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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Zielstellung

Ziel der durchgefuhrten Arbeiten war die Entwicklung molekularer Sonden zur Bild-
gebung von Proteaseaktivitaten und des programmierten Zelltodes (Apoptose) mit
verschiedenen bildgebenden Systemen, insbesondere deren funktionelle Testung in

vitro und in vivo.

Aktive Matrixmetalloproteinasen sind entscheidend am Umbau der extrazellularen
Matrix beteiligt. Inre Dysregulation spiegelt sich in verschiedenen Krankheiten wider.
Die Beurteilung von abweichenden Enzymaktivitaten kann einen entscheidenden

Hinweis auf pathologische Veranderungen geben.

Die Apoptose ist ebenfalls an vielen Prozessen auf zellularer Ebene beteiligt. Die
Detektion von apoptotischen Zellen ist flr praklinische und therapeutische Zwecke
ein wertvolles Hilfsmittel, so z. B. um die Effektivitat von chemotherapeutischen Be-

handlungen friihzeitig beurteilen und gegebenenfalls anpassen zu kdnnen.

1.2. Bildgebung

Die Visualisierung von inneren Korperstrukturen stellt einen wichtigen Teil der me-
dizinischen Diagnostik dar und ist daher auch ein bedeutsames Forschungsgebiet in
der Medizin. Flr die Weiterentwicklung mussen viele wissenschaftliche Disziplinen,
wie Biologie, Chemie, Pharmazie, Physik und Informatik, zusammenarbeiten. Das
erste breit angewendete bildgebende Verfahren wurde 1895 mit der Entdeckung der
Rontgenstrahlung von Wilhelm Conrad Rontgen geschaffen [1]. Aufgrund des tech-
nologischen Fortschrittes stehen uns heute verschiedenste bildgebende Systeme zur
Verfugung. Neben der Rontgenbildgebung liefert heute die Bilderzeugung mittels
Magnetresonanztomographie, Computertomographie, Positronen-Emissions-Tomo-
graphie oder Ultraschall anatomische und funktionelle Einblicke in die klinische Rou-
tine. Der Einsatz dieser Techniken ist nicht nur Grundlage flr viele Diagnosen, son-
dern reduziert oder ersetzt viele invasive Eingriffe. Aulerdem spielen bildgebende
Verfahren eine wichtige Rolle bei der Uberwachung und Kontrolle von Therapien.

Neue Therapien kdnnen mit Hilfe der Bildgebung entwickelt und standardisiert wer-
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den. Fur die praklinische Forschung wurden in den letzten Jahren neue Bildge-
bungstechniken entwickelt, die Signale von Nahinfrarotfluoreszenz, Bioluminiszenz
und Optoakustik fur die Bildgebung verwenden. Auf die in dieser Arbeit verwendeten

Bildgebungsverfahren wird im Weiteren genauer eingegangen.

1.2.1. Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein bildgebendes Verfahren, bei dem
Schnittbilder von menschlichen, tierischen oder unbelebten Kérpern erzeugt werden
(griech. tomé = das Schneiden und graphein = schreiben, zeichnen). Dies ermoglicht
Einblicke und Beurteilungen von Koérperregionen, die ohne invasive Eingriffe oft uner-
reichbar waren. Im Gegensatz zu anderen bildgebenden Verfahren, wie Computer-
tomographie oder Positronen-Emissions-Tomographie, kommt die MRT ohne den

Einsatz von ionisierender Strahlung aus.

Die Magnetresonanztomographie begrundet sich auf dem Prinzip der Kernspinre-
sonanz, die von Felix Bloch [2] und Edward Purcell [3] entdeckt worden ist. Die Wei-
terentwicklung der MRT wurde ab 1973 vor allem von Paul Lauterbur (erstes NMR-
Bild) [4] und Sir Peter Mansfield [5] vorangetrieben. Sie erhielten 2003 den Nobel-
preis fur Physik und Medizin. Mitte der 80er Jahre hielt die MRT Einzug in die routi-

nemafige medizinische Diagnostik.

1.2.1.1. Grundlagen

Atomkerne mit ungerader Anzahl von Nukleonen (Protonen und Neutronen)
besitzen aufgrund des Eigendrehimpulses (Spin) ein eigenes magnetisches Moment.
Diese Eigenschaft ist Grundvoraussetzung fur die MRT und z. B. bei Wasserstoff-
atomen (H+) gegeben. Da der menschliche Korper zu 65% aus Wasser besteht, ist
der Uiberwiegende Anteil von Atomkernen mit Kernspins das Wasserstoff-Isotop H.
Des Weiteren sind aber auch Fluor-, Natrium- und Phosphoratome fur MRT-Messun-
gen geeignet, da sie naturlicherweise im Korper vorkommen und die am haufigsten

vorkommenden Isotope eine ungeradzahlige Nukleonenanzahl aufweisen [6].

Platziert man Protonen in einem externen statischen Magnetfeld, richten sich deren
magnetische Momente entweder in Feldrichtung (parallel) oder entgegengesetzt da-
zu (antiparallel) aus, was Zustanden unterschiedlicher Energien entspricht. Der pa-

rallele Zustand in Feldrichtung wird dabei bevorzugt eingenommen, weil es sich um

2
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die geringflgig energiearmere Position handelt. Das Verhaltnis dieser beiden Zu-
stande liegt bei 1.000.000 antiparallel zu 1.000.007 parallel ausgerichteter Spins bei
einer Feldstarke von 1 Tesla. Da sich die Magnetkrafte der antiparallelen und paralle-
len Spins gegenseitig aufheben, verbleiben fur die messbare makroskopische Kern-
magnetisierung nur die Uberschissigen parallelen Spins. Die Anzahl der parallel

ausgerichteten Protonen erhdht sich proportional mit zunehmender Feldstarke [7].

Zusatzlich rotieren die Spins um die Feldrichtung, was als Prazession bezeichnet
wird. Die Prazessionsbewegung weist eine charakteristische Frequenz auf. Die Fre-
quenz ist proportional zur Starke des angelegten Magnetfeldes, d. h. je starker das

umliegende Magnetfeld ist, desto hdher ist auch die Prazessionsfrequenz.

Bei Einstrahlung eines Hochfrequenz-Radioimpulses (HF-Puls), der dieselbe Fre-
quenz wie die Prazessionsfrequenz der Protonen aufweist, nehmen parallele Spins
Energie auf und wechseln in den antiparallelen Zustand. Diese Energielbertragung
wird als Resonanz bezeichnet. Die so angeregten Spins sind durch den eingestrahl-

ten HF-Puls in der Phasenlage der Prazession synchronisiert [7].

Nach dem Abschalten des HF-Pulses kehren die Protonen wieder in ihre Aus-
gangsstellung zurick. Dieser Vorgang wird auch Relaxation genannt und besteht aus
zwei unabhangigen Vorgangen: die longitudinale (T1) und die transversale Relaxati-
on (T2). T1 ist dabei ein Mal} fur die Zeit, die die Protonen bendtigen um wieder in
den energiearmeren parallelen Zustand zu gelangen. T2 beschreibt dagegen die
Zeit, in der die Protonen ihre zueinander synchronisierte Phasenlage verlieren, ist
also ein Mal} fur die Geschwindigkeit der Dephasierung. Makroskopisch messbar ist
nur die Summe aller magnetischen Momente, so dass eine Dephasierung zum Ver-
lust von Messsignal fuhrt. Die Drehung des magnetischen Gesamtmoments um
einen bestimmten Winkel bei der Anregung wird durch den sogenannten Flipwinkel

beschrieben [7].

Eine spezielle Empfangerspule nimmt die elektromagnetischen MR-Signale
(Echos) auf, die die Protonen wahrend der Relaxation aussenden [8]. Fur die Bilder-
zeugung mussen die Echos mit einer Ortskodierung versehen werden. Dazu werden
Zusatzfelder zum statischen Magnetfeld entlang der drei Raumrichtungen generiert
(Gradienten). Mit Hilfe der Frequenz- und Phasenkodierung lassen sich die MR-Sig-
nale einem Bildpunkt zuordnen. Anschlielend wird mit dem mathematischen Algo-

rithmus der Fourier-Transformation ein Bild rekonstruiert [7].



1. Einleitung

1.2.1.2. Signalintensitat und Bildkontrast

Aufgrund unterschiedlicher Relaxationszeiten der Atomkerne in ungleichen Gewe-
ben werden vom MRT unterschiedliche Signalintensitaten der Gewebe und Organe
gemessen. Die Signalstarke wird in Graustufen kodiert dargestellt. In einem MR-Bild
wird der Gewebeanteil, der ein starkes Signal aussendet (signalreich, hyperintens) in
hellen Graustufen und der Gewebeanteil mit geringerem Signal (signalarm, hypoin-
tens) in dunkleren Graustufen abgebildet. Die Farbkodierung spiegelt sich in den

Voxeln, d.h. den Volumenelementen (Pixel x Schichtdicke = Voxel) wider.

Die Relaxationszeiten sind stark von dem jeweiligen Gewebe abhangig und spielen
fur den Bildkontrast eine entscheidende Rolle. Um ein MR-Bild zu erhalten, wird das
Gewebe angeregt und vermessen. Die HF-Pulse werden in bestimmten Abstanden
wiederholt. Die Zeit zwischen zwei Anregungen derselben Schicht wird als
Repetitionszeit (TR) bezeichnet. Spins von Geweben mit kurzer T1 relaxieren schnell
und geben nach einer erneuten Anregung viel Signal, sie erscheinen im MR-Bild hell.
Gewebe mit langer T1 erscheinen auf T1-gewichteten Bildern dunkel, da sie weniger
schnell relaxieren und somit flr eine erneute Anregung weniger Spins zur Verfugung

stehen, die dementsprechend weniger Signal abgeben.

Ein weiterer Parameter, der Einfluss auf den Bildkontrast hat, ist die Echozeit (TE).
Hierbei handelt es sich um die Zeitspanne, die man nach der Anregung bis zur Mes-
sung vergehen lasst. Je langer die Echozeit gewahlt wird, desto starker ist der Sig-
nalverlust, weil die Spins mehr und mehr dephasieren. Ein Gewebe mit langer T2
verliert bei langer TE nicht so schnell an Signal wie ein Gewebe mit kurzem T2. Auf
T2-gewichteten Bildern mit langem TE erscheinen Flussigkeiten, wie z. B. Liquor hell,

da Flussigkeiten lange T2-Relaxationszeiten aufweisen [6].

1.2.1.3. Sequenzen

Eine Messsequenz in der MRT setzt sich aus einer Kombination von HF-Pulsen
und Magnetfeldern bestimmter Starke und Gradientenrichtung zusammen, die in de-
finierter Reihenfolge ein- und ausgeschaltet werden. Je nach Hersteller und Art der
Bilderzeugung gibt es gleiche Ausfihrungen mit unterschiedlicher Namensgebung.
Die Sequenzauswahl ist abhangig von der jeweiligen Zielsetzung und dem Messob-

jekt, und muss daher diesen angepasst werden.
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Die klassischen sogenannten Spinecho-Sequenzen kombinieren 90°- und 180°-
Pulse. Die schnellen Gradienten-Echo-Sequenzen (GRE) verwenden hingegen kei-
nen 180°-Puls zur Echoerzeugung, sondern erzeugen es durch Umkehr der Richtung
der Magnetfeldgradienten (Gradientenecho). Nachteilig ist, dass die Bildqualitat auf-
grund der fehlenden Kompensation von Feldinhomogenitaten des Magnetfeldes und
der Gradienten schlechter ist. Das MR-Signal zerfallt schneller, namlich mit T2* (der
totalen transversalen Relaxationszeit). Der Vorteil liegt im geringen Zeitaufwand auf-
grund der schnellen Pulsfolge. Bei der Verwendung von Anregungswinkeln kleiner
90° (i. d. R. zwischen 10° und 35°) wird die Gradientenecho-Sequenz als FLASH
(Fast Low Angle SHot) bezeichnet [9].

1.2.1.4. Kontrastmittel

Bei bestimmten Fragestellungen ist es notwendig einen noch starkeren Kontrast-
unterschied innerhalb eines Gewebes oder zwischen ahnlichen Geweben bei der
MRT zu erhalten. Um Anderungen im Bildkontrast hervorzurufen, kann man je nach
Anwendung auf verschiedene Kontrastmittel (KM) zurtckgreifen. Die Entwicklung
neuer, besonders schneller MRT-Techniken und die Anwendung von KM flhrte zu
einer Verbesserung der Bildgebung im Bereich vieler klinischer Anwendungen. Zur
Auswahl stehen derzeit eine Vielzahl an unterschiedlichsten KM. Eine groflde Gruppe
bilden die Gadolinium-haltigen Verbindungen, eine zweite Gruppe bilden die Eisen-
oxidnanopartikel-Verbindungen. lhre Wirkung liegt in einer Verkiurzung der T1- und
T2-Relaxationszeit. Dieser Effekt wird indirekt verursacht, d. h. die Substanzen selbst
liefern keine MR-Signale, beeinflussen jedoch durch Wechselwirkung mit benachbar-
ten Protonen ihre Umgebung [10]. Hierbei wirken Eisenoxidnanopartikel meist
signalmindernd durch eine starke T2/T2*-verkirzende Wirkung im Gegensatz zu Ga-
dolinium-basierten KM, die vorwiegend die T1 verkurzen und dadurch signalverstar-
kend in T1-gewichteten Sequenzen wirken. Da Gadolinium-lonen toxisch sind,
mussen sie stabil gebunden an einen Chelator wie DOTA oder DTPA verabreicht

werden.

Aulerdem spielt die Suszeptibilitat (Empfanglichkeit fir eine Magnetisierung durch
ein aulleres Magnetfeld) der Substanzen eine grof3e Rolle. Es gibt vier verschiedene
Formen von Suszeptibilitat: Diamagnetismus, Paramagnetismus, Superparamagne-

tismus und Ferromagnetismus. Da diamagnetische Substanzen lediglich eine gerin-



1. Einleitung

ge negative Suszseptibilitat zeigen und ferromagnetische Substanzen nach Ab-
schalten des aufReren Magnetfeldes eine Restmagnetisierung behalten, die zu Ag-
gregationen fihren kénnten, werden nur paramagnetische und superparamagneti-

sche Substanzen fur die MRT verwendet.

1.2.1.5. Superparamagnetische Kontrastmittel

Die Eigenschaften von Eisenoxidpartikeln in Pulverform und Flissigkeiten wurden
erstmals 1952 mit der Bezeichnung des Superparamagnetismus belegt [11]. Ein
Charakteristikum von superparamagnetischen Substanzen ist die Fahigkeit, sich
durch ein externes Magnetfeld stark magnetisieren zu lassen. Verantwortlich dafur ist
die Anordnung der lonen im Kristallgitter, in denen alle Elektronenspins parallel aus-
gerichtet sind. Nach Abschalten des Magnetfeldes verschwindet diese Magnetisie-

rung — Restmagnetisierung kann nicht nachgewiesen werden.

In die Gruppe der Eisenoxid-basierten KM gehoéren die USPIOs (ultrasmall super-
paramagnetic iron oxide particles) von GroRen unter 50 nm und die SPIOs mit Uber

50 nm Durchmesser [12].

Vor der Anwendung mussen die superparamagnetischen Partikelkerne in der Regel
mit einer Beschichtung Uberzogen werden, das so genannte coating, um eine Stabili-
sierung der einzelnen Partikel sicherzustellen. Die Umhullung gewahrleistet eine kol-
loidale Form der Suspension wahrend der Lagerung, Applikation und Verteilung im
Organismus. Der Stabilisator isoliert den Eisenkern entsprechend vor Van-der-Wals-
Kraften und magnetischen Wechselwirkungen untereinander [13]. Fur diese Zwecke
werden sowohl hochmolekulare als auch geladene niedermolekulare Substanzen
verwendet. Aus der ersten Gruppe sind vor allem Dextran [14] und seine Derivate
[15], Starke [16], Albumin [17] und Polyethylenglycol [18] zu nennen. Bei dieser Art
von Abschirmung handelt es sich um eine sterische Stabilisierung aufgrund der um-
fangreichen GroRRe der Beschichtungsmolekile. Bei der Beschichtung mit niedermo-
lekularen Substanzen wird die Aggregation der Eisenkerne durch eine elektrostati-
sche Abstoldung verhindert, die durch positive oder negative Ladungen der Coa-
tingsubstanzen erreicht werden kann. Zu diesen Stabilisatoren gehéren Carbonsau-
ren, wie z. B. Citronensaure [19, 20], Apfelsaure [21], Weinsaure [22] und Asparagin-
saure [23]. Die Citrat-stabilisierten VSOP (very small iron oxide particles) gehdren mit

einem Durchmesser von unter 10 nm zu den kleinsten USPIOs [24]. Die
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Eisenoxidnanopartikel bestehen aus einem Gemisch von Magnetit und Maghamit.
Die Citrat-beschichteten VSOP wurden als Bildgebungssonden flur die kontrastmittel-
gestutzte MR-Angiographie entwickelt. Die Eisenoxidpartikel werden Uberwiegend
von Zellen des mononuklearen phagozytierenden Systems (MPS), z. B. des Kno-
chenmarks, der Leber und der Milz, absorbiert und anschlieRen dem kdrpereigenen
Stoffwechsel zugefuhrt [25]. VSOP bewirken durch ihre Magnetisierbarkeit eine Sto-
rung der Homogenitat des externen Magnetfeldes. Die so verursachten lokalen Feld-
inhomogenitaten im Magnetfeld fuUhren zur einer Verkurzung der T1- und T2-Relaxa-
tionszeiten. Besonders stark ist dieser Effekt bei T2/T2*-gewichteten Sequenzen zu
beobachten, die eine entsprechend hohe Signalverminderung im Bereich des ange-
reicherten Kontrastmittels zeigen. Allerdings werden durch Eisenoxidpartikel auch
T1-gewichtete Sequenzen sichtbar beeinflusst. Hierbei fuhrt die Verkirzung der T1-

Relaxtionszeit zu einer Signalsteigerung des kontrastmittelhaltigen Gewebes [26].

1.2.1.6. Target-spezifische Bildgebungssonden

Morphologische und funktionelle Veranderungen in Geweben gehen meist
molekulare Abweichungen, wie Anderung in der Genexpression, veranderten En-
zymkonzentrationen, vermehrter Prasentation von Rezeptoren oder Antigenen, vo-
raus. Diese Veranderungen kénnen als Target fur die Bildgebung dienen, aber auch
als therapeutisches Werkzeug eingesetzt werden. Je nach gewahltem Target erge-
ben sich verschiedene Ansatze fur die Entwicklung von spezifischen Bildgebungs-
sonden [27]. Durch Kopplung von spezifisch bindenden Peptidsequenzen oder Pro-
teinen, wie z. B. Antikorpern, konnen bereits erprobte Sonden modifiziert werden.
Durch spezifische Interaktionen oder Bindungen der gekoppelten Molekule mit dem
Zielgewebe kdénnen Anreicherungen bewirkt werden, die flr die molekulare Bildge-
bung genutzt werden [28]. In Abbildung 1 sind Eisenoxidnanopartikel dargestellt. Die
VSOP weisen einen Eisenoxidkern auf, der durch eine Citrat-Hulle elektrostatisch
stabilisiert wird. Durch Kopplung von Molekulen auf der Oberflache, z. B. mit Annexi-
nen oder Peptidsequenzen, konnen die VSOP modifiziert werden. Dies ermdglicht
ein aktives Targeting an bestimmten veranderten Gewebestrukturen oder Proteinen
[29, 30].
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VSOP AnxA5-VSOP

Abbildung 1: Strukturmodelle von unterschiedlichen Bildgebungssonden (zur Verfi-
gung gestellt von Lena Figge und Prof. Eyk Schellenberger). Vergleich eines Eisencitrat-
Partikels (VSOP links, 7 nm) und spezifischen Bildgebungssonden, wie zielgerichtete Anne-
xin-beschichtete Partikel (AnxA5-VSOP Mitte, 15 nm) und aktivierbaren Partikeln mit gekop-
pelten Peptid-PEG-Ketten (PSOP rechts, 25 nm). Der Eisenoxidkern (grau) ist bei den abge-
bildeten Partikeln Citrat-beschichtet (rot). Die VSOP werden u. a. flr Angiographie-
Messungen eingesetzt. Die AnxA5-VSOP dienen der Apoptose-Detektion und die PSOP
besitzen eine spezifische Schnittstelle, um die Aktivitat von bestimmten Enzymen zu de-
monstrieren.

Die mit Annexinen gekoppelten VSOP sind mit einer GréRe von 14,4 £ 2,3 nm ver-
gleichsweise klein [30]. Die geringe Grof3e und die Oberflachenbeschichtung sind
gute Voraussetzungen fur die Extravasion der Partikel aus der GefalRbahn und die
Detektion von apoptotischem Gewebe mittels MRT [31]. Auch die PSOP wurden flr
die Bildgebung mittels MRT entwickelt. Eine spezifische Partikelanreicherung wird
bei Anwesenheit eines Enzyms und der damit einhergehenden Enzymaktivitat (Tren-

nung des Peptid-PEGs an der spezifischen Schnittstelle) vermittelt.

Der Einsatz solcher spezifischen Sonden bei bildgebenden Verfahren bringt sowohl
Vorteile fur die praklinische Forschung als auch im diagnostischen Bereich durch
frihzeitiges Erkennen von Veranderungen auf molekularer Ebene sowie durch zeit-

nahe Beurteilung der Wirksamkeit von bestimmten Therapien. Der damit verbundene
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Zeitgewinn konnte gegebenenfalls durch frihe Therapieveranderung den Therapie-

erfolg verbessern und unnoétige Behandlungsnebenwirkungen verringern.

Ein weiterer Ansatz verbindet die molekulare Bildgebung mit einem therapeutischen
Aspekt. Die Kopplung von Therapeutika an spezifische Sonden kann zu einer
Dosissteigerung im Zielgewebe fuhren. Aber auch in den Bereichen der Hyperther-
mie- und Stammzelltherapie ergeben sich mit Hilfe von Target-spezifischen Sonden
neue Mdglichkeiten [32, 33].

1.2.2. Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie

Die Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT, single photon emis-
sion computed tomography) ist ein nuklearmedizinisches Verfahren, welches mit Hil-
fe von schwach radioaktiven Substanzen Schnittbilder eines Untersuchungsobjektes
liefert. Das fur die SPECT-Aufnahmen notwendige Radionuklid kann allein oder an
eine Sonde gekoppelt injiziert werden. Die Verteilung, Anreicherung und Ausschei-
dung des Radionuklids wird Uber die emittierte Gammastrahlung von rotierenden
Szintilationskameras aufgenommen [34]. Die planaren Aufnahmen des Objektes aus
verschiedenen Raumrichtungen, sogenannte Projektionen, werden fir die Bildrekon-
struktion zusammengesetzt und damit wird eine genaue Verteilung des Tracers (ra-
dioaktive Sonde) im Korperinneren sichtbar. Aullerdem kann die quantitative
Aktivitatsverteilung Aufschluss Uber die Funktionalitat verschiedener Organe geben.
Dynamische Untersuchungen, d. h. wiederholte Messungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, geben Auskunft Uber die Verteilung des Tracers im Organismus uber
einen definierten Zeitraum und kénnen Funktionseinschrankungen einzelner Gewebe
oder Organe aufdecken. Fur die molekulare Bildgebung eignet sich dieses Verfahren
in besonderer Weise. Durch Kopplung des Radionuklids an spezifische Sonden, die
wiederum ein bestimmtes Target erkennen und binden, konnen Zellen aktiv markiert
und detektiert werden [35]. Mit dieser Technik kdnnen sowohl Zellen erkannt werden,
die pathologische Funktionsstorungen aufweisen, sowie eine Quantifizierung des
aufgenommenen Tracer durchgefihrt werden. Ebenso kdnnen unerwartete Anreiche-

rungen aullerhalb des Zielgewebes identifiziert und quantifiziert werden.

Dennoch sind der SPECT Grenzen gesetzt. Nachteilig ist der Einsatz von
radioaktiven Tracern, die Notwendigkeit der Radionuklidmarkierung jeweils vor den
Untersuchungen und die relativ langen Aufnahmezeiten der Projektionen. Eine weite-

re Limitierung liegt in der begrenzten Darstellung von anatomischen Details des Un-

9



1. Einleitung

tersuchungsobjektes, da die Verteilung des Tracers nur die Funktionalitat bestimmter
Gewebe anzeigt, die jedoch anschliellend keineswegs immer eindeutig zugeordnet
werden konnen. Ein Losungsansatz gegen diese Einschrankung bietet die Kombina-
tion der SPECT mit einer anatomisch-morphologischen Bildgebungsmodalitat, wie

z. B. der Computertomographie (CT) [36].

1.2.3. Computertomographie

Die Computertomographie ist ein computergestutztes Réntgenverfahren. Wahrend
der Messung rotieren die Rontgenrohre und der Detektor um das Untersuchungsob-
jekt. Die erzeugten Projektionen werden zu Schnittbildern verrechnet und dann zu
einem dreidimensionalen Bildsatz zusammengefugt. Die Einfuhrung der Technik An-
fang der 70er Jahre vereinfachte die Diagnose vieler Krankheiten. Die Vorteile
gegenuber dem konventionellem Rdntgen ist die Uberlagerungsfreie dreidimensiona-
le Darstellung von Organen und Gewebe sowie gegenuber anderen Schnittbildver-
fahren die kurzen Aufnahmezeiten. Als nachteilig wird die hohe Strahlenbelastung
angesehen. Durch die Entwicklung neuer Hochleistungscomputer und Software wird
eine verringerte Strahlenexposition bei gleicher Bildqualitdt moglich (Low Dose CT)
[37].

1.2.4. Optische Bildgebung

Die optische Bildgebung im nahinfraroten (NIR) Bereich verwendet Farbstoffe mit
einem Absorptions- und Emissionsspektrum zwischen 600 nm und 1000 nm. Nach
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes durch einen Laser wird mit gekuhlten, hoch-
sensitiven CCD-Kameras (charge coupled device) die Verteilung des Farbstoffes in
vitro, in vivo oder ex vivo detektiert. Infolge einer charakteristischen Anreicherung
kann beispielsweise zwischen gesundem und entzundlichem Gewebe unterschieden
werden [38]. Auch die erhdhte Genexpression von Matrixmetalloproteinasen bei
Dickdarmkrebszellen konnte mit Hilfe eines NIRF(Nahinfrarotfluoreszenz)-gekoppel-
ten Peptides in vivo gezeigt werden [39].

Begunstigt wird die NIRF-Bildgebung bzw. der Bildkontrast durch niedrige Lichtab-
sorption, geringe Autofluoreszenz und minimale Lichtstreuung in Geweben. Nahinfra-
rotlicht kann aufgrund dieser Gegebenheiten tiefer in biologische Strukturen eindrin-

gen bzw. aus diesen detektiert werden (bis zu 10 cm) als sichtbares Licht [40]. Um
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ein breites Spektrum an pathologischen Veranderungen abdecken zu kénnen, wer-
den neue molekulare Sonden entwickelt, die eine spezifische Anreicherung zeigen.
Dies ermdglicht biologische und physiologische Vorgange in Geweben in vivo zu un-
tersuchen ohne den Einsatz von ionisierender Strahlung [41]. Ein wesentlicher Vorteil
gegenuber der Verwendung kostenintensiver nuklearer Tracer ist die Moglichkeit,
fertige NIRF-Sonden lange aufbewahren zu kdnnen. Weitere Vorteile bringen die ein-
fache Handhabung des Versuchsaufbaus, schnelle Durchfiihrung und ein geringer
finanzieller Aufwand im Vergleich zur MRT und nuklearer Bildgebung. Die Mdglichkeit
von Mehrfachmessungen gestattet eine kinetische Auswertung und die Bestimmung
der Bluthalbwertszeit. Die NIR-Fluoreszenz bietet zudem eine hohe Sensitivitat bei

geringen Hintergrundsignalen.

1.3. Krebserkrankungen

Unkontrolliertes Zellwachstum und Verdrangung sowie Destruktion von gesunden
Gewebeanteilen sind typische Charakteristika von entarteten Korperzellen, die
Krebserkrankungen verursachen. Nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind
Krebserkrankungen die zweithaufigste Todesursache in Deutschland. Jedes Jahr er-
kranken 490.000 Menschen an Deutschland neu, 221.000 Menschen sterben jahrlich
daran (Stand 2013) [42].

Maligne (bdsartige) Tumore werden von benignen (gutartigen) Tumoren, die nur
lokal begrenzt wachsen, abgegrenzt und gliedern sich weiter in epitheliale (Karzino-
me) und mesenchymale Tumore (Sarkome) auf. Krebs ist eine genetisch bedingte,
multifaktorielle Erkrankung und kann durch endogene oder exogene Faktoren her-
vorgerufen werden. In Krebszellen liegen immer mehrere somatische Mutationen vor,
die stufenweise zu einer Veranderung fuhren und die Krebsentwicklung vorantreiben
(maligne Transformation). Die fur solche Veranderungen verantwortlichen Gene sind

Onkogene, Tumorsuppressor-Gene und Mutator-Gene [43, 44].

Eine weitere Eigenschaft von malignen Zellen ist die Fahigkeit zur Metastasierung.
Bei diesem Prozess ldsen sich Zellen aus dem Primartumor und gelangen uber das
Blut- und Lymphgefal3system in andere Organe. Dort bilden sich Sekundartumore,
die im Gegensatz zum Primartumor jedoch schwer zu lokalisieren sind. Tumorwachs-
tum, d. h. das Vordringen in gesundes Gewebe, und Metastasierung korrelieren oft-

mals mit einer Erhdhung der Genexpression von bestimmten Proteinen. Besonders
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hervorzuheben ist hierbei die Gruppe der Matrixmetalloproteinasen [45], die unter

anderem fur den Abbau der extrazellularen Matrix verantwortlich ist.

Die heutigen Behandlungsmdglichkeiten von Krebserkrankungen bestehen u. a. in
Resektion des Tumors, Chemotherapie, Hormontherapie, Immuntherapie und Strah-
lenbehandlung. Die Effizienz dieser Behandlungsmadglichkeiten hangt vor allem von
der Resistenz der Tumore gegenulber der Therapie ab. Solche Resistenzen kdnnen
bereits vor dem Therapiebeginn vorliegen oder sich im Laufe dieser bilden. Die ge-
naue Analyse des Tumorgewebes und der genetischen Charakteristika ist daher der
erste wichtige Schritt. Im Weiteren ist eine engmaschige Kontrolle des Therapiever-
laufes unabdingbar. Die Bildgebung spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Doch die
aktuellen Maoglichkeiten sind begrenzt und auf morphologische Untersuchungen be-
schrankt. Die molekularen Prozesse unter der Therapie bleiben zumeist unerkannt
und werden erst mit der Reduktion, Stagnation oder Weiterwachsens des Tumors
sichtbar. Das Detektieren von molekularen Vorgange wiurde vielfach zu therapeuti-
schen Nutzen fuhren. Besonders das fruhzeitige Aufdecken von Therapieresistenzen
unter Behandlung ist ein herausragendes Ziel der molekularen Bildgebung, weil es
eine fruhzeitige Veranderung der Therapie erlauben wurde und so Zeitverlust sowie
unnotige Nebenwirkungen verhindert werden konnten. Besonders bedeutsam ist in
diesem Zusammenhang das Erkennen von apoptotischen Prozessen. Das Ausldsen
von Apoptose/Nekrose in Krebszellen, d. h. die Induktion des Zelltodes, ist, abgese-
hen von einer Resektion, das primare Ziel jeder Krebsbehandlung. Der Erfolg einer
solchen Therapie kann dementsprechend uber die Detektion von apoptotischen
Ereignissen im Zielgewebe charakterisiert werden. Gleichzeitig kann durch eine Ver-
laufskontrolle eine Abnahme in der Wirksamkeit der Therapie zeitnah diagnostiziert

werden.

1.4. Die extrazellulare Matrix

Die Gesamtheit der Makromolekule, die sich aufderhalb von Zellen im Interzellular-
raum befindet, bezeichnet man als extrazellulare Matrix (ECM, extracellular matrix).
Das komplexe Netzwerk der ECM setzt sich aus verschiedenen Bestandteilen zu-
sammen, die von den Zellen synthetisiert und sezerniert werden. Die wichtigsten
Komponenten sind unter anderem Kollagen, Glycosaminoglykane und Proteoglyka-

ne.
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Die Aufgaben der ECM sind mechanische Festigkeit, Verankerung und Ernahrung
von Zellen, Bestimmung der genetischen Expressivitat, Regeneration, Bildung neuer
Blutgefalle und Nervenbahnen. Insgesamt herrscht zwischen Zellen und ECM eine
wechselseitige Interaktion, die sich in Zelladhasion, Zellmigration und Zellproliferation
widerspiegelt [46]. Die ECM dient aulerdem als Speicher fur Wachstumsfaktoren,
die bei Bedarf durch Proteasen freigesetzt werden kdonnen [47]. Der Vorteil hierbei
liegt in der unnotigen Neusynthese dieser Faktoren und bedeutet eine schnelle und

lokale Aktivierung zellularer Prozesse.

Alle normalen Entwicklungsprozesse sowie die Aufrechterhaltung der Funktionalitat

des Organismus bendtigen den standigen Auf- und Abbau der ECM [48].

1.4.1. Matrixmetalloproteinasen

Der hoch dynamische Ab- und Umbau der ECM wird hauptsachlich durch die
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) bewirkt [49]. Hierbei handelt es sich um eine grol3e
Gruppe von Endopeptidasen, die ein Zinkion in ihrem aktiven Zentrum aufweisen
[50]. MMPs wurden erstmals 1962 in Vertebraten beschrieben [51]. Gross und La-
pierre haben Untersuchungen zur Metamorphose der Kaulgquappe zum Frosch be-
trieben. Sie konnten zeigen, dass ein kollagenolytisches Enzyme (heute als MMP-1
bekannt) in Hautzellen von Kaulquappenschwanzen die Kollagen-Trippelhelix degra-
diert.

MMPs kommen in den meisten lebenden Organismen einschlieRlich Bakterien vor.
Sie sind an vielen physiologischen Prozessen, wie der embryonalen Entwicklung, der
Organmorphogenese, der Angiogense, der Apoptose, dem Nervenwachstum, dem

Knochenumbau, an Wundheilungsprozessen etc., beteiligt [52].

Die Enzyme werden von einer gro3en Anzahl von Zellen wie Leukozyten, Fibro-
blasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Chondrozyten, Hepatozyten und Osteoklas-
ten sezerniert [53] und liegen zuerst in einer inaktiven Vorstufe (Proenzym) vor. Das
Proenzym besteht aus einem Signalpeptid, einer Propeptidregion und einer katalyti-
schen Domane mit der hochkonservierten Zink-bindenden Region, in der drei Histi-
dine Uber Wasserstoffbruckenbindungen das Zink-lon richtig ausrichten [54]. Das
Zink-lon geht des Weiteren eine kovalente Bindung mit einem Cystein der Pro-
Domane ein. Aufgrund dieser Konformation ist die Enzymaktivitat gehemmt [55]. Im

Anschluss an die katalytische Domane folgen die freibewegliche Gelenk-Region und
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die Hamopexin-Domane, die fur die Substratbindung verantwortlich ist. Die schritt-
weise Aktivierung der MMPs erfolgt durch proteolytische Abspaltung der Pro-Doméane
und einer dadurch einhergehenden Konformationsanderung [56, 57]. Dieser Vorgang

ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

inaktiv O% aktiv

Abspaltung des
Propeptids
. >

‘L;g—'_;__. & : ‘ V > + \
Pro- katalytische Gelenk- Hamopexin-
Domane Protease Domane Region Domane

Abbildung 2: Schematische Struktur von Matrixmetalloproteinasen (verandert nach
[68]). Der Aufbau der MMPs umfasst die Pro-Doméne, die katalytische Doméne und die
Hamopexin-Domane. Die Aktivierung des inaktiven Proenzyms erfolgt durch proteolytische
Abspaltung der Pro-Domane, die sich aus der Propeptidregion und einem Signalpeptid zu-
sammensetzt. Die Bindung des Zink-lons erfolgt tber ein Cystein aus der Pro-Domane und
drei Histidinen aus der katalytischen Domane.

MMPs werden aufgrund ihrer Substratspezifitat, Vorkommen und Struktur in sechs
Klassen unterteilt (Gordon Research Conference on MMP, 1997, Andover, USA): Ge-
latinasen, Kollagenasen, Stromelysine, membranstrandige MMPs, Matrilysine und
nicht klassifizierbare MMPs. Nahezu alle Bestandteile der ECM sind Substrate der

Mitglieder dieser verschiedenen Klassen.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass MMPs durch den kontrollierten Ab-
bau der ECM eine wichtige Rolle bei der Homdostase in vielen Bereichen des Kor-
pers spielen. Somit sind MMPs auch am physiologischen Gewebeumbau (Tissue
Remodeling) beteiligt. Besonders wichtig ist dies fur die Entwicklung und Regenera-
tion von Geweben. Dies wird deutlich an Prozessen wie Zelladhasion und -migration
sowie an intrazellularen Prozessen, wie Zellproliferation, -differentiation und
Apoptose [59, 60].
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Die Endopeptidasen haben aber auch einen entscheidenden Anteil an verschiede-
nen Prozessierungsschritten von Signalmolekulen, wie Cytokinen und Chemokinen,

Liganden und Rezeptoren [57, 61].

Die Expression von MMPs im physiologischen Zustand ist relativ gering und wird
streng reguliert. Auf Ebene der Transkription geschieht das Uber Wachstumsfaktoren,
Cytokine, Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakte [62].

Zusatzlich wird die Regulation der MMP-Enzymaktivitat Uber spezifisch endogene
Inhibitoren vermittelt, den sogenannten TIMPs (Tissue Inhibitor of Matrixmetallopro-
teinases) [63]. Diese ermdglichen durch Inaktivierung eine jeweilige Anpassung der
MMP-Aktivitat an die gegenwartige Situation in der ECM [64].

Wird dieses Gleichgewicht gestort, kommt es zu einem unkontrollierten Auf- oder
Abbau der ECM. Damit verbundene pathologische Prozesse sind Inflammation, un-
kontrolliertes Zellwachstum, Angiogenese oder Migration von Zellen [54, 65]. Diese
Vorgange spiegeln sich entsprechend in verschiedenen Krankheiten, wie z. B. Tu-
morbildung und Metastasierung, Arteriosklerose, Arthritis und Multipler Sklerose, wi-
der [66-69].

1.4.1.1. MMP-2 und MMP-9

Invasives Wachstum und Tumormetastasierung beginnt meist mit dem Durchbruch
der Basalmembran der betreffenden Gewebeschicht [70, 71]. MMP-2 (Gelatinase A)
und MMP-9 (Gelatinase B) scheinen hierbei eine besondere Schlusselrolle zu spie-
len, da diese Matrixmetalloproteinasen vornehmlich Typ-IV-Kollagen spalten, aus der
die Basalmembran zu einem grof3en Teil besteht. Begunstigt wird die Bindung von
Kollagenen durch drei Fibronectin-Typ-llI-Wiederholungssequenzen innerhalb der ka-

talytischen Domane [72].

In zahlreichen experimentellen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen
Krebserkrankung und erhdhter enzymatischer Aktivitat von MMP-2 und -9 festgestellt
werden. Dabei konnten MMP-2 und MMP-9 sowohl in den Tumorzellen selbst als

auch in den angrenzenden Stromagebieten nachgewiesen werden [73-75].

Die inaktive Form von MMP-2 besitzt ein Molekulargewicht von 72 kDa, die der ak-
tiven Form hingegen 66 kDa. Die Aktivierung der Proenzyme erfolgt Uber die Abspal-

tung der Pro-Domane, wodurch die Bindung des Zink-lons an ein hoch konserviertes
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Cystein der Prodomane unterbrochen wird (Abb. 2). Dieser sogenannte ,cytein
switch® bewirkt eine Konformationsanderung und die Enzymaktivitatshemmung wird
aufgehoben [55]. Das Enzym wurde erstmals 1979 von Liotta et al. beschrieben [76].
Neben der Degradierung der Basalmembran, tragt MMP-2 auch zur Zelldifferenzie-
rung, der Apoptose, der Angiogenese, der Immunantwort und dem Tumorzellwachs-
tum bei [77]. MMP-2 kann auRerdem MMP-9 und MMP-13 aktivieren [78].

MMP-9 besitzt in der aktiven Form ein Molekulargewicht von 86 kDa und als Pro-
enzym 92 kDa. Das Enzym ist in unzahligen humanen Krebserkrankungen nachge-
wiesen worden. Dabei konnte eine Korrelation zwischen vermehrter MMP-9-Expres-

sion und Tumorprogression und Metastasierung nachgewiesen werden [79, 80].

1.5. Apoptose, Nekrose und Autophagie

Der programmierte Zelltod, die Apoptose, ist ein genetisch kontrolliertes Selbst-
mordprogramm der Zelle [81]. Dieser Mechanismus ist lebensnotwendig fir die Ent-
wicklung und Aufrechterhaltung vielzelliger Organismen. So spielt Apoptose einer-
seits eine wichtige Rolle bei der embryonalen Entwicklung von Organsystemen und
beispielsweise der Ausbildung von Gliedmalien, andererseits auch fur die Aufrecht-
erhaltung der zellularen Homdostase erwachsener Gewebe und Organe sowie flr
die schnelle und selektive Entfernung schadlicher Zellen (Tumorzellen), virusinfizier-
ter Zellen oder antimmunreaktiver Zellen, die sich gegen korpereigene Antigene rich-
ten [82, 83]. Apoptose wird von der betreffenden Zelle selbst aktiv ausgefuhrt, ist also
Teil des Stoffwechsels der Zelle. Dieser biochemische, ATP-abhangige Prozess un-
terliegt einer strikten Kontrolle, weil Enzyme, die bei der Apoptose einen entschei-
denden Beitrag leisten, wie z. B Caspasen, in Vorstufen vorratig vorliegen und jeder-
zeit aktiviert werden konnen. AulRerdem gewahrleisten die Kontrollmechanismen,
dass die Zelle ohne Schadigung des umliegenden Gewebes durch Entziindungsre-

aktionen eliminiert wird [84].

Beim nekrotischen Zelltod, der meist durch auliere Einflisse verursacht wird,
kommt es zur Auflésung der Membranintegritat, wodurch die zellularen Komparti-
mente in den extrazellularen Raum freigesetzt werden. Dies fuhrt in der Regel zu

EntzGndungsreaktionen des umliegenden Gewebes. Nekrose kann durch verschie-
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dene Stimuli verursacht werden, wie z. B. eine akute zellulare Verletzung durch Hitze
oder starke Strahlung, Nahrstoff- und Sauerstoffmangel, eine Infektion mit Bakterien

oder Viren.

Das Ausldsen der Apoptose kann Uber verschiedene Stimuli erfolgen [85]. Es gibt
zwei wesentliche Signalwege, die schematisch in Abbildung 3 gezeigt werden, Uber
die Apoptose vermittelt werden kann: den extrinsischen (Rezeptor-vermittelten) und

den intrinsischen (mitochondrialen) Aktivierungsweg [86-88].

Der extrinsische Signalweg erfordert die Bindung eines extrazellularen Liganden an
einen von der Zelle prasentierten Todesrezeptor, wie z. B. den TRAIL-, FAS- oder
TNF-Rezeptor [89, 90]. Diese trimerisieren nach der Ligandenbindung. Darauf folgt
die Bildung eines zytosolischen Signaltransduktionskomplexes (DISC; death-indu-
cing signaling complex) und eine signalverstarkende Aktivierung nachgeschalteter
Faktoren [91]. Das Resultat ist die autokatalytische Aktivierung der Pro-Caspase-8
oder-10 (Initiator-Caspasen), die wiederum die Effektor-Caspasen-3/-6/-7 aktivieren,

die dann letztendlich Apoptose auslosen [92-94].

Der intrinsische Signalweg wird beispielsweise nach Schadigung von Mitochon-
drien oder der DNA oder bei Anwesenheit einer hohen intrazellularen Kalzium-
konzentration angeschaltet. Uber Tumorsuppressoren, wie z. B. p53, werden pro-
apoptotische Faktoren der Bcl-2-Familie stimuliert, die zu einem Ungleichgewicht an
der Mitochondrienmembran beitragen. Die Destabilisierung der Membran flhrt zur
Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem mitochondrialen Intermembranraum. Cy-
tochrom ¢ bindet an APAF-1 (apoptotic protease-activating factor-1) und bildet zu-
sammen mit Caspase-9 und ATP einen Komplex, das sogenannte Apoptosom [95].
Dies fuhrt am Ende zur Aktivierung der Initiator-Caspase-9. Diese aktiviert wiederum
die Effektor-Caspasen-3/6/7 [94, 96, 97].
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Abbildung 3: Extrinsischer und intrinsischer Apoptose-Signalweg [98]. Der extrinsische
Signalweg wird Uber einen Todesrezeptor, wie TRAIL, FAS oder TNF, ausgeldst. Die Bindung
von Liganden an die Todesrezeptoren fuhrt zur Bildung eines Signaltransduktionskomplexes
(DISC), der wiederum die Aktivierung der Initiator-Caspasen-8 und 10 bewirkt. Diese aktivie-
ren die Effektor-Caspasen-3, 6, und 7.

Der intrinsische Signalweg wird Uber den Tumorsuppressor p53 vermittelt. p53 reguliert vor
allem Faktoren, wie Bax und BH3-only-Proteine, aus der Gruppe der Bcl-2-Proteine. Eine
Erhéhung der Konzentration solcher pro-apoptotischen Proteine fihrt zu einer Destabilisie-
rung der Mitochondrienmembran und zur Ausschittung von Cytochrom c. Cytochrom c bildet
zusammen mit APAF-1 und Caspase-9 das Apoptosom, welches die Effektor-Caspasen-3, 6
und 7 aktiviert.

Charakteristisch flr apoptotische Zellen ist eine Reduktion des Zellvolumens,
Chromatin-Kondensation und enzymatische DNA-Fragmentierung in Bruchstlcke der
Grolle von etwa 180-200 Basenpaaren (DNA-Leitern) unter Aufrechterhaltung der

Membranintegritat [99]. Auch die Zytoplasmamembran weist charakteristische Ver-
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anderungen auf, wie die Bildung von Membranausstllpungen (membrane blebbing).
Im Verlauf der Apoptose schnuren sich exozytotische Membranvesikel von der Plas-
mamembran ab. Sie enthalten Fragmente der Zelle und werden als apoptotische
Korperchen (apoptotic bodies) bezeichnet. Die Vesikel werden dann durch Makro-
phagen und Nachbarzellen aufgenommen, ohne das es zur Freisetzung von zytoso-
lischen Bestandteilen in den extrazellularen Raum kommt [100]. Dementsprechend
werden Entzindungsreaktionen und Schadigungen benachbarter Gewebe, wie es

bei der Nekrose der Fall ist, vermieden [101, 102].

Eine andere Mdoglichkeit den gezielten Zelltod auszulésen, ist die ER-induzierte
Apoptose, die bei Stresssignalen im Endoplasmatischen Retikulum aktiviert wird
[103]. Solche Stressfaktoren kdnnen die Akkumulation von falsch maturierten Protei-
nen im ER (unfolded protein response, UPR) [104], Glucosemangel oder Deregula-
tion des Kalzium-Metabolismus [105] sein. Dieser Signalweg ist unabhangig vom
intrinischen oder extrinsischen Apoptosesignalweg. Eine Schllsselrolle Ubernimmt
dabei Caspase-12, das mit dem ER assoziiert ist und durch ER-Stress aktiviert wird
[106]. Dieser Signalweg kann bei verschiedenen Erkrankungen, wie z. B. neurode-
generative Storungen, Entzindungen, viralen Infektionen und Krebserkrankungen

[107, 108], zum Tragen kommen.

Ein weiterer Mechanismus, der ebenfalls mit dem Zelltod enden kann, ist die Auto-
phagie [109]. Wie die Apoptose wird auch die Autophagie genetisch reguliert und ist
evolutionar hochgradig konserviert. Der Prozess der Autophagie kommt bei kurzzeiti-
ger Limitierung von Nahrstoffen oder Wachstumsfaktoren zum Tragen und hilft Zel-
len, kurze Zeitspannen, in denen Mangelzustanden herrschen, zu Uberleben. Cha-
rakteristisch fiir diesen Uberlebensmechanismus ist der partielle Selbstverdau der
Zelle, d. h. der Abbau zelleigener Bestandteile, wie Proteinen und Organellen [110].
Dabei werden die zu degradierenden Komponenten von einer Isolationsmembran
umschlossen (Autophagosom) und durch saure Degradation zersetzt. Diese Vorgan-
ge sind wichtig, um eine geregelte Zelldifferenzierung und -entwicklung sowie die all-
gemeine Homdostase zu gewahrleisten. Anderungen dieser Vorgénge gehen daher
oft mit bestimmten Krankheiten einher, wie z. B. neurodegenerativen Stérungen, Im-
mun- oder Krebserkrankungen [111, 112]. Dauerhafter Zellstress fuhrt letztlich zum

autophagischen Zelltod. Dieser kann sowohl Caspase-abhangig als auch Caspase-
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unabhangig induziert werden und verdeutlicht die enge Verzahnung von Apoptose
und Autophagie [113, 114].

Einen Uberblick der charakteristischen Merkmale, Unterschiede und Funktionen

von Apoptose, Nekrose und Autophagie gibt Tabelle 1 wider.

Tabelle 1: Uberblick verschiedener Zelltodtypen. Zusammenfassung zelluldre Veranderun-

gen wahrend des Zelltodes und Funktion der unterschiedlichen Prozesse flr den Organismus.

Zelltodtyp Charakteristika Funktion

Zellvolumenverkleinerung

Chromatinkondensation
Abbau von Zellkompartimenten
Apoptose Vesikelbildung
ATP-abhangig
entzlindungsloser Prozess

embryonale Entwicklung

Homoostase

genetisch kontrolliert

Anschwellen und Platzen der Zelle
passiver Zelltod durch ATP-Mangel Alternativer Zelltod bei grof3en

Nekrose verursacht Entzindung Zellschaden
eeeeeeaeeaaneceeeeeo......icht genetisch kontrolliert .
Abbau zelleigener Bestandteile
Autophagosom
Autophagie lysosomale Proteolyse Ubererckung_ kurzer Zeit-
ATP-abhangig spannen von Nahrstoffmangel

entzlindungsloser Prozess
genetisch kontrolliert

Das Hauptinteresse der Forschung an Apoptose liegt in der Analyse ihrer Bedeu-
tung fur die Pathogenese von Erkrankungen. Werden z. B. maligne entartete Zellen
nicht rechtzeitig eliminiert, kann es zur Bildung von Tumoren kommen [115, 116]. Das
fehlerhafte Eliminieren von selbstreaktiven Abwehrzellen begunstigt z. B. Autoim-
munkrankheiten [117]. Ein UbermaR an Apoptose-Aktivitat hingegen fiihrt zur Entste-
hung von degenerativen Erkrankungen wie z. B. Morbus Parkinson, Morbus Alzhei-

mer und anderen neurodegenerative Erkrankungen.

Um neue therapeutische Ansatze gegen diese Erkrankungen zu finden, hat die

Analyse aller beteiligten Proteine und ihren Interaktionspartner sowie das Aufdecken
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von Regulationsmechanismen, in den letzten Jahren einen hohen Stellenwert be-

kommen [118].

1.5.1. Annexine

Annexine sind eine grol3e Gruppe von Proteinen, die Calcium-abhangig an Lipide
der Zellmembran binden. Sie werden unterteilt in die Familien A (Vertebraten), B (In-
vertebraten), C (Pilze, einige einzellige Eukaryoten), D (Pflanzen) und E (Protisten)
[119]. Annexine sind an vielen zellularen Prozessen, wie Endo- und Exozytose, Ent-
zundungshemmung, Signaltransduktion, Zellproliferation, Apoptose, Tumorentwick-

lung, Invasion und Metastasierung, beteiligt [120, 121].

In gesunden Zellen befindet sich das Membranlipid Phophatidylserin (PS) von au-
Ren unzuganglich auf der Innenseite der Zellmembran. Die Asymmetrie der Zell-
membran wird durch Phospholipid-Translokasen, wie den ATP-abhangigen Flippasen
(Transport zur zytoplasmatischen Seite) und Floppasen (Transport zur exoplasmati-
schen Seite) oder Scramblasen (beidseitiger Transport), aufrechterhalten [122]. Wah-
rend der Apoptose geht diese asymmetrische Verteilung aufgrund der Inaktivierung
von Flippase frihzeitig verloren [123]. Die Calium-abhangige Scramblase hingegen
wird aktiviert und bewirkt die Expositionierung von PS auf die Aul3enseite der Zell-
membran [124]. Die Prasentation von PS auf der Aul3enseite der Zellmembran ist ein
Erkennungsmerkmal fur Phagozyten, weil diese Uber einen PS-Rezeptor verfugen
[125]. Sie erkennen und eliminieren die von apoptotischen Zellen gebildeten
»2apoptotic bodies”, ohne dass sich im Weiteren Verlauf entztindliche Reaktionen ein-
stellen [126].

Aufgrund dieser Eigenschaften kann PS als Marker benutzt werden, um
apoptotische Zellen in vitro oder in vivo zu detektieren. Bei vielen pathologischen Er-
krankungen spielt Apoptose eine wichtige Rolle. Das Aufsplren von apoptotischen
Zellen tragt nicht nur dazu bei, Gewebestrukturen mit veranderter Apoptose-Rate zu
lokalisieren, sondern auch die Entwicklung dieser Bereiche zu beobachten und zu

analysieren sowie die Effizienz von Therapien zu bewerten.

Das Protein Annexin A5 (AnxA5) wurde 1985 erstmals als vaskularer Gerinnungs-
hemmer beschrieben [127]. Es handelt sich um eine nicht-glycosylierte Proteinkette

von 319 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von etwa 35,7 kDa [128]. AnxA5
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besitzt eine hohe spezifische, Calcium-abhangige Bindungsaffinitat an PS-exprimie-
rende Zellmembranen [129], welches es als Apoptose-Marker auszeichnet. Eine
wichtige Rolle spielt AnxA5 bei immunmodulatorischen Effekten und als Inhibitor bei

der Blutgerinnung [130].

Die Kopplung von Farbstoffen oder radioaktiven Tracern an Annexin A5 bietet die
Madglichkeit, frih-apoptotische Zellen mittels verschiedenster Techniken, wie Mikros-
kopie, Durchflusszytometrie oder nuklearen Bildgebungsmodalitaten, nachzuweisen
[131].

1.6. Wirkstofftrager: Vergleich von Polyethylenglycol und XTEN

Polyethylenglycol (PEG) ist ein wasserlosliches Polymer mit der allgemeinen
Summenformel C2nHan+1On+1. Je nach Kettenlange liegt PEG in flissiger oder fester
Form vor. Gelostes PEG besitzt die Fahigkeit, viel Wasser zu binden und eine
Wasserhille zu bilden. PEG findet vor allem Verwendung als Wirkstofftrager in den
Bereichen Medizin, Pharmazie und der Industrie. Aufgrund seiner niedrigen Toxizi-
tatswerte wird PEG seit Jahrzehnten in Nahrungsmitteln, Kosmetika und Medikamen-
ten eingesetzt (erlaubte Tagesdosis nach WHO 10 mg/kg Koérpergewicht). Die Aus-
scheidung bis zu einem Molekulargewicht von 5 kDa erfolgt Gber die Nieren, dieser
Prozess nimmt mit steigender Molekllmasse ab. Biologisch abbaubar ist PEG hin-
gegen nicht [132].

Die Modifizierung von Peptiden, Proteinen, Partikeln, Liposomen oder Chemothe-
rapeutika mit PEG fuhrt zu einer verminderten Ausscheidung uber die Nieren, einer
reduzierte Aufnahme durch das retikuloendotheliale System (RES) sowie einem ver-
ringerten enzymatischen Abbau. Die sich daraus ergebende Verlangerung der
Blutzirkulationszeit bedingt eine erhdhte Bioverfugbarkeit der PEGylierten Wirkstoffe.
Aulerdem reduziert die Abschirmung mit PEG die Aggregation der Konjugate unter-
einander und flhrt durch sterische Stabilisierung zu erhdhter Stabilitat wahrend der
Lagerung und Anwendung [133, 134]. Zusatzlich wirken PEGylierte Substanzen im
Organismus weniger immunogen und werden langsamer abgebaut. PEGylierte
Pharmaka sind beispielsweise PEG-Interferone (Peglntron®, Pegasys®) und PEGy-
lierte Doxorubicin-Liposomen (Doxil/Caelyx®), die bereits erfolgreich klinisch ange-

wendet werden.
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Den aufgezeigten Vorteilen stehen jedoch einigen Nachteilen gegenlber. Die
schlechte Abbaubarkeit kann zu Nebenwirkungen durch Hypersensitivitat im Orga-
nismus fuhren. So wurde in Tiermodellen eine Vakuolenbildung in Nierenendothelzel-
len beobachtet [135]. AuRerdem konnte in Mausen und Hunden die Produktion von
Antikérper gegen PEG induziert werden [136]. Des Weiteren wurden Antikorper in
gesunden Blutspendern entdeckt, die wahrscheinlich auf die weite Verbreitung von
PEG in Lebensmitteln und Kosmetika zurtckzufihren sind. Durch Aufnahme von
PEGylierten Substanzen bilden sich hauptsachlich anti-PEG IgMs. Dieser Umstand
konnte die Anwendung von PEGylierten Pharmaka sowie ihre Mehrfachanwendung
negativ beeinflussen, da sich die verlangerte Blutzirkuslationsdauer reduzieren kann
oder unerwarteten Anderungen des pharmakokinetischen Verhaltens und damit der
Wirksamkeit auftreten konnen [137, 138].

Die Entwicklung von Alternativen zu PEG wird vor allem im Bereich der therapeuti-
schen Anwendungen vorangetrieben. Als natlrliche Polymere werden daflr unter
anderem Heparin, Dextran und Chitosan untersucht. Auch synthetische Polymere,
wie z. B. Polyaminosauren oder Vinylpolymere, wurden analysiert [134]. Allerdings
gibt es bisher keine hinreichenden Untersuchungen zur Biokompatibilitat und Degra-
dation dieser Polymere. Aullerdem koénnen natlrliche Polymere, wie Heparin, in In-
teraktion mit anderen Proteinen treten [139], was sich negativ auf ihre kinetischen
Eigenschaften auswirken kann. Ein weiterer Nachteil bei der Anwendung von Poly-
meren ist die Wechselwirkung mit dem Immunsystem und auftretende Hypersensitivi-
tatsreaktionen [134]. Uberdies kénnen die monomeren Abbauprodukte, wie z. B.
Acrylamid von Polyacrylamid, toxisch wirken. Bis auf die Polyaminosauren sind syn-
thetische Polymere nicht biologisch abbaubar und ihr Verbleib im Organismus unklar.
Besonders in Hinblick auf Mehrfachanwendungen sind diese Punkte kritisch zu be-

trachten.

Eine weitere Moglichkeit flr die Entwicklung von Wirkstofftragern flhrt in den Be-
reich von Fusionsproteinen. Die Expression von zwei nacheinander liegenden Genen
oder Genteilen wird normalerweise von einem Stopp-Codon getrennt. Durch die Ent-
fernung des Stopp-Signals entsteht ein verlangertes Protein, welches sich durch

neue Eigenschaften auszeichnet. Ein durch Translokation in weiRen Blutkérperchen
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entstehendes Fusionsprotein ist BCR-ABL, Verursacher der chronisch myeloischen
Leukamie [140].

Eine durch in vitro Evolution erzeugte Peptidsequenz namens XTEN vereint alle
genannten positiven Eigenschaften von PEG [141, 142]. Das Design der Sequenz
wurde so ausgewahlt, dass eine Abfolge von Aminosauren entstand, die ein I6sli-
ches, chemisch stabiles, unstrukturiertes Polypeptid bildet, welches eine hydrodyna-
mische Wasserhulle erzeugt. Aminosauren, die eine Ladung tragen, die zu Struktur-
bildung neigen, Interaktionen mit anderen Proteinen begunstigen oder mit dem Im-
munsystem assoziiert sind, wurden ausgeschlossen. Die optimierte Peptidsequenz
besteht aus einer Abfolge der Aminosauren Glutaminsaure, Glycin, Prolin, Alanin, Se-
rin und Threonin. Die Eigenschaften dieser Peptidsequenz beinhalten die Ausbildung
einer Hydrathulle, welche als Barriere fur proteolytische Enzyme und Immunzellen
dient und folglich die Verlangerung der Blutzirkulationsdauer bewirkt. Eine Reaktion
des Immunsystems auf XTEN konnte in in vivo Studien ausgeschlossen werden
[141]. Des Weiteren bewirkt die XTEN-Sequenz eine Erhdhung der Stabilitat des Fu-
sionsproteins und ist, im Gegensatz zu PEG, biologisch abbaubar. Das Peptid konnte
bisher in seiner Lange variabel zwischen 36 und 912 AS verwendet werden, um in
den unterschiedlichsten Systemen eine optimale Zirkulationsdauer zu erhalten und
eine optimale Wirkdauer am Zielort zu erreichen [141]. Bei der Expression in E. coli
Zellen wird die gewunschte Peptid- oder Proteinsequenz zusammen mit der XTEN-
Sequenz exprimiert. Nachtragliche Kopplungsschritte, wie bei PEG-Wirkstoffen, sind
aufgrund der vereinfachten Herstellung nicht mehr notwendig. Ein weiterer Vorteil
den die XTEN-Sequenz bietet, ist, dass das Endprodukt in definierter, monodisperser
Form vorliegt, wohingegen bei der Synthese von den meist verwendeten langeren
PEG-Molekulen ein polydisperses GroRengemisch entsteht [143]. Monodispersitat
des Wirkstofftragers, welche sich indirekt auch auf den Wirkstoff auswirkt, ist jedoch
in Bezug auf Reproduzierbarkeit von Ergebnissen erstrebenswert. Die Reinigung von
Fusionsproteinen aus den Wirtszellen gestaltet sich normalerweise schwer. Doch die
hydrophilen Bindungseigenschaften der XTEN-Sequenz machen es als Protein-Tag

fur die Aufreinigung Uber ein Saulensystem nutzbar [144].

In Abbildung 4 ist eine Moleklulmodell der Peptidsequenz XTEN, fusioniert an den
Apoptosemarker Annexin A5, dargestellt. Das rekombinante Fusionsprotein besteht
aus dem humanen AnxA5 [145] (PubMed Reference Sequence NP_001145.1), ver-

24



1. Einleitung

langert um 288 Aminosauren der XTEN-Sequenz (XTEN-AnxA5). Die Form von
XTEN st allerdings in seiner Primarstruktur flexibel und nicht definiert. Zusatzlich
kann ein endstandiges Cystein (N-Terminus) fur die Kopplung von Farbstoffen,

radioaktiven Verbindungen oder anderen Reaktionspartnern genutzt werden.

Abbildung 4: Strukturmodell des Fusionsproteins XTEN-Annexin A5
(zur Verfigung gestellt von Prof. Eyk. Schellenberger). Das Cystein am N-
Terminus (farbige Kalotten) dient als Kopplungsstelle fiir weitere Reakti-
onspartner z. B. Farbstoffe. An das Cystein folgt das XTEN288 (blau). Am
C-Terminus befindet sich in Tertiarstruktur Annexin A5 (farbig). Die Calcium-
lonen (grau) sind Teil der Bindungsseite des Annexins, mit der es spezifisch
an Phosphatidylserin-exponierende Zellmembranen bindet.
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2. Materialien

21. Gerateliste

Bezeichnung Firma Land
1,5-Tesla-Magnetom-Sonata Siemens Deutschland
7-Tesla-Kleintier-MRT Bruker Deutschland
Aktivimeter ISOMED2010 Nucmed Deutschland
Ausgielstation (Paraffin), EG1150H Leica Deutschland
Autoklav Biomedis Deutschland
Bakterienschuttler SI-300R JEIO TECH Korea
Bakterienwerkbank CaptairFlow Erlab Deutschland
BiolLogic LP BioRad USA

Brutschrank, Hera cell
Durchflusszytometer, FACSCalibur
Eindeckautomat CV5030
Eismaschine

Farbeautomat, Autostainer XL
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop, Observer.Z1
Geldokumentation, G-Box
Histokinette, TP1020
Kassettendrucker, IP C
Kryostat, Jung Frigocut 2800E
Kuhlplatte, EG1140C
Labeldrucker xi

Mikroskop, Wilovert
Narkosebox, Matrix
Narkosesystem

MilliQ

PCR-Maschine, GeneAmp2400
pH-Meter

Photometer, SPECORD
Plattenreader, Power Wave XS2

PowerPac Basic Power Supply

Hereaus Instruments
BD Biosciences
Leica

Ziegra

Leica
Sartorius
Zeiss
Syngene
Leica

Leica

Leica

Leica

Leica

Leica
Midmark
Volker
Millipore
Perkin Elmer
Sartorius
analyticjena
BioTek
Bio-Rad

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
England
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
USA
Deutschland
USA

USA

USA
Deutschland
USA

Deutschland
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Bezeichnung Firma Land
Relaxometer, Minispec Bruker Deutschland
Rotationsmikrotom, Rl 12125RT Leica Deutschland
Rotationsmixer, Hula Mixer Invitrogen Norwegen
Schittler, Shaker DRS-12 Elmi Deutschland

SPECT-CT

Sterilbank, Herasafe
Thermomixer

Ultraschallbad, Sonorex
Vakuumpumpe, Laboport
Vortex-Genie2

Waage

Warmeschrank, Kendro
Wasserbad, HI 1210
Zellzahler, Casy

Zentrifuge, Centrifuge 5415D
Zentrifuge, Centrifuge 5424R
Zentrifuge, Centrifuge 5810R
Zentrifuge, Megafuge 400R

Zetasizer, Nano ZS

Bioscan Europe
Hereaus Instruments
Eppendorf

Bandelin

KNF Lab

Scientific Industries
Kern

Hereaus Instruments
Leica

Innovatis

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Hereaus Instruments

Malvern Instruments

Frankreich
Deutschland
Deutschland
Deutschland
USA

USA
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

England

2.2. Chemikalien und Puffer

Alle verwendeten Standard-Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich

(Minchen), Carl Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

MagicMedia (#K6803, Invitrogen)
BugBuster, E. coli expression medium (#70584, Merck)
Inhibitor Cocktail (7#8437, Thermo Scientific)

MES 50 mM MES
50 mM Tris
0.1% SDS
1 mM EDTA pH 7,3
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SDS-Probenpuffer

10x PBS

Bindungspuffer

50x TAE in 0,51 auga dest

DNA-Probenpuffer

Equilibrierungspuffer DEAE

Gradientenpuffer DEAE

Equilibrierungspuffer UNOsphere Q

Gradientenpuffer UNOsphere Q

62,5 mM TRIS-HCI
2,5 % (v/v) Glycerol
2 % (w/v) SDS

1,37 M NaCl

100 mM Naz2HPO4 x 2H20
18 mM KH2PO4

27 mM KCI

1,8 mM CaCl;
10 mM HEPES
150 mM NaCl
5 mM KCI

1 mM MgCl»

2MTRIS
50 mM EDTA
28,6 ml Eisessig

30% Glycerin viv
50 mM EDTA
=~0,001% Bromphenolblau w/v

20 mM Tris
50 mM NacCl

20 mM Tris
500 mM NaCl

20 mM Tris
50 mM NacCl

20 mM Tris
1000 mM NaCl

Equilibrierungspuffer OctylSepharose20 mM Tris

Gradientenpuffer OctylSepharose

3200 mM NacCl

20 mM Tris
135 mM NacCl

pH 6,8

pH 7,4

pH 7,4

pH 8,3

pH 6.8

pH 6.8

pH 6.8

pH 6.8

pH7.5

pH 7.5
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2.3. Primare Antikorper
Antigen Spezies Reaktivitat Verdiinnung Firma
MMP-2 rabbit mouse, human 1:333 abcam 37150
MMP-9 rabbit mouse, human 1:1000 abcam 38898
Caspase 3 rabbit mouse, human 1:200 abcam 13847
Caspase 7 rabbit mouse, human 1:20 abcam 2323
2.4. Sekundare Antikorper
Antigen Farbstoff Spezies Reaktivitat  Verdiinnung Firma
IgG - H&L Rhodamine goat rabbit 1:200 abcam 6718
IgG - H&L Cy5 goat rabbit 1:200 - 1:300 abcam 6564
2.5. GroRenstandards

Agarosegele wurden mit dem Ethidiumbromidersatzstoff GelRed (Biotium 41003)
angefertigt.

Die Proteingele wurden aus dem SDS Gel Preparation Kit (Fluka 08091) angefertigt
oder die NuPage Novex Bis-Tris Fertiggele (life technologies NP0323) benutzt. Der
LDS Sample Buffer (4x) wurde ebenfalls aus der Serie NuPage verwendet. Die Gele

wurden mit Coomassie Simply Blue SafeStain gefarbt.

Bezeichnung Anwendung Firma
100 bp DNA-Leiter DNA-Marker (10-1000 bp) Roth T833.1
20 bp DNA-Leiter DNA-Marker (20-200 bp) Roth 2805.1

Novex Sharp Pre-Stained Protein-Marker (3,5-260 kDa) life technologies 1175261

2.6. Enzyme

Bezeichnung Firma

Matrixmetalloproteinase 9

Matrixmetalloproteinase 2
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2. Materialien

Bezeichnung Firma
GM 6001 (MMP Inhibitor) Calbiochem 364205, Deutschland
MMP2 / MMP9 Inhibitorll Calbiochem 444249, Deutschland
Benzonase Novagen 25 U/ul, USA
Ndel BioLabs R0111S, England
Xhol BioLabs R0146S, England
RNase-Free DNase Set Qiagen 79254, Deutschland

2.7. Aminosauresequenz von XTEN288-AnxAS5

CGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPS
EGSAPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSPAGSPTSTEEGS
PAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESATPESGPGTSESATPESGPGSEPATSGS
ETPGSEPATSGSETPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSEPATSGSETPGTSE
SATPESGPGTSTEPSEGSAPMAQVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTDEESILTLLTS
RSNAQRQEISAAFKTLFGRDLLDDLKSELTGKFEKLIVALMKPSRLYDAYELKHALKGAGTNE
KVLTEIHASRTPEELRAIKQVYEEEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRDPDAGIDEA
QVEQDAQALFQAGELKWGTDEEKFITIFGTRSVSHLRKVFDKYMTISGFQIEETIDRETSGNLE
QLLLAVVKSIRSIPAYLAETLY YAMKGAGTDDHTLIRVMVSRSEIDLFNIRKEFRKNFATSLY SM
IKGDTSGDYKKALLLLSGEDD
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3. Methoden

3.1.  Zellkultur

Die Kultivierung bzw. Subkultivierung aller verwendeten Zelllinien erfolgte unter
aseptischen Bedingungen bei den ublichen zellbiologischen Bedingungen (Zellkultur-
Inkubator: 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COy.).

Zu den Medien der entsprechenden Zelllinien wurde stets 10 bzw. 20% fotales Kal-

berserum (Gibco) und 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco) hinzugegeben.

Vor und nach jedem Arbeitsschritt wurde eine lichtmikroskopische Kontrolle durch-
gefuhrt.

3.1.1. Eukaryotische Zellen

Zelllinie Spezies und Gewebtyp Kulturmedium Morphologie
HT-1080 humanes Fibrosarkom EMEM, Gibco adharent
BT-20 humanes unspezifisch duktales EMEM, ATCC adhéarent
Mammakarzinom
H69AR humaner kleinzelliger Lungentumor, RPMI 1640, adhéarent
Multidrug Resistenz Gibco
z. B. Doxorubicin (Adriamycin)
Jurkat humane T-Zell-Leukamie RPMI 1640, Suspensions-
Gibco zellen
EL4 murines Lymphom DMEM, Gibco Suspensions-
zellen

3.1.2. Kryokonservierung, Lagerung und Auftauen von Zelllinien

Zur langfristigen Konservierung wurden die Zellen bei -150 °C eingefroren und ge-
lagert. Adharente Zellen wurden zuerst trypsinisiert und die Zellsuspension bei
1000 rpm (194 rcf) fur 5 min zentrifugiert. Entsprechend der Grolie des Zellpellets
wurden die Zellen in Medium resuspendiert und verdiinnt (5x10° bis 1x10% Zellen/ml).
Im Verhaltnis 1:1 wurde Zellsuspension und Einfriermedium (FCS, 10 % DMSO) in

ein Kryoréhrchen gegeben. Die Réhrchen wurden dann gestuft bei -20 °C und dann
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bei -80 °C fur jeweils 24 h abgeklhlt. Im letzten Schritt wurden die R6hrchen dann in

der Ultra-Tiefkuhltruhe eingefroren.

Zum Auftauen der Zelllinien wurden die Kryorohrchen aus der Ultra-TiefkUhltruhe
entnommen und bei 37 °C im Wasserbad fir maximal 2 min aufgetaut. Die Zellen
wurden in 20 ml Medium aufgenommen, 15 min ruhen gelassen und dann bei 194 rcf
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen vorsichtig im Me-

dium resuspendiert.

3.1.3. Zellzahlbestimmung

Die manuelle mikroskopische Zellzahlung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahl-
kammer. Hierzu wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau (0,1 %-ige Lo-
sung in PBS) gemischt (1:10), davon 10 pl in die Neubauerzahlkammer pipettiert und
die gefarbten Zellen in vier grol3en Felder (ein grolRes Feld entspricht 4 x 4 kleinen
Felder) unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die Zahl der gezahlten Zellen wurde
anschlielRend durch vier geteilt. Die Gesamtzellzahl ergibt sich dann wie folgt:

Zellzahl = n - F - V - 10 Dabei entspricht n der Zahl der gezahlten Zellen, F dem

Verdunnungsfaktor und V dem Gesamtvolumen.

Im Verlauf der experimentellen Arbeit wurde ein automatisierter Zellzahler (Casy)

angeschafft, der die Zellzahlbestimmung sowie Vitalitatsuntersuchung tbernahm.

3.1.4. Bestimmung der Vitalitat von Zellen

Tote Zellen lassen sich mit dem sauren Farbstoff Trypanblau anfarben, wahrend bei
lebenden Zellen (mit wenigen Ausnahmen) dieser Farbstoff nicht in das Zellinnere
eindringen kann. Nach der Trypsinierung (adharente Zelllinien) und Waschung in
PBS wurde zur Zellsuspension Trypanblaulésung (0,5 % in PBS) zugegeben und

gemischt. Nach 5 min wurde ausgewertet.

3.1.5. Mycoplasmen-Nachweis

Mycoplasmen sind prokaryotische Mikroorganismen der frihesten Entwicklungsstu-
fe. Im Gegensatz zu anderen Bakterien besitzen sie keine Zellwand und sind bei Tier
und Mensch als Erreger von Krankheiten bekannt. Sie gefahrden die Vitalitat kulti-

vierter Zellen, kénnen deren Morphologie verandern und beeinflussen nachhaltig ih-
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ren Stoffwechsel. Um eine Kontamination mit diesen Prokaryoten auszuschliefl3en,

wurden die Zellkulturen regelmafig uberpruft.

Dazu wurden 0,5 - 1,0 ml des Uberstandes bzw. der Suspension abgenommen und
5 min bei 95 °C inkubiert. Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt von 1 min bei
16000 rcf. AnschlieRend wurden 2 pl vom Uberstand zum Ansatz hinzugegeben. Zur
Detektion wurde das Mycoplasma Detection Kit for conventionel PCR von Minerva

Biolabs verwendet.

Ansatz fur 1 Reaktion: 15,0 yl PCR grade Water (DEPC-Wasser)
2,5 ul 10x Reaction Buffer
2,5 I Primer/Nucleotid Mix
2,5 Jl Internal Control
0,2 ul Polymerase (5 U/ul)

PCR-Programm: 1. Schritt: 2 min 94 °C
2. Schritt: 30 sec 94 °C
3. Schritt: 30 sec 55 °C 40 Zyklen
4. Schritt: 30 sec 72 °C

3.2. GroRenmessungen am Zetasizer

Bei Messungen am Zetasizer wird die dynamische Lichtstreuung zur Bestimmung
von Partikel- und MolekulgrofRen ausgenutzt. Bei dieser Methode wird die Probe mit
einem Laser bestrahlt und das Streulicht analysiert. Die Diffusion von Partikeln durch
Brown‘sche Molekularbewegung verandert das Streulicht. Abgeleitet von diesen Wer-

ten wird dann die GroéfRe und Grdlkenverteilung der Partikel berechnet [146].

Die Auswertung der Daten kann je nach Fragestellung Volumen-gewichtet (Grolde
der Partikel im Verhaltnis zum Gesamtvolumen) oder Anzahl-gewichtet (Anzahl ver-
schiedener Partikel im Verhaltnis zueinander) erfolgen.

FUr die Zetasizer-Messungen mit Enzymzugabe (MMP-9) wurde ein Inkubations-
puffer mit 10 mM HEPES, 140 mM NacCl, 1,3 mM CaClz und 50 uM ZnCl2 bei einem

pH-Wert von 7,5 verwendet. Aullerdem wurde eine Temperatur von 37 °C gewahlt.
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3.3. Expressionsanalyse

Die Analyse der Expression von Genen (MMP-2 und MMP-9) von ausgesuchten
Zelllinien wurde mittels Real-Time PCR (RT-PCR) durchgefuhrt.

3.3.1. RNA-Isolierung

Der erste Schritt sah die RNA-Isolierung sowie Konzentrationsbestimmung aus den
Zellen vor. Die Isolation der mRNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen).
Die Zellen wurden mit 1 % 2-Mercaptoethanol aufgeschlossen und Uber ein Saulen-
system gereinigt. Nach einem zusatzlichen DNase-Verdau wurde die RNA in 30 pl

Nuklease-freiem Wasser eluiert.

3.3.2. Konzentrationsbestimmung

Die Ermittlung der Konzentration und Bestimmung der Qualitat der Proben erfolgte
photometrisch Uber die optische Dichte. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit
Hilfe der Formel: clug/ml] = OD2s0 - Verdinnungsfaktor - Multiplikationsfaktor. Der
Multiplikationsfaktor fur RNA ist definiert mit 40, weil eine Absorption von 1 OD bei
260 nm einem Wert von 40 ug RNA pro Milliliter Losung entspricht. Fur die Bestim-
mung von ssDNA, wie cDNA, ist der Multiplikationsfaktor mit 33 definiert und fur
dsDNA mit 50.

Die Beurteilung der Qualitat der Probe wurde Uber die Quotientenbildung der Ex-
tinktion von 260/280 nm durchgefuhrt. Die verwendeten Proben zeigten ausschliel3-

lich einen Wert von = 2, was einer reinen RNA-Praparation entspricht.

3.3.3. cDNA-Synthese

Im zweiten Schritt wurde die mMRNA durch Reverse Transkription in die komplemen-
tare DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierfur wurden 1000 ng RNA zum vorbereiteten
Mastermix hinzugegeben. Dieser enthielt im Ansatz flr eine Probe 2 ul 10x RT-Puf-
fer, 0,8 pl dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 100 mM, 2 ul Radom Primer und 1 pl
Reverse Transkriptase (MultiScribe 50 U/ul). Das etablierte Programm lief in einer
PCR-Gerat. Im Anschluss wurde wiederum, wie im Kapitel 3.3.2. beschrieben, die

Konzentration und Reinheit der cDNA bestimmt.
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Programm: 1. Schritt: 10 min 25 °C (Primer-Annealing)
2. Schritt: 120 min 37 °C (Reverse Transkription)

3. Schritt: 5 min 85 °C (Inaktivierung des Enzyms)

3.3.4. Real-Time PCR

Die quantitative RT-PCR wurde unter Verwendung von TagMan® Gene Expression
Assays und des ABI PrismTM 7000 HT Sequence Detection System der Firma ABI
(Applied Biosystems) durchgeflihrt. Die vorgefertigten Assays enthielten jeweils zwei
bereits getestete Primer flr das entsprechende Gen sowie eine Fluoreszenzsonde
(TagMan Probe).

An die genspezifische Sonde waren zwei Farbstoffe gekoppelt, am 5-Ende sal} der
Reporterfarbstoff (FAM) und am 3'-Ende der Quencherfarbstoff (TAMRA). Aufgrund
der raumlichen Nahe der beiden Farbstoffe wird die Fluoreszenz des Reporter-
farbstoffes unterdrickt. Dieses Phanomen wird als FRET (Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer) bezeichnet [147]. Wahrend des kombinierten Annealing/Elonga-
tionsschrittes wurde die Sonde von der TagPolymerase verdrangt und hydrolisiert,
der FRET wurde folglich unterbrochen. Das entstehende Fluoreszenzsignal wurde im
Anschluss an jeden PCR-Zyklus gemessen. Die eigentliche Quantifizierung der zu
untersuchenden Probe erfolgte durch die Analyse des Anstieges des Fluoreszenz-
signals.

Der Ct-Wert (Threshold Cycle) ist die Zyklenanzahl, bei der die Fluoreszenz einen
definierten Schwellenwert Uberschreitet, der gegenuber dem Ausgangswert signifi-
kant erhoht ist. Die relativen Unterschiede in der Genexpression der untersuchten
Gene wurden anhand der AACt Methode ermittelt [148]. Als Referenz fir die Expres-
sion des zu untersuchenden Zielgens wurden zwei Housekeeping-Gene [3-Actin und
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) verwendet. Aulderdem wur-

den alle Proben als Triplikate untersucht.

Ansatz fur 1 Reaktion: 25,0 pl Universal Mastermix (Applied Biosystems)
21,5 yl DEPC-H20
2,5 ul Primer/Sonde (Assays-on-Demand, AB)
1,0 pl cDNA (20 ng/ul)
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PCR-Programm: 2 min 50 °C
10 min 95 °C

15sec 95 °C

40 Zyklen
1 min 62 °C

3.4. Histologie

Nach Entnahme der Organe wurden die Proben entweder sofort fixiert oder durch
Schockfrieren (Lagerung anschlieRend bei -80 °C) konserviert. Bei der Fixierung der
Gewebe wurde entweder fur 24 h in 4 % Paraformaldehyd oder in Zinkfixativ [149]
inkubiert. AnschlieRend wurden die Gewebestlcke in einem Einbettautomat Uber ei-

ne aufsteigende Alkoholreihe entwassert und in Paraffinblockchen eingebettet.

Das Anfertigen von Gewebeschnitten wurde dann entsprechend am Rotations-
mikrotom (Paraffinschnitte) oder am Gefriermikrotom (Kryostatschnitte) durchgefihrt.
Einen Vorteil bieten Kryostatschnitte fur die Immunhistochemie, da bei diesen die An-
tigenitat besser erhalten bleibt. Nachteilig ist der schlechteren Erhalt der morphologi-
schen Details. Durchlicht- und Fluoreszenzbilder wurden an einem Fluoreszenz-

mikroskop (Oberver.Z1) aufgenommen (Programm AxioVision).

3.41. In situ Zymographie

Mit Hilfe der in situ Zymographie kdnnen Bereiche in Gewebeschnitten mit spezifi-
scher Enzymaktivitat detektiert werden. Dazu wird ein Substrat (Gelatine) zeit- und
dosisabhangig in Anwesenheit des entsprechenden Enzyms (MMP-2/9) verdaut. Der
an die Gelatine gekoppelte, gequenchte Fluoreszenzfarbstoff (FITC) wird durch den
Verdau freigesetzt und das entstehende Signal kann am Fluoreszenzmikroskop aus-

gewertet werden [150].

Zuerst wurde 1 %ige Low Melting Agarose in PBS gelost (60 °C). Die Gelatine
(DQTM gelatin from pig skin, D12054, MoBiTec) mit einer Konzentration von 1 mg/ml
in destilliertem Wasser wurde im Verhaltnis 1:10 zur Agarose hinzugegeben. 100 pl
der Lésung wurden auf den unfixierten Gefrierschnitt (8 pm) aufgebracht und mit ei-
nem Deckglas versiegelt. Die Proben wurden fur 5 min auf 4 °C gestellt, um eine Ge-
lierung zu bewirken. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C in einer dunklen Feuchtkam-

mer fur 4 h. AnschlieBend wurde eine Kernfarbung mit Hoechst 33258 durchgeflnhrt.
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3.4.2. Berliner-Blau-Farbung

Zum Nachweis von dreiwertigem Eisen in Gewebe wurde eine Berliner-Blau-Far-
bung durchgefuhrt. Fir diese Farbung eigneten sich Paraffinschnitte am besten, je-
doch wurden auch Doppelfarbungen mit vorangehender Immunhistochemie ge-

macht, die dann mit Kryostatschnitten durchgefuhrt wurden.

(1) Entparaffinieren der Paraffinschnitte bzw. Fixierung der Kryo-Gewebeschnitte
in 4 % Paraformaldehyd und 15 min wassern

(2) Inkubation in 1 % Kaliumhexacyanoferrat(ll) (5 min)

(3) Zugabe von 0,5 % HCI (30 min)

(4) Spulen in dest. Wasser (2x)

(5) Gegenfarbung mit 0,1 %iger Kernechtrot/Aluminiumsulfatiésung (10 sec)

(6) Spulen in dest. Wasser (2x)

(7) aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 100 % Ethanol je 2 min)

(8) Xylol (10 min)

(9) Eindecken mit Pertex

3.4.3. Immunhistochemie

Unfixierte Kryostatschnitte wurden fur 5 - 10 min in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Bei
Verwendung von Paraffinschnitten wurden diese entparaffiniert und 10 Minuten in Xy-
lol inkubiert. Die anschlielenden Inkubationen wurden bei Raumtemperatur in dunk-

len Feuchtkammern wie folgt durchgefuhrt:

1) waschen in 1x PBS-Puffer (2x 5 min)

2) Blocking mit 2 % BSA und 10% Goat Serum in 1x PBS-Puffer (1 h), Deckglas

3) waschen in 1x PBS-Puffer (1x 5 min)

4) Inkubation mit dem primaren Antikdrper geldst in 1x PBS-Puffer (1 h), Deckglas

5) waschen in 1x PBS-Puffer (3x 5 min)

6) Inkubation mit dem sekundaren Antikorper geldst in 1x PBS-Puffer (Uber Nacht
bei 4 °C), Deckglas

(7) waschen in 1x PBS-Puffer (3x 5 min)

(8) eventuell Zellkernfarbung mit 0,1 ug Hoechst (H33258)

(9) eindecken mit Fluoromount, Mikroskopie

(
(
(
(
(
(

(10) gegebenenfalls Lagerung bei -20 °C
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Die Mikroskopie der ex vivo Tumorschnitte nach der NIRF-Bildgebung von
6S-IDCC-XTEN-AnxA5 und 6S-IDCC-AnxA5 wurde an unfixierten, 10 ym dicken
Gefrierschnitten durchgeflihrt. Als Gegenfarbung diente eine Kernfarbung mit Hoechst
33258 (Bisbenzimid).

3.5. Durchflusszytometrie

Die Charakterisierung von apoptotischen Zellen wurde mit der sogenannten Durch-
flusszytometrie oder FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting)-Analyse durchge-
fuhrt. Bei der Vermessung der schnell, einzeln an einem monochromatische Laser-
strahl vorbeiflielenden Zellen, wird - in Abhangigkeit der zellularen Eigenschaften
der Zelle - Streulicht durch Beugung und Streuung erzeugt. Das Vorwartsstreulicht
(FSC = Forward Scatter) ist ein Mal} fur die Beugung des Lichts im flachen Winkel
und hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC = Sideward Scat-
ter) ist ein Mal} fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der Granulari-

tat der Zelle beeinflusst wird.

Aulerdem besteht die Moglichkeit, durch Markierung von Oberflachenmolekilen
oder intrazellularen Strukturen, die Zellen quantitativ zu analysieren. Dazu konnen
Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper oder andere Farbstoff-gekoppelte Marker ver-

wendet werden.

Die Detektion apoptotischer Zellen erfolgte Uber Markierung mit Farbstoff-gekoppel-

tem AnnexinA5 mit dem folgenden Protokoll:

(1) Behandlung der Jurkat-Zellen (kleine Flasche, 25 cm?) bei mittlerer Dichte mit
9 ul/ml Camptothecin fur 5 h

(2) Zellen ernten, 5 min bei 194 rcf zentrifugieren

(3) in 5 ml 1x PBS-Puffer + 10 % FCS resuspendieren

(4) 5 min bei 194 rcf zentrifugieren

(5) in 5 ml Bindungspuffer resuspendieren

(6) Zellzahlbestimmung, 500 pl mit 1x 10° Zellen/ml aliquotieren
Alle weiteren Schritte wurden auf Eis ausgefuhrt.

(7) 15-30 min Inkubation mit 0,2 pg 6SI-DCC-XTEN-ANnxA5 bzw. FITC-AnxA5 (FITC-
Annexin V Apoptosis Detection Kit |, BD Biosciences)
(8) 5 min bei 194 rcf zentrifugieren

(9) Zellen 30 min in 1 % Paraformaldehyd fixieren
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(10) 5 min bei 194 rcf zentrifugieren und in Bindungspuffer resuspendieren
(11) bis zur FACS-Messung bei 4 °C lagern

Die Messungen wurden an einem FACSCalibur bei einer Extinktion von 488 nm
(FITC) und 633 nm (NIRF-Farbstoff) durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit dem

Programm FlowJo 8.7.

3.6. Proteinexpression und Aufreinigung

3.6.1. Bakterienstamm und Vektor

Bezeichnung Firma
E. coli Stamm Agilent Technologies Deutschland
BL21 (DE3) gold
Vektor Genscript
pET 30a(+) USA

Der verwendete Bakterienstamm wurde speziell flr die Expression von Fusionspro-
teinen entwickelt. Der erworbene Vektor enthielt die von uns entwickelte Sequenz
von XTEN-AnxA5 und daran anschlief3end die Schnittstellen von Ndel und Xhol. Die
DNA-Sequenz beginnt mit einem Codon fur Cystein, an welches Uber eine Thiol-
Reaktion weitere Molekule, wie Farbstoffe, gekoppelt werden konnen. Ein weiteres
Cystein, dass in der Annexin-Sequenz liegt, wurde durch Serin ersetzt, um unspezifi-
sche Bindungen zu verhindern (Abb. 5). AuRerdem verfugte der Vektor Uber eine

Antibiotikaresistenz gegen Kanamycin.

*Cys316 to Ser

Ndel

@ XTEN | Annexin A5
13 867 868 1827 bp

Abbildung 5: Modell der DNA-Sequenz von XTEN-Annexin A5. An das
N-terminale Codon fur Cystein schlief3t sich die XTEN-Sequenz sowie die
humane Sequenz fir Annexin A5 an. Am C-Terminus befindet sich das
Stopp-Codon. Flankiert wird die Sequenz von Schnittstellen fir die Enzyme
Ndel und Xhol. Der Austausch der Aminosaure Cystein gegen ein Serin
verhindert unerwiinschte Thiol-Reaktionen.
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3.6.2. Transformation

Die bei -80 °C eingefrorenen Hitzeschock-kompetenten Zellen wurden aufgetaut
(auf Eis) und 0,5 ul des Vektors hinzugegeben. Nach 5 min Inkubation wurde Uber
einen Hitzeschock von 50 sec bei 42 °C die Zellen transformiert. Nach einer
Regenerationsphase von 4 min wurde 1 ml S.0.C. Medium hinzugegeben und die
Zellen fir 45 min bei 37 °C inkubiert. 100 pl der Suspension wurden auf eine Agar-
platte mit 100 pg/ml Kanamycin ausgestrichen und diese Uber Nacht bei 37 °C im
Brutschrank aufbewahrt. Anschlieend wurde die Platte mit Parafilm verschlossen

und bis zu 3 Monate im Kuhlschrank gelagert.

3.6.3. Bakterienkultur

Nach der Transformation wurde eine Kolonie der E. coli Zellen mit einem sterilen
Zahnstocher gepickt und in 12 ml LB Medium (100 ug/ml Kanamycin) gegeben.
Diese Vorkultur wurde Uber Nacht bei 30 °C bei 300 rpm geschuttelt.

2,5 ml der Vorkultur wurden dann in 100 ml MagicMedia E. coli Expression Medium
Uberfuhrt und fir 6 h bei 300 rpm geschittelt. Danach wurde die Temperatur auf
23 °C gesenkt und fur weitere 24 h geschduttelt. Die Bakteriensuspension wurde an-
schlielend bei 4 °C bei 3220 rcf zentrifugiert. Die erhaltenen Zellpellets wurden ge-

wogen und bei -80 °C gelagert oder sofort aufgeschlossen.

3.6.4. Bakterienaufschluss

Die Bakterienpellets wurden mittels Lysepuffer aufgeschlossen. Dieser enthielt Bug
Buster (5 ml je 1 g Pellet), Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (1 Tablette auf 10 ml)
und Benzonase (25 U/ml). Die Zellen wurden fur 20 min im Rotationsmixer mit 90°
geschwenkt. AnschlieRend wurde die Suspension bei 4 °C mit 21100 rcf zentrifugiert.

Der Uberstand wurde mit einem 0,45 um Filter filtriert.

3.6.5. Proteinreinigung

Die Reinigung des Proteins wurde mit einer LPLC-Anlage (Low Pressure Liquid
Chromatography, BioRad) Uber ein System mit drei verschieden Saulen durchge-
flhrt.
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Das Lysat wurde zuerst auf eine schwache Anionenaustauscher-Saule mit DEAE
Cellulose aufgetragen. Der sich anschlieBende Waschschritt wurde uber mehrere
Saulenvolumen durchgefihrt bis der UV-Detektor (Filter 280 nm) einen Wert nahe
dem Ausgangsbereich anzeigte. Das gebundene Protein wurde dann Uber einen an-
steigenden Salzgradienten wieder eluiert (von 50 auf 350 mM NaCl). Nach dem Ver-
einigen der relevanten Fraktionen, dem Konzentrieren mit dem Amicon Filtersystem
(10.000 Da Cellulosefilter) und dem Umpuffern wurde die Probe auf eine zweite Sau-
le, einen starken Anionenaustauscher (UNOsphere Q), aufgetragen. Auch hier wurde
ein Waschschritt mit dem Equilibrierungspuffer durchgefihrt bis der UV-Detektor den
ungefahren Ausgangswert erreicht hatte. Die Elution des Proteins wurde Uber einen
Gradientenlauf bewirkt (von 50 auf 500 mM NaCl). Die Bindung an das Saulenmate-
rial erfolgte, wie auch bei der ersten Saule, Uber das hydrophile XTEN selbst. Nach
dem Zusammenflgen der Fraktionen, Konzentrieren und Umpuffern wurde die Probe
auf eine dritte Saule aufgetragen. Das Saulenmaterial, Octyl-Sepharose, ist stark
hydrophob und bindet die hydrophoben Anteile des Annexins. Nach einem Wasch-
schritt wurde das Protein mittels Salzgradienten eluiert (von 3,2 auf 0 M NaCl). Nach
der Uberpriifung der Fraktionen in einem Proteingel wurden die Proben vereinigt,
konzentriert und umgepuffert (10 mM HEPES, 135 mM NaCl, pH 7.5). Die Protein-

I6sung wurde abschlieliend mit einem 0,22 um Filter filtriert.

3.6.6. SDS-Page und Coomassie-Farbung

Fir die Polyacryamidgelelektrophorese wurden Gradientengele (NuPage 4 - 12%),
die Gelkammer Mini-Cell (XCell SureLock) und der 20x MES Laufpuffer der Firma
Life Technologies verwendet. Die Proben wurden 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt
und dann fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Mit einer Hamilton-Spritze wurden die Pro-
ben und der Proteinstandard in die Geltaschen gefullt. Die Elektrophorese wurde bei
einer Spannung von 200 Volt durchgefuhrt. Anschlie®end wurden die Gele in kleinen
Schalen mit dest. Wasser gespult und kurzzeitig in der Mikrowelle erhitzt (30 sec.
900 Watt). Nach 5 min Inkubation wurde der Vorgang noch zweimal mit neuem dest.
Wasser wiederholt. Nach Abkippen des Wassers wurden 20 ml Simply Blue Safe
Stain (Invitrogen) zugesetzt und die Gele abermals kurz erhitzt (nicht kochen). Nach
10 min wurde die Farbelésung durch Wasser ersetzt und mind. 10 min entfarbt. Die

Aufnahmen der Gelbilder erfolgten mit der Software Gene Snap Version 7.09.
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3.6.7. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinlésung erfolgte mit Hilfe eines BCA-

Assays (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific).

In eine 96-Well-Platte wurden 20 pl der Proteinlosung bzw. des BSA-Standards mit
200ul der Farbelésung vermischt und fur 30 min bei 60 °C inkubiert. Die Messung
der Extinktion (562 nm) erfolgte in einem Plattenleser. Die Konzentration wurde an-
hand der ermittelten Eichkurve von BSA bestimmt. Hierbei ist zu bericksichtigen,
dass bei der Proteinkonzentrationsberechnung ein Korrekturfaktor von 1,3 multipli-
ziert werden muss, der als Ausgleich flr den Mangel der Aminosauren Tryptophan

und Tyrosin bei der Sequenz von XTEN-AnxA5 dient.

3.7. Tierexperimentelle Methoden

Die Untersuchungen an den Versuchstieren wurden im Rahmen eines vom
Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin genehmigten Versuchsvorhabens

durchgefuhrt (Genehmigungsnummer: G 0246/08).

3.7.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden weibliche Mause im Alter von 5 bis 15 Wochen
der Stamme CD-1 nu/nu Maus und BALB/c (Charles River, Deutschland) verwendet.
Die Mause wurden im Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum und im Small
Animal Imaging Center (SAIC) in Gruppen von zwei bis funf Tieren in Makrolonkafi-
gen gehalten, welche mit einem staubarmen Holzgranulat (Altromin GmbH, Deutsch-
land) versehen waren. Die Futterung erfolgte durch die standige Bereitstellung von
Standard-Mausehaltungsfutter (Altromin GmbH, Deutschland). Die Temperatur in den
klimatisierten Raumen betrug 22 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von 50 - 60% und ei-

nem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 Stunden.

Die Markierung der Tiere wurde mit Hilfe einer Ohrlochzange durchgefuhrt.

3.7.2. Subkutane Injektion von Tumorzellen

Vor der subkutanen (s. c.) Zellinjektion wurden die Mause in einer mit Isofluran ge-
fluteten Narkosebox betaubt. Im weiteren Verlauf bekamen die Mause eine Isofluran-

Oz2-Inhalationsnarkose an einem offenen Narkosesystem (Volker GmbH, Deutsch-
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land). Die Isofluran-Erhaltungsdosis betrug 2,0 bis 2,5% bei einem Flow von 1,5 I/min

Sauerstoff.

Die geernteten und ausgezahlten Zellen wurden in einem Volumen zwischen 100
und 150 pl Medium resuspendiert und mit einer sterilen 27 G-Nadel subkutan in die
linke bzw. rechte Flanke appliziert. Die Kontrolle des Wachstumsverlauf der Tumore
erfolgte alle drei Tage. Versuchstiere, die bereits vor Versuchsende Tumore mit ma-

ximal zulassiger Groe aufwiesen, wurden aus dem Versuch genommen.
Um optimale Wachstumsraten der Tumore zu erzielen, wurde fur jede Zelllinie in

einem Vorversuch die ideale zu injizierende Zellzahl und Wachstumszeit zur optima-

len Groflde eines Tumors ermittelt (Tab.2).

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien zur Bildung eines subkutanen Tumors sowie optimier-
te zu injizierende Zellzahl und Anwachszeit

Zelllinie optimale Zellzahl Wachstumszeit
BT-20 2x 107 4 Wochen
HT-1080 5x 108 10 Tage
H69AR 2x107 4 Wochen
HelLa 1 x 107 10 Tage
EL4 2 x 106 7 Tage

3.7.3. Chemotherapeutische Behandlungen

Nach dem Anwachsen der Tumore unter der Haut der Tiere wurde eine chemothe-
rapeutische Behandlung durchgefihrt, um Apoptose sowie Nekrose, auszuldsen.
Nachdem die Nacktmause stabile Tumore entwickelt hatten, wurden verschiedene
Zytostatika getestet, um eine mdoglichst hohe Apoptose-Rate zu erhalten. Die ermit-

telten Behandlungsschemata fur die verschiedenen Tumore sind hier aufgefuhrt.

Dosis fur HT-1080/H69AR-Tumor: 10 mg/kg i. p. Doxorubicin 24 h vor der Bildgebung
[151, 152]

Dosis fur EL4-Tumor: 25 mg/kg Cyclophosphamid i. p. + 19 mg/kg i. p. Etoposide
24 h vor der Bildgebung [153]

Die Chemotherapeutika wurden von der Charité Klinik-Apotheke (Zytostatika-Zube-
reitung) angefertigt.
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3.8. Bildgebung

3.8.1. Magnetresonanztomographie

Phantom-Messungen der PSOP

Die MRT-Untersuchungen von Protease-spezifischen Partikeln wurden am 1,5-T-
Magnetom-Sonata (Siemens) im Institut fir Experimentelle Radiologie, Charité Cam-
pus Mitte Berlin, durchgefuhrt. Es wurde eine Extremitatenspule verwendet. Fur die
Untersuchungen wurden 96-Well-Platten benutzt und die freien Licken zwischen den
Proben mit Wasser geflillt. Wahrend der Messung befand sich die Platte auf einem
temperierten Untergrund von 37 °C. Die Gradientenechosequenz (TR: 100 ms,
12 TE zwischen 3,1-44,8 ms, Flipwinkel 40°) wurde 200x Uber eine Zeit von 50 min
gemessen. Analysiert wurden zwei verschiedene PSOP-Varianten, mit 6- oder 12-fa-
cher Beschichtung des Peptid-PEGs auf der Partikeloberflache in verschiedenen
Konzentrationen (300 nM, 150 nM, 75 nM, 38 nM). Die Verlaufsanalyse wurde nach
Enzymzugabe von 1,3 U MMP-9 durchgefihrt. Aullerdem wurde das Partikelverhal-
ten nach Zugabe von MMP-2/MMP-9 Inhibitor Il (30 uM) und 1,3 U MMP-9 Uberpruft.
Des Weiteren wurde eine Inhibitorkurve nach Zugabe verschiedener Konzentrationen

von MMP-Inhibitor (ohne, 10-6-10-1° M) aufgenommen.

Phantom-Messungen der AnxA5-VSOP

Nach Bestimmung der Anzahl apoptotischer Zellen wurden die unbehandelten und

behandelten Zellen geerntet (jeweils ca. 2,5-108 Zellen) und in jeweils 30 ml Bin-

dungspuffer aufgenommen. Die Zellsuspensionen wurden mit je 10 ml Bindungspuf-
fer gewaschen und 5 min bei 445 rcf zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in
7,5 ml Bindungspuffer aufgenommen und mit AnxA5-VSOP (1 pg Fe / ml) Uber
10 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit je 10 ml Bindungs-
puffer gewaschen und das Zellpellet am Ende in 100yl Bindungspuffer aufgenom-
men. Die Proben wurden im Klhlschrank gelagert und am Folgetag am MRT-Scan-
ner gemessen. Kurz vor der MRT-Messung wurden die Zellpellets mit Wasser uber-
schichtet und 5 min zentrifugiert. Als Probenmatrix diente ein 1 %iges Agarosephan-

tom, in welches die Proberohrchen gesteckt wurden.

Verwendet wurde eine Gradientenechosequenzmit unterschiedlich starker T2*-
Wichtung mit folgenden Parameter: Repetitionszeit TR = 100 ms und zwolf verschie-

denen Echozeiten von TE = 3,1 ms bis TE = 44,8 ms, Flipwinkel 40°.
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In vivo Messungen

Die Bildgebung von Tieren wurden an einem 7-Tesla-Kleintier-MRT (Bruker) im
Neurowissenschaftlichen Forschungshaus und einem 1,5-Tesla-Magnetom-Sonata
durchgefihrt.

Zuerst wurden die Tiere auf eine MRT-kompatible Warmematte platziert, durch die
Wasser mit einer Temperatur von 37 °C gepumpt wurde. Die zu untersuchenden Tie-
re wurden in Bauchlage positioniert. Die Verabreichung der Partikel erfolgte Uber
einen vor der ersten Messung gelegten Zugang in der Schwanzvene der Tiere, wel-
cher mit Hilfe eines dinnen Schlauches aul3erhalb der Messapparatur erreichbar
war, so dass die Position der Tiere innerhalb des Versuches nicht verandert werden

musste.

Die Narkose der Tiere wahrend der MRT-Messungen wurde durch eine Isofluran-

Oz2-Inhalationsnarkose gewahrleistet.

Um eine maximale Bildqualitat bei der Bildgebung zu erzielen, wurde bei Messun-
gen am 1,5-T-MRT eine spezielle Spule (Solenoid) fir Mause verwendet (Abb. 6), die
im DKFZ in Heidelberg entwickelt wurde. Am Kleintier-MRT wurde eine Maus-Kor-
perspule verwendet. Die Positionierung erfolgte im Spulenmittelpunkt, etwa in Kor-

permitte des Tieres.

Abbildung 6: Solenoid fiir 1,5-Tesla-Sonata. Spezielle Maus-

Ganzkdrpespule mit Narkoseanschluss (N) und Warmezufuhr (W)
fur Langzeitmessungen im MRT.
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Zu Beginn wurde eine Lokalisierung-Sequenz in drei Ebenen angefertigt, welche
Auskunft Uber die Position der Maus in der Spule gab. Anschliel3end wurde die exak-
te Lage der Tumore eingegrenzt, um das Field of View (FoV) auf eine geeignete

GroRe festzulegen.

Die Signalhalbwertszeitmessungen am 1,5-T-MRT wurden mit einer T1-gewichteten
FLASH-Sequenz (TE: 2,3 ms, TR: 6,6 ms, Flipwinkel 25°) durchgefuhrt.

Die Tumorbildgebung am 1,5-T-MRT wurde mit zwei verschiedenen T2*-gewichte-
ten Sequenzen aufgenommen. Die Gradientenecho-Messungen wiesen folgende Pa-
rameter auf: 1. TE: 3,8 ms, TR: 35 ms, Flipwickel 15° und 2. TE: 10 ms, TR: 35 ms,
Flipwinkel 15°.

Die Tumor-Messungen am 7-T-MRT wurden mit einer FLASH-Sequenz mit variab-
len Parameter durchgeflhrt. Die beste Signalauflésung ergab sich bei TE: 5,4 ms
und TR: 892 ms.

Nachdem die entsprechenden Sequenzen fur Tumor- und Angiographiemessungen
vor Gabe der Partikel durchgemessen waren, wurden die Partikel injiziert. Nun er-
folgte alle funf Minuten eine Messung der Angiographiesequenz (0, 1, 3, 6, 10, 15, 20
...120 min). Die aus den Messungen resultierenden Signalintensitaten wurden spater
fur die Bestimmung der Zirkulationsdauer der verschiedenen Proben im Blut verwen-
det.

Die Auswertung der Signalintensitaten (SI) erfolgte mit dem Programm OsiriX DI-
COM viewer (National Institues of health, USA). Die Untersuchungsregion (region of
interest, ROI) wurde in allen Messungen an der gleichen Stellen positioniert und die
Signalintensitaten mit dem Programm Prism 5 (GraphPad Software) grafisch darge-

stellt und die Signalhalbwertszeiten ermittelt.

3.8.2. SPECT-CT-Messungen
Die in vivo Messungen mit dem Radionuklid ""'Indium markierten Proben wurden
am NanoSPECT-CT Kleintierimager (Bioscan Europe) am Institut fur Nuklearmedizin
im Small Animal Imaging Center der Charité Campus Virchow-Klinikum durchgeftihrt.
Die Markierung der Probe (DTPA-XTEN-AnxA5) mit dem Radionuklid "'Indium
wurde im Institut fur Nuklearmedizin am Campus Virchow-Klinikum von Roger Michel
durchgeflhrt.
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Nach Injektion der Probe mit durchschnittlich 100 MBq Uber die Schwanzvene wur-
den die Tiere auf eine beheizbare Liege des Scanners platziert. Die Narkose der Tie-
re wahrend der Messungen wurde durch eine Isofluran-O2-Inhalationsnarkose ge-

wabhrleistet.

Zuerst wurde ein CT-Bild des Tieres angefertigt. Daraufhin wurden die anatomi-
schen Grenzen des Tieres festgelegt, um den Messbereich zu begrenzen. Es wurden
jeweils vier Einzelmessungen (0,5 h, 1,2 h, 3,2 h und 21 h) zu je 50 min durchge-
fuhrt. Anschlielend wurden die Tiere euthanasiert. Flr die ex vivo Auswertung wur-
den die Organe von drei Tieren einzeln in einer Feinwaage gewogen und in einem
Aktivimeter (ISOMED2010) die verbleibende Gammastrahlung ermittelt.

Fir die Analyse der in vivo Organverteilung (Biodistribution) wurden alle Schnittbil-
der per Hand ausgewertet (InVivoScope). Jedes Organ wurde schichtweise abgefah-
ren und mit selbst definierten ROIs eingegrenzt. Die Signalintensitaten aller Schich-
ten wurden dann gemittelt und anhand der injizierten Gesamtdosis eine prozentuale
Verteilung bestimmt. AulRerdem wurde fur die Berechnungen der verschiedenen
Zeitpunkte die Zerfallskonstante von '"'Indium beriicksichtigt. Flir Bestimmung der
Bluthalbwertszeit wurden im linken Ventrikel mindestens funf ROls gesetzt. Die Aus-
wertungen der Signalintensitaten wurden mit dem Programm Prism 5 durchgefuhrt

und grafisch dargestellt.

3.8.3. Nahinfrarot-Messungen

Die ex vivo NIRF-Aufnahmen wurden in einer speziell angefertigten Dunkelkammer
mit einem Laser-Filter-System in der Experimentellen Neurologie angefertigt. Die An-
regung des benutzten Lasers lag bei 670 nm und die Emission des Hochpassfilters
bei 710 nm. Als Belichtungszeit wurde 1 sec gewahlt. Die Proben, 6S-IDCC-XTEN-
AnxA5 bzw. die Kontrolle 6S-IDCC-AnxA5, wurden jeweils 3 h vor der Messung i.v.
appliziert. Die Konzentration betrug 50 nmol Farbstoff/kg. Nach Euthanasie der Tiere
wurden die Organe entnommen (Tumore, Leber, Milz, Niere und Muskel) und unver-
zuglich gemessen. Anschliefend wurden die Proben schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

Die Quantifizierung der NIRF-Bilder wurde mit dem Programm ImagedJ (National
Institutes of Health, USA) und die statistische Analyse mit Prism 5 (zweiseitiger Wil-

coxon-Mann-Whitney-Test) durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Protease-spezifische Eisenoxidnanopartikel

41.1. Charakterisierung von MMP-spezifischen Eisenoxidpartikeln

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) spielen eine entscheidenden Rolle bei verschie-
denen Erkrankungen, wie Atherosklerose, Multiple Sklerose, Arthritis, Tumorwachs-
tum und Metastasierung, und sind deshalb als Target in der Molekularen Bildgebung

besonders interessant.

Die verwendeten superparamagnetischen Eisenoxidpartikel - VSOP (very small iron
oxide paticles) - basieren auf einem elektrostatisch stabilisiertem, Citrat-beschichte-

tem Eisenkern (8 nm).

Die Synthese der Partikel zu spezifischen PSOP (protease-specific iron oxide par-
ticles) erfolgte in zwei Schritten. Ein Peptid mit einer MMP-2/9-Schnittstelle und ei-
nem gebundenem Fluoreszenzfarbstoff (NH2-GGPRQITAG-K(FITC)-GGGG-RRRRR-
G-RRRRR-amide) wurde mit Polyethylenglycol (NHS-mPEG5000) gekoppelt. Die
Reinigung der Probe erfolgte Uber ein P6-Gel (Groflenausschluss). Anschlieltend
wurden verschiedene Verhaltnisse des erhaltenen Peptid-PEGs mit VSOP gemischt,
so dass diese elektrostatisch auf der Oberflache hafteten. Die Haftung erfolgte dabei
Uber den positiv geladenen Arginin-reichen Peptidsequenzteil auf der negativ gela-
denen Oberflache der Partikel. Die Grolken der resultierenden Partikel wurden mittels
dynamischer Lichtstreuung am Zetasizer ermittelt. Bei der Zugabe von mindestens
6 Peptid-PEG bildeten sich sterisch stabile PSOP mit einem erwarteten hydrodyna-
mischen Durchmesser von etwa 24 nm. Eine Groflenmessung von PSOP mit im
Durchschnitt 6 Peptid-PEG im Vergleich zu unbeschichteten VSOP ist in Abbildung 7
dargestellt. Deutlich ist hier die GroRenzunahme von im Durchschnitt 8 zu 25 nm
durch die Beschichtung zu erkennen, die sich erwartungsgemaf in einem begrenz-
ten Rahmen bewegte. Die sehr enge Grof3enverteilung nach Beschichtung belegt die

Bildung von relativ einheitlichen Partikeln.
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Abbildung 7: Bestimmung des
hydrodynamischen Durch-
messers von PSOP. GroRen-
messung von VSOP ohne (A)
und mit 6fach Peptid-PEG-Be-
schichtung (B) am Zetasizer.

Die Auswertung von GroRenmessungen verschiedener Verhaltnissen von Peptid-
PEG zu VSOP (Abb. 8) ergab eine stabile Bildung von PSOP bei einer Zugabe von
mindestens 6 Peptid-PEG. Bei Zugabe von weniger als 6 Peptid-PEG entstanden

Partikel mit einem groReren Durchmesser. Die steigende GroRe spiegelt wahrschein-

lich die Bildung von Dimeren oder Multimeren wider. Entsprechend diesen Ergebnis-

sen wurden in den weiteren Versuchen eine Beschichtung von 6 bzw. 12 Peptid-PEG

verwendet.
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Abbildung 8: GroRenmes-
sungen der PSOP mit dem
Zetasizer. Zugabe verschie-
dener Verhaltnisse von Peptid-
PEG zu VSOP.
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Der nachste Schritt sah die Uberprifung der Funktion der MMP-2/9-Schnittstelle
nach Kopplung an die Oberflache der VSOP vor.

Durch spezifisches Schneiden der Schnittstelle mit MMP-9 wurde das die PSOP
sterisch stabilisierende Peptid-PEG abgetrennt. Dadurch verloren die Partikel zu-
nehmend ihre sterische Stabilitat. Die nun freiliegenden Oberflachen, mit negativen
(Citratschicht) und positiven (Kopplungsdomane) Ladungen, begtinstigte die Anzie-
hungskraft der Partikel untereinander, so dass diese nach kurzer Zeit zu aggregieren
begannen. Die sich daraus ergebenen Grélkenzunahmen sind in Abbildung 9 zu er-
kennen. Die Aggregation war sowohl bei den im Durchschnitt 6fach als auch bei den
12fach beschichteten PSOP (0,125 nmol Partikel) zu beobachten. Hingegen blieb

eine Grolkenzunahme bei den mit 30 yM MMP-9-Inhibitor behandelten Proben aus.

5000+
-©- 6x + MMP-9
4000 -8 6x + Inhibitor + MMP-9
—_— -~ 12x + MMP-9
g 3000 & 12x + Inhibitor + MMP-9
[}]
2
@ 20001
1000-
0 [
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Abbildung 9: Zeitverlauf der hydrodynamischen GroRRe von
PSOP nach MMP-9-Aktivierung. Beobachtung des Durchmes-
sers (GroRe Volumen-gewichtet) im Zetasizer von zwei PSOP-
Varianten innerhalb von 120 min bei Zugabe von 1 yM MMP-9
ohne bzw. mit MMP-9-Inhibitor.

Die aufgezeigte Aggregation der superparamagnetischen Partikel fihrt zu einer Er-
héhung der Relaxation (R2) im Vergleich zu dispersen Partikeln. Dieses Phanomen
bezeichnet man als ,magnetic relaxation switch® (MRS) [154]. Die damit verbundene
Abnahme des T2-Signals (Signalreduktion) kann flir die molekulare Bildgebung aus-
genutzt werden. Diese MRT-Signalveranderungen wurden nach Enzymzugabe mit-

tels T2*-gewichteter Messungen (Gradientenecho-Sequenz) in einem 1,5-T-MRT be-
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obachtet (Abb. 10 und 11). Die Aufnahmen der Signalintensitaten erfolgten Uber

50 min alle 25 sec.

Die Aktivierung der Partikel (6x-MMP-9-VSOP) wurde unter Verwendung von unter-
schiedlichen Partikelkonzentrationen (300 nM, 150 nM, 75 nM und 38 nM Fe) analy-
siert, die mit der gleichen MMP-9-Konzentration (1,3 U) inkubiert wurden (Abb. 10).
In Abhangigkeit der Konzentration verringerten sich die Signalintensitaten. Bei einer
Eisenkonzentration von 300 nM wurde ein Signalminimum bei etwa 27 min erreicht,
wobei hingegen die Probe mit 75 nM die geringste Signalintensitat schon bei 15 min
zeigte. Die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten der Enzymaktivierung
der PSOP kénnen durch eine Substratsattigung erklart werden. Eine weitere Erho-
hung der Substratkonzentration kann in diesem Fall die Reaktionsgeschwindigkeit

nicht weiter steigern, da alle Enzyme in einem Enzym-Substrat-Komplex vorliegen.

Die dargestellte MRT-Momentaufnahme wurde bei 17,6 min erzeugt (siehe Pfeil).
Die Aggregation der Partikel, bewirkt durch Zugabe des MMP-Enzyms, setzte die
T2*-Relaxivitat herab und verursachte damit eine Signalreduktion. Nach dem Errei-
chen eines Minimums stieg die Signalintensitat wieder an. Verursacht wird dieser
Effekt durch die Prazipitation der Eisenpartikel und das Absinken als Bodensatz. Die
MRT-Messungen zum Ende hin gaben damit die Signalintensitaten der ausgedunn-

ten Probe wider.

300
POOCx

2001 Fech

300 nM
150 nM

X B> 0O O

1007 ~O%%,

Signalintensitat [AU]

Zeit [min]

Abbildung 10: MRT-Messungen von verschiedenen PSOP-
Konzentrationen bei Zugabe von MMP-9. Zeitlicher Verlauf
(50 min) der Signalintensitat von 6x-MMP-VSOP mit vier unter-
schiedlichen Eisenkonzentrationen nach Aktivierung mit MMP-9.
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Abbildung 11 zeigt eine Zeitverlaufsmessung von Proben nach Zugabe von unter-
schiedlichen Konzentrationen eines MMP-9-Inhibitors, die 300 nM PSOP (6x-MMP-
VSOP) sowie 1,3 U MMP-9 enthielten. Eine Zugabe von 10 nM Inhibitor verzégerte
die Aggregation der Partikel deutlich und bei 1 uM Inhibitor blieb die Signalabnahme
wahrend des Beobachtungszeitraumes annahernd vollstandig aus, was mit einer
nahezu kompletten Enzymhemmung zu erklaren ist. Die Messungen der Proben oh-
ne Inhibitor-Zugabe oder die Zugabe von geringen Konzentrationen (0,1 nM-0,001
nM) des MMP-9-Inhibitors zeigten hingegen keine Wirkung. Diese Proben wiesen
nach etwa einer halben Stunde eine maximale Signalabnahme auf, passend zum
MRS-Effekt. Das MRT-Bild (Aufnahme 32. Minute, siehe Pfeil) veranschaulicht die
unterschiedlichen Signalintensitaten der PSOP, die durch die Enzym- bzw. Inhibitor-

Wirkung verursacht wurden.
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Abbildung 11: MRT-Messungen von PSOP bei Zugabe von
MMP-9-Inhibitor verschiedener Konzentration. Zeitlicher Ver-
lauf (50 min) der Signalintensitat von 6x-MMP-VSOP nach Akti-
vierung mit MMP-9 und Zugabe von vier unterschiedlichen Kon-
zentrationen von MMP-9-Inhibitor.
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4.1.2. Tumorevaluation

Fur die in vivo Versuche wurden zwei Zelllinien ausgesucht, die eine unterschiedli-
che Aktivitat von MMP-2 und MMP-9 aufwiesen. Die Analyse der MMP-2/-9-Expres-
sion der Zelllinien wurde zunachst mittels quantitativer PCR untersucht und ist in
Abbildung 12 dargestellt. Die Tumorzelllinie HT-1080 stammt von einem Fibrosarkom
ab und zeigt eine etwa 42fach hoéhere Expression von MMP-2 und 44fach hohere

Expressionvon MMP-9 im Vergleich zur Zelllinie BT-20 eines Brustkrebstumors.

MMP-2 MMP-9

Abbildung 12: Expres-
29 sionsanalyse von MMP-2
und 9. Quantitative PCR
T der cDNA von MMP-2 und
& 9 aus Zelllysaten der Zell-
linie HT-1080 und BT-20.
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Die weitere Charakterisierung der Tumorlinien erfolgte ex vivo. Die Tumorzellen
wurden zu Beginn des Versuches s. c. in die Flanke athymischer Nacktmause inji-
ziert und bis zu einer GroRe von maximal 0,7 cm? wachsen gelassen. Nach Entnah-
me des Tumorgewebes wurden Gefrierschnitte von 10 ym Dicke angefertigt und

diese mittels Immunhistochemie und in situ Zymographie untersucht.

Die Antikorperfarbungen mit anti-MMP-2 und anti-MMP-9 sind in Abbildung 13 dar-
gestellt. Als sekundarer Antikdrper wurde ein fluoreszenzmarkierter Rhodamin-IgG
verwendet. Die Ergebnisse verdeutlichen die starkere Expression von MMP-2 und 9
in der Zelllinie HT-1080 (A, C) im Vergleich zu BT-20 (B, D). AuRerdem ist eine ver-

starkte Expression hin zur Tumorperipherie zu erkennen.
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HT-1080 BT-20

-
Abbildung 13: Expressionsanalyse von MMP-2/9 im Tumorgewebe. Anti-
korperfarbung von Gefrierschnitten gegen Anti-MMP-2 (A, B) und Anti-MMP-9

(C, D). Der MMP-positive Tumor HT-1080 (A, C) zeigt eine starkere Expression
des Targets als der MMP-negative Tumor BT-20 (B, D). 200fache VergréRerung.

MMP-2

MMP-9

Die gleichen Resultate zeigte die durchgeflhrte in situ Zymographie, bei der durch
die Spaltung der vorgelegten Gelatine mit gekoppeltem Farbstoff (FITC) eine Erho-
hung des Fluoreszenzsignals auftritt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
der 10 ym dicken Gefrierschnitte in Abbildung 14 demonstrieren die Aktivitat von
MMP in den Bereichen starker Fluoreszenz vom MMP-positiven Tumor (A) im Ge-
gensatz zum MMP-negativen Tumor (B). Diese Art des MMP-Nachweises zeigt dabei

die aktive Form von Gelatinasen, das Proenzym bleibt unerkannt.
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Abbildung 14: In situ Zymographie zum Nachweis von MMP-Aktivitat. Gefrierschnitte
(10 pm) des Fibrosarkoms HT-1080 (A) und des Brustkrebstumors BT-20 (B). Der ge-
quenchte Fluoreszenzfarbstoff (FITC, griin) wurde durch proteolytische Spaltung der Gelati-
ne freigesetzt, wodurch das Fluoreszenzsignal Bereiche mit aktivem MMP aufzeigte. Kern-
farbung mit Hoechst 33258 (blau). 200fache VergréRerung.

4.1.3. Magnetresonanztomographie nach der in vivo Applikation von PSOP

Die in vivo Untersuchungen wurden an einem Mausmodell durchgefihrt. Athymi-
schen, weiblichen Nacktmausen wurden Tumorzellen einer MMP-positiven (HT-1080)
und einer MMP-negativen Zelllinie (BT-20) in die linke und rechte Flanke s. c. inji-
ziert. Nach Ermittlung der Anwachsraten und -zeiten wurden die Tumore in einem de-

finierten Zeitfenster implantiert, um maoglichst identische Tumore zu erhalten.

Die Bildgebung erfolgte zunachst in einem 7-T-Kleintier-MRT unter Isoflurananas-
thesie. Die Tumorbildgebung wurde mit einer T2*-gewichteten Sequenz durchgefihrt.
Nach den Leeraufnahmen wurde eine Dosis von 50 pymol Fe/kg i. v. injiziert. Halb-
stindlich wurden dann weitere Messungen angefertigt, um die Signalintensitats-
veranderungen des Tumors zu bewerten. Diese Veranderungen lassen dabei einen
Ruckschluss auf die Anreicherung der Partikel im Tumorgewebe zu verschieden
Zeitpunkten zu. Die Analyse der Tumore ergab jedoch zu keinem gemessenen Zeit-
punkt eine signifikante Signalintensitatsveranderung. In Abbildung 15 sind die MRT-
Aufnahmen eines Tieres 1 min (A, C) und 2,5 h nach Injektion der PSOP (B, D) dar-
gestellt. Da sich die beiden Tumore nicht in der gleichen Schnittebene befanden, sind
jeweils zwei Schichten einer Messsequenz abgebildet, mit je einem Tumor in der

groften Ausdehnung.
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HT-1080

1 min nach Injektion

2,5 h nach Injektion

Abbildung 15: 7-T-MRT-Bildgebung eines MMP-positiven Tumors links (HT-1080, Pfeil)
und MMP-negativen Tumors rechts (BT-20, Pfeil) zu zwei Zeitpunkten nach Gabe von
PSOP. Darstellung in axialer Schicht bei einer T2*-gewichteten Sequenz 1 min (A, B) und
2,5 h nach i. v. Injektion (C, D) von PSOP (50 umolFe/kg).

Bei den MRT-Untersuchungen wurden verschiedene T2*-gewichtete Sequenzen
eingesetzt. Parameter, wie Echozeit, Bandbreite, Bildmatrix und Flipwinkel, wurden
variiert, um den besten Kontrast bei hoher Auflosung zu erhalten. Die anschlie3end
gemessenen T2*-gewichteten Sequenzen ergaben jedoch keine signifikante Signal-
intensitatsveranderungen im MMP-positiven Tumor HT-1080 als auch im MMP-nega-
tiven Tumor BT-20.

Mittels einer neuen, speziell konstruierten Mausspule war es in weiteren Experi-
menten moglich, die Bildgebung auch an einem 1,5-T-MRT durchzufthren. In
Abbildung 16 ist die Aufnahme einer Maus mit einem HT-1080-Tumor auf der linken

Seite dargestellt. Die Auswertung der Aufnahmen vor (A) und 2,5 h nach Injektion der
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Probe (B) ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Signalintensitat

des MMP-positiven Tumors.

Abbildung 16: 1,5-T-MRT-Bildgebung eines HT-1080-Tumors (links, Pfeil) vor und nach
Gabe von PSOP. Darstellung in axialer Schicht bei einer T2*-gewichteten Sequenz vor (A)
und 2,5 h nach Injektion der PSOP (B).

4.1.4. Histologische Auswertungen nach Injektion von PSOP

Im Anschluss an die MRT-Messungen erfolgte eine histologische Beurteilung vom
Tumorgewebe und weiteren Organen des Tieres (Abb. 17). Zum Nachweis der
Eisenoxidnanopartikel im Zielgewebe wurde eine Berliner-Blau-Farbung von 10 ym
dicken Paraffinschnitten durchgeflihrt. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit Kernecht-
rot kenntlich gemacht. Die Analyse der Farbung mehrerer MMP-negativer Tumore
zeigte, dass die Tumore weitgehend ungefarbt waren bzw. kaum Partikelanreiche-

rungen aufwiesen.

Hingegen waren bei MMP-positiven Tumoren oft deutliche Partikelanreicherungen
an der Peripherie zu erkennen. Die Blaufarbung prasentierte sich meist extrazellular
in einem begrenzten Bereich von maximal 100 ym. In den Leberschnitten zeigte sich
eine homogen verteilte Eisenfarbung, die mit der MRT-Bildgebung korrelierte. In den
Lebern von Kontrolltieren wurde unter gleichen Bedingungen kein Eisen nachgewie-
sen. Das gleiche Bild ergab sich in den Paraffinschnitten der Milz. Die Farbungen an
den Kontrolltieren zeigten kein Eisen im Gewebe, wohingegen die Tiere mit PSOP-
Injektion eine Partikelanreicherung in der Milz aufwiesen. In den Nieren der Ver-

suchstiere konnte kein Eisen nachgewiesen werden.
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BT-20

200 pm

HT-1080

200 pm

50 ym

Leber

100 pm

Milz

100 pm

Niere

100 pm

Abbildung 17: Lichtmikroskopische Aus-
wertung einer Berliner-Blau-Farbung ver-
schiedener Gewebe nach Injektion von
PSOP. Eisen- und Kernechtrot-Farbung von
10 ym Paraffinschnitten. Partielle Partikelan-
reicherungen im MMP-positiven Tumor
HT-1080, kaum Eisendetektion im MMP-ne-
gativen Tumor BT-20, geringe Partikelanrei-
cherungen in Leber und Milz, Niere leer.
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4.2. Untersuchungen von AnxA5-VSOP mittels MRT

Annexin besitzt eine hohe Bindungsaffinitat fur Phosphatidylserin (PS), welches
sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran einer lebenden Zelle befin-
det. Wahrend der Apoptose wird PS auf die AulRenseite der Membran transloziert.
Annexin bindet an PS und ermdglicht somit die molekulare Bildgebung von

apoptotischen Zellen.

Die Kopplung der Annexin-Molekile an die Citrat-Hulle der VSOP erfolgte tber eine
kovalente Bindung. Die Partikel wiesen vor der Beschichtung einen hydrodynami-
schen Durchmesser von 7,5 £ 0,2 nm und nach der Kopplung 14,4 £ 2,3 nm auf. Im
Durchschnitt konnten auf einen Nanopartikel 9 Annexin-Moleklle gebunden werden.
Die Stabilitatsuntersuchungen bei Zugabe verschiedener Salzkonzentrationen
(CaCl2), fotalem Kalberserum oder Blut zeigten keine Veranderungen der Relaxivi-
taten. Diese Ergebnisse demonstrierten eine stabile Grofle der AnxA5-VSOP in

Hinblick auf eine in vivo Anwendung (Analyse Lena Figge) [30].

Zur in vitro Charakterisierung der AnxA5-VSOP als Apoptose-Bildgebungssonde
wurde, durch Behandlung mit einem Zytostatikum, in Jurkat-T-Zellen eine Apoptose-
Rate von 14 %, im Vergleich zu einer unbehandelten Gruppe mit 6 % Apoptose, aus-
geldst. Die Daten wurden durch eine durchflusszytometrische Analyse erhoben. An-
schlieBend wurden die Zellen 10 min mit AnxA5-VSOP (1 yg Fe/ml) inkubiert, gewa-
schen und die Signalintensitaten der verschiedenen Proben im MRT untersucht
(Abb. 18). Eine starke Signalreduktion, aufgrund der spezifischen Bindung der
AnxA5-VSOP an PS, trat bei den Zellen mit hdherer Apoptose-Rate im Vergleich zu
niedrigerer auf. Zellen ohne Partikelinkubation blieben unabhangig von der Apopto-

se-Rate ohne Signalveranderung (Analyse Lena Figge) [30].

keine
Partikel

Abbildung 18: MRT-Aufnahme von Jurkat-T-Zel-
len mit unterschiedlichen Apoptose-Raten nach
Inkubation mit AnxA5-VSOP (zur Verfligung ge-
stellt von Lena Figge). Signalreduktion von Zellen mit

6% 14%

Apoptose Apoptose

grolierer Apoptose-Rate aufgrund der spezifischen
Bindung von AnxA5-VSOP bei einer T2*-gewichteten
Messung. Keine Signalminderung bei Zellen ohne
Partikelgabe.
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4.2.1. Ermittlung der in vivo Signalintensitatshalbwertszeit von AnxA5-VSOP

Die T1-gewichteten MRT-Messungen der Herzregion einer athymischen Nacktmaus
sind in Abbildung 19 dargestellt. Es wurde eine Dosis von 50 uymol Fe/kg Korper-
gewicht von AnxA5-VSOP nach der Leermessung (A) i. v. injiziert. In der ersten
Messung nach Applikation - Start der Messung etwa 30 sec nach Injektion - war ein
deutlicher Signalanstieg in der linken und rechten Herzkammer sowie in der Arteria

carotis und Vena jugularis zu verzeichnen (B). Das Signal nahm wahrend des

Messverlaufs wieder ab (C, D), und das spiegelt die Konzentrationsabnahme der
AnxA5-VSOP im Blutkreislauf wider.

Abbildung 19: MRT-Bildgebung des Herzens einer Maus nach Injektion von AnxA5-
VSOP. Coronale Schichtorientierung zu vier verschiedenen Zeitpunkten (exemplarisch)
zur Bestimmung der Signalintensitatshalbwertszeit von AnxA5-VSOP. T1-gewichtete
Messung vor Injektion der Sonde (A), 1 min (B), 30 min (C) und 60 min (D) nach Injektion.

Fir die Ermittlung der Signalintensitatshalbwertszeiten wurden ROI‘s in der linken
Herzkammer vermessen. In Abbildung 20 sind die ermittelten Signalintensitaten Gber
die Zeit von etwa 1 h von 5 Tieren dargestellt. Diese Tiere erhielten jeweils die
gleiche Konzentration von 50 pymol Fe/kg des gleichen Ansatzes von AnxA5-VSOP.
Die Analysemethode zur Auswertung im Programm GraphPad Prism Version 5.0
enthielt folgende Parameter: Normalisierung der Werte (normalize), nicht lineare Re-

gression (nonlinear regression) mit einphasiger Zerfallsfunktion (one phase decay)
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und robustem Fit (robust fit). Die durchschnittliche Bluthalbwertszeit, ermittelt aus

den Signalintensitaten von den Leermessungen bis zum Erreichen des Ausgangs-

wertes, betrug 10,6 £ 1,1 min (n = 5).
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Abbildung 20: Signalintensi-
tatshalbwertszeitbestimmung.
Im MRT gemessene Signalin-
tensitat in linker Herzkammer
bei 5 Mausen nach der Injek-
tion der gleichen Synthese von
AnxA5-VSOP.

Durch Optimierung der Synthese konnte die Kopplung von Annexin-Molekillen auf

der Oberflache der Partikel maximiert werden [155]. Die verbesserte Abdeckung der

VSOP mit Annexin-Molekilen liel® einen positiven Effekt auf Signalintensitatshalb-

wertszeit erkennen. Die MRT-Auswertung von 4 Tieren zeigte, dass die Halbwertszeit
auf 20,6 + 3,3 min erhéht werden konnte (Abb. 21).
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Abbildung 21: Signalintensi-
tatshalbwertszeitbestimmung.
Im MRT gemessene Signalin-
tensitat in der linken Herzkam-
mer bei 4 Mausen nach der In-
jektion der verbesserten Syn-
these von AnxA5-VSOP.
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4.2.2. MRT von Chemotherapie-Effekten und Chemoresistenz mittels AnxA5-
VSOP

Die Testung der AnxA5-VSOP fur die Apoptose-Bildgebung wurde in einem Maus-
modell durchgeflihrt. Den athymischen weiblichen Mausen wurden zwei Tumore im-
plantiert, von denen einer Chemotherapie-sensitiv (HT-1080) und der andere Chemo-
therapie-resistent (H69AR) war. Nach Induktion der Apoptose, durch eine chemothe-
rapeutische Behandlung mit Doxorubicin, wurden die Partikel injiziert und die Mause
fir 3 him 1,5-T-MRT untersucht.

Fir die Versuchsreihe sind exemplarisch in Abbildung 22 zwei T2*-gewichtete Auf-
nahmen einer athymischen Maus abgebildet. Die beiden s. c. implantierten Tumore
(H69AR links, HT-1080 rechts, Kennzeichnung durch weil3e Pfeile) wurden in axialer
Schichtorientierung aufgenommen. Der Vergleich der Signalintensitaten vor und nach
der Injektion der Sonde zeigte keine Veranderungen im Bereich der Tumorperipherie
oder im Inneren des Tumors. Eine deutliche Signalveranderung nach Verabreichung
der Sonde war hingegen erwartungsgemafl® im Knochenmark zu beobachten

(schwarze Pfeile).

Die erzielten Ergebnisse zu Veranderungen der Signalintensitat in den Tumoren
blieben bei Messungen mit verschiedenen Syntheseansatzen gleich. Auch die Ver-
langerung der Blutzirkulationszeit, durch verbesserte Kopplung der Annexin-Molekile
auf der Oberflache der VSOP, bewirkte keine Unterschiede in der Signalintensitat im

Zielgewebe.
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Abbildung 22: Tumor-Bildgebung mittels MRT-Messung vor und nach Gabe von

AnxA5-VSOP. Axiale Schichtorientierung vom Rumpf einer Maus. Darstellung zweier Tumo-
re (H69AR links und HT-1080 rechts, weilRe Pfeile) vor (A) und 3 h nach Injektion der Probe
(B). Die fur Eisenoxidnanopartikel typische Signalausléschung im Bereich des Knochen-
marks ist durch schwarze Pfeile gekennzeichnet.

4.2.3. Histologische Auswertungen

Die Uberpriifung der zelltoxischen Wirkung der angewandten Chemotherapie
wurde mit einem immunhistologischen Nachweis von aktivierter Caspase in Zink-
fixierten Gewebeschnitten durchgefuhrt. Die Antikdrperfarbungen der enthommenen
Gewebeproben wurden mit anti-active Caspase-3 durchgefihrt. Als sekundarer Anti-

korper wurde ein fluoreszenzmarkierter Cy5-1gG verwendet.

Die mikroskopische Auswertungen (Abb. 23) zeigten in den Tumorschnitten des
Fibrosarkoms HT-1080 eine Apoptose-Steigerung durch chemotherapeutische Be-
handlung (A, B). Die Signale waren vor allem an der Peripherie des Tumors zu fin-
den. Aullerdem fanden sich Bereiche, in denen kaum Signale detektiert werden
konnten. Der resistente Lungenkrebstumor H69AR zeigte erwartungsgemall kaum
eine Veranderung der Apoptose-Rate nach der Behandlung (D) im Vergleich zu un-
behandeltem Gewebe (C).

Die Gewebeschnitte der Milz wiesen stark erhéhte Signale auf, was die Wirksam-
keit der Chemotherapeutika deutlich bewies (E). Gewebeschnitte von Lebergewebe

zeigte hingegen kaum Veranderungen der apoptotischen Signale (F).
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Abbildung 23: Fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Apoptose nach chemothe-
rapeutischer Behandlung. Immunhistologische Farbung gegen aktive Caspase-3 von
Gefrierschnitten eines chemosensitiven, unbehandelten (A) und behandelten Tumors (B) der
Zelllinie HT-1080 sowie eines chemoresistenten, unbehandelten (C) und behandelt Tumors
(D) der Zelllinie H69AR. Ferner exemplarische Aufnahmen nach Behandlung von Milz (E)
und Leber (F).

Die im Anschluss durchgefuhrte Berliner-Blau-Farbung zum Nachweis von Eisen-
oxidnanopartikel-Anreicherungen im Zielgewebe zeigte in Gewebeschnitten von

Chemotherapie-sensitiven Tumoren nur sehr geringe Mengen von Eisen und in Ge-
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webeschnitten von Chemotherapie-negativen Tumoren hingegen Anreicherungen in
mehreren begrenzten Bereichen (Abb. 24). Leberschnitte zeigten, im Vergleich zu
unbehandelten Proben, eine leicht erhohte Partikelanreicherung, Milzschnitte dage-

gen eine starke Zunahme von Eisen im Gewebe.

H69AR A

M, : e
Ton. =g

200 pm

1.000 pm

HT-1080 o Leber

1.000 pm

Abbildung 24: Berliner-Blau-Farbung von Gewebe chemotherapeutisch behandelter
Tiere nach Injektion von AnxA5-VSOP. Kachelbildaufnahmen von Paraffinschnitte zweier
Tumore (H69AR, HT-1080) sowie Aufnahmen von Leber und Milz.

Durch Anpassung der Therapie konnte in weiteren Versuchen die Apoptose-Rate
erhoht werden. Das verstarkte Fluoreszenzsignal der detektierten aktiven Caspase-3
in HT-1080-Tumoren zeigte eine Korrelation mit der im Anschluss durchgeflhrten

Berliner-Blau-Farbung. Die partielle Anreicherung von Partikeln im gleichen Abschnitt
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wie das verstarkte Apoptose-Signal ist in Abbildung 25 dargestellt. Die Anreicherung

befand sich jedoch nur in einem Bereich von wenigen Mikrometern entlang des

Randbereich des Tumors.

100 pmn

Abbildung 25: Mikroskopische Auswertung der Apoptose und Partikelanreicherung
eines Gewebeschnittes des HT-1080-Tumors. Antikdrperfarbung gegen aktive Caspase-3
(A) und Berliner-Blau-Farbung (B) des gleichen Gewebeschnittes. Einen Tag nach Behand-
lung der Maus mit dem Zytostatikum Doxorubicin erfolgte die Injektion von AnxA5-VSOP
(50 umol Fel/kg).

Die Auswertung der entsprechenden MRT-Bilder (Abb. 26) zeigten hingegen keine
Signalveranderungen dieser Bereiche innerhalb der Messungen von 3,5 h am 1,5-T-
MRT.

Auch die Wiederholung der Versuchsreihe am 7-T-Kleintier-MRT, welches insge-

samt eine hohere Aufldsung gestattet, zeigte keine signifikante Signalveranderung.

Die Ursache dieser Limitierung kann im Partialvolumeneffekt begrindet sein. Die
Darstellung von Signalunterschieden bei MRT-Aufnahmen im Bereich von unter
300 pm konnte nicht oder nur unzureichend aufgeldst und dargestellt werden. Die
Darstellung von Anreicherungen von Eisenoxidnanopartikeln war in dieser Versuchs-

reihe nicht moglich.
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Abbildung 26: MRT-Aufnahmen vor und nach Injektion von AnxA5-VSOP. T2*-gewichte-
te Messung in axialer Schichtorientierung vom Rumpf einer Maus. Darstellung zweier
HT-1080-Tumore nach Doxorubicin-Behandlung (Pfeile) vor (A) und 3,5 h nach Applikation
der Sonde (B).
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4.3. Apoptose-Bildgebung mit XTEN-AnxAS5

Durch Fusion der alternativ zur PEGylierung entwickelten XTEN-Sequenz mit der
Sequenz fur Annexin wurde ein neues Tool fur die Apoptose-Bildgebung geschaffen.
Die Zirkulation von Annexin-Molekulen im Organismus einer Maus ist aufgrund seiner
GroRe von 35 kDa mit 7 min verhaltnismalig kurz. Die Fusion der beiden DNA-Se-
quenzen vor der Expression verhilft dem Konstrukt zu neuen Eigenschaften. Unter
anderem soll die Blutzirkulationszeit deutlich verlangert werden, um eine erhohte An-
reicherung in gering durchbluteten Zielgewebe zu erreichen. Um die Funktionalitat
dieses neuen Fusionsproteins zu Uberpriufen, wurde es exprimiert, gereinigt, in vitro

und in vivo analysiert.

4.3.1. Synthese und Reinigung von XTEN-AnxA5

Das Plasmid (pET) mit der Sequenz fir das Fusionsprotein konnte erfolgreich in
kompetente E. coli Zellen transformiert und Uber eine Antibiotikaresistenz selektiert
werden. Im Anschluss wurden die Bakterien in einer 200 ml-Kultur vermehrt und die
Pellets eingefroren oder einer chemischen Lyse unterzogen. Das Zelllysat wurde
Uber eine schwache (Abb. 27) und eine starke Anionenaustauscher-Saule mit einer
LPLC (low pressure liquid chromatography)-Anlage gereinigt. XTEN selbst konnte
dabei als Reinigungs-Tag verwendet werden, weil der hohe Anteil an negativ gelade-

nen Aminosauren, der XTEN sehr hydrophil macht, an das Saulenmaterial bindet.

555555555
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Abbildung 27: Chromatogramm eines LPLC-Laufes. Reinigung eines Bakterienlysates Uber
eine DEAE Cellulose-Saule. Darstellung der UV-Absorption bei 280 nm (blaue Kurve), Skalie-
rung links und Messung der elektrischen Leitfahigkeit (rote Kurve), Skalierung rechts, tber die
Zeit. Elution von XTEN-AnxA5 gekennzeichnet mit Pfeil. Gesammelte Fraktionen grun.

71



4. Ergebnisse

Im letzten Schritt wurde das Konstrukt Gber eine hydrophobe Interaktions-Saule, an
die XTEN-AnxA5 Uber die hydrophoben Anteile des AnxAS bindet, gereinigt. Nach
jeder Reinigung Uber die LPLC-Anlage wurde eine SDS-Page durchgefihrt
(Abb. 28), um die Fraktionen mit dem gewunschten Protein zu identifizieren und die
Reinheit zu Gberprifen. Die tatsachliche Grofle des XTEN-AnxA5 von 63 kDa weicht
jedoch in den Proteingelen um etwa 10 kDa ab. Durch die Ausbildung einer
Wasserhdlle, aufgrund der extremen Hydrophilie des XTEN, verlangsamt sich die

Flussgeschwindigkeit im Gel und das Konstrukt erscheint bei ungefahr 73 kDa.

A M 1234 5678 91112L B M1 2345 6 7 8 910 111213
. kDa

160
- 110 ||

Abbildung 28: Coomassie gefirbte SDS-Page Gele. Uberpriifung

kDa

der gesammelten Fraktionen auf Proteingehalt nach LPLC-Reini-
gung Uber DEAE Cellulose-Saule (A), UNOsphere Q-Saule (B) und
Octyl-Sepharose-Saule (C). Reinigungserfolg des Fusionsproteins
XTEN-AnxA5 ist verdeutlicht in Darstellung einer Einzelbande bei
etwa 73 kDa nach drittem Saulenlauf (C). Das erhaltene Proteinlysat

160
110

(L) nach dem Aufschluss der E. coli Zellen ist im Gel (A) aufgetra-
gen. (M) ist der Proteinstandard (Novex Sharp)

Die Reinheit des Fusionsproteins wurde zusatzlich mittels HPLC (Analyse Gesche
Genter) und MALDI-TOF/MS uberpruft (Analyse Lena Figge).
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4.3.2. In vitro Analysen mit XTEN-AnxA5
Zur Uberpriifung der Funktionalitdt des XTEN-AnxA5-Konstruktes, wurde dieses

zunachst mittels Mikroskopie und Durchflusszytometrie analysiert. Dafur wurden
Jurkat-T-Zellen mit Camptothecin (9 pymol/ml) fir 6 h behandelt. Anschlielliend wur-
den die Zellen gleichzeitig mit FITC-gekoppeltem Wildtyp-AnxA5 und 6S-IDCC-
gekoppeltem XTEN-AnxA5 inkubiert. Die resultierenden Aufnahmen in Abbildung 29
zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von gefarbten apoptotischen und un-

gefarbten vitalen Zellen. Die Bildfusion der beiden Fluoreszenz-Kanale zeigt, dass

die selben apoptotischen Zellen detektiert wurden (Abb. 29).

Abbildung 29: Vergleich des Bindungsvermoégens von AnxA5 und XTEN-AnxA5
an apoptotischen Zellen. Fluoreszenzmikroskopie von Camptothecin-behandelten
Jurkat-T-Zellen inkubiert mit FITC-AnxA5 (A) und 6SI-DCC-XTEN-AnxA5 (B). Uber-
einstimmung nach Uberlagerung der gleichen Bereiche an apoptotischen Zellen (C).

Diese Ergebnisse zeigten sich ebenfalls bei der Analyse mittels Durchflusszytome-
trie (Abb. 30). Die Behandlung der Jurkat-T-Zellen bewirkte in diesem Fall eine Apop-
tose-Rate von 50 % im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Zellen mit 2 %
Apoptose. Die durchflusszytometrische Auswertung der gemessenen Zellpopulatio-
nen prasentierte bei der Gruppe von unbehandelten Zellen eine Population von un-
gefarbten Zellen, die fur beide Farbstoff-Konstrukte negativ war (97 %). Fir die
Gruppe der behandelten Zellen zeigten sich hingegen zwei Zellpopulation, bei der
die eine doppelt positiv (49 %) und die andere doppelt negativ (49 %) fur die Farb-
stoffe waren. Abweichungen bei der Bindung einer Sonde an die Zellen, die durch die
Anwesenheit von weiteren Subpopulationen gekennzeichnet sind, wurden nicht

beobachtet.
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Abbildung 30: Durchflusszytometrische Analyse zur Einschatzung der Bindungsfa-
higkeit von XTEN-AnxA5 im Vergleich zu AnxA5. Darstellung von unbehandelten (A) und
behandelten Jurkat-T-Zellen (B) inkubiert mit FITC-gekoppeltem Wildtyp-AnxA5 (X-Achse)
und 6S-IDCC-gekoppeltem XTEN-AnxA5 (Y-Achse).

4.3.3. Invivo Analysen von XTEN-AnxA5

Die ersten in vivo Versuche mit dem Fusionsprotein XTEN-AnxA5 zur Beurteilung
der Biokinetik und Biodistribution wurden an einem Einzelphotonen-Emissionscom-
putertomographen durchgefuhrt. Fir diesen Zweck wurde der Komplexbildner DTPA
(Diethylentriaminpentaessigsaure) an das freiliegende Cystein der Peptidsequenz
gekoppelt (Durchfihrung Lena Figge). An diesen Chelator wurde dann im Radio-
nuklidlabor durch ausgebildetes Personal das Radionuklid "Indium komplexiert.
Nach den Reinigungsschritten lag die Sonde als ""In-DTPA-XTEN-AnxA5 vor [144].
Die Untersuchungen wurden an weiblichen Mausen des Stammes BALB/c durch-
gefluhrt.

Zu Beginn der Analyse wurde eine Computertomographie (etwa 10 min) durchge-
fuhrt, um ein Ubersichtsbild der anatomischen Strukturen des Tieres zu erhalten.
Daran anschlieliend wurden die etwa 50 Minuten langen SPECT-Messungen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten ausgefuhrt. In Abbildung 31 sind Aufnahmen eines Tieres
nach der Injektion der Sonde 1 h, 3 h und einen Tag spater dargestellt. Die Bilder ge-
ben Auskunft Uber die Verteilung der Sonde im Organismus. In der ersten Aufnahme,
nach intravendser Verabreichung der Probe, waren die grof3en Blutgefalle sowie lin-

ke und rechte Herzkammer deutlich zu erkennen. Auch die Ausscheidung des Tra-
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cers Uber die Nieren in die Harnblase war zu sehen. Im Laufe der Zeit wurde die
Sonde aus dem Blut in Organe, wie Leber, Milz und Nieren absorbiert, die eine Sig-

nalzunahme zeigten.

Abbildung 31: SPECT-CT-Messungen zur Bestimmung der Bluthalbwertszeit und der
Organverteilung von '"In-DTPA-XTEN-AnxA5. Darstellung von vier Projektionen mit

maximaler Intensitat einer Maus nach Injektion von '"'In-markiertem Fusionsprotein. (A)
0.5h,(B)1,2h, (C) 3,2 h,und (D) 21 h nach Injektion.

Die Auswertung der in vivo Messungen in Abbildung 32 zeigt den zeitlichen Verlauf
der Aktivitatsverteilung im Organismus. Innerhalb der ersten vier Stunden war ein
Signal-Anstieg in Milz und Leber zu verzeichnen. Die Nieren und das Blutgefal3sys-
tem hingegen zeigten nach der ersten Messung eine Signal-Abnahme. Eine Abnah-
me war auch bei Milz und Leber nach einem Tag sichtbar. In Gehirn- und Muskelge-
webe war keine wesentliche Aufnahme der Probe zu erkennen. Die ermittelten Daten
aus dem linken Ventrikel konnten zur Bestimmung der Bluthalbwertszeit herangezo-
gen werden. Die Auswertung von Messungen an finf Tieren ergab eine Bluthalb-

wertszeit von 63.3 + 4.4 min.
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Abbildung 32: Kinetische Auswertung der Verteilung von "In-DTPA-
XTEN-AnxA5 zu vier Zeitpunkten der SPECT-CT-Messungen. Auf-
nahme der Sonde Uber Ausscheidungsorgane wie Leber, Milz und Niere.

Keine Absorption von Muskel- und Gehirngewebe.

Nach der letzten SPECT-CT-Messung wurden die Tiere euthanasiert und wichtige

Organe entnommen. Diese wurden mit einer Feinwaage gewogen und die Aktivitat

des verbleibenden "'Indiums im Aktivimeter gemessen. Die ermittelten Werte sind in

Abbildung 33 grafisch dargestellt. Die Auswertungen dieser Daten passen zu den

Daten der letzten in vivo Messungen (21 h). Auch die ex vivo Daten lassen eine deut-
lich erhdhte radioaktive Aktivitat in Milz (45 %), Leber (16 %) und Nieren (5,5 %) er-
kennen. Eine minimale Signalerhdhung zeigte sich im Darmtrakt (0,8 %). Gewebe
von Herz (0,26 %), Lunge (0,25 %), Muskel (0,2 %), Magen (0,2 %) und Gehirn

(0,01 %) lie3en nur eine minimale Aktivitat erkennen.
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Abbildung 33: Ex vivo
Bioverteilung von 'iIn-
DTPA-XTEN-AnxA5 einen
Tag nach Injektion. Starke
Akkumulation der Probe in
der Milz und Leber, gerin-
gere Anreicherung in den
Nieren. Kaum Signal in
Lunge, Herz, Gehirn, Ma-
gen und Darm.
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Die Eignung von XTEN-AnxAS5 flr eine verbesserte Bildgebung der Apoptose wurde
in einem Tumor-Mausmodell getestet. Zellen der Linie EL4 (Maus-Lymphom) wurden
athymischen, weiblichen Mausen in die linke und rechte Flanke implantiert. Anschlie-
Rend wurden die Tiere chemotherapeutisch mit Etoposid und Cyclophosphamid be-
handelt, um Apoptose im Tumor auszuldsen. Einen Tag nach der Behandlung wur-
den die beiden Farbstoff-markierten Sonden (6S-IDCC-XTEN-AnxA5 oder 6S-IDCC-
AnxAb5) i. v. injiziert und die Tiere drei Stunden spater euthanasiert. Die Tumore so-
wie Leber, Milz und Niere wurden entnommen und in einem NIRF-Imager untersucht
(Abb. 34 A, C).

Die grafische Auswertungen der NIRF-Bilder (B, D) ergaben im Tumorgewebe sig-
nifikant hohere Sondenanreicherungen von langzirkulierendem XTEN-AnxA5 mit
2,37 AU im Vergleich zu AnxA5 mit 0,986 AU (n = 4, P = 0,03). Noch deutlicher war
dieser Unterschied im Bereich von Hot Spots zu erkennen. Hier lagen die Messwerte
von XTEN-AnxAS5 bei 3,80 AU verglichen mit AnxA5 von 1,36 AU (P = 0,03).
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Abbildung 34: Ex vivo NIRF-
Bildgebung nach Gabe von
|—=| XTEN-AnxA5 (A, B) und AnxA5
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(C, D). NIRF-Aufnahmen 3 h
nach Injektion von je zwei Tumo-
ren =T, Milz = M, Leber = L, Nie-
re = N, Muskel = Mu (A, C) unter
chemotherapeutischer Behand-
lung. Die statistische Bewertung
der ex vivo NIRF-Bilder verdeut-
licht eine starkere Aufnahme
XTEN-AnxA5 (B) gegenuber
AnxA5 (D) in den Tumoren auf-
grund der verlangerten Blut-zir-
kulationsdauer.
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Diese Ergebnisse bestatigten sich bei der Fluoreszenzmikroskopie von unfixierten
ex vivo Gefrierschnitten aus dem Tumorgewebe (Abb. 35). Die starkeren Signale in
Tumorgewebe mit XTEN-AnxA5-Applikation verdeutlichen die hohere Aufnahme des
langzirkulierenden Annexins (A, mangenta) im Vergleich zum schwacheren Signal
bei AnxA5-Applikation (C, mangenta). Das Verteilungsmuster hingegen war sehr

ahnlich. Die immunhistologischen Farbungen gegen aktive Caspase-3 zeigen, dass

die chemotherapeutische Behandlung vergleichbare Apoptose-Raten in den Tumore
bewirkte (B, D, grun).

Abbildung 35: Fluoreszenz-
mikroskopische Auswertun-
gen von Tumoren nach Gabe
von XTEN-AnxA5 (A, B) oder
AnxA5 (C, D). Gefrierschnitte
zeigten deutlich mehr Signal
von 6S-IDCC-XTEN-AnxA5 (A)
im Vergleich zu 6S-IDCC-AnxA5
(C). Immunhistologische Far-
bungen gegen aktive Caspase-3
(B, D) prasentierten ahnliche
Apoptose-Raten der Tumore
nach der Behandlung. Kernfar-
bung mit Hoechst 33258.
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5. Diskussion

5.1. Aktivierbare Matrixmetalloproteinase-spezifische Eisenoxid-
partikel

5.1.1. In vitro Analysen zur Funktionalitat

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurden MMP-spezifische Eisenoxid-
partikel auf ihre GroRRe, Stabilitat, Aktivierbarkeit und Anreicherungsfahigkeit im Ziel-

gewebe untersucht.

Die verwendeten Eisenoxidpartikel (VSOP) bestanden aus einem magnetischen
Kern, der mit Citrat beschichtet und, aufgrund seiner negativen Ladung, elektrosta-
tisch stabilisiert war. Der Durchmesser dieser Nanopartikel betrug im Durchschnitt
8 nm. Sie eignen sich aufgrund ihrer superparamagnetischen Eigenschaften als Kon-
trastmittel fur die MRT [156]. Des Weiteren kdnnen Eisenoxidpartikel aufgrund ihrer
geringen GroRe gut vertraglich und biologisch abbaubar hergestellt werden. Verwen-
det werden solche Nanopartikel im Bereich der Angiographie-Bildgebung [157], der
Leber/Milz-Darstellung [158] und fur die Kontrastierung des Abdomens unter oraler
Einnahme [159]. Zugelassene Praparate im Bereich der SPIO-Kontrastmittel sind
AMI-25 (Endorem®), SHU 555 A (Resovist®) und OMP (Abdoscan®) [160, 161]. Die
injizierten Kontrastmittel werden grofdtenteils in den Leberzellen des RES-Systems
phagozytiert [162]. Die Zirkulationsdauer betragt nur wenige Minuten. Anschliel3end
werden die Eisenoxidpartikel in den physiologischen Eisenpool aufgenommen und

uber den Eisenmetabolismus ausgeschieden [163].

Um eine spezifische Anreicherung der Nanopartikel im Zielgewebe fir die
molekulare Bildgebung zu erreichen, bedarf es einer zusatzlichen Kopplung von ziel-
gerichteten Liganden, wie Peptid- oder Proteinmolekulen, Antikdrpern oder anderen

kleinen organischen Molekullen [164].

Die verwendeten VSOP wurden elektrostatisch mit Peptid-PEG-Konjugaten (PEG,
Polyethylenglycol) beschichtet (Abb. 36). Die Peptidsequenz enthielt eine Schnittstel-
le flr die Matrixmetalloproteinase-2 und 9. Die negativ geladene Oberflache der
VSOP (Citrat, rot) diente hierbei als Kopplungsstelle fiir den positiv geladenen
Peptidbereich (Arginine, blau). Die PEG-Ketten (hellgrau) sollten den Nanopartikeln
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zu einer sterischen Stabilisierung flr die Lagerung, Applikation und Zirkulation im

Organismus verhelfen.

Die Aktivierung der Protease-spezifischen Eisenoxidnanopartikel (PSOP) erfolgte
enzymatisch. Durch Zugabe der Protease MMP-9 wurde das Peptid an der spezifi-
schen Schnittstelle getrennt und die PEG-Konstrukte abgespalten. Dadurch verloren
die Partikel ihre sterische Stabilisierung und eine gemischt geladene Oberflache mit
negativen Anteilen der Zitronensaureoberflache der VSOP und positiven Anteilen der
Argininkette wurden offen gelegt, was wiederum die Aggregation der Partikel zur Fol-
ge hatte. Die damit verbundenen Anderungen der Signalintensitaten durch Erhéhung
der T2-Relaxivitat (, magnetic relaxation switch “-Effekt) [165] in den MRT-Messun-
gen gaben somit Uber die Enzymaktivitat von MMP-2/9 Auskunft.

PSOP Abspaltung mPEG Partikel-Aggregation

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Aggregation von PSOP bei Anwesenheit
von Protease MMP-9 [28]. Die Zugabe der Protease zur PSOP-Suspension bewirkte die
Abspaltung des Peptid-PEG an der MMP-2/9-Schnittstelle. Die freiliegenden Oberflachen mit
dem negativen Citrat und den positiven Aminosauren l6sten die Aggregation der Partikel aus.
Diese Ansammlung von Partikeln fihrte dann zu einem magnetic relaxation switch und ver-
ursachte bei MRT-Messungen deutliche Signalanderungen.

Legende: Eisenoxidkern = grau, Citrat = rot, Arginin = blau, MMP-Schnittstelle = gelb, Fluo-
rescin = grun, PEG-Kette = hellgrau.

Die GroRenmessungen am Zetasizer nach dem Hinzufligen von unterschiedlichen
Verhaltnissen des Peptid-PEG zu den VSOP zeigten, dass die Beschichtung der
Partikel in erwarteter Weise erfolgte, da sich die hydrodynamischen Durchmesser
veranderten. Die Oberflache konnte bei einem Verhaltnis von sechs oder mehr Pep-
tid-PEG zu einem VSOP abgedeckt werden. Es ergab sich eine erwartete Partikel-
grofRe von etwa 24 nm bei einer Beschichtung von 6 Peptid-PEG (Abb. 7).
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Bei Verwendung von weniger als 6 Peptid-PEG pro Partikel wurden gréflere
Durchmesser beobachtet. Dies lasst sich durch eine unvollstandige Absattigung der
Oberflache mit Peptidmolektlen erklaren. Die Partikel bildeten aufgrund der groRRe-
ren Licken zwischen den PEG-Ketten Dimere oder Multimere, was sich wiederum in

einem hdheren hydrodynamischen Durchmesser widerspiegelte (Abb. 8).

Nach der Herstellung der Partikel wurde die Aktivierbarkeit der Schnittstelle unter-
sucht. Die Anwesenheit des Eisenoxidkerns und die Kopplung von Polyethylenglycol
sollte sich nicht negativ auf das Erkennen und Schneiden der MMP-Schnittstelle
durch die Protease auswirken. Die hydrodynamischen Grolenmessungen der PSOP
nach Zugabe von MMP-9 zeigten die erwarteten Gro3enzunahmen der Partikel. Die
beobachtete Zunahme der Partikelgroen am Zetasizer erklaren sich aus der
Aggregation der PSOP, aufgrund der Abtrennung des sterisch stabilisierenden Poly-
ethylenglycols. Die Messungen bestatigen den erwarteten Effekt der Partikelaggre-
gation und zeigen, dass die enzymatische Reaktion in vorgesehener Weise ablief
(Abb. 9). Somit konnte davon ausgegangen werden, dass sich die PSOP unter den

untersuchten Bedingungen gebildet hatten.

Die Kontrollen, bei denen ein MMP-Inhibitor hinzugesetzt wurde, zeigten hingegen
keine GrolRenzunahme. Der Effekt der Grolenzunahme basierte demnach auf der
Zugabe des Enzyms und der enzymatischen Abtrennung des Peptid-PEG. Hydrody-
namische Grolenmessungen der PSOP ohne Zugabe des Enzyms nach 24 h zeig-
ten, dass die GroRRe der Partikel sich nicht veranderte, was auf eine gute Stabilitat
der PSOP hinwies.

Um eine optimale in vivo Anwendung gewahrleisten zu kdnnen, mussen die Peptid-
konjugate fest auf der Partikeloberflache gebunden sein. Der Verlust wirde zu einer
Storung der Enzymaktivierung der Partikel und zum Ausfall der erworbenen stealth-
Eigenschaften durch das Polyethylenglycol fuhren. Weiterfolgende Versuche zu Sta-
bilitatsuntersuchungen in physiologischen Puffern und Medium wurden von Lena
Figge durchgefluihrt [155].

Diese dargestellten Effekte konnten bei Phantom-Messungen im MRT bestatigt
werden (Abb. 10). Auch dort kam es nach Zugabe der Protease MMP-9 zu einer
Aggregation der PSOP. Fur die Bildgebung konnte dabei das Phanomen des ,mag-
netic relaxation switch® (MRS) ausgenutzt werden [154]. Hierbei bewirkt die
Aggregation der Partikel die Erhdhung der T2-Relaxation (R2), was besonders bei

T2*-Messungen zu einer Signalverminderung fuhrt. Die MRT-Aufnahmen zeigten ei-
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ne deutliche, zeitabhangige Signalabnahme nach Protease-Zugabe. Eine Steigerung
der Partikelkonzentration bei gleicher Konzentration der Protease flhrte zu einer
steigenden Signalabnahme, die jedoch langsamer sichtbar wurde (Abb. 10). Diese
langsamere Reaktionsgeschwindigkeit wurde wahrscheinlich durch eine Substratsat-
tigung hervorgerufen, weil alle Protease-Molekile in einem Enzym-Substrat-Komplex
vorlagen. Bei der Zugabe von steigenden Inhibitorkonzentrationen konnte die Aktivie-
rung hingegen blockiert werden (Abb. 11). Diese Hemmung der Akkumulation der
PSOP spiegelte sich in der fehlenden Signalausloschung wider und bestatigt die en-

zymatische Aktivierung der Partikel.

Die Signalintensitaten bei MRT-Messungen von durchgefuhrten Kontrollversuchen
ohne Enzym wiesen keine Veranderungen auf. Auch diese Resultate belegen das

Prinzip der enzymatischen Aktivierung der PSOP.

Ein entgegengesetztes Prinzip, Enzymaktivitaten in vitro unter Ausnutzung des
MRS im MRT darzustellen, ist die Verwendung von Aggregaten aus Nanopartikeln,
welche sich bei Enzymaktivitat zu Einzelpartikeln separieren. Die Auflésung der Ag-
gregate fuhrt hierbei zu einer Erhohung des T2-Signals bei Verringerung der T2-Re-
laxivitat. Die von Perez et al. verwendeten Aggregate bestanden aus vernetzten Ei-
senpartikeln (CLIO, cross linked iron oxide nanoparticles), die durch kurze Peptidse-
qguenzen zusammengehalten wurden. Das Peptid war mit einer Schnittstelle verse-
hen, die durch das Enzym Caspase-3 erkannt und geschnitten wurde. Die Zugabe
des Enzyms flhrte zu einer Spaltung des Verbindungspeptides, so dass sich die

Eisenpartikel vereinzelten und das T2-Signal sich erhdhte [154].

Die Verwendung von vernetzten CLIOs ist in Hinblick auf eine in vivo Anwendung
kritisch zu betrachten. Aufgrund einer Grof3e von etwa 160 nm werden die Aggregate
wahrscheinlich sehr schnell aus dem Blut in Leber und Milz ausgeschieden, so dass
die Anreicherung in Caspase-reichem Gewebe nur gering ausfallen durfte. AuRerdem
sind Signalveranderungen ausgehend von einem hohen T2-Kontrasteffekt der unge-
schnittenen Aggregate zu einem geringeren T2-Kontrasteffekt der proteolytisch ge-

trennten Partikel (weniger dunkel) in vivo schwer detektierbar.

Das umgekehrte Prinzip, namlich die Aggregation von Partikeln bei Anwesenheit
des spezifischen Enzyms und damit Erhéhung des Kontrasteffektes, erscheint hier

eine vorteilhaftere Methode. Die Partikel konnen sich aufgrund ihrer Anziehungskraf-
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te untereinander nicht mehr entfernen und tragen so zur Signalanderung bei. Die
Wirkung der erhohten T2-Relaxivitat aufgrund des MRS ist dabei deutlich als Sig-

nalminderung (Zielgewebe dunkel) zu erkennen.

Die Ergebnisse der Charakterisierung der PSOP entsprachen den Erwartungen
[166]. Im Weiteren schlossen sich die Vorversuche fur die in vivo Validierung der
PSOP an.

5.1.2. Expression von Matrixmetalloproteinasen

Fir die in vivo Untersuchungen der PSOP wurde ein Tumor-Mausmodell ausge-
wahlt. Die Versuchstiere erhielten jeweils zwei unterschiedliche Tumore. Zum einen
wurden humane Fibrosarkom-Zellen einer stark MMP-exprimierenden Zelllinie (HT-
1080) [167, 168] und zum anderen wurden humane Mammakarzinom-Zellen einer
schwach MMP-exprimierenden Zelllinie (BT-20) [169] verwendet. Die Verwendung
eines xenograft Modells bietet Vorteile zum reinen Mausmodell. Das Verhalten der
Tumore reflektiert hierbei die Prozesse im Patienten und die Testung neuer Substan-
zen spiegelt die Verhaltnisse im humanen System wider [170]. Allerdings mussen
viele Prozesse aufgrund der fehlenden Immunkompetenz der Tiere kritisch betrachtet
werden [171].

Die Analysen der beiden Zelllinien auf ihre unterschiedliche MMP-2 und MMP-9-
Expression mittels gqPCR ergaben auf RNA-Ebene einen 42fachen bzw. 44fachen
Unterschied. Diese Resultate konnten in den Tumoren mittels Antikdrperfarbung ge-
gen MMP-2 und MMP-9 und in situ Zymographie bestatigt werden (Abb. 13, 14).

Die beiden Zelllinien erschienen nach Auswertung der Ergebnisse als geeignet, das
spezifische Verhalten der PSOP in vivo zu untersuchen. Der MMP-positive Tumor
sollte aufgrund seiner hohen Konzentration von MMP-2/9 eine spezifische Aktivie-
rung der PSOP verursachen und die Partikel sich dadurch im Tumorbereich anrei-
chern. Der MMP-negative Tumor fungierte hierbei als Kontrolle, um eine unspezifi-

sche Anreicherung der PSOP beurteilen zu kdnnen.

Charakteristisch fur die stark MMP-exprimierende Zelllinie war ein schnelles
Wachstum. Tumorwachstum und Metastasierung sind stark mit der proteolytischen
Auflésung der extrazellularen Matrix (ECM) des umliegenden Gewebes assoziiert
[172]. Die Degradation der ECM wird durch die Uberexpression von MMPs bewirkt.
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Insbesondere MMP-2 und 9 weisen eine extrem hohe Aktivitat in diversen Krebser-
krankungen auf [173]. Die erhohte Aktivitat von MMPs erlaubt eine verstarkte Zellpro-
liferation und Invasion, und ermoglicht auch eine schnellere Angiogenese und Me-
tastasierung (Abb. 37). Aber auch bei anderen Erkrankungen spielt die Fehlregula-
tion von MMPs eine entscheidende Rolle [174]. Das Erkennen von Gewebearealen,

die eine verstarkte MMP-Aktivitat aufweisen, ist daher ein wichtiger Schritt im Bereich

der Diagnostik.
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Abbildung 37: Einfluss der Matrixmetalloproteinasen auf Tumor-
wachstum, Angiogenese, Metastasierung und Invasion (veradndert
nach [175]). Der Abbau der extrazellularen Matrix durch MMPs fihrt zur
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, Cytokinen und Adh&sionsmolekilen,
die ihrerseits das Tumorwachstum, die Angiogenese und Metastasierung
voran treiben.

5.1.3. Evaluation der in vivo MRT-Bildgebung mit PSOP

Um die Funktionalitat der PSOP in vivo zu Uberprifen, wurden diese in Tumor-tra-
gende Tiere i. v. injiziert und im MRT untersucht. Die Tumoraufnahmen wurden mit
T2*-gewichteten Sequenzen durchgefuhrt. In solchen Messungen wird Gewebe mit

langer T2*-Relaxationszeit (Flissigkeiten, entzlindliches Gewebe) signalreich (hell)
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und Gewebe mit kurzer T2*-Relaxationszeit (Muskulatur) signalarm (dunkel) darge-
stellt. Die Anwesenheit von superparamagnetischen Substanzen bewirkt eine starke

Signalminderung durch Verklrzung T2* von Protonen in der Umgebung.

Aufgrund des stark unterschiedlichen MMP-Expressionsverhaltens der beiden im-
plantierten Zelllinien sollte sich durch die unterschiedliche Aktivierung der PSOP ein
deutlicher Signalunterschied zwischen dem MMP-positiven und -negativen Tumor
nach Applikation der PSOP (50 umolFe/kg Korpergewicht) ergeben. Die Ergebnisse
der Messungen am 7-T-Kleintier-MRT ergaben jedoch keine signifikanten Signalin-
tensitatsunterschiede zwischen den Tumoren. Es konnte ferner keine Differenz der
Signalintensitat in den Tumoren vor Applikation der Probe und 2,5 h nach Injektion
ermittelt werden (Abb. 15). Auch die Verdoppelung der Konzentration der Probe auf
100 umolFe/kg Kdrpergewicht ergab keine Veranderungen in den Signalintensitaten

der Tumore.

Eine weitere Grolde, die die Detektierbarkeit von Signalunterschieden bei MRT-
Messungen bestimmt, ist das Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR, signal-to-noise-ratio).
Das SNR ist unter anderem abhangig von der VoxelgrofRe (Element im dreidimensio-
nalen Raum) und der Anzahl der Signalmittelungen (also auch der Messzeit). Auch
bei langerer Messung mit maximiertem SNR konnten keine nennenswerten Unter-
schiede zwischen den Tumoren oder vor und nach der Sondenapplikation festgestellt

werden. Des Weiteren wurde der Parameter der Echozeit optimiert.

5.1.4. Histologische Analysen von PSOP in Tumoren

Der nachste Schritt sah die Uberpriifung auf histologischer Ebene vor. Aufgrund der
erfolglosen MRT-Messungen, wurde die Anreicherung von Eisenoxidnanopartikeln im
Zielgewebe mit histologischen Berliner-Blau-Farbungen untersucht. Die Auswertun-
gen der Eisen-Farbungen zeigten Eisenanreicherungen im peripheren Bereich der
MMP-positiven Tumore (Abb. 17). Die Grolie dieser eisenreichen Areale betrug je-
doch in der Regel nicht mehr als 100 um in der Breite und erstreckte sich im zell-
armeren Randbereich des Tumors, der stark durch die Anwesenheit von extrazellu-
larer Matrix charakterisiert war. Die Detektion von Eisenpartikeln im Inneren blieb
hingegen eine Ausnahme. In einem geringeren Umfang wiesen die MMP-negativen

Tumore ebenfalls Eisenanreicherungen auf. Auch bei diesen Tumoren beschrankte
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sich die Akkumulation auf die Peripherie. Die GroRe dieser Areale war im Vergleich

zum MMP-positiven Tumor jedoch deutlich geringer.

Das Anreicherungsverhalten der PSOP an der Peripherie des MMP-positiven Tu-
mors wurde vermutlich durch die erhohte Expression der Matrixmetalloproteinasen in
diesem Teil des Tumors bewirkt. Diese Lokalisation korreliert mit den durchgefuhrten
Antikoérperfarbungen gegen MMP-2 und MMP-9, sowie der in situ Zymographie in
Tumorschnitten (Abb. 13, 14). Die verstarkte Expression am Randbereich eines sich
entwickelnden Tumors ist typisch und gestattet die Degradation des umliegenden
Gewebes, wodurch das schnelle, infiltrierende und destruktive Wachstum des Tu-
mors ermdglicht wird [176]. Der Abbau von Komponenten der ECM, die sich aus ei-
nem Netzwerk aus Makromolekllen zusammensetzt, hat weitreichende Folgen. Zum
einen dient die ECM als stabilisierendes Gerust, zum anderen ist sie bei der Regula-
tion zellularer Prozesse beteiligt. Dazu gehoren unter anderem Entwicklung, Wachs-
tum und Migration. Diese Prozesse bedingen einen permanenten Wandel der ECM,
der fur die Aufrechterhaltung der zellularen Kommunikation unabdingbar ist [177].
Durch die zielgerichtete Spaltung von ECM-Komponenten erlangen Tumorzellen die
Fahigkeit, in das umliegende Gewebe einzudringen (Abb. 37). Dabei spielen MMP-2
und MMP-9 eine entscheidende Rolle, da sie das Kollagen, der Hauptbestandteil der
Basalmembranen, degradieren und die im weiteren Verlauf aktivierten Prozesse wie

Angiogenese, Invasion und Metastasierung verstarken [79].

Die vorhandene MMP-Aktivitat (Abb. 13, 14) des MMP-negativen Tumors deckten
sich mit den Erkenntnissen zum Expressionsverhalten der Matrixmetalloproteinasen
von Stromazellen. Studien deuten auf eine kooperative Expression von MMP von
Tumor- und Stromazellen hin [178, 179]. Ubereinstimmend mit dieser Aussage er-
klarten sich die Anreicherungen von Partikeln im Randbereich des MMP-negativen
Tumors. Die Tumorzellen rekrutieren stromale Zellen und induzieren durch Freiset-
zung von MMP-Induktoren oder Cytokine die Bildung oder bei MMP-speichernden
Zellen, die Freisetzung von MMP [180]. Nichtsdestotrotz konnte insgesamt eine ge-
ringere Partikelanreicherung beim MMP-negativen im Vergleich zum MMP-positiven
Tumor festgestellt werden, die jedoch in beiden Fallen zu keinem ausreichenden
Bildkontrast in der MRT fluhrten.
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Die Ergebnisse aus den MRT-Messungen und den Auswertungen der histolo-
gischen Untersuchungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass zwar im Zielgewebe
eine Anreicherung der PSOP erfolgte, jedoch in einem so geringem Umfang und ei-
nem so begrenzten Gebiet, dass diese moglicherweise durch Partialvolumeneffekte
mittels MRT nicht detektiert werden konnten. Der Partialvolumeneffekt entsteht, wenn
in einem vermessenen Volumenelement (Voxel) mehrere Gewebeanteile mit ver-
schiedenen Kontrastierungen vorliegen. Bei der Bildberechnung wird ein Mittelwert
fur jedes Voxel bestimmt. Reichern sich nur in einem kleinen Teil des Voxels Partikel
an, kann diese Veranderung im Mittelwert unterhalb des Detektionslimits liegen. Auf-
grund der geringen Ausdehnung der PSOP-Anreicherung von maximal 100 ym an
der Peripherie der Tumore blieben die Signalintensitaten der MRT-Messungen un-
verandert. Die gewahlten Schichtdicken der Messungen betrugen zwischen 500 und
100 um. Die Anreicherungen blieben daher wahrscheinlich in der MRT unentdeckt.
Partialvolumeneffekte kdonnen durch Verringerung der Voxelgréf3e minimiert werden.
Allerdings muss dann die Messzeit entsprechend verlangert werden, um das gleiche

SNR zu erreichen, was wiederum in vivo nicht beliebig moglich ist.

Die Darstellung der Anreicherung der PSOP mit der MRT im Tumormodell war bis-
her nicht moglich gewesen. Um eine signifikante Signalanderung zu bewirken, ware
eine vermehrte Akkumulation von PSOP notig. Mehr superparamagnetische PSOP
im Zielgebiet wirden die Starke und Ausdehnung der Magnetfeldbeeinflussung durch
die Partikel vergroRern und dadurch in mehr Voxeln eine starkere Signalverminde-
rung verursachen. Daher wurde eine Verlangerung der Bluthalbwertszeit durch Opti-
mierung der Abschirmung der VSOP durch die Peptid-PEG untersucht. Jedoch konn-
te die Abschirmung der VSOP mit unterschiedlichen Verhaltnissen von Peptid-PEG
die Anreicherung nicht steigern. Auch die Erhdhung der Konzentration der PSOP-

Gabe zeigte keine positiven Auswirkungen.

Ungeklart ist bisher der Einfluss von Blutbestandteilen, wie z. B. Albumin, auf die
PSOP in vivo. Eine Analyse des Aggregationsverhaltens im Blut konnte zukunftig
Aufschluss Uber veranderte Bedingungen der PSOP und negative Einfliisse auf die
MMP-Schnittstelle geben.
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5.2. Annexin A5 als Apoptosemarker

Annexin ist bereits als Apoptosemarker in der Forschung und Klinik weit verbreitet.
Ein neuer Ansatz soll Annexin fur ein Therapie-Monitoring bei Krebserkrankungen

anwendbar machen.

5.2.1. MRT-Analysen unter Anwendung von Annexin A5-VSOP

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Eisenoxidnanopartikel verwendet,
die mit Annexin A5-Molekulen beschichtet waren (AnxA5-VSOP). Zuerst wurden Un-
tersuchungen zur Stabilitdt und Funktionalitat der AnxA5-VSOP durchgeflhrt
(Herstellung und Analyse Lena Figge). AnschlielRend wurden die Partikel in vitro fur
die Bildgebung getestet. Der letzte Schritt bestand aus der in vivo Anwendung in ei-
nem Tiermodell. In den durchgefuhrten Analysen wurde die Anreicherungsfahigkeit
der AnxA5-VSOP durch aktives Targeting im apoptotischen Zielgewebe und die an-

schlielende Detektionsmoglichkeiten dieser Gewebeareale in der MRT untersucht.

5.2.2. Stabilitatsuntersuchungen und in vitro Anwendung der AnxA5-VSOP
Nach der Beschichtung der VSOP mit Annexin-Molekulen wurde die Stabilitat der

Partikel unter physiologischen Bedingungen untersucht. Die Untersuchungen der
PartikelgrofRen und Relaxivitaten zeigten kaum Veranderungen uber die gemessene
Zeit. Die Messung des Verhaltnisses von Annexin A5 zu Partikeln von ca. 9 zu 1 er-
gab in Modellberechnungen eine hohe Bedeckung der Partikeloberflache, wodurch

sich die geringe Wechselwirkung zu anderen Substanzen erklart.

Die in vitro Analysen bestatigten die spezifische Bindung der AnxA5-VSOP an
apoptotische Zellen. In der Bildgebung bestatigte sich die Funktionalitat der Partikel
durch deutlich sichtbare und messbare Signalintensitatsveranderungen (Abb. 18).
Ein Kontrasteffekt der Partikel zeigte sich schon bei geringen Apoptose-Raten und
bezeugt die erhaltene AnxA5-Aktivitat und geringe unspezifische Bindung (Analysen
Lena Figge) [30].

5.2.3. Tumor-Mausmodell und chemotherapeutische Behandlung

Fur die Testung der AnxA5-VSOP wurde ein Mausmodell mit zwei Tumoren ver-

wendet. Hierbei handelte es sich um die chemosensitive, humane Zelllinie HT-1080
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aus einem Fibrosarkom und die chemoresistente, humane Zelllinie H69AR aus

einem kleinzelligen Lungentumor.

Nach dem Anwachsen der Tumore wurde eine chemotherapeutische Behandlung
der Versuchstiere durchgefuhrt, um Apoptose/Nekrose in den Tumoren zu induzie-
ren. Da Tumorzellen eine erhdohte Mitoserate aufweisen und einen eingeschrankten
Reparaturmechanismus haben, reagieren sie empfindlicher auf Zytostatika als ge-
sunde Zellen. Es wurden verschiedene Zytostatikapraparate, wie Doxorubicin, Cis-
platin und Cyclophosphamid getestet. Die beste Variante, bezlglich einer gro3tmaog-
lichen Apoptose-Induktion im Tumor in kirzester Zeit, zeigte die Behandlung mit Do-
xorubicin etwa 24 h vor der MRT-Messung. Der Behandlungserfolg einer Chemothe-
rapie hangt allerdings von verschiedenen Faktoren ab. Zum einen spielt die Zirkula-
tionsdauer des Therapeutikums und das damit zeitliche Wirkspektrum eine Rolle. Die
Lange der Wirkzeit des Therapeutikums sollte den gegebenen Umstanden ange-
passt sein. Ein schneller Abbau bzw. eine schnelle Ausscheidung erfordert gegebe-
nenfalls eine Erhdhung der Einzel- oder Gesamtdosis, was sich wiederum vermehrt
toxisch auf den Organismus auswirken kann. Zum anderen ist das Erreichen und
Eindringen des Chemotherapeutikums in das Zielgewebes entscheidend. Bei unzu-
reichender Zuganglichkeit bleibt trotz langer Zirkulationsdauer die erwartete Anrei-
cherung und damit die Wirkung aus. Die dritte Bedingung fur eine erfolgreiche The-
rapie ist das Ausldsen von Apoptose/Nekrose in den Tumorzellen durch die Behand-
lung. Das Auftreten von Resistenzen verhindert das Auslosen von Apoptose. Das
zeitnahe Erkennen von solchen Resistenzen und ein rascher Therapiewechsel sind

von entschiedener Bedeutung fur den Therapieerfolg.

Diese Eigenschaften von Tumorzellen, Induktion von Apoptose und Resistenz,
wurden im verwendeten Tiermodell ausgenutzt, um den Erfolg der chemotherapeuti-

schen Behandlung sichtbar zu machen.

5.2.4. Untersuchungen der AnxA5-VSOP zur Verlangerung der Blutzirkula-

tionszeit und Anreicherung im Tumorgewebe

Entscheidend fur eine ausreichende Akkumulation von Substanzen im Zielgewebe
ist unter anderem ihre Grol3e. Bei der Filtration durch die Nieren werden Molekule
kleiner als 5 nm herausgefiltert Die Nierenschwelle eines gesunden Menschen liegt

bei etwa 30 bis 50 kDa, d. h. solche Molekule werden in den Nierenkdrperchen vom
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Blut abgetrennt und Uber den Harn ausgeschieden [181]. Die meisten Nanopartikel,
wie auch das verwendetet AnxA5-VSOP, liegen oberhalb der Nierenschwelle, was
die Zirkulationsdauer steigern und die Anreicherung positiv beeinflussen sollte. Mit
Hilfe von T1-gewichteten MRT-Messungen der Herzregion von Mausen konnten die
Signalintensitatshalbwertszeiten der verschiedenen Syntheseansatze (hergestellt
von Lena Figge) von AnxA5-VSOP ermittelt werden. Die Bluthalbwertszeit der ersten
in vivo erprobten Synthese betrug 10,6 £ 1,1 min (n = 5). Durch vollstandigere Ab-
deckung der Partikeloberflache mit Annexin-Molekulen sollte die Zirkulationsdauer
verlangert werden, um die Partikelanreicherung im Zielgewebe zu steigern. Die Blut-
halbwertszeit des letzten analysierten Ansatzes, hergestellt mit einer optimierten
Synthese, betrug 20,5 + 3,8 min (n = 4). Die Verdopplung der Blutzirkulationszeit er-
Zielte jedoch keine verbesserte Anreicherung in chemotherapierten Tumoren. Die
Auswertungen aller Tumore bis zu einem Zeitpunkt von 3 h nach Injektion der AnxA5-
VSOP ergaben keine Signalintensitatsanderungen in den MRT-Aufnahmen (Abb. 22).
Hingegen erfolgte erwartungsgemal die Aufnahme der Partikel in den Zellen des
RES-Systems, insbesondere des mononuklear-phagozytierenden Systems, wie der
Leber, der Milz und dem Knochenmark [182]. Die zligige, gewebespezifische Anrei-
cherung der Eisenoxidpartikel im Knochenmark, die nach der ersten MRT-Messung
nach Injektion der Partikel zu beobachten war, bestatigte die sachgerechten i. v. In-

jektionen.

5.2.5. Histologische Auswertungen

Die Gewebeschnitte von Tumoren, Leber, Milz und Nieren wurden mit Antikdrper-
farbungen gegen aktive Caspase-3 zur Apoptose-Detektion und Berliner-Blau-Far-

bung zum Eisen-Nachweis analysiert.

Die Auswertungen von chemosensitiven Tumoren zeigten nach Behandlung mit
Doxorubicin eine vermehrte Apoptose (Abb. 23). Besonders an der Peripherie des
Tumors konnte erwartungsgemal die Apoptose-Rate gesteigert werden. Bedingt wird
diese Lokalisation aufgrund der mitotisch sehr aktiven Zellen, die das Wachstums
des Tumors in das angrenzende Gewebe vorantreiben. Doxorubicin gehort zu den
Anthracyclinen und bindet Topoisomerase lla, was die weitere DNA-Synthese ver-
hindert. AuRerdem werden Radikale gebildet, die Doppelstrangbriiche verursachen.
Die Wirkung von Doxorubicin beschrankt sich dementsprechend nur auf den mito-

tisch aktiven Teil des Tumors, aber auch auf gesunde Zellen, die eine hohe Teilungs-
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rate aufweisen. Zur Mitte des Tumors nimmt die mitotische Aktivitat rapide ab. Das
Innere der Tumore war oftmals bereits durch nekrotische Prozesse, wie zellarme,
flussigkeitsgefullte Bereiche, gekennzeichnet [183]. Eine Steigerung der Apoptose
fand sich zudem im Gewebe der Milz. Kaum Veranderungen ergaben sich bei Gewe-

beschnitten von Leber und Nieren.

Die Berliner-Blau-Farbungen der Gewebeschnitte nach Applikation von AnxA5-
VSOP zeigten bei den chemosensitiven Tumoren keine Partikelanreicherungen oder
nur geringe Mengen am Tumorrand (Abb. 24). Diese geringen Akkumulationen stan-
den in keinem Mengenverhaltnis zu den chemotherapeutisch bewirkten Apoptose-
Raten. Es konnten einige wenige Gewebeabschnitte identifiziert werden, bei denen
beide Farbungen ubereinstimmende positive Bereiche zeigten. Jedoch waren die
Partikelanreicherungen minimal und daher wahrscheinlich bei den MRT-Untersu-
chungen nicht zu erkennen. Die Ergebnisse der resistenten Tumore zeigten hinge-
gen eine teilweise Akkumulation von Eisen, ebenfalls am Tumorrand. Es erscheint
fragwurdig, ob es sich hierbei um spezifische Anreicherungen handelt. Die stellen-
weise starken Partikelanreicherungen korrelierten nicht mit den Caspase-Farbungen
und konnten durch EPR-Effekte (Kapitel 5.3.3.) erklart werden.

5.2.6. Anwendung der AnxA5-VSOP an einem Myokardinfarkt-Mausmodell

Insgesamt erwiesen sich die Tumore im Mausmodell als schwieriges Target um
eine spezifische Anreicherung der AnxA5-VSOP im MRT zu visualisieren. Die gerin-
gen Sonden-Anreicherungen konnen verschiedene Ursachen haben, wie die veran-
derte Gefalistruktur in Tumoren nach chemotherapeutischer Behandlung, erhdhter

Gewebedruck oder weiterhin zu geringe Zirkulationsdauer der Sonde.

Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. David Sosnovik (Harvard Medical School,
Boston) wurden die optimierten AnxA5-VSOP an einem kardialen Ischamie-Reperfu-
sionsmodell untersucht [30]. Nach Schadigung des Myokards der linken Herzkammer
einer Maus wurden die Partikel mit der Reperfusion i. v. injiziert. Nach drei Stunden
wurde die Signalintensitat der geschadigten Region im MRT gemessen (Durchfuh-
rung Howard Chen, Martinos Center for Biomedical Imaging am General Hospital in
Boston). Die Anreicherung von AnxA5-VSOP bewirkte eine deutliche Signalaus-
I6schung im geschadigten Bereich der linken Herzkammer (Abb. 38 B, C). Bei einer

Echozeit von 5 ms war der Unterschied zum nicht geschadigten Gewebe am Stark-
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sten zu erkennen. Bei den Kontrollmessungen von Mausen mit geschadigtem
Myokard ohne Partikelgabe konnten keine Signalminderungen beobachtete werden
(Abb. 38 D, E).

A TE 1ms B
TE 4ms

TE S5ms

TE 4ms

Abbildung 38: MRT-Aufnahmen des Myokards von Mausen mit Ischamie-Reperfusion
[30]. Messung der Signalintensitat drei Stunden nach Applikation von AnxA5-VSOP bei un-
terschiedlichen Echozeiten: TE = 1 ms (A), TE =4 ms (B) und TE = 5 ms (C). Signalauslo-
schung durch Partikelanreicherungen am geschadigten Herzmuskelgewebe (B), besonders
deutliche Signalanderungen durch Pfeile gekennzeichnet (C). Bei Kontrollmessungen von
reperfundierten Mauseherzen ohne Applikation von Partikeln bei unterschiedlichen Echozei-
ten (TE =1 ms (D), TE = (E)) konnten keine Signalveranderungen aufgezeigt werden.
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5.3. XTEN-AnxA5

Die Peptidsequenz des XTEN wurde 2009 erstmals von Volker Schellenberger et
al. beschrieben [141]. Es handelt sich um eine Sequenz, die sich aus sechs hydro-
philen Aminosauren zusammensetzt (Glutaminsaure, Glycin, Prolin, Alanin, Serin und
Threonin) und deren Abfolge durch in vitro Evolution optimiert wurde. Diese Sequenz
liegt unstrukturiert, ohne erkennbare Sekundar- oder Tertiarstruktur, vor. Durch Fu-
sion mit einem Peptid oder Protein, welches als Marker fungiert, kann das Fusions-
protein rekombinant exprimiert werden. Hierbei vereinigen sich dann die Vorteile des
XTEN, wie Verlangerung der Blutzirkulation, Verbesserung der Loslichkeit und Stabi-
litdt, mit denen des Fusionspartners. Es ergibt sich gegenuber der PEGylierung eine
vereinfachte Herstellung des Fusionsproteins, da nachtragliche Kopplungsschritte
entfallen. Zudem ist die Lange der XTEN-Sequenz variabel. Es gibt bisher Untersu-
chungen von einer Sequenzlange von 36 bis 912 Aminosauren. Je nach Zielstellung,
kann die Sequenzlange angepasst und damit die Zirkulationsdauer des Fusionspro-

teins optimiert werden [141].

5.3.1. Invitro und in vivo Anwendung von XTEN-AnxAS5 als Apoptose-Marker

In den vorliegenden Versuchen wurde Annexin A5 (AnxAS5) als Fusionspartner fur
XTEN mit einer Sequenzlange von 288 Aminosauren verwendet. AnxAS ist ein klei-
nes humanes Protein (35 kDa), welches als Apoptose-Marker zum Einsatz kommt.
Die Funktion von AnxA5 im Organismus und die Fahigkeit der Apoptose-Detektion

sind in Kapitel 1.5.1. beschrieben.

Die Expression des XTEN-AnxAS erfolgte nach erfolgreicher Transformation mit
dem XTEN-AnxA5-DNA-enthaltenden Plasmid in E. coli. Nach chemischer Lyse
wurde das Lysat Uber eine schwache und eine starke Anionenaustauscher-Saule
sowie eine hydrophobe Saule gereinigt und die Proteinausbeute Uber SDS-Page un-
tersucht (Abb. 28). XTEN selbst diente bei der Aufreinigung Uber ein Saulensystem
als Bindungs-Tag. Ausgenutzt wurden hierbei die negativ geladenen Glutaminsaure-
Reste (17 % der Aminosauren) der Sequenz. Infolgedessen wurde die Verwendung
von Reinigungs-Tags, wie z. B. 6x His und eine nachfolgende enzymatische Abspal-
tung nach erfolgter Reinigung, Uberflissig. Eine erworbene Immunogenitat gegen

solche Tags kann so ebenfalls vermieden werden.
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Nach der erfolgreichen Reinigung des XTEN-AnxA5 konnte am N-Terminus, der ein
endstandiges Cystein tragt, ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden (Kopplung

Lena Figge).
Die in vitro Analysen bestatigten die erhaltene Fahigkeit des XTEN-AnxA5 der un-

eingeschrankten Apoptose-Detektion. Es wurde eine Vergleichsanalyse eines kom-
merziell erhaltlichen AnxA5-FITC und XTEN-AnxAS5 durchgefuhrt. Die Auswertung
der Zellversuche mittels Mikroskopie (Abb. 29) und Durchflusszytometrie (Abb. 30)

verdeutlichten ein analoges Bindungsverhalten beider Konstrukte.

Um das XTEN-AnxA5-Konstrukt bezuglich der Bioverteilung zu charakterisieren
wurden in vivo Versuche an einem Kleintier-SPECT-CT durchgefuhrt. Fur diese Un-
tersuchungen wurde Uber das Cystein des XTEN-AnxA5 der Komplexbildner DTPA
gekoppelt (Kopplung Lena Figge). An diesen Chelator konnte dann ein Radionuklid,
in diesem Fall ""'Indium, gebunden werden (Indium-Markierung Roger Michel, Klinik
fur Nuklearmedizin der Charité). Der Tracer wurde dann Mausen i. v. injiziert und die
kinetische Verteilung im Organismus durch vier SPECT-CT-Messungen Uber 24 h
beobachtet (Abb. 31).

Wildtyp-AnxAS5 wird aufgrund seiner geringen GrofRe innerhalb weniger Minuten
uber die Nieren ausgeschieden. Die Bluthalbwertszeit betragt lediglich 7 min in
Mausen [184]. Durch die Fusion von AnxA5 mit XTEN288 konnte eine deutliche Ver-
langerung der Blutzirkulationsdauer auf etwa 1 h erzielt werden. Eine Steigerung der
Bluthalbwertszeit ermdglicht eine verbesserte Bioverfugbarkeit in weniger durchblute-
tem Gewebe und erlaubt eine starkere spezifische Anreicherung im Zielgewebe. In
weiteren Versuchen konnte durch Variation der XTEN-Sequenzléange die Bluthalb-
wertszeit des XTEN-AnxA5 verkurzt oder verlangert werden, um es verschiedenen

Anforderungen besser anzupassen.

Die Auswertung der Tracer-Verteilung ergab weiterhin eine Aufnahme des Kon-
struktes in Milz, Leber und Nieren. Eine unerwunschte Anreicherung in Gehirn und
Muskelgewebe blieb hingegen weitestgehend aus (Abb. 32). Diese Daten spiegeln
die Aussage wider, dass durch die Abschirmung des AnxA5 mit XTEN eine Verlange-
rung der Bluthalbwertszeit bewirkt wird. Die Ausscheidung uber die Nieren wurde

verlangsamt und die Aufnahme durch die Milz und Leber erhdht.

Eine quantitative ex vivo Untersuchung der Organverteilung des "'In-DTPA-XTEN-

AnxA5 mit einem Aktivimeter 24 h nach Injektion ergab vergleichbare Ergebnisse wie
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die letzte SPECT-CT-Messung (Abb. 33). Eine erhdhte Aktivitat konnte auch hier vor
allem in der Milz, der Leber und den Nieren verzeichnet werden, die die erwarteten
Ausscheidungsorgane reprasentieren. Die Messungen von Lunge, Herz, Gehirn und
Magen zeigten hingegen nahezu keine Aktivitat, was fur eine geringe unspezifische
Anreicherung in Organen ohne Apoptose spricht. Eine geringe Aktivitat des Tracers
konnte allerdings nach einem Tag im Darmtrakt festgestellt werden. Hierbei kdnnte
es sich um eine spezifischen Anreicherung des "In-DTPA-XTEN-AnxA5, aufgrund
der hohen Apoptose-Rate infolge der schnellen Gewebeerneuerung dieses Organs,

handeln.

Um den spezifischen Bindungs-Effekt des XTEN-AnxA5 zu Uberprifen und ihn mit
AnxA5 zu vergleichen, wurde ein Tumor-Mausmodell gewahlt. Den Tieren wurden
Zellen eines Mauslymphoms injiziert und eine chemotherapeutische Behandlung mit
Etoposide und Cyclophosphamid durchgefuhrt. Diese Kombinationstherapie wirkt vor
allem auf sich schnell teilende Zellen durch Hemmung der Topoisomerase und durch

Bildung von Doppel- und Einzelstrangbruchen in der DNA.

FUr die Bildgebung des XTEN-AnxA5 wurde ein Nahinfrarot-Farbstoff an das
N-terminale Cystein gekoppelt (6S-IDCC-XTEN-AnxA5). Als Vergleich diente 6S-
IDCC-AnxAS5 (Kopplungen Lena Figge). Die Euthanasie der Tiere wurde 3 h nach i. v.
Injektion durchgeflhrt und die Organe entnommen. Die NIRF-Bildgebung erfolgte ex
vivo (Abb. 34), um eine genaue Zuordnung der NIRF-Signale zu den Organen und
Tumoren zu erhalten. Die ungenugende Darstellung der Anatomie bei in vivo Auf-
nahmen erschwert die Auswertung von zweidimensionalen NIRF-Messungen. Zudem
kénnen nur Areale mit Signal, d. h. bei Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffes, darge-
stellt werden. Auch unterschiedliche Streu- und Absorptionseffekte des Fluoreszenz-
lichtes durch unterschiedliche Dicke der daruber liegenden Haut beeintrachtigen die

Vergleichbarkeit in vivo gegenuber ex vivo Messungen.

Untersucht wurden die Tumoren, Nieren, Leber und Milz. Die Auswertung der Tiere
mit Applikation von 6S-IDCC-XTEN-ANnxAS5 liel3 eine deutliche Signalsteigerung im
Vergleich zum Signal von Wildtyp-ahnlichem 6S-IDCC-AnxA5 in den Tumoren er-
kennen. Die Anreicherung erfolgte heterogen, so dass Bereiche mit schwacherer und
starkerer Signalintensitat sichtbar wurden. Ursache solcher unregelmafigen Vertei-
lung kénnen die in Tumoren ungleichmafig verteilten apoptotischen Bereiche sein.
Zum einen kann Apoptose/Nekrose aufgrund von Hypoxie verursacht werden, zum

anderen durch die chemotherapeutische Behandlung. Auch der unstrukturierte, chao-
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tische Aufbau des Gefalisystems, welcher zu ungleichmafliger Durchblutung fuhrt,
konnte ein Grund fur die Heterogenitat sein. Charakteristisch fir Tumorgewebe sind
entsprechend uUber- und unterversorgte Tumorarealen. Die schlechte Durchblutung in
den hypoxischen Arealen vermindert allerdings auch die Aufnahme von Substanzen,
so dass es sich wahrscheinlich bei den signalreichen Stellen um gut durchblutete,

apoptotische Bereiche handelt.

Die Analysen der Tiere mit Applikation des XTEN-freien 6S-IDCC-AnxA5 zeigten
hingegen deutlich weniger Anreicherung der Sonde in den Tumoren. Auch hier konn-
te eine heterogene Verteilung der Probe festgestellt werden. Die verbesserte Anrei-
cherung des 6S-IDCC-XTEN-AnxA5 ist wahrscheinlich auf die Verlangerung der
Zirkulationsdauer im Blut zurlckzufuhren. Die durch XTEN erhohte Grofde von
XTEN-AnxA5 kénnte aber ebenfalls die passive Anreicherung Uber den EPR-Effekt
verstarkt haben - also eine Steigerung der unspezifische Anreicherung. Diese unspe-
zifische Komponente soll zuklnftig durch das Signals eines nicht-bindenden XTEN-
AnxA5-Konstruktes verrechnet werden, um die spezifische Anreicherung quantifizie-

ren zu kdnnen.

Die Signalintensitaten der Milzgewebe war in beiden Versuchsgruppen annahernd
gleich. Eine Erhohung des Signals in der AnxA5-Gruppe konnte im Leber- und vor
allem im Nierengewebe beobachtet werden. Grund hierflir war wahrscheinlich die
schnellere Ausscheidung des AnxAS Uber die Nieren ohne die Abschirmung des
XTEN.

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Gewebeschnitte aus den
beiden Versuchsgruppen 3 h nach Injektion bestatigten die verstarkte Aufnahme von
6S-IDCC-XTEN-ANxXA5 in den Tumoren im Vergleich zu 6S-IDCC-AnxA5. Dabei war
das Anreicherungsmuster von 6S-IDCC-AnxA5 und 6S-ISCC-XTEN-ANnxAS5 sehr ahn-
lich, was darauf hinweist, dass die Bindung im Gewebe spezifisch war und lediglich
durch die zuvor diskutierten unspezifischen Mechanismen (Blutzirkulationsdauer,
EPR-Effekt) verstarkt werden (Abb. 35 A, C).

Um auszuschlieRen, dass die Anreicherung der Proben durch Unterschiede in der
Wirkung der chemotherapeutischen Behandlung verursacht wurde und sich durch
ungleiche Apoptose-Raten bedingen, wurden alle Tumore einer Caspase-3-Antikor-
per-Farbung unterzogen (Abb. 35 B, D). Die Ergebnisse zeigen, dass die Behand-
lung in allen verglichenen Geweben eine annahernd gleiche Anzahl von apoptoti-

schen Ereignissen bewirkte.
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5.3.2. Vorteile der Anwendung von XTEN im Vergleich zu PEG

Die Vorteile der Anwendung von XTEN konnten in den ersten in vivo Experimenten
bestatigt werden. Infolge der Fusion der hydrophilen XTEN-Sequenz bildete sich um
das Annexin-Protein eine Wasserhiille, die zu einer Vergrélierung der hydrodynami-
schen GroRe fuhrte. Dies war unter anderem bei der Auswertung der SDS-PAGE
Gele und dem verandertem Laufverhalten zu erkennen. Das 63 kDa grofde XTEN-
AnxA5 zeigte in Proteingelen eine Grof3e von ungefahr 73 kDa. Dazu passend ver-
ringerte sich die Ausscheidung uber die Nieren, so dass sich die Bluthalbwertszeit
stark verlangerte. XTEN vereint nicht nur die Vorteile von PEG, sondern eliminiert

auch die im Folgenden aufgefihrten Nachteile (Tab. 3).

Tabelle 3: Vergleich wichtiger Charakteristika von PEG (Polyethylenglycol) und XTEN
(verandert nach [141]).

PEG XTEN
grolie Wasserhtille +
Erhdéhung der Blutzirkulationszeit +
Erhdhung der Stabilitat +

- als Reinigungs-Tag nutzbar

chemische Kopplung notwendig -

Groflengemisch exakt definierte GrofRe

- biologisch abbaubar

Vakuolenbildung in Nierentubuli
im Tiermodell [135]

Nachweis von Antikérper-Induktion im Tiermodell
und vorgeformte Antikérper beim Menschen [137]

So liegt PEG zumeist in einem Gro3engemisch vor, wahrend XTEN in einer defi-
nierten Lange in monodisperser Form vorliegt. Zudem entfallt die nachtragliche che-
mische Kopplung von PEG, sodass ein definiertes Produkt entsteht und beispiels-
weise ein Cystein nicht flr die ortsspezifische PEGylierung, sondern fir eine orts-
spezifische Kopplung von Farbstoffen oder ahnlichen Markern genutzt werden kann.
Ein weiterer Nachteil der PEG-Verwendung ist die eingeschrankte biologische Ab-

baubarkeit. XTEN als Polypeptid ist hingegen biologisch abbaubar. Auflerdem wurde
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durch die Anwendung von PEG-gekoppelten Proteinen eine unerwlnschte Vakuo-
lenbildung in den Nieren festgestellt [134, 135]. Ferner wurde die Produktion von An-
tikdrpern gegen PEG in verschiedenen Tiermodellen [137] und Patienten [185] sowie
in 25 % aller gesunden Blutspender nachgewiesen [186]. Durch Aufnahme von
PEGylierten Substanzen bilden sich hauptsachlich anti-PEG IgMs. Diese kdnnen
wiederum die Pharmakokinetik von PEGylierten Medikamenten beeinflussen. Die
Effizienz solcher Substanzen konnte folglich durch schnellere Ausscheidung verrin-
gert und die therapeutischen Erfolge reduziert werden. Die Bildung von Antikdrpern
scheint im Zusammenhang mit dem vermehrt universellen Einsatz von PEG in Le-
bensmitteln und Kosmetika zu stehen. Da die Anwendung von PEG im Bereich der
Pharmakologie derzeit einen zunehmenden Anteil einnimmt, konnten von diesem
therapeutisch negativen Effekt viele zukunftige Patienten betroffen sein. Die Empfeh-
lung von Ishida und Kiwada sieht einen Test vor Therapiebeginn auf die Existenz von
PEG-Antikorpern im Organismus und das Monitoring wahrend der Therapie vor [138,
186]. Der Einsatz von XTEN bewirkt hingegen keine Immunantwort. In mehreren
Studien mit Versuchstieren konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von XTEN,
auller unter extremen Versuchsbedingungen, keine immunogene Aktivitat auslost
[141]. Zudem ist die Gefahr von Autoimmunreaktionen aufgrund fehlender homologer

Sequenzbereiche mit humanen Proteinsequenzen minimal [187].

Die erste Studie, bei der XTEN in vivo zur Anwendung kam, wurde 2009 veroffent-
licht [141]. Als Fusionspartner fur XTEN wurde das Peptid Exenatid verwendet, wel-
ches dem menschlichen Hormon Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1) ahnelt. Exenatid
bewirkt die Ausschuttung von Insulin und hemmt die Freisetzung von Glucagon. Eini-
ge Patienten mit Typ-2-Diabetes bendtigen eine s. c. Injektion des Peptides vor den
Mahlzeiten. Eine Verlangerung der Wirkzeit des Exenatides kdnnte die Behandlung
erheblich vereinfachen. In Versuchen mit Affen konnte eine Steigerung der Wirkzeit
um das 125-fache erreicht werden. Das Exenatid-XTEN864 zeigte eine Plasmahalb-

wertszeit von 60 h im Vergleich zum Exenatid mit 0,5 h.

Eine weitere Studie, bei der XTEN benutzt wurde, verwendete das Hormonpeptid
Glucagon als Fusionspartner [142]. Das Peptid ist fur die Erhdhung des Blutzucker-
spiegels verantwortlich. Um einer nachtlichen Unterzuckerung wahrend der Periode
des Schlafens vorzubeugen, wurde nach einer langzirkulierenden Version des
Glucagons gesucht. Wahrend die Konzentration im Blut nach der Applikation von

unmodifiziertem Glucagon nach 2 h ihren Ausgangswert wiedererlangte, konnte
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durch die Fusion von XTEN288 mit Glucagon eine Verlangerung auf 10 - 12 h in
Hunden erzielt werden [142]. AuRerdem wurde die Anwendung von Glucagon bisher
durch seine geringe Loslichkeit und Stabilitat in wassriger Form erschwert. Durch
Fusion des Glucagons mit XTEN288 konnte zudem eine 60fache Steigerung der

Loslichkeit erreicht werden [142].

In einer weiteren in vivo Studie wurde XTEN in Fusion mit einem Wachstumshor-
mon (rhGH) untersucht [141]. Die gangige Therapieform sieht bisher eine tagliche
Injektion des rhGH vor. Aufgrund der starken Reduktion der Nierenfiltration des rhGH
durch die Fusion mit XTEN konnte eine Steigerung der Halbwertszeit des Fusions-
protein VRS-317 in Affen auf 110 h ermittelt werden. AuRerdem wurde eine 5-fache
Steigerung der pharmakologische Wirksamkeit des langzirkulierenden VRS-317 bei
Affen festgestellt. Im Fazit der Studie wird das Potential des Fusionsproteins als

neues Therapeutikum mit lediglich einer monatliche Injektion angegeben.

Das grote Potential von XTEN liegt sicher im therapeutischen Bereich. Durch Ver-
langerung der Zirkulationszeit von Substanzen kdnnen Peptide oder Proteine als De-
pot-Wirkstoffe eingesetzt werden. Die Zirkulationszeiten kdnnen entsprechend den
Anforderungen durch Wahl der Kettenlange angepasst werden. Aulderdem kann der
Einsatz von XTEN als Alternative zu PEG unerwunschte Nebenwirkungen verhin-

dern.

Insgesamt konnte in diesen ersten Versuchsreihen erstmals gezeigt werden, dass
neben dem therapeutischen Anwendungsbereich sich auch moégliche Anwendungen

von XTEN-Polypeptid im Bereich der Bildgebung ergeben.

5.3.3. Ausblick: Kompensation der unspezifischen Bioverteilung mittels nicht-

bindender Kontrollsonde

Die Anreicherung von spezifischen molekularen Sonden kann durch eine unspezifi-
sche Bioverteilung beeinflusst werden. Dieser Effekt betrifft besonders groRere Pro-
tein-basierte Sonden. Die Anreicherung des XTEN-AnxA5 erfolgte neben dem akti-
ven Targeting des Annexins an PS vermutlich auch tUber den EPR (Enhanced Per-
meability and Retention)-Effekt. Der EPR-Effekt beschreibt ein Phdnomen, das zu
einer Anreicherung von Makromolekilen in Tumorgeweben flihrt. Das ausschlieflich

passive Targeting von Makromolekulen steht dabei dem aktiven Targeting gegenuber.

99



5. Diskussion

Der Begriff EPR-Effekt wurde von Matsumura und Maeda 1986 eingeflihrt [188].
Der Prozess wird durch eine Reihe von physiologischen Veranderungen hervorgeru-
fen. Im ersten Schritt bilden Tumore verstarkt neue BlutgefaRe. Diese Angiogenese
beginnt schon bei einer Tumorgrof3e von wenigen Millimetern und ist notwendig, um
dem neuen Gewebe ausreichend Sauerstoff und Nahrstoffe zukommen zu lassen.
Der Aufbau der neuen Gefalde unterscheidet sich jedoch von normalen Gefalden. So
liegen die Endothelzellen in einem lockeren Verband auf der GefalRoberflache und
lassen groRere Lucken (Fenestrierungen) frei. An diesen Bereichen ist die Diffusion
von Makromolekilen aus der Gefallbahn moglich (enhanced permeability) [189]. Au-
Rerdem sezernieren die Tumorzellen weitere Faktoren, wie beispielsweise VEGF,
Prostaglandin, Bradykinin und Stickstoffmonoxid, in das Gewebe, um die Durchlas-

sigkeit weiter zu erhdhen [190].

Ein anderer Faktor, der zum EPR-Effekt beitragt, ist die eingeschrankte Lymphdrai-
nagefahigkeit von Tumorgewebe. Der Abtransport von Flissigkeit aus dem Gewebe
ist vor allem im Inneren des Tumors stark begrenzt. Das mangelhaft ausgebildete
Lymphsystem, welches durch proliferierende Zellen zusammengedruckt wird und kol-
labiert, kann den Abtransport der eindiffundierten Makromolekule nicht bewerkstelli-
gen (enhanced retention). Nur an der Peripherie des Tumors lassen sich funktionelle
Lymphgefal3e finden. Aufgrund dieser Phanomene reichern sich bestimmte Molekdle,
wie Liposomen, Therapeutika oder Nanopartikel, vermehrt im Tumorgewebe an
[191]. Der EPR-Effektes konnte neben der verlangerten Bluthalbwertszeit zur erhoh-
ten Anreicherung von XTEN-AnxA5 beigetragen haben. Ein schematisches Modell

dieses passiven Tagetings ist in Abbildung 39 abgebildet.
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normales Gewebe mit Lymphgefallen

Abbildung 39: Darstellung des
passiven Targetings von Mak-
romolekiilen durch den EPR-Ef-
fekt. Die Diffusion von kleinen Mo-
lekilen durch eine normale Ge-

falwand ist sowohl bei Tumorzel-

len als auch gesundem Gewebe

moglich. Hingegen ist die Aufnah-

me von Makromoleklilen nur im

Tumorgewebe aufgrund von fenes-
trierten GefalRwanden mdglich. Die
Anreicherung dieser Makromoleku-

le wird aullerdem wegen der ein-

geschrankten Lymphdrainagefahig-
Tumorgewebe ohne Lymphgefalie

keit verstarkt.

Ab einer gewissen Grole treten jedoch Nachteile fur ein ,Drug Targeting“ auf. Das
schnelle GrolRenwachstum des Tumorgewebes bewirkt strukturelle Veranderungen,
so dass sich ein erhohter interstitieller und reduzierter mikrovaskularer Druck bildet.
Der interstitielle Flussigkeitsdruck (IFP, interstitial fluid pressure) liegt in normalem
Gewebe bei 0 - 2 mmHg. In soliden Tumoren ist der Druck um ein Vielfaches erhoht
und kann bis zu 40 mmHg betragen [192]. Zur Peripherie hin wird der Druck jedoch
stets geringer. Beschrieben wurde das Phanomen des erhohten IFP bei verschiede-
nen Tumorerkrankungen [193, 194]. Die Ursache liegt in der hohen vaskularen Hy-

perpermeabilitat und der Abwesenheit der lymphatischen Drainage [195].

Diese Veranderungen erschweren die Aufnahme von Makromolekilen, wie Thera-
peutika, Uber die Blutgefalie in das Tumorgewebe. Dieser Umstand bedarf besonde-
rer Berucksichtigung bei der Tumortherapie und der Bildgebung, um einer verringer-
ten Wirksamkeit von Chemotherapeutika und Kontrastmitteln vorzubeugen und eine

erhohte toxische Wirkung auf den Organismus zu verhindern [196, 197].

Die Mdglichkeit einer erhdhten unspezifischen Anreicherung und generell fir alle
Bildgebungssonen wichtige Bioverteilung soll in weiteren Versuchen mit nahezu
identischen Kontroll-Konstrukten bericksichtigt werden. Um die Menge an unspezifi-

scher Anreicherung in Tumoren zu quantifizieren, wird das an PS bindende XTEN-
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AnxA5 sowie ein nicht-bindendes XTEN-AnxA5 in ein Versuchstier appliziert. Die
Bindungsunfahigkeit wird dabei lediglich durch vier Punktmutationen (XTEN-
M1M2M3M4) verursacht [198]. Die beiden Konstrukte sollten in ihrer Grof3e nahezu
identisch sein, damit sich andere Parameter nicht ebenfalls auf die Bioverteilung
auswirken kénnen. AulRerdem werden zwei verschiedene Farbstoffe oder zwei ver-
schiedene Radionuklide an die Konstrukte gekoppelt, damit die Verteilung und Anrei-
cherung in einem Tier getrennt voneinander beobachtet werden kann. Die Daten der
unspezifischen Verteilung und Anreicherung kdnnen dann verrechnet und das rein

spezifische Signal ermittelt werden.
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6. Zusammenfassung

Die molekulare Bildgebung nutzt das Prinzip des aktiven Targeting, um zellulare und
biochemische Vorgange zu visualisieren [199]. Dabei kdnnen nicht nur morphologische
Veranderungen erkannt werden, sondern auch Kenntnisse zu spezifischen molekularen
Gewebeveranderungen gewonnen werden. Fur diesen Vorgang werden Substanzen
verwendet, die eine spezifische Bindung oder Aktivierung im Zielgewebe aufweisen und
somit spezifisch Veranderungen aufdecken konnen. Ziel dieser Arbeit war die Analyse
und Testung neuer molekularer Bildgebungssonden. Im Mittelpunkt standen die spezifi-
sche Detektion der Enzymaktivitaten von aktiven Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und
von apoptotischen Zellen.

Im ersten Teil der Arbeit bildeten die VSOP (very small iron oxide nanoparticles) die
Basis fur die molekularen Bildgebungssonden. Die VSOP besitzen einen superparamag-
netischen Kern, der sie als starkes Kontrastmittel fur die Magnetresonanztomographie
(MRT) auszeichnet. Die auf VSOP basierenden Protease-spezifische Eisenoxidnano-
partikel (PSOP) werden proteolytisch aktiviert und die mit dem Protein Annexin beschich-
teten VSOP (AnxA5-VSOP) binden spezifisch an apoptotische Zellen. Fiur die Herstel-
lung der PSOP wurde die Oberflache der elektrostatisch stabilisierten VSOP mit Peptid-
PEG-Konjugaten beschichtet (PEG, Polyethylenglycol). Das Peptid enthielt eine spezifi-
sche Schnittstelle fur die MMP-2/9. Bei enzymatischer Spaltung verloren die Nanoparti-
kel ihre sterische Stabilisierung, welche durch die PEG-Hulle hervorgerufen wurde. Die
aus der enzymatischen Aktivierung resultierende Aggregation der Partikel konnte in vitro
in MRT-Messungen dargestellt werden. Eine Signalveranderung in vivo in stark MMP-
exprimierenden Tumoren konnte hingegen nicht gezeigt werden. Die Apoptose-Detektion
mit AnxA5-VSOP wurde an chemotherapeutisch behandelten, tumortragenden Mausen
durchgefuhrt. Die immunhistologischen Untersuchungen zeigten eine Steigerung der
Apoptose nach der Behandlung. In den MRT-Messungen konnten allerdings keine signi-
fikanten Signalveranderungen beobachtet werden. Die histologischen Auswertungen
zeigten eine Anreicherung von AnxA5-VSOP im Tumorgewebe, jedoch konnte dieser be-
grenzte Bereich im MRT nicht dargestellt werden. Die optimierten Anx-VSOP konnten
hingegen erfolgreich in vivo an einem Myokardinfarktmodell angewendet werden [30].

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Fusionsprotein XTEN-AnxA5 mit dem Ziel einer
verlangerten Bluthalbwertszeit fur die Apoptose-Bildgebung entwickelt. Als erstes wurde
das Protein erfolgreich in E. coli exprimiert und chromatographisch aufgereinigt. An-
schlieRend wurde das Bindungsvermogen von XTEN-AnxA5 an apoptotische Zellen un-
tersucht. Im Vergleich mit dem Wildtyp-AnxA5 wurde, wie erwunscht, kein Unterschied
der Bindungsfahigkeit des XTEN-AnxA5 festgestellt. AuRerdem wurde die Organkinetik
von radioaktiv markiertem XTEN-AnxA5 in vivo untersucht und eine Verlangerung der
Blutzirkulationshalbwertszeit um das Neunfache auf ca. 1 h ermittelt. Die NIRF-Bildge-
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bung von chemotherapierten Tumoren zeigte eine deutliche Signalsteigerung, d. h. eine
erhohte Anreicherung von XTEN-AnxA5, im Vergleich zum Wildtyp AnxA5. Fir die
molekulare Bildgebung der Apoptose erscheint XTEN-AnxAS daher vielversprechend.
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Molecular imaging uses the principle of active targeting to visualize cellular and
biochemical processes [199]. In this way, molecular changes not only recognizes mor-
phological changes but also provides information on specific molecular tissue changes.
Specific changes are identified by using molecules with specific binding or activation in
target tissue. The goal of this project was to analyze and test new molecular imaging
probes, focussing on the specific detection of enzymatic activity of active matrix metallo-
proteinases (MMPs) and apoptotic cells.

In the first part of this work, molecular imaging probes on the basis of very small iron
oxide nanoparticles (VSOP) were used. VSOP have a superparamagnetic core, making
them a strong contrast agent for magnetic resonance imaging (MRI). Protease-specific
iron oxide nanoparticles (PSOP) based on VSOP are activated in target tissue, and
VSOP coated with the protein annexin (AnxA5-VSOP) bind specifically to apoptotic cells.
PSOP were produced by coating electrostatically stabilized VSOP with peptide-PEG-
conjugates (PEG, polyethylene glycol). This peptide contained a specific cleavage side
for MMP-2/9. The steric stability provided by the PEG was lost upon enzymatic cleavage.
This enzymatic activation resulted in aggregated particles, which in turn were detected
by in vitro MRI. However, in vivo imaging revealed no change in signal intensity in tumors
with high MMP-9 expression. Detection of apoptosis using AnxA5-VSOP was investiga-
ted in tumor-bearing mice treated with chemotherapy. While immunhistochemical studies
showed increased apoptosis after treatment, no significant changes in signal intensity
were observed in MRI. The histological examination showed some accumulation of
AnxA5-VSOP in tumor tissue. In contrast, an optimized version of Anx-VSOP was suc-
cessfully applied and visualized by MRI in a myocardial infarction mouse model [30].

In the second part of this work, a fusion protein called XTEN-AnxA5 was developed
with the aim of a prolonged blood half-life for apoptosis imaging. As a first step, the
protein was successfully expressed in E. coli and purified chromatographically. Subse-
quently, the binding capability of XTEN-AnxAS was investigated. As desired, the binding
capability of XTEN-AnxA5 was not found to differ from that of wild-type AnxA5. Further-
more, organ distribution of radioactively labeled XTEN-AnxA5 was investigated in vivo,
revealing a longer blood circulation time of approximately 1 h, which is nine times that of
wild-type annexin. Nearinfrared fluorescence (NIRF) imaging of chemotherapeutically
treated tumors using XTEN-AnxA5 showed an increase in signal intensity compared to
wild-type AnxAS. These results suggest that XTEN-AnxAS5 is a promising candidate for
molecular imaging of apoptosis.
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