
gende Arbeit verwendet wurden, wuchsen in RPMI-N&hrmedium wie es von der DSMZ in
Heidelberg vorgeschlagen wurde, die von Pasqualini in MEM-Nahrmedium. Ein weiterer
Unterschied besteht darin, dass das RPMI-Medium ein mit Aktivkohle gestripptes Serum und
5 nM Estradiol enthielt, um zu gewéhrleisten, dass eine physiologische Estradiol-Konzen-
tration vorliegt. Das MEM-Medium von Pasgualini enthielt dagegen ungestripptes Serum
ohne Estradiolzusatz. Es ist moglich, dass die verschiedenen Medienbestandteile die Aktivitat
der ES in unterschiedlichem Mal3e stimulierten.

Pasqualini et al. (1996) konnten bei konfluenten im Gegensatz zu homogenisierten hormon-
unabhangigen Zellen fast keinen Umsatz des Substrates Estronsulfat und damit keine Estron-
sulfatase-Aktivitét messen. Die ES-Aktivitdt der hormonunabhéngigen Zellen MDA-MB-231
wird erst nach Homogenisierung messbar. In dieser Arbeit sollte jedoch ein Tumormodell auf

Nacktmausen etabliert werden, das eine Assoziation intakter Zellen darstellt. Dafur wéren die
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hormonunabhéngigen Zellen mit ihrer geringen ES-Aktivitét nicht geeignet. Daher wurden
die hormonabhangigen Brustkrebs-Zelllinien MCF-7 und T-47D gewahlt. Ein weiterer Vortell
bei der Verwendung dieser beiden Zelllinien liegt darin, dass die Zellen unterschiedliche ES-
Aktivitdten aufweisen. Die MCF-7-Zellen wurden von einem Primartumor und die T-47D-

Zellen von einer Metastase isoliert.

Tabelle 5-2: Aktivitéten der Estronsulfatase in humanen Zellen, Literaturangaben und eigene Daten.

Zdllinie Herkunft Enzymaktivitst —  Aytor
[pmol/mg Protein/min]
MCF-7 Mammakarzinom, 19 pmol/mg/min Evanset al. (1993)
hormonabhangig, 140 James et al. (2001)
Primértumor 87 Pasqualini et al. (1994)
2,1 eigene Daten
T-47D Mammakarzinom, 80 pmol/mg/min Evanset al. (1993)
hormonabhangig, 878 Pasqualini et al. (1994)
Metastase 51 eigene Daten
MDA-MB-231  Mammakarzinom, 27 pmol/mg/min Evanset al. (1993)
hormonunabhangig 322 Pasqualini et al. (1994)
MDA-MB-436 ~ Mammakarzinom, 140 Pasgualini et al. (1994)
hormonunabhangig
ZR-75-1 Mammakarzinom, 56 pmol/mg/min Evanset al. (1993)
hormonabhangig
HBL 100 Brustzellen 10 pmol/mg/min Evanset al. (1993)

Nach den von Evans et al. (1993) vertffentlichten Daten haben Tumorzellen eine 2-8-fach
hohere ES-Aktivitédt im Vergleich zur Nicht-Tumor-Zelllinie HBL 100. Dies entspricht den
Angaben von Pasqualini et al. (1997) und Utsumi et al. (2000), die eine signifikant hthere
ES-Expression in malignem im Gegensatz zu nichtmalignem Brustgewebe bestimmiten.

Die Enzymaktivitaten der in dieser Arbeit verwendeten Zellen weisen im Vergleich zu denen
der Rattenorgane eine sehr geringe Enzymaktivitat auf. Das deutet darauf hin, dassin vivo das
Target/Nontarget-Verhdtnis zwischen Tumor und gesundem Gewebe zu gering und dadurch
der Tumor nicht darstellbar sein wird. Es bestand jedoch die Hoffnung, dass die Enzymakti-
vitét in vivo hoher ist und dass damit das Target/Nontarget-Verhdltnis verbessert wirde. Die
ES-Aktivita wird z.B. durch Interleukin-6 und Tumor-Nekrosis-Faktor erhdht (Purohit et al.,
1996; Newman et al., 2000). Auch bestehen im Tumor Interaktionen zwischen verschiedenen
Zellen wie z.B. Epithelzellen, Stromazellen, Makrophagen und Lymphocyten (Dickson, 1990;
Valverius et al., 1990). Die Blutgefde, die von dem Tumor neu angelegt werden, bilden
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zusétzliche Wachstumsfaktoren (Weidner, 1998; Folberg et al., 1993). Wenn diese Faktoren
in vivo vorliegen, konnte der Tumor eine hthere ES-Aktivitét als das In-vitro-Zellmodell
haben. Es ist somit zu erwarten, dass die Tumorzellen, wenn sie M&usen implantiert sind,
wéahrend ihres Heranwachsens zu einem soliden Tumor auf verschiedene Weise stimuliert
werden und eine héhere ES-Aktivitdt aufweisen. Die von Santner et al. (1984) ermittelten ES-
Aktivitéten in Proben von humanem Brustkrebsgewebe, die zwischen 13 pmol/mg Protein/
min und 2083 pmol/mg Protein/min (Median: 61,5 pmol/mg Protein/min) liegen, deuten da-
rauf hin, dass dies moglich ist. Auch Evans et al. (1994) bestimmten hohe Enzymaktivitaten
in Brustkrebsgewebe: 0—-399 pmol/mg/min (Median: 41 pmol/mg/min). Die ES-Aktivitéten
bezogen auf mg Protein konnen etwa 10-fach hdher angesetzt werden, da erfahrungsgemald

das Feuchtgewicht von Geweben zu ca. 10 % aus Protein besteht.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das Enzym Estronsulfatase in allen untersuchten
Rattenorganen sowie in den humanen Tumorzellen MCF-7, T-47D und HepG2 nachgewiesen
wurde. Die héchsten ES-Aktivitéten wurden in Ovar, Uterus und Fett gemessen. Wenn es ge-
lingt, en Tumormodell zu etablieren, bel dem die ES &hnliche Enzymaktivitdten aufweist wie
in humanen Tumorproben, dann kénnte das Target/Nontarget-Verhaltnis fur eine Darstellung

des Tumors mit der PET ausreichen.

5.1.2 Vorkommen der Estronsulfatase im Hirn

Metastasen des Mammakarzinoms kénnen auch in das Hirn absiedeln (Riede und Sterry,
1995). Um die Metastasen (Target) dort aufzufinden, ist es wichtig zu wissen, wie stark die

Estronsulfatase im Hirn (Nontarget) exprimiert ist.

Einleitend seien einige Bemerkungen zur Rolle der ES im Hirn gemacht. Sie ist daran betei-
ligt, dass Neurosteroide unabhéngig von den Gonaden und der Nebenniere durch Biosynthese
im Hirn de novo hergestellt werden konnen (Baulieu, 1997). Neurosteroide haben im Gegen-
satz zu den Steroiden des Korpers keine vorrangig transkriptionale Aktivitét. Sie modulieren
die Neurotransmission durch spezifische, positiv allosterische Interaktion mit der Steroid-
Erkennungsseite am GABA a-Rezeptor-1onen-Kanal-Komplex und inhibieren spannungsab-
hangige Ca’*-Stréme sowie N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)—Rezeptorfunktionen (Gasior et
al., 1999). Es wird vermutet, dass die ES eine regulatorische Rolle bel der Hirnentwicklung

spielt (Purinton et al., 1999) und im adulten Hirn den Aktivitdtsmodus von Neurosteroiden
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reguliert (Le Roy et al., 1999). Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), ein Substrat der ES,
steigert die cholinerge Neurotransmission im Hippocampus und férdert Gedachtnisleistungen
(Rhodes et al., 1996; Flood et al., 1992). Die ES regelt im embryonalen Hirn wahrend der
Neocortex-Organisation das Verhdtnis zwischen DHEA und DHEAS und kontrolliert damit
bei den cortex-thalamischen Nervenfasern das Wachstum der Axone gegentiber dem der Den-

driten (Compagnone und Mellon, 1998).

Daten von pré&klinischen und klinischen Studien weisen auf die potentielle Wirksamkeit von
neuroaktiven Steroiden bel der Therapie von Epilepsie, Angst, Schlaflosigkeit, Migrane und
Drogenabhangigkeit hin. Bei Epilepsie wurde bisher durch Medikamente weder eine adaquate
Kontrolle tber die epileptischen Anfélle noch eine Pravention vor der Entwicklung progressi-
ver epileptischer Verdnderungen im Menschen erreicht (McNamara et al., 1999; Shinnar und
Berg, 1996). Auch fur Angst gibt es kein pharmakologisches Management. Der Erforschung
der Expression und Aktivitéat der ES im Hirn, die an der Bereitstellung von Steroidhormonen

beteiligt ist, hat daher neben den onkol ogischen Fragestellungen eine grofe Bedeutung.

Expression der Estronsulfatase im Rattenhirn

Der Nachwels des Vorkommens von Estronsulfatase im Rattenhirn erfolgte mit RT-PCR, wie
bereits an den Ubrigen Rattenorganen und Tumorzellen durchgefiihrt. Die mRNA der Estron-
sulfatase konnte in allen untersuchten Hirnregionen nachgewiesen werden: Cortex, Cere-
bellum, Colliculi inferiores, Colliculi superiores, Mesencephalon, Thalamus, Striatum, Hippo-
campus, Corpus callosum, Pons, Hypophyse. Das stimmt mit den Ergebnissen von Compag-
none et al. (1997) uberein, die MRNA der ES im embryonalen Maushirn (Cortex, Nachhirn,
Thalamus) sowie im adulten Rattenhirn (Cortex, Thalamus, Nachhirn, Cerebellum) nach-

wiesen.

Bestimmung der Estronsulfatase-Aktivitat im Rattenhirn

Fur eine Erkennung von Metastasen des Mammakarzinoms im Gehirn ist die Kenntnis Uber
das zu erwartende Target/Nontarget-Verhdtnis wichtig. Von allen Hirnregionen, in denen die
MRNA der ES nachgewiesen wurde, erfolgte eine Bestimmung der Enzymaktivitét. Die
méannliche Hypophyse hat mit 2670 pmol/mg Protein/min eine besonders hohe ES-Aktivitét,
die 13,6-fach hoher als die der weiblichen Hypophyse ist. Des weiteren wurden in Hippocam-
pus, Corpus callosum und Mesencephalon hohe ES-Aktivitdten (311-372 pmol/mg Protein/

min) ermittelt.
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Die in dieser Arbeit gemessene aul3erordentlich hohe Enzymaktivitét in der méannlichen
Hypophyse wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Nelson et al. (1983) fand fir 6
Wochen alte Mause, dass es im Hirn keine Geschlechtsunterschiede fiir die ES-Aktivitét gibt.
Lakshmi und Balasubramanian (1981) zeigten, dass die ES-Aktivitdt der mannlichen
Hypophyse des Primaten Macaca radiata 4-fach hoher ist als die der weiblichen Hypophyse.
Von Hobkirk et al. (1987) wurde fir Ratte und Meerschwein kein signifikanter Unterschied
zwischen den ES-Aktivitéten der mannlichen und weiblichen Hypophyse gemessen. Das ist
maoglicherweise darauf zurlickzufthren, dass der Autor mit dem bei 750 g zentrifugiertem
Pellet arbeitete, in der vorliegenden Arbeit wurde Organhomogenat eingesetzt. Die ES ist
vorrangig in Mikrosomen enthalten, die nach Zentrifugation eher im Uberstand und weniger
im Pellet enthalten sind (Maclndoe, 1988; Park et al., 1997). Auf3erdem sind die in der vor-
liegenden Arbeit verwendeten Tiere 6 Wochen und die von Hobkirk 1-4 Wochen at. Der
Autor zeigte, dass die ES-Aktivitéat des Hirnes mit dem Alter steigt.

Fur die Ubrigen Hirnregionen stimmen die ermittelten Enzymaktivitdten gut mit denen
anderer Studien Uberein. Die von Ilwamori et al. (1976) ermittelte ES-Aktivitét im Hirn von 4
Wochen alten Ratten betragt 247 pmol/mg Protein/min, der K-Wert betragt 32 uM. Die von
Perumal und Robins (1973) publizierten Werte des Humanhirnes (6,7-231 pmol/mg Protein/
min) liegen im Bereich derer des Rattenhirnes, wobei die regionale Differenz sehr grof3 ist.
Das Verhéltnis Hippocampus/Cerebellum betrégt fir den Menschen 2 und fir die Ratte 10;
das Verhdltnis Thalamus/Hippocampus betragt 2 fur den Menschen und 0,4 fir die Ratte. Eto
et al. (1974) fanden bezliglich der ES-Aktivitét zwischen der well3en und der grauen Substanz
des humanen Hirnes keine signifikanten Unterschiede. Die eigenen Daten zeigen fur das
Corpus calosum (weil3e Substanz) eine 7,4-fach hthere ES-Aktivitét as im Cortex (graue
Substanz) auf.

Grundsétzlich scheint die ES-Aktivitét im hinteren Teil des Hirnes, der auch Mittelhirn,
Thalamus und Cerebellum einschlief3t, hdher zu sein as im vorderem Hirntell (Kishimoto und
Sostek, 1972; Perumal und Robins, 1973; Lakshmi und Balasubramanian, 1981; Kawano und
Aikawa, 1987). Interessanterweise stimmt diese Verteilung mit dem Vorkommen von Dehy-
droepiandrosteronsulfat (DHEAS), einem wichtigen Substrat der ES, Uberein (Corpechot et
al., 1981). Kawano und Aikawa (1987) untersuchten die Vertellung der ES nicht nur bioche-
misch, sondern auch histochemisch und fanden eine gute Ubereinstimmung beider Methoden.
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Compagnone et al. (1997) nutzten die In-situ-Hybridisierung und ermittelten eine Verteilung,

die eng mit dem Ubereinstimmt, was mit dem biochemischen Assay gemessen wurde.

Schlu¥folgernd fur diesen Abschnitt ist festzustellen, dass die mRNA des Enzyms Estronsul -
fatase in alen untersuchten Hirnregionen der Ratte vorkommt. Hohe Enzymaktivitdten wur-
den in Hypophyse, Hippocampus, Corpus callosum und Mesencephalon bestimmt. Prinzipiell
erscheint es moglich, durch die Darstellung der ES mit [**F]FESDS Brustkrebs-Metastasen im

Hirn nachzuwei sen.

5.2 FESDS- ein Inhibitor der Estronsulfatase

Die Bindung von [*®F]FESDS sollte in vivo auf ihre Hemmbarkeit durch FESDS gepriift
werden. Dieser Nachwels ist grundsétzlich nur moglich, wenn sich die Inhibition bereits in
vitro zeigen 183. Daher wurde gepriift, ob und wie stark FESDS die Estronsulfatase sowohl in

Z€ll- as auch in Organhomogenaten hemmt.

Verschiedene Hemmstoffe der Estronsulfatase sind aus der Literatur bekannt, wobei die wich-
tigsten in Tabelle 5-3 aufgefiihrt sind. Die Substanzen wurden von den Autoren in Hinblick
auf eine onkogene Therapie bzw. as Kontrazeptivum entwickelt. Estron-3-O-sulfamat
(EMATE) war der erste starke irreversible Hemmer der Estronsulfatase. Es folgten nicht-
steroidale Verbindungen, die keine estrogenen Wirkungen haben (Purohit et al., 2000 und
2001; Malini et al., 2000). Eine andere Herangehensweise bei der Suche nach geeigneten ES-
Inhibitoren war die Synthese steroidaler Estradiol-Analoga. Dabei ist 16a-Fluorestradiol-
3,173-disulfamat (FESDS) mit einem |Cso-Wert von 25 nM der stérkste der von Kasch et al.
(1999) synthetisierten Inhibitoren der ES. Die Verbindung ist nicht toxisch und wirkt nicht
estrogen; die Hemmung der ESist reversibel. Toxizitét und Estrogenitét sind im tbrigen uner-
heblich, wenn man die Substanz als PET-Tracer anwenden mochte. Bei PET-Untersuchungen
werden in der Regel so geringe Stoffmengen eingesetzt, dass deren Konzentrationen im Blut
im picomolaren Bereich liegen und pharmakologische Wirkungen ausgeschlossen werden

kdnnen.

Von Chu et al. (1999) wurde sulfamatiertes Tamoxifen synthetisiert, das eine schwach hem-
mende Wirkung auf die Estronsulfatase hat. Tamoxifen® selbst hemmt die ES nicht (Evans et
al., 1991), esist vorrangig ein Antagonist des Estradiolrezeptors.
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Tabelle 5-3: Estronsulfatase-Inhibitoren, die von verschiedenen Arbeitsgruppen entwickelt wurden.

Substanz 1Cs0 [NM] Literatur
Estron-3-O-sulfamat (EMATE) 80 Reed et al. (1994)
Androstendiol-3-Sulfat 2000 Reed et al. (1994)
Coumarin-7-O-Sulfamat 78 % Inh. bei 10 uM  Woo et al. (1996)
4-Methylcoumarin-7-O-sulfamat (COUMATE) 380 Woo et al. (1996)
665 COUMATE 200 Purohit et al. (2001)
666 COUMATE 70 Purohit et al. (2001)
667 COUMATE 8 Purohit et al. (2000),
Woo et al. (2000)
6610COUMATE 1 Malini et al. (2000)
3,4-Dimethylcoumarin-3-O-Sulfamat 30 Woo et al. (1998)
Estron-3-Methylthiophosphonat 14600 Duncan et al. (1993)
DHEA-3-O-Methyl phosphonat 4500 Purohit et al. (1994)
Pregnenol on-3-O-M ethyl phosphonat 1400 Purochit et al. (1994)
Fluorestradiol-3-Monosulfamat (FESMS) 80 Kasch et al. (1999)
Fluorestradiol-17-M onosulfamat 2500 Kasch et al. (1999)
Fluorestradiol-3,17-Disulfamat (FESDYS) 25 Kasch et al. (1999)
Bromestradiol-3,17-Disulfamat 20 Kasch et al. (1999)
4-Hydroxytamoxifensulfamat 35900 Chu et al. (1999)
Quercetin < 10000 Huang et al. (1997)
Naringenin 70 % Inh. bei 100 uM  Huang et al. (1997)
Danazol 46 % Inh. bel 10 uM  Yamamoto et al. (1993)

Es gibt auch Naturstoffe, die das Enzym Estronsulfatase hemmen: Quercetin und Naringenin
(Huang et al., 1997). Quercetin (5,7,3,4 -Hydroxyflavanol) und Naringenin (4',5,7-Tri-
hydroxyflavanon) sind Flavonoide und kommen in Pflanzen vor, besonders in Gemuise und
Obst (Hertog et al., 1996). Quercetin ist in 56 % der von Sawin und Bathe-Smith (1962)
untersuchten Bléatter hoherer Pflanzen enthalten. Die Flavonoide hemmen neben der ES auch
die Aromatase (Kellisund Vickery, 1984; Wang et al., 1994).

Danazol ist ein synthetisches Derivat des Testosteron und der erste ES-Inhibitor, der zur Be-
handlung von Endometrium-Karzinomen eingesetzt wurde (Jasonni et al., 1986). Es blockiert
signifikant die Umwandlung von [*H]Estronsulfat zu Estradiol in verschiedenen Brustkrebs-
Zdllinien, ist aber nur ein schwacher ES-Inhibitor (Nguyen et al., 1993). Danazol hemmt
jedoch zusétzlich die Aromatase (Urabe et al., 1989). Das ist fur therapeutische Ansétze sehr
gut geeignet, da gleichzeitig die fur die Hormonsynthese wichtigen Enzyme ES und Aromata

se blockiert werden.
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FESDS  ~ | A :

H,N-SO,-0

Naringin Quercetin OH

OH

HO OH

Abb. 5-1: Strukturformeln der eingesetzten Estronsulfatase-1nhibitoren

Von den bekannten ES-Inhibitoren wurden 4 verfligbare Substanzen ausgewéhlt: FESDS,
Naringin, Quercetin und Danazol (Abb. 5-1). Anstatt des von Huang et al. (1997) vorgeschla-
genen Naringenin wurde Naringin (Naringenin-7-Rhamnosidoglucosid) verwendet, da auch
die Flavon-Glycoside enzyminhibitorisch wirken (Teuscher und Lindequist, 1994). Die Hem-
mung der Estronsulfatase durch die eingesetzten Inhibitoren (10 uM) wurde an Homogenaten
von Rattenorganen und -hirnregionen untersucht. Die stéarkste Hemmung ist entsprechend den
in Tabelle 5-3 aufgefuhrten 1Cso-Werten durch FESDS zu verzeichnen. FESDS hemmt die
Estronsulfatase am stérksten in Pankreas und Leber (99 % bzw. 84 %) sowie im Cerebellum
und Pons (52 % bzw. 51 %).

Die Inhibition der ES in den Organhomogenaten durch Naringin ist sehr gering, die durch
Quercetin ist zumindest in der Niere signifikant. Dies stimmt mit den von Huang et al. (1997)
publizierten Daten Uberein; der Autor ermittelte ebenso durch Quercetin eine starkere ES-
Hemmung. Im Cerebellum erfolgt eine 14%ige Inhibition durch Naringin und eine 38%ige
Inhibition durch Quercetin. Bemerkenswert ist beim Darm die vergleichsweise starke ES-
Inhibition durch die Flavonoide (Quercetin 18 %), die grof3er als die durch FESDS (6 %) ist.
Es wére moglich, dass die ES der im Darm enthaltenen Bakterien (Van Eldere et al., 1988)
besonders empfindlich auf die Flavonoide reagiert. Aber von Huijghebeart et al. (1984) wird
berichtet, dass in dem hier verwendeten Darmabschnitt (oberer Dinndarm) die mikrobielle
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ES-Aktivitdt marginal ist. Eher ist ein zusétzlicher Mechanismus in Betracht zu ziehen, der
fur die Inhibition eine Rolle spielt. Dies kénnte eine Methylierung durch die Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) sein, da die Catecholstruktur des Quercetin ein sehr guter Akzep-
tor von Methylgruppen ist (Zhu et al., 1994). Somit konnten die Flavonoide mit der COMT
methyliert und damit fir die ES-Hemmung aktiviert werden (Boulton et al., 1999). Die Akti-
vitdten der COMT sind in den Organen der Ratte unterschiedlich hoch. Karhunen et al. (1994)
fanden mit immunhistochemischer Farbung eine besonders hohe COMT-Expression in Leber
und Niere, Hypophyse, cerebralen Ventrikeln und Choroidplexus des Hirnes sowie im Darm.
Moglicherweise ist die COMT des Darmes der Schltissel zur starken Hemmung durch die Fla
vonoide. Fir Naringin ist es auf3erdem notwendig, dass die glycosidische Bindung gespalten

wird, da erst dann eine Aktivierung der Substanz erfolgt (Teuscher und Lindequist, 1994).

Auch die Prifung der Affinitdtskonstante des Substrates der Estronsulfatase ist fir eine um-
fassende Charakterisierung von [®F]FESDS als potentiellen PET-Tracer notwendig. Dazu
wurde das Organ mit der hochsten Enzymaktivitét herangezogen: die mannliche Rattenhypo-
physe. Der |Cso-Wert der Hemmung durch Estronsulfat betrégt 29 uM. Vaccaro et al. (1987)
ermittelte fur Estronsulfat an Mikrosomen humaner Plazenta eine |nhibitionskonstante von
40 uM. Diese Ubereinstimmung trotz der unterschiedlichen Proben (Homogenat bzw. Mikro-
somen) und des Speziesunterschiedes (Ratten bzw. Mensch) ist sehr gut. Das wird als Hin-
weis auf die Zuverlassigkeit der mit dem ES-Assay durchgefiihrten Bestimmungen gewertet.

Danazol ist im Vergleich zu Naringin und Quercetin in den Homogenaten humaner Tumor-
zellen der stérkste ES-Inhibitor; die |Cso-Werte betragen an den MCF-7-, T-47D und HepG2-
Zellen um 75 pM. Die Hemmung mit 10 uM Danazol betrégt 46 % bei den MCF-7-Zellen
und 27 % bel den T-47D-Zellen, was sehr gut mit Literaturdaten tbereinstimmt. Nguyen et al.
(1993) ermittelte, dass 10 UM Danazol die ES bel den MCF-7-Zellen zu 38 % hemmt und bei
den T-47D-Zellen zu 27 %.

Fur die Flavonoid-Inhibitoren Naringin und Quercetin wurden ebenfalls |Cso-Werte an den
Zellhomogenaten bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die | Cso-Werte von Quercetin bel
alen 3 Zdllinien jeweils niedriger als die von Naringin sind. Dieses Ergebnis stimmt mit dem
der Organhomogenate Uberein, bei denen auch Quercetin stérker als Naringin hemmt. Der fir
Quercetin an Homogenaten der HepG2-Zellen ermittelte |Cso-Wert von 28 pM entspricht in
der GroRenordnung dem von Huang et al. (1997) publiziertem Wert. Ubereinstimmend mit
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den Ergebnissen von Huang et al. (1997) ist die Quercetin-Hemmung der Estronsulfatase in
MCF-7-Zéellenim Vergleich zu der in Leber bzw. HepG2-Zellen gering.

Die ICso-Werte fur Naringin und Quercetin schwanken jeweils sehr stark bei den verschiede-
nen Zelllinien. Das konnte auf eine unterschiedliche COMT-Aktivitét bzw. die unterschied-
liche Spaltung der glycosidischen Bindung des Naringin zurtickzufiihren sein. Boulton et al.
(1999) zeigte fur die HepG2-Zellen eine O-Methylierung des Quercetin durch die COMT auf,
wobel Isorhamnetin gebildet wird. Die Expression von COMT in HepG2-Zellen wird von
Bertocci et al. (1991) bestétigt. Bergman-Jungestrom und Wingren (2001) beschrieben die
Expression von COMT in Mammakarzinomen. Interessanterweise kann Quercetin, welches
zu 2-5 % der Nahrung zugesetzt wird, bel Ratten tatséchlich die Entstehung von Brustkrebs
unterbinden (Verma et al., 1988). Das wird auf eine Inhibition der Zellproliferation zurtickge-
fuhrt (Avila et al., 1994). Somit hemmt Quercetin die ES, damit die Freisetzung von Estron
bzw. Estradiol und damit wiederum die Aktivierung der Gentranskription und Zellprolifera-

tion.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass FESDS unter den 4 gepriiften Verbindungen
Naringin, Quercetin, Danazol, FESDS der stdrkste Hemmer der Estronsulfatase ist. Die Fla-
vonoide Naringin und Quercetin inhibieren die ES nur schwach, wobel die Wirkung von
Naringin geringer als die von Quercetin ist. Auch das Substrat der ES, Estronsulfat, hemmt in
hohen Konzentrationen die Enzymaktivitét. Demzufolge ist fUr In-vivo-Versuche zu erwarten,

dass FESDS die Tracerbindung am stérksten hemmt.
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5.3 [“F]FESDS- ein Radiotracer zur Darstellung der Estronsulfatase

In diesem Abschnitt soll diskutiert werden, ob der Radiotracer [*®F]FESDS die Estronsulfa-
tase spezifisch bindet. Die mit dem Enzym-Assay erhaltenen Daten korrelieren sehr gut mit
Literaturangaben, wodurch die Zuverldssigkeit dieser Messungen bestatigt wird. Fur den
Radiotracer [*®F]FESDS sollte gepriift werden, ob er das Vorliegen der Estronsulfatase nach-
weisen kann. Es wurden Methoden der In-vitro-Autoradiographie, Zellinkubation sowie In-
vivo-Bioverteilung an Ratten durchgefiihrt. Durch den Einsatz von ES-Inhibitoren wurde die

Spezifitét der Tracerbindung gepruft.

In-vitro-Autoradiographie

Am Rattenhirn wurde durch In-vitro-Autoradiographie gezeigt, dass die [**F]FESDS-Bindung
mit FESDS hemmbar ist. Diese Hemmung betragt bei Einsatz von 10 uM FESDS 46-84 %.
Auch an FaDu-Tumorschnitten, die keine ES exprimieren, konnte die [**F]FESDS-Bindung
signifikant mit FESDS gehemmt werden. Wurden die ES-Inhibitoren Naringin und Quercetin
eingesetzt, so war weder an Hirn- noch an Leber- und Nierenschnitten eine Hemmung der
Bindung von [**F]FESDS nachweisbar. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass [**F]FESDS
nicht spezifisch an die ES bindet.

Zellinkubation

Konfluente humane Tumorzellen nehmen den Tracer [*®F]FESDS auf. Diese Aufnahme
wurde mit Estronsulfat und FESDS gehemmt. Die Ergebnisse zeigen, dass FESDS mit 1Cso-
Werten um 0,1 uM der stérkere Inhibitor der Traceraufnahme ist; Estronsulfat hemmt mit
einem | Csp-Wert von 1,9 uM. Maclndoe et al.(1988) publizierte einen K;-Wert von 11 uM fur
Estronsulfat an MCF-7-Zell-Homogenaten, der in der gleichen Grofenordnung wie der hier
ermittelte 1Cso-Wert liegt. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Traceraufnahme der MCF-7-
Zellen eine Bindung an die Estronsulfatase darstellt. Es ist jedoch ebenso moglich, dass
Transportprozesse am Zustandekommen der 1Cso-Werte beteiligt sind. Die K-Werte einiger
bekannter Transporter fir Estronsulfat betragen 2,3 uM (Kusuhara et al., 1999) bzw. 1,0 uM
(Chaet al., 2000). Bel FESDS ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass Transportprozesse
eine grofiere Rolle spielen, da der Cso-Wert von FESDS an humaner Estronsulfatase (25 nM;
Kasch et al., 1999) 4-fach geringer as der an konfluenten Zellen ermittelte Wert ist.

Die Versuche an den konfluenten Tumorzellen lassen erste Vermutungen Uber das Verhalten

des Tracers in vivo zu. Es ist zu erwarten, dass [*®F]JFESDS nicht unbedingt in den Organen

85



5 Diskussion

mit hoher ES-Aktivitét besonders stark angereichert wird, sondern unter Umstanden in Orga-

nen mit geringer Enzymaktivitat aber geeigneten Transportern.

In-vivo-Bioverteilung an Ratten

Die Bioverteilung von [*®F]FESDS wurde an Wistar-Ratten untersucht. Ziel war die Priifung
des Tracers auf seine Eignung fur die Positronen-Emissions-Tomographie. Aul3erdem wurde
die Tracerbindung in vivo mit FESDS gehemmt. In einer ersten Versuchsreihe sollte die
Bioverteilung in Wistar-Ratten bei einer Uberlebenszeit von 5 und 60 min untersucht werden.
Der Tracer [**F]FESDS wurde zu einem sehr hohen Anteil im Blut gebunden (15,95 % D/g
bei 5 min p.i.). Dasist ein Nachteil fir PET-Untersuchungen, da eine derart hohe Nontarget-
Bindung den Nachweis des Tumors mit der PET nicht erlaubt. 60 min p.i. ist die Radioaktivi-
tét im Blut und in den meisten Organen im Vergleich zu 5 min Uberleben bis zu 45 % gerin-
ger, d.h. es erfolgte eine Clearance des Tracers. Hidalgo Aragones et al. (1996) publizierten,
dass Estron-3-O-Sulfamat (EMATE) be i.v.-Applikation eine biphasische Clearance auf-
weist, wobel die initiale Halbwertszeit 30 min und die zweite Halbwertszeit 4,5 h betragt. Die
Ergebnisse der dynamischen Aktivitdtsverteilung von Ratte und Schwein (Abb. 4-21 und

4-23) zeigen keine Hinweise firr eine biphasische Clearance von [**F]FESDS.

In ES-reichen Organen wie Leber, Ovar, Uterus und Fett wurde 60 min p.i. 25-93 % mehr
Radioaktivitét als 5 min p.i. nachgewiesen, der Tracer wurde also in diesen Organen angerei-
chert. Von Jacquemin et al. (1994) wird berichtet, dass die Rattenleber organische Anionen-
transporter (oatp) aufweist, die [®F]FESDS transportieren konnten. In der Leber sammelte
sich die Aktivitét besonders in den Gallengdngen an, was mit Ex-vivo-Autoradiographie
gezeigt wurde (Abb. 4-19). Es kénnte sich dabei um Metabolite von [*®F]FESDS handeln. In
der GallenflUssigkeit isolierter perfundierter Rattenleber wurden von Roy et al. (1987)
Glucuronide, Sulfoglucuronide, Sulfate und polare Metabolite von Estron nachgewiesen.
Eigene Daten der Metaboliten-Analytik von Plasma und Urin der Ratten zeigen einen Meta-
boliten von [*®F]FESDS. Dessen Identitét wurde nicht gepriift, es konnte sich aber moglicher-

weise um einen der von Roy in der Gallenflissigkeit nachgewiesenen Verbindungen handeln.

Anhand der Ex-vivo-Autoradiographie des Hirnes konnte die In-situ-Verteilung des Tracers
dokumentiert werden. Diese Methode ermdglicht eine Verfeinerung der Bioverteilungs-Da-
ten, da kleinere Hirnregionen erfalt werden kénnen. [**F]FESDS reicherte sich vorwiegend
im Choroidplexus des 3. und 4. Ventrikels an (Abb. 4-18), was vermutlich auf die hohe

86



5 Diskussion

Radioaktivitétskonzentration im Blut zurlckzufihren ist. Obwohl sich die hochste Aktivitét in
stark durchbluteten Hirnregionen anreicherte, wurde sie dennoch nennenswert in ES-reichen
Regionen wie Hippocampus und Mesencephalon gebunden. Die Ergebnisse korrelieren mit
den in Kapitel 4.1.3 gemessenen ES-Aktivitéten (r = 0,67). Damit ist ein wichtiges Kriterium

fUr einen potentiellen PET-Tracer, die In-vitro- / In-vivo-Korrelation, erfillt.

Von Kawano und Aikawa (1987) wurden die héchsten Enzymaktivitéten in den zirkumventri-
kularen Organen wie Epiphyse, Hypophyse, Choroidplexus und medianer Eminenz gemessen.
Purinton et al. (1999) fand die héchste Enzymaktivitdt im Hippocampus des fetalen Schafhir-
nes. Es wird vermutet, dass die Lokalisation von der Estronsulfatase den endokrinen Zentren
Hypothalamus, Hypophyse, K eimdriisen entspricht. Firr die Anreicherung von [**F]FESDSim
Choroidplexus ist allerdings noch ein weiterer Mechanismus in Betracht zu ziehen. Asaba et
al. (2000) beschreibt eine Organische Anionentransporter (oatp2) - vermittelte Aufnahme von
[*H]DHEAS Uber die Blut-Hirn-Schranke in das Rattenhirn (K, = 32,6 uM). Das Vorkom-
men des Oatp 2 im Choroidplexus des Rattenhirnes wird von Noé et al. (1997) bestétigt. Es
ware denkbar, dass [*®*F]FESDS ebenso wie [*H]DHEAS (iber den oatp2 in das Hirn transpor-

tiert wird.

Die In-vivo-Hemmung der Tracerbindung wurde mit FESDS untersucht, um Aussagen zur
Spezifitat der ['®F]JFESDS-Bindung machen zu konnen. Dabei sollte die Hemmung durch
FESDS mit der durch die Flavonoide Naringin und Quercetin verglichen werden. Durch Ein-
satz von 5 mg/kg FESDS lief sich die Bluthindung um 35 % reduzieren, die Flavonoide er-
hohten sie. Weiterhin hemmt FESDS die Traceraufnahme in Hirn, Leber und Milz, erhéht sie
aber in Ovar, Uterus und Fett. Diese Ergebnisse erscheinen widerspriichlich, da alle Organe
ES exprimieren und die Enzymaktivitat durch FESDS gehemmt werden misste. Wie bereits
die Ergebnisse der In-vitro-Autoradiographie vermuten lassen, scheint [**F]FESDS nicht spe-

zifisch an die Estronsulfatase zu binden.

Die ES-Inhibitoren Naringin und Quercetin inhibieren die Tracerbindung in Leber und Milz,
erhohen sie andererseits in Ovar und Uterus, den Organen mit der hochsten ES-Aktivitét. Wie
bereits fur die In-vitro-Daten unter 5.2 diskutiert, spielt hierbei mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch in vivo die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) eine Rolle. Sie kann Naringin und
Quercetin methylieren und dadurch konnte die inhibitorische Aktivitét der Verbindungen akti-

viert werden. Die COMT ist in den Organen unterschiedlich stark exprimiert (Karhunen et al.,
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1994). So ist es moglich, dass Ovar und Uterus keine COMT haben. Inoue und Creveling
(1991) schreiben, dass die COMT-Aktivitdt im Uterus bel nichtschwangeren Ratten sehr
gering ist. Die Leber und Niere wiederum haben hohe COMT-Aktivitdten (Rivett et al., 1983;
Vieira-Coelho und Soares-da-Silva, 1996). Des weiteren wird eine hohe COM T-Expression in
der Niere sowie im Darm, Pankreas, Hypophyse, Nebenniere und Choroidplexus beschrieben
(Karhunen et al., 1994). Erst das O-methylierte Quercetin bzw. Naringin kann die ES hem-

men, nicht das Flavonoid selbst.

Es stellte sich heraus, dass [*®F]FESDS besonders stark im Darm angereichert wird. Von Sim
et al. (1983) wird eine In-vivo-Absorption von Estronsulfat wéhrend der enterohepatischen
Zirkulation durch den Darm beschrieben. Dies konnte auch fir FESDS zutreffen. Aul3erdem
kommen im Darm der Ratte diverse Steroid-3-desulfatierende Bakterien vor, die den Tracer
binden konnten. Solche Bakterien sind z.B. Clostridium und Lactobacillus (Van Eldere et al.,
1988). Nach Huijghebeart et al. (1984) spielen die Bakterien im distalen Darmbereich bei der

Hydrolyse von Steroidsulfaten eine nennenswerte Rolle.

Die In-vivo-Versuche kdnnen in der Weise zusammengefaldt werden, dass die Anreicherung
von [®®F]FESDS mit 10 % D/g im Nontarget Blut gegentiber 0,6 % D/g im Target Uterus sehr
hoch ist. Diese hohe Blutbindung sowie die Struktur von [**F]FESDS deuten darauf hin, dass
die Carboanhydrase (CA) ein zusétzliches Target des Tracers ist. Der urspringliche Ansatz-
punkt war der, mit [*®F]FESDS die Estronsulfatase spezifisch darzustellen. Daher stellt diese
mogliche zusétzliche Bindung an die CA ein Problem dar. Es kénnte jedoch die Méglichkeit
bestehen, die CA selektiv zu hemmen, um dadurch die ES besser darzustellen.

5.4 Die Carboanhydrase - ein zusétzliches diagnostisches Target

Die Bindung von [*®F]FESDS wurde in vitro an verschiedenen Organschnitten gepriift, um
davon Aussagen Uber die mogliche Vertellung in vivo ableiten zu kdnnen. FESDS hemmt an
Gefrierschnitten von Rattenhirn, -niere, -leber und humanen FaDu-Tumoren die Bindung von
['8F]FESDS sehr stark. Betrachtet man die Hemmung am Hirn genauer, fallt auf, dass beson-
ders die Bindung an die weil3e Substanz durch FESDS reduziert wird. Die ES-Inhibitoren
Naringin und Quercetin reduzieren die [**F]FESDS-Bindung nicht. Es konnte jedoch im ES-

Assay gezeigt werden, dass die Enzymaktivitét in den Hirnregionen durch diese Substanzen

88



5 Diskussion

hemmbar ist. Es ist auRerdem verwunderlich, dass am FaDu-Tumor eine Hemmung durch

FESDS auftritt, obwohl dieser Tumor keine ES exprimiert.

Daher wird angenommen, dass ein anderes Target als die Estronsulfatase [**F]FESDS bindet.
Matsumoto et al. (1989) beschreiben die Bindung von Sulfonamiden an Erythrocyten und
deren Komponenten, wobel Carboanhydrase eine hohe Affinitdt zu den Sulfonamiden auf-
weist. FESDS besitzt zwei Sulfonamidgruppen und bindet daher mit hoher Wahrscheinlich-
keit an die CA.

5.4.1 Physiologische Bedeutung der Carboanhydrase

Die Carboanhydrase (Carbonat-Hydrolase, EC 4.2.1.1) ist ein ubiquitares Enzym, das 1933
erstmals von Meldrum und Roughton entdeckt wurde. Das Enzym hat Zink als Zentralatom
und katalysiert die reversible Hydratation von Kohlendioxid: CO, + H,O « HCOs + H". Das
urspringliche CA-Gen ist wahrscheinlich vor 1,5 Billionen Jahren entstanden. In der Evolu-
tion bildeten sich 3 CA-Familien heraus. a-, b- und gCA (Hewett-Emmett und Tashian,
1996). Sie sind nicht miteinander verwandt, es treten keine Sequenzhomologien auf. Die ein-
zelnen Isozyme haben so generelle physiologische Funktionen wie lonen-, Gas- und Flissig-
keitstransport Kalzifikation, Fotosynthese, Respiration, Erhaltung des Saure-Basen-Gleichge-
wichtes. Sie sind aber auch in Prozesse wie z.B. der Bildung von Magensaft, Speichel, cere-
bral-spinaler Flussigkeit, Wasserdruck und der Synthese von Glucose, Harnstoff und Lipiden
beteiligt (Tashian et al., 1990).

In Abb. 5-2 ist zu sehen, dass viele Enzyme mehr oder weniger stark von der Aktivitét der CA
abhangig sind, da sie CO, oder HCOj3 als Substrat benétigen bzw. als Reaktionsprodukt bil-
den (Chegwidden et al., 2000). Biosynthetische Prozesse, die einen Carboxylierungs-Schritt
mit Bikarbonat als Substrat enthalten, sind Gluconeogenese und die Synthese verschiedener
Aminosauren (Pyruvat-Carboxylase), Lipogenese (Pyruvat-Carboxylase, Acetyl-CoA-Carbo-
xylase), Harnstoffbildung (Carbamoylphosphat-Synthetase 1) und Pyrimidin-Synthese (Carb-
amoyl phosphat-Synthetase 11). Es handelt sich dabel um Biotin-abhangige Carboxylasen, die
HCOs; mit Pyruvat oder Acetyl-CoA as Substrat binden, wobei CO, entsteht. Auch die
Carbamoyl phosphat-Synthetase | und Il binden HCO3; neben den Substraten Ammonium
bzw. Glutamin unter Bildung von Carbamyl phosphat.
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Abb. 5-2: Carboxylierungs-Reaktionen in Biosyntheseprozessen, die Bikarbonat als Substrat nutzen.
Es wird angenommen, dass die CA an der Produktion aller Molekile beteiligt ist, die in der obigen
Darstellung mit Grof3ouchstaben geschrieben sind. Diese Prozesse finden in Leber, Niere und Fettge-
webe statt (Quelle: Chegwidden et al., 2000).

Abklrzungen: CA — Carboanhydrase, ACC — Acetyl-CoA-Carboxylase, PC — Pyruvat-Carboxylase,
CPS | — Carbamoylphosphat-Synthetase |, CPS Il — Carbamoylphosphat-Synthetase I1.

Es sind bisher 14 1sozyme der CA bekannt (Hewett-Emmett, 2000), die stark in ihrer Kinetik,
ihrer Empfindlichkeit gegentiber Hemmstoffen, ihrem subzellularem und gewebespezifischem
Vorkommen variieren (Sly und Hu, 1995; Tureci et al., 1998; Opavsky et al., 1996). Von den
meisten CA-lsozymen ist die subzellulare Lokalisation bekannt:

» 4 CA-lsozyme sind cytosolisch (CA 1, 11, 11l und V1)
= CAV ist mitochondrial

= CA IV undV sind membrangebunden

= CA VI wird sekretiert

= CA IX und XII sind Transmembran-Proteine

Die Carboanhydrase ist wie auch die Estronsulfatase ein ubiquitdres Enzym. Von den 14 be-
kannten CA-lsozymen werden einige im folgenden kurz beschrieben. Das wahrscheinlich
wichtigste Isozym ist die CA Il. Sie wird traditionell aus roten Blutkdrperchen isoliert (Ge-
halt: 2 mg CA Il/g Hamoglobin), aber sie wurde auch geklont und in E. coli Gberexprimiert
(Forsman et al., 1988). Die CA Il ist in fast alen Organen und Geweben verbreitet (Sly und
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Hu, 1995) und hat eine auf3erordentlich hohe Enzymaktivitét. Die Wechselzahl (kq4) fur die
CO,-Hydratation betragt 1 x10° s* (Khalifah, 1971). Fir die CA 11 ist ein Defizienz-Syndrom
beschrieben, das mit Osteopetrose, renaler tubuléarer Azidose und cerebraler Kalzifikation (Sly
und Hu, 1995) einhergeht. Das deutet auf die Wichtigkeit der CA 11 besonders in Knochen,
Niere und Hirn hin.

Die CA | ist mit 12 mg/g Hamoglobin das haufigste Nichth&moglobin-Protein der Erythro-
cyten bel Vertebraten (Carter und Auton, 1975). Das Isozym wurde auch in anderen Geweben
wie z.B. dem Darm gefunden, hat jedoch nicht die weite Verbreitung der CA 11 (Sly und Hu,
1995). Seine Aktivitét ist geringer als die von CA 11; die Wechselzahl fur die CO,-Hydrata-
tion betragt 2 x10° s* (Khalifah, 1971). AuRer einer Ersatzfunktion der CA | bei Fehlen von
CA 11 sind keine weiteren Funktionen beschrieben. Die CA | - Defizienz ist mit keinen
klinischen Symptomen assoziiert (Kendall und Tashian, 1977).

Die CA Il ist ein Isozym mit vergleichsweise geringer Enzymaktivitét von 8 x10° s* (Jewell
et al., 1991). Sie ist viel unempfindlicher gegen Sulfonamid-Inhibition als die anderen
Isozyme. Das Hauptvorkommen sind die roten Muskelfasern. In denen ist die CA 1l das
Hauptprotein und an der erleichterten Diffusion von CO, in die Gewebekapillaren beteiligt
(Riley et al., 1982). Des weiteren haben Adipocyten eine hohe Konzentration dieses | sozymes
(Spicer et al., 1990).

Die CA 1V ist membrangebunden und kommt auf der Plasmaseite von Kapillar-Endothel zel-
len der Lunge und verschiedener anderer Organe sowie auf Epithelzellen wie z.B. den apika-
len Birstensaum-Membranen der Niere vor (Sly und Hu, 1995). Sie ist mit der Membran

durch Glycosyl phosphatidylinositol verbunden.

CA V ist in der Matrix der Mitochondrien verschiedener Gewebe lokalisiert (Nagao et al.,
1994). Es wird angenommen, dass die CA V an der Harnstoffbildung und Gluconeogenese
beteiligt ist indem sie Bikarbonat fur die Carbamoylphosphat-Synthetase | bzw. fir die Pyru-
vat-Carboxylase bereitstellt (Dodgson und Forster, 1986a und 1986b). Es wird weiterhin ver-
mutet, dass die CA V eine Rolle bel der Lipogenese spielt (Lynch et al., 1995).

Die Isozyme CA VI und CA VII werden von den Speicheldrisen sekretiert; sie kbnnen aus

humanem Speichel isoliert werden (Murakami und Sy, 1987). Man nimmt an, dass die
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CA VI an der pH-Regulation des Speichels und die CA VII an der Sekretion des Bikarbonats
des Speichels beteiligt ist (Kivela et al., 1999; Montgomery et al., 1991).

Die CA IX wurde ursprunglich als tumorassoziiertes Molekil identifiziert, sie kommt nicht
im korrespondierenden gesunden Gewebe vor (Pastorek et al., 1994). Gesundes humanes
Herz, Lunge, Niere, Prostata, Blut, Hirn, Plazenta und Muskel enthalten keine CA IX
(Nishimori et al., 1999).

5.4.2 Expression der Carboanhydrase

Die fur die Charakterisierung eines Radiopharmakons geforderte Lokalisierung des Targets
wurde bisher nur teilweise mit der Untersuchung der Expression und Aktivitét der Estron-
sulfatase erfiillt. Es ist ebenso wichtig, das zweite Target von [*®F]FESDS, die Carboanhy-
drase, in den Organen und Tumorzellen nachzuweisen. Dabel erfolgte eine Beschrénkung auf
zwei der 14 moglichen Isozyme, die CA | und CA 1l, da zu erwarten ist, dass FESDS
bevorzugt an diese Isozyme bindet. Die RT-PCR (Tabelle 4-5) zeigte eine mRNA-Expression
von CA 1 in alen untersuchten Rattenorganen mit Ausnahme der Nebenniere und des Ovar.
Im Rattenhirn sowie in den Tumorzellen MCF-7, T-47D, HepG2, FaDu wurde keine mRNA
der CA | nachgewiesen (Tabelle 4-5, Abb. 4-8). In dieser Tabelle und Abbildung ist weiterhin
zu erkennen, dass die MRNA von CA Il in alen Rattenorganen und -hirnregionen sowie den
MCF-7- und FaDu-Zellen vorkommt, aber nicht in den T-47D- und HepG2-Zéellen.

Literaturangaben bestétigen, dass die CA 11 in vielen Organen und Geweben der Sauger, wie
z.B. in Leber, Niere, Pankreas, Uterus, Knochen und im Hirn, vorkommt (Tashian, 1992).
Von Christie und Thomson (2000) wird das Vorkommen der CA 1l im oberen und mittleren
humanen Osophagus beschrieben. Das geht moglicherweise mit der Expression der in dieser
Arbeit gefundenen mRNA der CA 1l bei den FaDu-Zellen einher, die dem Hypopharynx,
einem eng benachbarten Gewebe des Osophagus, entstammen. McGowan et al. (1997) fanden
mit dem Northern Blot, dass die mRNA der CA 1l vorzugsweise in Rattenniere und -hirn
exprimiert ist, die in Leber und Herz nachgewiesenen Mengen waren vergleichsweise gering.
Die CA | kommt in den roten Blutkdrperchen aller Vertebraten vor, aber nicht bel der Familie
der Katzen (Carter und Auton, 1975). Das Isozym wurde auch in anderen Geweben wie z.B.
dem Darm und Fettgewebe der Ratte nachgewiesen (Tashian, 1992). Auch die neutrophilen

Leukocyten des humanen Blutes exprimieren die CA | (Campbell et al., 1994); an ihnen
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wurde im dbrigen die Funktionsfahigkeit der Primer fur die RT-PCR geprift. Die CA | hat
nicht die weite Verbreitung der CA Il (Sly und Hu, 1995), es konnte keine Arbeit gefunden
werden, die ein Vorkommen der CA | im Hirn beschreibt.

Es kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die CA | in allen untersuchten Ratten-
organen mit Ausnahme von Nebenniere, Ovar und Hirn vorkommt. Die CA |l wurde in alen

Rattenorganen und Hirnregionen sowie den MCF-7- und FaDu-Zellen nachgewiesen.

5.4.3 FESDS- ain Inhibitor der CA

Die mogliche Hemmung der CA durch FESDS ist fur die vorliegenden Untersuchungen aus
verschiedenen Griinden von Interesse. Einerseits liefert die Bindung an die CA ein Problem
fur die selektive Darstellung der ES. Andererseits erlaubt diese Tatsache moglicherweise die
Darstellung der CA-Verteilung selbst. Fur jeden dieser Félle ist es erforderlich, die Stérke der
CA-Hemmung durch FESDS im Vergleich zu etablierten CA-Inhibitoren zu beurteilen. Wie
oben beschrieben, wurde FESDS in seiner Hemmwirkung an reinen CA-Isozymen nur von

dem Sulfonamid Azetazolamid Ubertroffen.

Als CA-Hemmer sind z.B. CN’, SH’, Co®*, Cu?*, Fluorazetat, Imidazol, Methanol sowie
diverse Sulfonamide bekannt (Lindskog, 1997). Anionen hemmen die CA schwécher as
Sulfonamide; die Inhibitions-K onstanten (K;-Werte) der Anionen betragen zwischen 200 und
0,02 mM, die der Sulfonamide zwischen 1 uM und 1 nM. Die Wechselwirkung des Enzyms

mit den sulfonamidischen Inhibitoren ist ein zweistufiger Prozess (King und Burgen, 1976):

(a) hydrophobe Assoziation
(b) pH-abhangige Koordination von R-SO,NH- mit dem Metall

Bel anorganischen Anionen findet die Interaktion (a) nicht statt; das erklart die schwéchere
Affinitét gegentiber den aromatischen Sulfonamiden. Der aromatische Ring der Sulfonamide
bindet dabei in eine hydrophobe Tasche des Proteins (Fridborg et al., 1967).

Die Art der durch Anionen bzw. Sulfonamide ausgel 6sten Enzymhemmung ist abhangig vom
Substrat. Ist CO, das Substrat, so sind Anionen nicht-kompetitive Inhibitoren des Enzyms
(Verpoorte et al., 1967). Ist Bikarbonat das Substrat, so hemmen Anionen die CA kompetitiv
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(Maren und Couto, 1979). Bel den Sulfonamiden wird die CO,-Hydration durch die CA 11
kompetitiv gehemmt (Kernohan, 1966; Lindskog und Thorslund, 1968). An humaner CA |
wurde eine nicht-kompetitive Hemmung bisher nicht beschrieben (Maren und Sanyal, 1983),
was auf einen anderen Hemm-Mechanismus als bei der CA Il schlief3en lasst. Die 1sozyme

sind gegen Sulfonamide verschieden empfindlich (Sly und Hu, 1995):

= CA Il undV sind am sensitivsten
= CAI, IV und VI sind etwas sensitiv
= CA Il ist nicht sensitiv

= Uber die Empfindlichkeit der tibrigen 1sozyme ist wenig bekannt

Die Inhibition von Carboanhydrase durch aromatische und heterocyclische Sulfonamide wird
schon seit Uber 45 Jahren klinisch angewandt. Die Sulfonamide werden bel Glaukom bzw.
,Grinem Star* zur Reduktion des intraokuldren Drucks sowie zur Diurese eingesetzt
(Hildebrandt, 1998). Sulfonamide sind auch antibakteriell wirksam, da sie die Folsaure-Syn-
thetase u.a. Enzyme hemmen. Die wichtigsten der bekannten sulfonamidischen CA-Inhibito-
ren sind in Tabelle 5-4 aufgefhrt.

Tabdle 5-4: Ausgewahlte Carboanhydrase-Inhibitoren mit Sulfonamidstruktur, Literaturan-
gaben und eigene Daten.

Hemmstoff CAl CAll Spezies Literatur
ICs[NM]  ICs[nM]
Azetazolamid 200 10 Mensch Maren und Sanyal (1983)
7 Hund Maren (1992)
219 30 Mensch eigene Daten
Ethoxyzolamid 2 2 Mensch Maren und Sanyal (1983)
9 34 Mensch Conroy und Maren (1995)
0,7 Hund Maren (1992)
655 27  Mensch eigene Daten
Benzolamid 17,9 95 Mensch Conroy und Maren (1995)
0,9 Hund Maren (1992)
Hydrochlorothiazid 2350 Hund Maren (1992)
15200 7654  Mensch eigene Daten
Furosemid 80 Hund Maren (1992)
631 1061 Mensch eigene Daten
L-662,583 0,7 Mensch Sugrue et al. (1990)
MK-927 13 Mensch Sugrue et al. (1990)
Dorzolamid 50.000 9 Mensch Renzi et al. (2000)

Anmerkung: Maren (1992) verwendete Hundeblut ohne einzelne Isozyme zu isolieren. Da CA | und
CA |1 die wichtigsten Isozyme im Blut sind, wurden die |Cso-Werte in dieser Tabelle beiden 1sozymen
zugeordnet.
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Die in der vorliegenden Arbeit mit dem CA-Assay ermittelten |Cso-Werte von Azetazolamid
(219 nM fur HCA | und 30 nM far HCA II) sind mit den von Maren und Sanya (1983)
publizierten Werten (0°C, CO,-Hydration) vergleichbar. Es wurde bestétigt, dass die HCA |1
gegenlber allen getesteten Sulfonamiden empfindlicher ist alsdie HCA 1, was bereits von Sly
und Hu (1995) nachgewiesen wurde. Meyerson und Nesta (1991) bestimmten einen Kyq-Wert
von 54 nM fir Azetazolamid an gereinigter RCA 1. Dieser Wert ist kleiner als der hier er-
mittelte (100 nM), wobel in der vorliegenden Arbeit die Esterase-Aktivitdt gemessen wurde
und die genannten Autoren einen Assay verwendeten, bel dem die Zeit bis zum Eintreten

einer pH-Anderung, also die direkte CA-Wirkung, gemessen wird.

Die von Maren (1992) an Erythrocyten des Hundes bei 25°C bestimmten |Csp-Werte sind
bedeutend niedriger as die in der vorliegenden Arbeit bel 37°C gemessenen. Das Uberrascht
insofern nicht, als bekannt ist, dass die Affinitét der 1sozyme invers mit der Reaktionstempe-
ratur korreliert ist (Conroy und Maren, 1995).

Benzolamid ist aufgrund seiner Molekdlstruktur mit einem Aminobenzenring en noch
stéarkerer CA-Inhibitor as das heterocyclische Azetazolamid. Zwischen dem Aminobenzen-
Ring von Benzolamid und den Aminosaure-Resten Phel31 sowie Leul98 der CA treten sehr
starke aromatische und hydrophobe Interaktionen auf (Vidgren et al., 1993). Die Permeabi-

litdt von Benzolamid ist jedoch gering, was fir die Experimente dieser Arbeit ungeeignet ist.

Hydrochlorothiazid hat von allen gepriften Inhibitoren die geringste inhibitorische Wirkung
auf die CA, was durchaus den Ergebnissen von Maren (1992) entspricht. Im tbrigen hemmt
Hydrochlorothiazid primér die CA der Blutgefal3e, was einen Anstieg des pH-Wertes und eine
Stimulierung Kazium-aktivierter Kalium-Kanédle bewirkt, die letztlich zur Gefalirelaxation
fuhrt (Pickkers et al., 1999).

Maren und Sanya (1983) publizierten fir HCA | und HCA 1l mit Ethoxyzolamid gleiche
ICso-Werte (jeweils 2 nM) bei 0°C und CO,-Hydration. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen
jedoch deutliche Unterschiede in der Affinitat von Ethoxyzolamid fur beide Isozyme. Nach
Chegwidden et al. (2000) ist Ethoxyzolamid sehr gut fettldslich, was eine schlechte Verfiig-
barkeit der Substanz bei 0°C im Gegensatz zu dem wasserl 6slichen Azetazolamid bedingt. So
ist es moglich, dass bel den Temperaturen von 0°C und 37°C verschiedene Affinitéten von
Ethoxyzolamid zu den 1sozymen auftreten. Fir das wasserl6sliche Azetazolamid stimmten die
| Cso-Werte jedoch gut mit denen von Maren und Sanyal (1983) tberein.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Azetazolamid vermutlich sowohl in vitro as
auch in vivo der stérkste Inhibitor der Carboanhydrase ist. Wichtig ist auch, dass die Verbin-
dung ein zugel assenes Medikament ist und daher dem Patienten verabreicht werden darf.

5.4.4 [®F]JFESDS - ein Radiotracer zur Darstellung der Carboanhydrase

Nachdem festgestellt worden war, dass FESDS eine sehr starke Affinitét zur CA aufweist,
wurde gepriift, inwieweit [*®F]JFESDS in vitro an CA bindet. Da im Blut bzw. den Erythro-
cyten sehr viel Carboanhydrase enthalten ist, wurde daran zuerst die Bindung des Tracers
[*®F]FESDS untersucht. Bereits nach 10 min ist eine 100%ige Bindung des Tracers an die zel-
luléren Bestandteile des Blutes zu verzeichnen; diese Bindung blieb Uber den Untersuchungs-
zeitraum von 30 min konstant. Somit bindet der Tracer sehr gut an Blutzellen, wobei es sich
mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Bindung an die CA der Erythrocyten handelt.

Mit einer In-vitro-Autoradiographie am Rattenhirn sollten durch Einsatz von CA-Hemmern
Aussagen zur Selektivitdt der Tracerbindung getroffen werden, d.h. es sollte nachgewiesen
werden, dass [*®F]FESDS an die CA bindet. Wenn sich die Tracerbindung durch Azetazol-
amid oder andere Inhibitoren der CA hemmen l&sst, kann man davon ausgehen, dass
['8F]FESDS spezifisch an die CA bindet. Es konnte gezeigt werden, dass die Verbindungen
Azetazolamid, Benzolamid und FESDS die Tracerbindung unterschiedlich stark inhibieren.
Azetazolamid hemmt die [*®F]JFESDS-Bindung mit |Cse-Werten zwischen 2,8 nM (Corpus
callosum) und 5,0 nM (Cortex) am stérksten. Die | Cso-Werte von Benzolamid fir den Cortex
sind ca. 4-fach hoher und die von FESDS ca. 27-fach hoher als die von Azetazolamid. Alle 3
eingesetzten CA-Inhibitoren (Azetazolamid, FESDS, Benzolamid) zeigen eine sehr gute Kor-
relation beztglich ihrer regionalen Wirksamkeit. Es ist deutlich zu erkennen, dass Hirnregio-
nen mit hohem Anteil an weil3er Substanz geringere |Cso-Werte aufweisen. Das spricht fir
eine spezifische Bindung von [*®F]FESDS an die CA 1, die im Hirn besonders in der weifen

Substanz vorkommt.
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In den nachfolgenden Versuchen wird Azetazolamid zur Hemmung der Carboanhydrase ein-

gesetzt. Fur seine Eignung sprechen 4 Grinde:

= Azetazolamid ist sowohl beim CA-Assay mit reinen Enzymen als auch bei der In-
vitro-Autoradiographie des Hirnes der starkste der getesteten CA-Inhibitoren

= Azetazolamid ist ein zugel assenes Medikament (Diamox®)

»  Azetazolamid ist umgekehrt kein Inhibitor der Estronsulfatase (eigene Befunde)

» Die CA-Hemmung durch Azetazolamid ist reversibel (Wistrand und Lindeqgist, 1991)

Es wird angenommen, dass nur bei vorliegender CA-Hemmung [*®F]FESDS zur spezifischen
Darstellung der Estronsulfatase geeignet ist. Da an Tumorzellen sowie an Schnitten verschie-
dener Rattenorgane die In-vitro-Bindung des Tracers [*®F]FESDS untersucht werden sollte,
musste die minimale Azetazolamid-Konzentration ermittelt werden, die das Enzym CA an
den Schnitten bzw. Zellen vollstdndig hemmt. Die ermittelten Konzentrationen betragen
zwischen 10° M (Hirn) und 10* M (z. B. Uterus, Tumorzellen). Maren und Sanyal (1983)
berichten, dass das Myelin des Hirnes ca. 10-fach empfindlicher auf Azetazolamid reagiert als

die Nieren-Mitochondrien, was mit den hier bestimmten | Cso-Werten gut Ubereinstimmit.

Fir das Rattenhirn wurden die Bindungsdaten von [**F]FESDS an die CA bestimmt. Die
Bmax-Werte betragen zwischen 6,24 pmol/mg Protein und 14,6 pmol/mg Protein (Striatum und
Cerebellum). Die Dissoziationskonstanten (K -Werte), die bzgl. der Bindung von [*®F]FESDS
am Cortex, Striatum, Hippocampus und Cerebellum berechnet wurden, sind 3-4-fach héher
alsin den Ubrigen Regionen. Das kann auf die unterschiedliche Verteilung der CA-1sozymein
den Hirnregionen zurlckzufthren sein. Von 14 bekannten 1sozymen kommen die CA 11-V
und X1V im Nervengewebe vor (Parkkila, 2000; Parkkila et al., 2001; Ghandour et al., 2000).
Die CA 1l ist am weitesten im Hirn verbreitet, die CA 111 kommt im Choroidplexus und in
Mikrogliazellen vor. Die membranassoziierte CA 1V in den Kapillar-Endothelzellen gilt als
Marker der Blut-Hirn-Schranke (Ghandour et al., 1992). Aufgrund der unterschiedlichen
Empfindlichkeit der CA-lIsozyme auf Sulfonamide (Sly und Hu, 1995) ist zu vermuten, dass
im Rattenhirn lediglich die CA Il [*®F]FESDS stark binden konnte.

In den meisten Studien wurde die CA-Vertellung des Hirnes immunhistochemisch nachge-

wiesen. Diese Experimente zeigen eine starke Farbung im Hirnstamm und in der cerebellaren

weif3en Substanz (Kumpulainen und Nystrom, 1981; Kumpulainen und Korhonen, 1982), die

den mit [*®F]FESDS erhaltenen Bildern ahnelt. Zur Quantifizierung haben Ghandour und Mit-
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arbeiter (1980a und 1980b) membrangebundene und |6sliche CA von Homogenaten des Cere-
bellums extrahiert und mit einem Radioimmunoassay bestimmt. Es wurden 10 ug CA Il pro
Cerebellum gewonnen, das entspricht 20 pmol CA 11/mg Protein und liegt im Bereich des hier
gemessenen Wertes von 14,6 pmol/mg Protein. Meyerson und Nesta (1991) haben [°H]Azet-
azolamid zur CA-Messung in Neuronen und Oligodendrocyten des Vorderhirnes verwendet.
Die spezifische Bindung von [*H]Azetazolamid betragt an Neuronen 2 pmol/mg Protein und
an Oligodendrocyten 6 pmol/mg Protein. In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Bindung
von FESDS an die CA des Rattenhirnes zwischen 6,9 pmol/mg Protein und 14,6 pmol/mg

Protein berechnet.

In-vivo-Einsatz von Azetazolamid

Es wurde untersucht, ob durch eine Hemmung der CA mit Azetazolamid die Estronsulfatase
mit [**F]FESDS besser dargestellt werden kann. Dazu wurden Azetazolamid bzw. Ethoxyzol-
amid (zum Vergleich) in einer Konzentration von 5 mg/kg Wistar-Ratten i.v. appliziert. Beide
CA-Inhibitoren konnten die Blutbindung sehr wirkungsvoll auf unter 1 % D/g reduzieren,
wobel Ethoxyzolamid eine etwas stérkere Wirkung hatte. Diese In-vivo-Daten korrelieren mit
den In-vitro-Daten (4.2.3), bei denen Ethoxyzolamid die humane CA Il etwas stéarker hemmt
as Azetazolamid. Das wird auch durch Literaturdaten belegt (Maren und Sanyal, 1983;
Maren, 1992).

Ethoxyzolamid reduziert in vivo alerdings nicht nur die Tracerbindung in den Organen mit
CA-Expression, sondern auch in den ES-reichen Organen. Dies ist flr eine spezifische Dar-
stellung des Enzyms ES ungeeignet. Dagegen konnte durch den Einsatz von Azetazolamid die
[*®F]FESDS-Aufnahme in Organen mit hoher ES-Aktivitat wie Fett, Ovar und Uterus, aber
auch die im Pankreas erhtht werden. So wurde die Darstellung von Organen mit hoher ES-
Aktivitét durch den Einsatz von Azetazolamid verbessert. Die verstérkte Traceraufnahme im
Pankreas bei Azetazolamid-Applikation spiegelt keine hohe ES-Aktivitdt wieder, stimmt aber
mit dem Ergebnis der In-vitro-Autoradiographie (4.3.4) Uberein, bei der ebenso im Pankreas
eine hohe Tracerbindung erfolgt. Da der Pankreas nur eine geringe ES-Aktivitét (48 pmol/mg
Protein/min) hat, sollte der Tracer in diesem Organ nicht so stark gebunden bzw. aufgenom-

men werden.

Die Wahl von Azetazolamid als geeigneten CA-Hemmer erfolgte bereits durch die In-vitro-

Versuche, sie wurde durch die Bioverteilungsdaten bestétigt. Geht man von 5 mg/kg Azet-
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azolamid aus, die in diesen Experimenten zur Hemmung der CA im Blut der Wistar-Ratten
nétig sind, so musste analog ein 70 kg schwerer Patient 350 mg Azetazolamid i.v. appliziert
bekommen. Es liegen bereits klinische Erfahrungen mit der i.v.-Gabe von 10 mg/kg Azetazol-
amid vor, die zeigen, dass die Dosis fur den Patienten keine schwerwiegenden Komplikatio-
nen hervorruft (Scheuermann et al., 2000). Daher durfte es medizinisch gesehen keine Kon-

traindikation fur die VVerabreichung einer Dosis von 5 mg/kg Azetazolamid (Diamox®) geben.

55 Selektive Darstellung der Estronsulfatase durch Hemmung der Carboanhydrase

Der Tracer [*®F]JFESDS wurde in Hinblick auf die Darstellung der Estronsulfatase mit PET
entwickelt. Es geht dabel vorrangig um die Diagnose von Mammakarzinomen, die eine erhoh-
te Expression der ES aufweisen (Pasqualini et al., 1997; Utsumi et al., 2000). In diesem Kapi-
tel wird diskutiert, ob eine Darstellung der Estronsulfatase bei vorliegender Carboanhydrase-
Hemmung mdglich ist.

5.5.1 In-vitro-Experimente

Um die Bindung des Tracers [*®F]FESDS bewerten zu kénnen, ist die Bestimmung der Affini-
tétskonstante von FESDS nétig. Diese Affinitét wurde in vitro an unterschiedlichen Gewebe-
schnitten (Hirn, Organe, Tumoren) und Tumorzellen untersucht. Dabei sollte ermittelt wer-
den, ob die Tracerbindung an das Enzym-Target Estronsulfatase spezifisch ist und ob eine
Darstellung von Mammakarzinomen mit [**F]FESDS gelingen kann. Auf Grundlage der
selektiven Hemmung der CA wurden fir das Hirn und Organe der Ratte, MCF-7-Tumor und
Tumorzellen die Bindung von FESDS an die ES bestimmit.

Bindung von FESDS im Hirn
FESDS bindet an die Estronsulfatase in Strukturen des Rattenhirnes mit 0,29 pmol/mg Protein

am geringsten im Pons und mit 11,54 pmol/mg Protein am starksten im Striatum. Die Affini-
tét von FESDS, ausgedriickt durch die 1Csp-Werte, liegt bei den beiden Hirnregionen zwi-
schen 43 nM und 1537 nM. Da [*®F]FESDS zu ca. 90 % an die CA des Hirnes bindet und zur
Bestimmung der ES nur noch ein sehr kleines Signal verbleibt, schwanken die Kq-Werte sehr
und haben einen relativ hohen Fehler. Die Werte konnten durch wiederholte Experimente

nicht verbessert werden. Die Daten zur Verteilung der Estronsulfatase im Hirn wurde bereits
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in Kapitel 4.1.2 ausfuhrlich diskutiert. Trotz der mitunter hohen Standardabwelchungen der
errechneten Werte wurde die regionale Wechselzahl (k.x) berechnet, da bisher kein entspre-
chender Wert fur die Estronsulfatase publiziert wurde. Die keg-Werte betragen zwischen
0,1 s (Cerebellum, Cortex) und 1,0 s* (Pons, Colliculi). Fir eine bakterielle Kurzketten-
Alkylsulfatase wurde von Matts et al. (1994) ein kex-Wert von 6,9 s* ermittelt. Brooks et al.
(1991) gibt firr die Arylsulfatase B humaner Fibroblasten einen ke-Wert von 1,5 s* an.

Fur das Schweinehirn wurde die Hemmung der ES-Bindung durch FESDS untersucht. Die
Hemmung durch 10 uM FESDS ist mit Werten zwischen 4 % (Corpus callosum) und 47 %
(Thalamus) beim Schweinehirn hoher als beim Rattenhirn. Die am Kontrollschnitt des
Schweines gebundene Radioaktivitét korreliert invers mit der des Rattenhirnes (r = 0,92).

Bindung von FESDS in weiteren Organen

Fir die tbrigen Organe wurden Bna-Werte in Hohe von 85, 108 bzw. 36 pmol/mg Protein an
Ovar, Uterus und Leber berechnet. Diese Werte stimmen in ihren relativen Verhatnissen gut
mit denen des Enzym-Assays Uberein, wobel die Leber ca. ein Drittel der ES-Aktivitét von
Ovar bzw. Uterus aufweist. Die regionalen Wechselzahlen (key) der 3 Organe betragen
zwischen 0,04 s* und 0,07 s. Die keg-Werte fur Milz, Pankreas und Niere sind ca. 10-fach

geringer als die der anderen 3 Organe.

Der Kq-Werte von FESDS betragen zwischen 28 nM am Uterus und 273 nM an der Leber.
Die Affinitét von FESDS am Rattenuterus entspricht der von Kasch et al. (1999) an Plazenta-
mikrosomen gemessenen Affinitat von 25 nM. Das bedeutet, dass die In-vitro-Autoradiogra-
phie zuverlassige Ergebnisse liefert und dass die Hemmung der CA mit Azetazolamid in vitro
zur spezifischen Darstellung der ES geeignet ist.

Zum Vergleich wurde ein weiterer ES-Inhibitor, Danazol, herangezogen. Es wurde fir den
Uterus ein 1Csp-Wert von 34 uM berechnet, der héher als der von FESDS ist. Carlstrom et al.
(1984) ermittelte eine 53%ige Hemmung der ES mit 14 uM Danazol an humanen Brustkrebs-
Homogenaten und Yamamoto et al. (1993) mit 10 uM Danazol eine 46%ige Hemmung am
Myometrium. Trotz unterschiedlicher Proben und Spezies stimmen diese Werte gut Uberein.
Fur Milz und Pankreas wurde bei 1 nM bis 20 uM Danazol keine Hemmung der Bindung von
['®F]FESDS gemessen. Die ES-Aktivitdten von Pankreas und Milz sind 8-fach bzw. 12-fach
geringer as die des Uterus (417 pmol/mg Protein/min). Es ist daher moglich, dass aufgrund
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der geringen Enzymaktivitat von Milz und Pankreas keine Hemmung mit Danazol erfolgt. Es
ist auch mdéglich, dass der hohe Blutanteil trotz Hemmung der CA mit Azetazolamid die

Bindung von Danazol in diesen Organen stort.

Bindung von FESDS im M CFE-7-Tumor

Mit einer In-vitro-Autoradiographie wurde gezeigt, dass die Estronsulfatase der MCF-7-
Tumoren fir FESDS eine sehr geringe Affinitét (Kq = 778 nM) und wenige Bindungsstellen
(Bmax = 7,25 pmol/mg Protein) hat. Auch beim In-vitro-Assay wurde ein sehr geringer
Substratumsatz gemessen, der Keq-Wert betragt 0,0001 s ! Eshandelt sich bei diesen MCF-7-

Tumoren um die Tumoren, die den im Tierexperiment (4.3.7) verwendeten Nacktmausen ent-
nommen wurden. Auch die entsprechenden Bioverteilungs-Daten erbringen keine Hinweise
dafir, dass diese Tumoren eine hohe ES-Aktivitét aufweisen wirden. Die Ursachen der ge-

ringen Enzymaktivitat werden im folgenden Abschnitt (5.5.2) aufgezeigt.

Bindung von FESDS in humanen Tumorzellen

Im Gegensatz zu den Gewebeschnitten liegen bei konfluenten Zellkulturen intakte Zellen vor,
d.h. Transportprozesse durch Membranen spielen eine wichtige Rolle. Gewebeschnitte sind
dagegen so beschaffen, dass der Membrantransport eine untergeordnete Rolle spielt; es erfolgt
vielmehr die direkte Bindung an die intrazellul&ren Strukturen. Will man prifen, ob in vivo
eine Aufnahme von [*®F]JFESDS in die Tumoren zu erwarten ist, so muss im Vorfeld die
Traceraufnahme an konfluenten intakten Zellen untersucht werden. Die ES-Inhibitoren Quer-
cetin und Danazol wurden in einer Konzentration von 100 uM zur Prifung der Spezifitéat der
Tracerbindung in den Zellen eingesetzt. Analog zum Enzym-Assay war auch hier Danazol bei
den T-47D-Zellen und Quercetin bei den HepG2-Zellen der stérkste Hemmer.

Die Aufhahme von [18F] FESDS wird durch Quercetin bei alen 4 Z€llinien mit 1Cso-Werten
um 50 uM gehemmt. Fir FESDS ist die Inhibition nicht einheitlich; der 1Cso-Wert betragt
zwischen 63 nM (FaDu-Zellen) und 34 uM (MCF-7-Zellen). Die maximale Aufnahme von
FESDS in die Tumorzellen wird durch Bpa-Werte zwischen 22,8 pmol/mg Protein (FaDu-
Zellen) und 31,1 pmol/mg Protein (HepG2-Zellen) beschrieben. Dabei ist die Aufnahme des
Tracers [®|*F]FESDS in der Zelle in erster Linie eine Frage des Transportesin die Zelle hinein
bzw. wieder heraus und weniger eine Frage der spezifischen Bindung an die ES. In einer
Arbeit von Schroder et al. (1998) wird fir die Rattenleber ein Na-Gallensal z-Transporter be-
schrieben, der einen K,-Wert von 27 uM fir Estronsulfat hat. Eckhardt et al. (1999) ver-

101



5 Diskussion

offentlichten fir den hepatischen organischen Anionentransporter (oatpl) einen K-Wert von
11 uM fir Estronsulfat und 5 uM fur DHEAS. Die K-Werte der Transporter lassen den
Schluss zu, dass FESDS bel den MCF-7-Zellen auf diese Weise aufgenommen werden kon-
nte. Diese Transporter spielen bel den Ubrigen Zellen unter den gewahlten experimentellen
Bedingungen scheinbar keine Rolle, da deren |Cso-Werte fur FESDS nicht im K,-Bereich der
Transporter liegen. Azetazolamid scheint einen nicht unerheblichen Einfluld auf die Tracerauf-
nahme zu haben. Ohne den Einsatz dieser Substanz wurden fir die MCF-7- und HepG2-Zel -
len ICso-Werte um 100 nM fur FESDS gemessen (Tabelle 4-4).

Die humanen Tumorzellen wurden zum Vergleich mit dem Flavonoid Quercetin zur Inhibie-
rung der ES inkubiert. Diese 1Csp-Werte betragen relativ einheitlich zwischen 34 und 67 uM,
wobei die geringste Hemmung bei den FaDu-Zellen nachgewiesen wurde. Das ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die fehlende Estronsulfatase zurtickzufiihren. Da die ES bei diesen
Zellen nicht vorkommt, ist die Expression des Enzyms COMT, das Quercetin O-methyliert
und so fir eine Hemmung der ES aktiviert, bedeutungslos. Es sei jedoch angemerkt, dass
keine Arbeit gefunden wurde, die ein Vorkommen von COMT bei FaDu-Zellen beschreibt.

Schlussfolgernd aus den In-vitro-Experimenten ist festzustellen, dass FESDS spezifisch an
die Estronsulfatase bindet. Die Affinitét von FESDS betragt im Rattenuterus 28 nM. Esist zu
erwarten, dass der Tracer ebenso wie von den Tumorzellen auch von Tumoren aufgenommen

wird.

5.5.2 In-vivo-Experimente

Die Untersuchung der Bioverteilung von [*®F]FESDS ist ein wichtiger Aspekt bei der Bewer-
tung des Tracers auf seine Eignung fir die Positronen-Emissions-Tomographie. Ein besonde-
res Augenmerk gilt der Priifung, ob bei Hemmung der Carboanhydrase die Estronsulfatase in
vivo darstellbar ist. In Abschnitt 5.5.1 wurde gezeigt, dass [**F]JFESDS in vitro sehr gut an die
Estronsulfatase bel vorliegender CA-Hemmung binden kann. Ob und wie gut das in vivo
gelingen konnte, sollte durch die Untersuchung der Tracerverteilung an Tieren gezeigt
werden. Die In-vivo-Bioverteilung wurde an tumortragenden Nacktmausen sowie an Wistar-
Ratten und Ferkeln untersucht. An den tumortragenden Nacktmé&usen wurde bestimmt, wie
gut das Target/Nontarget-Verhdtnis, d.h. das Verhdltnis zwischen Tumor und Muskel, ist.
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Zum Schluf3 wurde die Positronen-Emissions-Tomographie an Ratten und Ferkeln durchge-

fuhrt, um die dynamische Tracerverteilung zu untersuchen.

An tumortragenden Nacktmausen wurde die Traceranreicherung sowohl in den Organen als
auch in den transplantierten Tumoren untersucht. Generell korreliert die Bioverteilung von
[*®F]FESDS in Mausen sehr gut mit derjenigen in Ratten (r = 0,91). Die Tracerbindung im
Blut ist mit 39 % D/g bei den tumortragenden Nacktma&usen fast 4-fach hther als die der Rat-
ten. Dabel schwanken die Werte bei den Tieren mit unterschiedlichen Tumoren stark: 26 %
D/g bel den Mausen mit FaDu-Tumoren, 36 % D/g bei denen mit MCF-7-Tumoren und
54,4 % D/g bei denen mit HepG2-Tumoren. Esist moglich, dass die implantierten Tumorzel-
len die Bildung unterschiedlicher Blutproteine initiierten. Diese Proteine konnten [*®F]FESDS
verschieden stark binden. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist die, dass die Tiere trotz
ihres schwachen Immunsystems Leukocyten zur Abwehr der Tumoren bildeten. Diese peri-
pheren Blut-Leukocyten enthalten Estronsulfatase (Miyakawa et al., 1994) und kdnnten so

den Tracer binden.

Entsprechend den Bna-Werten, die be In-vitro-Inkubation humaner Tumorzellen (4.3.2)
bestimmt wurden, wies [*®F]JFESDS im FaDu-Tumor eine sehr geringe (0,77 % D/g) und im
HepG2-Tumor eine deutlich hohere Bindung auf (4,35 % D/g). Der FaDu-Tumor exprimiert
keine Estronsulfatase, die Anreicherung der Radioaktivitét ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf eine Bindung an die CA |1 oder andere CA-1sozyme zurlckzufUhren. Die Enzymaktivitat
der ESin den MCF-7-Tumoren ist sehr gering, was durch den enzymatischen Assay bestétigt
wurde; die Wechsel zahl (kea) ist mit 0,0001 s* 600-fach niedriger als die vom Ovar.

Aufgrund der hoheren ES-Aktivité und der héheren Tracer-Akkumulation in den MCF-7-
Zellen im Vergleich zu den FaDu-Zellen wurde eine stérkere Tracerbindung fur den MCF-7-
Tumor erwartet. Es ist moglich, dass die Substitution der Tiere mit Estradiol nicht den ge-
winschten Erfolg brachte. Eine Estradiol-Substitution ist aber, bedingt durch die Hormonab-
hangigkeit der Tumoren, essentiell. Es wurden mehrere Versuche gestartet, Tiere mit MCF-7-
und T-47D-Tumoren zu gewinnen, wobel das Wachstum von MCF-7-Tumoren nur in diesem
einen Fall gelang. Leider konnten keine Tumoren von T-47D-Zellen, den Zellen mit der
hochsten Aktivitdt an Estronsulfatase, gewonnen werden. Moglicherweise reichte die Hor-
mongabe fur ein gutes Tumorwachstum nicht aus, obwohl nach Literaturangaben gearbeitet

wurde. Es wére weiterhin denkbar, dass die implantierten Tumorzellen die Blutgefal3-Neubil-
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dung (Angiogenese) nicht gentigend stimulierten und dass so der Tumor nicht ausreichend mit
Nahrstoffen versorgt wurde. Das Wachstum der FaDu- und HepG2-Tumoren auf Nacktmau-

sen war problemlos, da diese keine Estradiol-Substitution bendtigten.

Aufgrund des langsamen Wachstums der MCF-7-Tumoren bestanden diese deutlich aus
Fremdanteilen wie Muskel- und Bindegewebe (Abb. 4-20). [*®F]FESDS wurde jedoch in allen
Geweben gleichermalien angereichert. Bereits von Kubota et al. (1992) wurde beschrieben,
dass im Tumor weitere Nicht-Tumor-Bestandteile (Entziindungszellen) vorkommen und dass

diese den Radiotracer (FDG) ebenso gut aufnehmen.

Das Target/Nontarget-Verhdltnis kann durch das Tumor/Muskel-Verhdltnis ausgedriickt
werden. Es betragt 1,39 fur die FaDu-Tumoren, 2,88 fir die MCF-7-Tumoren und 7,87 fur
die HepG2-Tumoren. Insbesondere bei den HepG2-Tumoren sollte dieses Verhdtnis fur eine
Bildgebung mit PET ausreichen. Esist jedoch zu bemerken, dass dieser Tumor im Gegensatz
zu alen sonst bearbeiteten Tumoren (auch HT-29 und WiDr, beides Colonkarzinome) sehr
gut mit Blutgefal3en versorgt war. Bei den anderen Tumoren wurde jeweils nur eine aul3ere
Randschicht durchblutet. Die hohe Aktivitatsanreicherung im HepG2-Tumor ist also mog-
licherweise nur auf die gute Durchblutung zurtickzufthren und weniger auf eine starke
Expression von Estronsulfatase. Der Versuch wurde ohne Applikation von Azetazolamid
durchgefihrt, da die HepG2-Zellen weder CA | noch CA |1 exprimieren. In gesunder huma-
ner Leber wéren die Isozyme CA 1V-VI zu erwarten (Sly und Hu, 1995), ihre Expression in
den HepG2-Zellen wurde jedoch nicht beschrieben.

Ebenso wie bel den Wistar-Ratten erfolgte auch bei den tumortragenden Nacktmausen durch
Hemmung mit Azetazolamid eine verstérkte Aktivitdtsanreicherung in den ES-reichen
Organen Leber, Ovar, Uterus und Fett. Eine mdgliche Erklarung daflr ist, dass aufgrund der
CA-Hemmung mehr [*®F]FESDS fir die ES-Bindungsstellen zur Verfiigung stand. In Orga-
nen mit hohem Blutanteil wie Lunge, Herz, Niere und Milz ging die Radioaktivitét
entsprechend stark zuriick. Die Tracerbindung wurde durch zusétzliche Gabe von FESDS in
alen Organen erhoht, in der Leber sogar auf 27 % D/g. Entsprechend den Ergebnissen der
Zéellinkubation und In-vitro-Autoradiographie (4.3.2—4.3.4) wurde erwartet, dass durch die
Hemmung der ES mit FESDS die Bindung in den ES-reichen Organen reduziert wirde. Statt-
dessen war in alen Organen eine stérkere Aktivitatsanreicherung im Vergleich zu derjenigen

bei alleiniger Gabe von Azetazolamid zu verzeichnen. Das kann nur dadurch erklart werden,
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dass bei i.v.-Injektion von Azetazolamid + FESDS 2,3-fach weniger Radioaktivitéat im Darm
angereichert wurde, und daher der Tracer fur die Bindung in den tbrigen Organen zur Verfu-
gung stand. Dieser Ansatz bringt keine Verbesserung des Target/Nontarget-Verhéltnisses
(MCF-7-Tumor: 1,25). Die In-vivo-Ergebnisse korrelieren nicht mit den In-vitro-Daten, bel
denen mit Azetazolamid die Tracerbindung reduziert und mit Azetazolamid + FESDS noch-

mals verringert wird.

Die Kenntnis Uber die Metaboliten des Tracers hat eine grof3e Bedeutung, da Aussagen getrof-
fen werden miissen, ob tatsachlich der Tracer [*®F]FESDS oder eventuell Metaboliten an das
Target binden. Treten Metaboliten von [*®F]FESDS auf, so ist zu erwarten, dass Hemmexperi-
mente nicht zum gewunschten Erfolg fuhren. Die HPLC sowie die Dinnschicht-Chromato-
graphie von Plasma und Urin der Ratte zeigen einen Metaboliten, dessen Identitét aber nicht
naher untersucht wurde. Moglicherweise handelt es sich um ein Glucuronid, da Estrogene
glucuronidiert Gber den Urin ausgeschieden werden (Hildebrandt, 1998). Es kann sich nicht
um Fluorid handeln, da dies vor Erstellung des Chromatogramms abgetrennt wurde. Auch die
Daten zur Radioaktivitdts-Anreicherung im Skelett deuten darauf hin, dass es sich nicht um
Fluorid handeln kann, da sonst die Aktivitat im Femur der Wistar-Ratten 60 min p.i. hoher als
5 min p.i. sein musste. Hidalgo Aragones et al. (1996) stellten nach i.v.-Gabe von Estron-3-O-
Sulfamat (EMATE) ebenfalls Metabolite bei den Ratten fest. Im Plasma tumortragender
Nacktmause wurden in der vorliegenden Arbeit keine Metabolite von [**F]JFESDS gefunden.
Die Unterschiede in der Bildung von [®*F]FESDS-Metaboliten konnten durch die ver-
schiedenen HPL C-Systeme (3.3.6.5) begriindet werden. Die HPLC-Analytik wurde bel den
Ratten mit dem Elutionsmittel Ethanol und bei den Mausen mit Acetonitril durchgefihrt. Es
ist aullerdem maglich, dass Ratte und Maus unterschiedliche Plasmaproteine haben, die den
Tracer verschieden stark binden. Aufgrund der Féllung des Plasmas wurden diese Proteine
zusammen mit dem gebundenen Tracer abgetrennt und standen der Analytik nicht zur Verfi-
gung. Da aber die Metabolisierung des Tracers im Blut vergleichsweise gering ist, spricht
diese Tatsache nicht gegen eine Eignung der Substanz fir die PET. Mdglicherweise ist die
geringe Affinitét von FESDS zur Estronsulfatase die Ursache dafur, dass die Experimente

nicht den gewlnschten Erfolg zeigten.

Zum Schluf3 wurde die dynamische Tracerverteilung durch Positronen-Emissions-Tomogra-
phie an Wistar-Ratten und Schweinen untersucht. Dabei sollte die Kinetik des Tracers

[*®F]FESDS im Blut und die mogliche Verdrangung durch den CA-Hemmer studiert werden.
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An den Ratten und Ferkeln konnte eine gute und schnelle Verdrangung der Radioaktivitét im
Blut durch Azetazolamid gezeigt werden. Eine i.v.-Applikation von 5 mg/kg Azetazolamid
reduzierte die Radioaktivitét im Blut der Ratte sehr stark, wobel die Radioaktivitéat in der
Leber und im Darm erhdht wurde. Das ist jedoch weniger auf die Expression von Estronsulfa-
tase in diesem Organ, sondern vielmehr auf die hepatobilidre Ausscheidung des Tracers zu-
rickzufiihren. Dadurch erscheint die Auffindung von Tumoren im unteren Bauchraum

schwierig.

Durch die Erstellung einer Blutbindungskurve firr [*®F]JFESDS am Schwein wurde bestétigt,
dass der Tracer fast vollstandig vom zelluldren Kompartiment (Erythrocyten) gebunden
wurde. Es war jedoch méglich, [*®F]FESDS durch Azetazolamid (5 mg/kg) aus dem Blut zu

verdrangen und ins Plasma zu bringen.

PET-Bilder vom Hirn der Ferkel lief3en lediglich die grof3en Blutgefalie, aber keine Hirnregio-
nen mit hoher ES-Expression erkennen. Wie auch durch die Ex-vivo-Autoradiographie beim
Rattenhirn (Abb. 4-18) gezeigt wurde, reichert sich [*®F]FESDS verstérkt in den BlutgefaRen
des Hirnes an. Selbst mit Azetazolamid-Applikation war der Tracer nur in den grof3en Blut-
gefél3en Arteria cerebri media, Arteria carotis interna sowie dem Sinus sagitalis dorsalis und
Rete mirabile gebunden. Die erfolgreiche In-vitro-Trennung von Estronsulfatase und Carbo-
anhydrase gelang in vivo leider nicht. Damit wird die letzte und wichtigste Forderung fur die
Eignung eines PET-Tracers nach einer Korrelation zwischen Vorkommen des Targets und

Bioverteilung nicht erfallt.

5.6 Zusammenfassende Betrachtung zur Eignung von [*®F]FESDS al's PET-Tracer

Der neuartige Radiotracer 16a-[*®F]Fluorestradiol-3,17b-disulfamat bindet sowohl in vitro als
auch in vivo an verschiedenen Zellen und Gewebe. [*°F]FESDS hat dabei zwei Targets: die
Estronsulfatase und die Carboanhydrase. Da der Tracer an die Carboanhydrase bindet, stellt er
in vivo vorzugsweise die Blutverteilung im Korper dar. [**F]FESDS bindet zu stark im Blut
(10 % D/g) und zu gering an Ovar oder Uterus (0,5 % D/g). Die spezifische Darstellung von
dem Target Estronsulfatase durch [*®F]FESDS ist nicht gegeben. Das bedeutet, es besteht eine
geringe Wahrscheinlichkeit, dass [**F]FESDS in einem Gewebe ohne Expression von Estron-
sulfatase nicht bindet.
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In vitro, wenn die CA mit Azetazolamid an Organschnitten und konfluenten Tumorzellen ge-
hemmt wird, kann die Estronsulfatase dargestellt werden, es gelingt jedoch nicht in vivo. Eine
Applikation von Azetazolamid fuhrt in vivo dazu, dass sich der Tracer vorzugsweise in Darm
und Leber anreichert, da er Uber diese Organe ausgeschieden wird. Eine Hemmung der CA
mit Azetazolamid reduziert zwar die falsch hohe Blutbindung, a3t aber neben Organen mit
hoher ES-Aktivitét auch Organe mit geringer ES-Aktivitét (Pankreas) falsch hoch erscheinen.

Die Ursachen dafur, dass die ES in vivo nicht nachgewiesen werden kann, sind vermutlich die
vergleichsweise hohen Dissoziationskonstanten (Kg-Werte) von mindestens 28 nM (Uterus)
sowie die starke hepatobiliare Ausscheidung des Tracers. Dadurch ist die Anwendbarkeit von
["®F]FESDS zur Diagnostik von Brustkrebs mit PET limitiert. Das im Tierversuch an
tumortragenden Nacktmausen erhaltene Target/Nontarget-Verhdtnis fiel mit 2,88 fur den
MCF-7-Tumor (Mammakarzinom, Primartumor) zu gering aus. Mit den HepG2-Tumoren
(Hepatom) wurde das sehr gute Target/Nontarget-Verhéltnis von 7,87 erhalten, was wahr-
scheinlich eine Bildgebung mit der PET erlaubt. Es ist aber lediglich auf die besonders gute

Durchblutung von dem Tumor zurtickzufiihren und weniger auf eine hohe ES-Expression.

Es misste ein Tumormodell mit hoher Estronsulfatase-Aktivitét gefunden werden. Dies kon-
nte durch den Einsatz anderer Zellen gelingen. Dazu musste jedoch ein Screening von allen
verfigbaren Mammakarzinom-Zelllinien beztglich deren ES-Aktivitét durchgefihrt werden.
Die Erhohung der ES-Expression im transplantierten Tumor kann méglicherweise aber auch
durch eine Implantation der Tumorzellen zusammen mit extrazellulérer Matrix (ECM) erfol-
gen. Es ist bekannt, dass Differenzierungsprozesse in epithelialen Zellen maf3geblich durch
die ECM beeinflusst werden (Petersen et al., 1998). Vollmer et al. (1995) zeigte an den Endo-
metrium-Krebszellen RUCA-I, dass diese bel Kultivierung auf ECM im Gegensatz zur Kulti-
vierung auf Plastikoberflache hormon-induzierte Gene exprimieren. Die funktionelle Diffe-
renzierung der Zellen kommt auch dadurch zum Ausdruck, dass sich die Zellen dreidimensio-
nal anordnen. Auf diese Weise wére es evtl. moglich, dass die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Mammakarzinom-Zéllinien MCF-7 und T-47D eine héhere ES-Expression er-
reichen. Aus verschiedenen Grinden war es im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich,

diesen Ansatz zu prifen.

Ein wichtiges Kriterium fir die Charakteriserung eines potentiellen PET-Tracers ist die
Affinitédt der unmarkierten Substanz. Diese ist mit Kg-Werten zwischen 28 nM bel Uterus

bzw. 1500 nM bei Striatum moglicherweise zu gering. In Tabelle 5-5 sind die Affinitéten von
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einigen PET-Tracern aufgefuhrt. Es ist zu sehen, dass die meisten Kq-Werte im subnano-
molaren Bereich (z.B. 0,13 nM fir [®F]Altanserin; Biver et al., 1997) und damit deutlich
unter den hier ermittelten Werten liegen. Da der Metabolismus des Tracers eher gering ist, ist
es wahrscheinlicher, dass das Nichtfunktionieren der Darstellung des Enzyms Estronsulfatase

mit der PET auf eine zu geringe Affinitéat der Verbindung FESDS zuriickzufihren ist.

Tabelle 5-5: Dissoziationskonstanten (K s-Werte) einiger PET-Tracer

Tracer Target Kq[nM] Autor
[*®F] Altanserin Serotonin-Rezeptor (5-HT,) 0,13 Biver et al. (1997)
[*'C](+)McN5652 Serotonin-Transporter 0,72 Brust et al. (2000)

6-[®F]Fluor-3-(2(S)-Azetidinyl-  Nicotinischer Acetylcholin- 0,028 Horti et al. (2000)
methoxy)-Pyridin (6-[**F]FA) Rezeptor

[*'C]Flumazenil Benzodiazepin-Rezeptor 12,0 Lassen et al. (1995)
["'C]Methylquinuclidinylbenzylat Myokardialer 0,002 Delforge et al. (1993)
(MQNB) muscarinischer Rezeptor

Prinzipiell bestande die Méglichkeit, die Darstellbarkeit der Carboanhydrase mit [**F]FESDS
durch die PET zu nutzen, da Erkrankungen mit pathologischer Veranderung der Expression
der CA bekannt sind (Nishimori et al., 1999). Am aussichtsreichsten ware es natirlich, wenn
Krankheiten mit signifikanter Uber- oder Unterexpression der sulfonamidsensitiven CA-1so-
zyme (Il und V) gefunden wirden. Z.B. ist bel einigen Formen von Hirntumoren die Expres-
sion von CA |l erhoht (Parkkila et al., 1995). Bei Patienten mit Hirnschlag ist die CA Il -
Konzentration im cerebrospinalen Fluid erhoht, was auf Membranschaden zuriickgefihrt wird
(Parkkila, 2000). Es wird angenommen, dafld die CA | und CA Il an der Pathogenese von
humanen Autoimmunkrankheiten beteiligt sind. Das sind z.B. Systemischer Lupus Erythema-
tosus, §jogrens’s Syndrom, Autoimmun-Cholangitis und | diopathische Chronische Pankreati-
tis. Bel Cervix-Krebs des Uterus ist die CA 1X — Expression hochreguliert, bei Nierenzell-
karzinom die der CA XII. Mori et al. (1993) berichten wiederum von einem Fehlen der CA |
bei colorectalem Krebs. Nogradi (1998) ist alerdings der Meinung, dass die CAs |1-VII keine
sinnvollen Marker zum Tumor-Imaging sind, lediglich das Isozym CA 1X kdnnte mit der
Tumorgenese assoziiert sein. Die CA X scheint auch gegenuber den Sulfonamiden eine
gewisse Affinitdt aufzuweisen (Supuran et al., 2001; Supuran und Scozzafava, 2000) und
wiirde damit ein Target fir den Tracer [*®F]FESDS darstellen. Zukiinftigen Experimenten ist

es vorbehalten, zu prifen, ob dem so ist.
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6 Zusammenfassung

In den westlichen Industrieléandern ist Brustkrebs die haufigste krebsbedingte Todesursache
bei Frauen. Bel der Diagnose von Brustkrebs ist fur bestimmte Fragestellungen die Positro-
nen-Emissions-Tomographie (PET) eine wichtige Ergdnzung zur Mammographie und Sono-
graphie. Die derzeit eingesetzten PET-Tracer 2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-Glucose (FDG) und
16a-['®F]Fluor-17b-estradiol (FES) kénnen Mammakarzinome bzw. deren Metastasen nicht
mit 100%iger Sicherheit nachweisen. Aus diesem Grund wurde eine [®F]-markierte Verbin-
dung entwickelt, die moglicherweise die diagnostische Sicherheit bei Brustkrebs erhthen
kann: [*®F]16a-Fluorestradiol-3,17b-disulfamat ([**F]JFESDS). In der vorliegenden Arbeit
wurde gepriift, ob [*®F]FESDS fiir die Positronen-Emissions-Tomographie eignet ist. Dabel
wurden Kriterien, die von Eckelman und Gibson (1993) aufgestellt wurden, in die Prifung

einbezogen.

Die Herangehensweise war folgende: es wurde ein diagnostisch relevantes Protein gewahlt,
dass in jedem Brustkrebsgewebe vorkommt. Dieses Protein musste in malignem Brustgewebe
signifikant hoher exprimiert sein als in gesundem Gewebe. Beide Bedingungen werden von
der Estronsulfatase erflllt. Fur die Entwicklung eines Tracers besteht die Moglichkeit der
radioaktiven Markierung eines Inhibitors: 16a-Fluorestradiol-3,17b-disulfamat (FESDYS).

Das Vorkommen des Enzyms Estronsulfatase wurde in alen untersuchten Organen und Hirn-
regionen der Wistar-Ratte sowie in den Tumorzellen MCF-7, T-47D und HepG2 nachge-
wiesen. Die Enzymaktivitdt der Estronsulfatase betrégt zwischen 0,82 pmol/mg Protein/min
(HepG2-Zellen) und 2670 pmol/mg Protein/min (mannliche Hypophyse).

Fur die Affinitdtskonstante des Enzym-Substrates Estronsulfat wurde 29 pM ermittelt. Die
Enzymaktivitét der Estronsulfatase konnte in Organ- und Zellhomogenaten mit den Inhibito-
ren Quercetin, Naringin und FESDS signifikant gehemmt werden, wobei durch FESDS die

stérkste Hemmung erzielt wurde.
Der neuartige Tracer [*®F]FESDS bindet in vitro an Strukturen des Rattenhirnes. Die Bindung

[&l3t sich durch FESDS, aber nicht durch Naringin und Quercetin hemmen. Das deutet darauf
hin, dass die Bindung von [*®F]FESDS an die Estronsulfatase nicht spezifisch ist.
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Untersuchungen an Wistar-Ratten zeigten, dass 60 min nach i.v.-Injektion von [**F]FESDS
10 % der injizierten Radioaktivitdt pro Gramm (D/g) im Blut, aber nur 0,5 % D/g in Ovar und
Uterus angereichert wurden. Dieses Ergebnis entspricht nicht den Erwartungen, da Blut im
Gegensatz zu Ovar und Uterus eine sehr geringe Estronsulfatase-Aktivitét hat. Somit wird die
Radioaktivitét im Blut zu hoch und in den ES-exprimierenden Organen Ovar und Uterus zu
niedrig angereichert. Die hohe Blutbindung ist nachteilig fUr einen PET-Tracer, da so Gewebe
bzw. Tumoren mit hoher Estronsulfatase-Expression nicht deutlich abgegrenzt werden kon-

nen.

[*®F]FESDS bindet offensichtlich an Bestandteile des Blutes, wobei es sich dabei nicht um die
Estronsulfatase handeln kann. Es wird aufgrund der Molekilstruktur (2 Sulfonamidgruppen)
vermutet, dass [*®F]FESDS an Carboanhydrase, die in Erythrocyten enthalten ist, bindet. Dies
konnte durch Hemmexperimente mit sulfonamidischen Carboanhydrase-Hemmern belegt
werden. Dabel ist die Inhibition der Carboanhydrase durch FESDS etwas geringer als die von

Azetazolamid.

Es wurde versucht, durch eine aquivalente Konzentration an Azetazolamid sowohl in vitro als
auch in vivo die Carboanhydrase zu hemmen. Dadurch sollte das eigentliche Ziel erreicht
werden, mit [*®F]FESDS die Estronsulfatase nachzuweisen. Die benétigte Azetazolamid-Kon-
zentration betragt in vitro zwischen 10° M und 10 M an Organschnitten der Ratte und in
humanen Tumorzellen. In vivo wurde eine Dosis von 5 mg/kg eingesetzt. Diese Dosis ist fir
den Menschen unbedenklich, da von Scheuermann et al. (2000) berichtet wird, dass bel einer
Applikation von 10 mg/kg Azetazolamid (Diamoxé) keine Beeintréachtigung der pulmonaren

Atmung erfolgt.

Durch selektive Hemmung der Carboanhydrase konnte in vitro mit [**F]FESDS die Affini-
tatskonstante von FESDS an die Estronsulfatase bestimmt werden. Sie betrégt 28 nM am Rat-

tenuterus und stimmt mit dem an humanen Plazenta-Mikrosomen ermittelten Wert Uberein.
Die In-vitro-Autoradiographie des Rattenhirnes zeigt, dass die Affinitat von [**FJFESDS zur

Estronsulfatase ca. 10-fach geringer as die zur Carboanhydrase ist, d.h. der Tracer bindet be-

vorzugt an die Carboanhydrase.
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In vivo ist es nicht gelungen, mit [*®F]FESDS die Estronsulfatase bei vorliegender Carboanhy-
drase-Hemmung besser darzustellen. Leber (4,1 % D/g) und Darm reichern die Radioaktivitat
besonders stark an, was auf die hepatobilidre Ausscheidung des Tracers zurtickzufthren ist.
Organe mit hoher Estronsulfatase-Aktivitdt enthalten dagegen nur wenig Radioaktivitét
(Uterus 0,9 % D/g). Bel Vorliegen einer Carboanyhdrase-Inhibition kann durch die zusétz-
liche Gabe von FESDS die Tracerbindung in vivo nicht vermindert werden, sie wird sogar
erhoht. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass durch den gemeinsamen Einsatz von Azetazol-
amid und FESDS der Tracer 2,3-fach weniger in den Darm ausgeschieden wird und so fur die
Bindung in ES-reichen Organen zur Verfligung steht. Damit ergibt sich keine Korrelation

zwischen den Daten in vitro und in vivo.

[®F]FESDS wird in der Wistar-Ratte in geringem Mal3e metabolisiert. Es handelt sich dabei
um ein Produkt, dass im Blut und Urin vorkommt; im Urin macht es 64,5 % der Gesamtradio-
aktivitét aus. Bel Nacktmausen treten unter den gewéhlten analytischen Bedingungen keine
Metaboliten im Blut auf.

Das Tumor/Muskel-Verhdlitnis von tumortragenden Nacktmausen betragt 1,39 beim FaDu-
Tumor und 7,87 beim HepG2-Tumor, wobel der FaDu-Tumor keine ES exprimiert und daher
als Negativkontrolle gilt. Das sehr gute Tumor/Muskel-Verhdtnis des HepG2-Tumors ist auf
die gute Durchblutung dieses Tumors zurtickzufhren. Fur den MCF-7-Tumor wére eine noch
hohere Traceranreicherung als beim HepG2-Tumor zu erwarten, was aufgrund von experi-

mentellen Schwierigkeiten nicht nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse fuhren zu dem Schluf3, dass eine Darstellung der Estronsulfatase mit der PET
weder mit dem Radiotracer [*®*F]FESDS allein noch bei Koinjektion von [**F]FESDS mit

Azetazolamid (zur CA-Hemmung) mdéglich ist.
Es besteht lediglich die Chance, den Tracer [**F]FESDS fiir die Darstellung von Carboanhy-

drase X, einem Tumormarker, zu nutzen. Dies war nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit

und bleibt zukinftigen Experimenten vorbehalten.
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