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1 Einleitung

Integrine gehdéren neben Cadherinen, Immunglobulinen und Selektinen zur groBen
Gruppe der Zelladhasionsmolekile (Aplin et al. 1998; S.197). Sie stellen eine Familie
membranstandiger Glykoproteine dar, welche sowohl fir Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-
Kontakte von groBer Bedeutung sind. Integrine besitzen eine heterodimere Struktur,
bestehend aus einer nicht kovalent verbundenen a- und B-Untereinheit, die neben
einer groBen extrazellularen Doméane einen kurzen transmembranen sowie einen
zytoplasmatischen Anteil aufweist (siehe Abb. 1). Es sind mindestens 18 a-, sowie 8 [3-
Untereinheiten bekannt, die durch Kombination tber 24 verschiedene Integrine bilden
(Hynes 1987; S.549, Albelda et al. 1990a; S.2868, Ruoslahti 1991; S.1, Hynes 1992;
S.11, Gille et al. 1996; S.93, Kim et al. 1997; S.123, Ivaska et al. 2000; S.17).

Die ap-Paarung legt die Spezifitit fir die Liganden fest, welche unter anderem
Moleklle der extrazelluldaren Matrix (EZM) wie Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin,
Laminin, Kollagen, Tenascin, Thrombospondin, von Willebrand Faktor (VWF) und
Osteopontin sind. Die Erkennung erfolgt haufig durch das Tripeptid Arginin-Glycin-
Aspartat (RGD) (Pierschbacher et al. 1984; S.5985, Ruoslahti et al. 1987; S.491,
Ruoslahti 1996; S.697). Darlber hinaus stellen manche Integrine auch Zell-Zell-
Kontakte her, indem sie an Zellmembran-Proteine binden, zum Beispiel an zur
Immunglobulinklasse gehérendes ICAM-1 und ICAM-2 (Springer 1990; S.425).

Der zytoplasmatische Anteil stellt Gber intrazelluldre Proteine wie Talin (Rees et al.
1990; S.685), Vinculin (Gilmore et al. 1995, S.197, Johnson et al. 1995, S.261) und a-
Aktin (Otey et al. 1990, S.721) eine Verbindung zwischen Rezeptor und
Aktinfilamenten des Zytoskeletts her. Dies ermdglicht sowohl eine feste Bindung an die
Matrix als auch eine transzellulare Signallbertragung (Damsky et al. 1992, S.772,
Lester et al. 1992, S.31, Schwartz et al. 1995, S.549, Akiyama 1996, S.181, Aplin et al.
1998, S.197, Hynes 2002, S.673). Die Bindung an EZM-Molekile 16st verschiedene
intrazellulare Signaltransduktionswege mittels ,second messenger® Molekilen aus.
Hierzu zahlt unter anderem die Aktivierung von zytoplasmatischen Tyrosinkinasen
(zum Beispiel ,focal adhesion kinase“ [FAK]) sowie von Serin-/Threoninkinasen.
Dariiber hinaus sind die Aktivierung von lonenstréme wie zum Beispiel von Ca*" und
Na*/H" und die Synthese von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Howe et al. 1998;
S.220) zu nennen. Die SignallUbertragung kann Veranderungen im Zellzyklus sowie



Migration, Adhé&sion und Invasion der Zellen bewirken. Neben diesem ,outside-in
signaling” besteht ebenso die Mdbglichkeit der entgegengesetzten Richtung, des
Jnside-out signaling®, was zur Veranderung der Rezeptoraffinitat fihrt (Hynes 1992,
S.11, Chen et al. 1994, S.18307, Schwartz et al. 1995, S.549, Kim et al. 1997; S.123).
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Abb. 1
Schematische Darstellung des a,3; Rezeptors (modifiziert nach Haubner)

Die Bedeutung der Integrine spiegelt sich in der groBer Vielfalt ihrer Exprimierung auf
verschiedensten Zelltypen wider, wobei manche fir den Zelltyp spezifisch sind, wie
zum Beispiel das Glykoprotein gp llb/llla, das ausschlieBlich auf Megakaryozyten und
Thrombozyten zu finden ist (Ginsberg et al. 1988, S.1). Andere dagegen sind weniger

zellspezifisch und erflillen auch einander &hnliche Aufgaben.



Grob zusammengefasst ist die Familie der Integrine von groBer Bedeutung fir
Thrombozytenaggregation, immunologische Prozesse, embryonale Entwicklung und
Wundheilung (Kumar 1998, S.1365). Aber auch im Rahmen der Angiogenese, die von
der Adhasions- und Invasionsfahigkeit der vaskularen Zellen abhangig ist, spielen sie
eine wichtige Rolle (Brooks 1996, S.683). Von Bedeutung sind sie dartber hinaus in
der Pathogenese von Krankheiten wie Thrombozytenaggregationsstérungen, wie zum
Beispiel die Glanzmann Thrombasthenie (Ginsberg et al. 1988, S.1), chronischen
Entziindungen, degenerativen Augenerkrankungen sowie vor allem von Tumoren und

deren Metastasierung.

In diesem Zusammenhang ist insbesondere das Integrin a,f3, auch als
Vitronektinrezeptor bezeichnet, zu nennen. Es ist in vielen pathologischen Prozessen
wie unkontrollierter Angiogenese (zum Beispiel Retinopathien (Friedlander et al. 1996,
S.9764) Rheumatoide Arthritis (Storgard et al. 1999, S.47) und maligne Tumoren),
Osteoporose (Engleman et al. 1997, S.2284), Tumorwachstum (Brooks et al. 1994b,
S.1157, Brooks et al. 1995, S.1815) und Tumormetastasierung (Albelda et al. 1990b,
S.6757, Felding-Habermann et al. 1992, S.5070, Felding-Habermann et al. 2002,
S.427) vermehrt beteiligt.

Das Integrin a,B3 mit einer GréBe von 160 (a-Kette)/ 85 (B-Kette) kDa zeigt viele der
typischen strukturellen und funktionellen Eigenschaften der Integrinfamilie. Beim
Erwachsenen konnte dieser Rezeptor nur auf Osteoklasten, aktivierten Leukozyten,
Makrophagen sowie in geringem MaB auf Thrombozyten, ruhenden Endothelzellen,
auf glatten Muskelzellen des Uterus und der GeféaBe sowie in Niere und Plazenta
nachgewiesen werden (Horton 1997, S.722, Eliceiri et al. 1999, S.1227). Aktivierte
Endothelzellen, wie sie in der Angiogenese zum Beispiel bei Entziindungen,
Wundheilungen und Tumoren vorkommen, weisen dagegen eine hohe Expression des
a,Bs Integrins auf (Brooks et al. 1994a, S.569), was unter anderem auf stimulierende
Cytokine wie ,tumor necrosis factor a“ (TNFa) und ,basic fibroblast growth factor®
(bFGF) zurickzufihren ist (Friedlander et al. 1995, S.1500). Auch auf Tumorzellen,
insbesondere bei invasiven Formen, lasst sich der a,fs Rezeptor vermehrt
nachweisen. Beispiele daftr sind Tumoren der Mamma, der Lunge, der Blase, der
Prostata sowie Osteosarkome, Neuroblastome, Glioblastome (Gladson et al. 1991,
S.1924) und Melanome (Albelda et al. 1990b, S.6757, Gehlsen et al. 1992, S.111). So

konnte zum Beispiel an einem Melanommodell eine Korrelation zwischen Invasivitat



und a,Bs Expression gezeigt werden (Albelda et al. 1990b, S.6761, Felding-
Habermann et al. 1992, S.2018).

Als Ligand fur Zell-Matrix-Kontakte wurde als erstes das Protein Vitronektin entdeckt,
worauf auch der Name Vitronektinrezeptor fur a,B3 zuriickzufihren ist. DarGber hinaus
zahlen Fibronektin, Osteopontin, Sialoprotein, vVWF, Fibrinogen, Thrombospondin und
Laminin zu den Liganden. Die Bindung des a,f3 Integrins erfolgt an die Peptidsequenz
Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) in diesen Proteinen (Cheresh et al. 1987a, S.1434).
Eine Bindung von zum Beispiel Vitronektin fihrt zur Ausbildung von ,focal contacts”
Uber eine Umlagerung der Aktinfilamente. Der Rezeptor vermittelt so die Adhasion an
die Matrix und befahigt die Zellen, im Gewebe zu migrieren. Auch auf im Blut
zirkulierenden Zellen beglnstigt das Integrin a,83 die Adh&sion an das Endothel sowie
die transendotheliale Migration der Zellen, was fir den Metastasierungsprozess bei
Tumoren wichtig ist (Felding-Habermann et al. 1996, S.5895, Voura et al. 2001,
S.2699). Ebenso begunstigt das a,B3 Integrin auf der Oberflache von Tumorzellen die
Ansiedlung im Knochen sowie die Osteolyse. Darlber hinaus ist dieses Integrin auf
der Oberflache von Osteoklasten zu finden. Es bewirkt Uber die Bindung von
Osteopontin deren Aktivierung, was zu einer vermehrten Knochenresorption und
Osteolyse fuhrt (Miyauchi et al. 1991, S.20369, McHugh et al. 2000, S.433, Chellaiah
et al. 2003, S.197).

Die Migration von Tumorzellen in das umliegende Gewebe wird auBerdem durch
Matrixmetalloproteasen (MMP) erleichtert. Man hat gezeigt, dass der a,B3 Rezeptor
aktiviertes MMP-2 sowie MMP-9 unter anderem auf der Zelloberflache von Endothel-,
Tumor- oder auch Plasmazellen direkt bindet und in dieser Kombination die
Zellinvasion in die umgebende Matrix beglnstigt wird (Brooks et al. 1996, S.683,
Seftor et al. 1999, S.359, Hofmann et al. 2000, S.625, Ria et al. 2002, S.836). Darlber
hinaus binden a,Bs-positive Zellen diese Protease nicht nur, sie steigern auch deren
Sekretion. MMP-2 proteolysiert zum Beispiel natives Kollagen, dessen RGD-Motiv erst
nach diesem Schritt von a,83 erkannt wird. Diese Assoziation von Integrinexpression
und Proteolysefahigkeit ist besonders flr die Tumorinvasion sowie fir die Ausbildung
neuer GefaBe von groBer Bedeutung (Stetler-Stevenson 2001, S.383).
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Eine weitere wichtige Eigenschatft ist, dass agonistische Bindung an den a,33 Rezeptor
die Zelle vor Apoptose bewahrt, was sowohl bei Melanom- als auch Endothelzellen
gezeigt wurde (Montgomery et al. 1994, S.8858, Varner et al. 1995, S.367, Petitclerc
et al. 1999, S.2724). Die Rezeptorbindung fihrt zur Suppression der p53 Aktivitat und
blockiert die durch p53 induzierbare p21WAF1/CIP1 Expression. Dies bewirkt eine
Zunahme der bcl-2/bax ratio. Als Folge davon nimmt die Zelliiberlebensrate zu, was
wiederum zu einem unkontrollierten Wachstum der Tumorzellen beitragt (Stromblad et
al. 1996, S.429).

Zusammenfassend zeigt sich, dass das Integrin a,83 besonders im Bereich
Tumorwachstum, Invasivitat und Metastasierungspotential sowie im
Angiogeneseprozess eine kritische Rolle spielt. Da der Rezeptor auf normalem
Gewebe und ruhenden Endothelzellen nur schwach exprimiert wird, stellt er ein
geeignetes Ziel fir neue Therapien in diesem Bereicht dar. Sowohl Anti-Integrin
Antikérper, wie zum Beispiel der monoklonale Antikérper (mAb) LM609, als auch
synthetische RGD-Peptide werden als Antagonisten eingesetzt. Diese binden je nach
Konfiguration mit hoher Affinitdt an den Rezeptor. Sie blockieren Zelladhasion,
Migration, Wachstum, Differenzierung und flihren zur Apoptose (Aumailley et al. 1991,
S.50, Pfaff et al. 1994, S.20233, Ruoslahti 1996, S.697). Das Wachstum neuer
BlutgeféaBe wird inhibiert und so die GefaBversorgung des Tumors eingeschrankt. In
verschiedenen Tumormodellen konnte gezeigt werden, dass dies zu einer
Wachstumsinhibierung oder Tumorregression fihrt (Brooks et al. 1994b, S.1157,
Brooks et al. 1995, S.1815, Hammes et al. 1996, S.529). Zuséatzlich zu ihrer Wirkung
auf die tumorinduzierte Angiogenese kodnnen o83 Antagonisten auch direkt das
Wachstum und die Metastasierungsfahigkeit von a,Bs-positiven Tumorzellen

antagonisieren.

Trotz  seiner wichtigen Rolle im Rahmen der Angiogenese und
Tumorzellmetastasierung ist das a3 Integrin nur eines einer Vielzahl von zellularen
Rezeptor- und Adhasionsmolekilen, die bei unterschiedlichen Tumoren in
verschiedenem Ausmalf exprimiert werden. Es ist somit nicht zu erwarten, dass eine
Therapie mit a,83 Antagonisten bei allen Tumorerkrankungen gleichermaBen effizient
ist. Um o,B3 Antagonisten gezielt einsetzen zu kdnnen, ist es deshalb wesentlich, den
Rezeptorstatus der Tumorzellen beziehungsweise der Endothelzellen vor Therapie zu

bestimmen. Zu diesem Zweck wurden in den letzten Jahren radioaktiv markierte,
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zyklische Peptide mit einer RGD-Sequenz entwickelt (Sipkins et al. 1998, S.623,
Haubner et al. 1999, S.1061, Boerman et al. 2000, S.195). Durch die radioaktive
Markierung mit Positronenstrahlern kann die Aufnahme dieser Peptide mittels
Positronen Emissions Tomographie (PET) nicht-invasiv nachgewiesen werden. Die
PET ist fur diese Anwendung besonders geeignet, da sie im Vergleich zu anderen
klinischen Bildgebungstechniken die hdchste Sensivitat aufweist und Konzentrationen
von radioaktiven Tracern im picomolaren Bereich bestimmen kann (Weber et al. 2001,
S.179). Zusatzlich zum Nachweis der Expression des a,33 Integrins kann die PET mit
radioaktiv markierten RGD-Peptiden auch dazu eingesetzt werden, die Blockade des
a,B3 Integrins durch therapeutisch eingesetzte a,3 Antagonisten zu bestimmen und so
die Therapie mit a,83 Antagonisten zu tGberwachen. Diese potentielle Anwendung von
radioaktiv markierten RGD-Peptiden wurde in der vorliegenden experimentellen Arbeit

an Zellkulturen und murinen Tumormodellen untersucht.
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1.1 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, inwieweit Untersuchungen mit radioaktiv
markierten RGD-Peptiden dazu eingesetzt werden kdnnen, um die Expression des
o\Bs Integrins auf Tumor- und Endothelzellen nicht-invasiv nachzuweisen und die

Blockade des Integrins mit a,33 spezifischen Antagonisten quantitativ zu erfassen.

Hierzu wurden die a.Bs-spezifischen Liganden ['®1]Gluco-RGD und ['®F]Galacto-RGD
verwendet. Diese zeichnen sich durch eine hoch-affine Bindung an diesen Rezeptor
aus und zeigen nur sehr geringe Affinitat zu anderen RGD-bindenden Integrinen
(Haubner et al. 1999, S.1065, Haubner et al. 2001b, S.1784). Mit Hilfe dieser Tracer
wurde die Blockade des a3 Integrins durch die peptidomimetischen Antagonisten
S247 und P-004 in Zellkulturen und tumortragenden Mausen untersucht. Fir in-vitro
wie auch in-vivo Versuche wurden die a,Bs-exprimierenden Melanomzellen M21, als
Kontrolle die rezeptornegativen Zellen M21-L, genutzt. Zum Nachweis der
Rezeptorblockade in tumorinduzierten GefaBen dienten fir in-vivo Experimente a,f3-
negative  Tumorzellen der Linie  A431, Zellen eines menschlichen
Plattenepithelkarzinoms.

Es wurde zum einen die Bindung des Tracers an a,f3 auf der Zelloberflache sowie
dessen Aufnahme in das Zellinnere gemessen. Darlber hinaus sollten Daten zur
Blockade der Aufnahme der beiden radioaktiven Liganden durch S247 und P-004

gewonnen werden.

In einem nachsten Schritt wurde an tumortragenden Mausen untersucht, ob sich mit
Hilfe von PET-Untersuchungen mit ['®F]Galacto-RGD die Blockade des a,B3 Integrins
mit S247 und P-004 nicht-invasiv nachweisen lasst. Zur Validierung der mittels PET
nicht-invasiv bestimmten Traceraufnahme im Tumorgewebe wurden

Biodistributionsuntersuchungen durchgefthrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Calciumchlorid-2-hydrat krist. CaCl, x 2H,O
Diethylether

Ethylendiamintetraessigsdure EDTA

Farbstoff Konzentrat Protein Assay

Fotales Kalberserum FKS

Gentamycin 10 mg/ml

Glutamin

Ketavet 100 mg/ml (Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid)
Magnesiumchlorid-hexahydrat MgCl, x 6 H,O
Manganese Chloride Tetrahydrate MnCl, x 4 H,O
NaCl-Lésung 0,9%

Natriumacetat

Natriumlauge NaOH

Penicillin/Streptomycin, 10000 U/10000 pg/ml
Phoshatpuffer PBS

Proteinstandard BSA 2 mg/ml

Rinderserumalbumin BSA
Rompun (2% Xylazinhydrochlorid)
RPMI 1640 Medium

Salzsdure HCI 1M

Tris base

Merck, 9018499, Darmstadt
Merck, 100926.100, Darmstadt
Sigma, C.C.Pro Z 17-M,
Deisenhofen

Bio-Rad, 500-0006, Minchen
Seromed, S 0115, Berlin
Seromed, A 2712, Berlin
Seromed, K 0282, Berlin
Pharmacia & Upiohn, Erlangen
Merck, 58833.0250, Erlangen
Sigma, M-3634, Deisenhofen
Merck, 106404, Erlangen
Merck, 106265, Erlangen
Hausapotheke Rechts der Isar
Seromed, A2212, Berlin
Sigma, 1000-3, Deisenhofen
Uptima Interchim, UP 36859A,
Frankreich

Sigma, P-8010, Deisenhofen
Bayer Vital, Leverkusen
Seromed, FG 1215, Berlin
Merck, 109057, Darmstadt
Sigma, T-1503, Deisenhofen



2.2 Losungen

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinie M21 und M21-L

RPMI-Medium

RPMI 1640

FKS 10%
Glutamin 1%
Gentamycin 10 mg/ml 1%

EDTA-Lésung

EDTA 0,1 M
In PBS

2.2.1.2 Zelllinie A431

RPMI-Medium

RPMI 1640

FKS 10%
Streptomycin 1%
Penicillin 1%
EDTA-/Trypsinlésung

EDTA 0,02%
Trypsin 0,05%

In PBS

14



2.2.2 In-vitro Versuche

Inkubationsmedium

RPMI 1640
1% BSA

Bindepuffer

0,1% BSA

1 mM CaCl,

1 mM MgCl,

0,01 mM MnCl»
150 mM NacCl

50 mM Tris

Aqua dest., pH 7,4

2.2.3 Proteinmengenbestimmung

Wasser-/PBS-Gemisch
9 Teile PBS + 1 Teil H,O

Proteinstandard

9 Teile PBS + 1 Teil BSA 2 mg/ml
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2.2.4 Anasthesie

Ketavet/Rompun Narkotikum 50 ml

physiolog. NaCl-Lésung, 0,9% 41 ml

Ketavet (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid) 5ml

Rompun (2% Xylazinhydrochlorid) 4 ml
2.3 Gerate
Analysenwaage Sartorius, Typ LA 230S-OCE Sartorius, Géttingen
Gamma-Counter, TYP 1480 Wizard TM 3 Wallac, Finnland
Spectrophotometer, Typ Uvikon 931 Kontron Instruments, ltalien
Zellzahlgerat, Typ Casy®1 Scharfe System, Reutlingen

2.4 Radioaktiv markierte Tracer

Als Liganden des a,f3 Rezeptors wurde sowohl mit '*lod markiertes Gluco-RGD
sowie mit '8Fluor markiertes Galacto-RGD verwendet (siehe Abb. 2). Fiir beide
Substanzen wurde bereits eine rezeptorspezifische Bindung an den a,83 Rezeptor
sowohl in-vitro wie auch in-vivo mittels PET nachgewiesen. Sie sind sowohl in ihrer
Rezeptoraffinitat sowie in ihrer Selektivitat vergleichbar. Flr in-vitro Studien erwies sich
'2lod markiertes Gluco-RGD aufgrund seiner langen Halbwertszeit von 60,2 d als
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giinstiger, da dadurch die Werte stabiler und besser reproduzierbar wurden. Mit ®Fluor
markiertes Galacto-RGD (t12,=109,7 Minuten) wurde zur in-vivo Diagnostik der a,p3
Expression und zum Monitoring der Rezeptorblockade mittels PET eingesetzt
(Haubner et al. 2001a, S.326, Haubner et al. 2001b, S.1781).

{[""FIFprop)SAA
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Lys

Abb. 2
Schematische Darstellung von [®F]Galacto-RGD (nach Haubner et al. 2001b, S.1784)

2.5 Blockaden

Als a3 Liganden wurden Substanzen der Firma Pharmacia Corporation, St. Louis, mit
der Bezeichnung P-004 und S247 eingesetzt. Es handelt sich dabei um RGD-
peptidomimetische Antagonisten des a,33 Rezeptors (siehe Abb. 3).

} Il:l LC0sH
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Abb. 3
Struktur der Substanz S247 (nach Shannon et al. 2004, S.132)
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Die Substanz S247 mit einem Molargewicht von 638 g/mol wurde fir in-vitro Versuche
in PBS aufgeldst, wobei eine Ausgangskonzentration von 1 mM hergestellt und diese

je nach Bedarf mit PBS weiter verdiinnt wurde.

Bei der Substanz P-004 mit dem Gewicht von 388,99 g/mol diente eine Lésung in H.O
in der Konzentration von 10 mM als Ausgangssubstrat. Die Verdinnung auf die jeweils
bendtigte Konzentration erfolgte mit PBS.

FOr die Tierexperimente wurden die beiden o,f3 Liganden in physiologischer

Kochsalzlésung aufgeldst.

2.6 Zellkultur

2.6.1 Zelllinie M21 und M21-L

Die humane Melanomzelllinie M21 wurde im Labor von Dr. D. Morton aus einer
Lymphknotenmetastase isoliert. Aus dieser Linie wurde unter Dr. D.A. Cheresh eine
Subpopulation selektioniert, genannt M21-L (low), welche keine Expression des a,
Proteins aufweist (Cheresh et al. 1987b, S.17703).

Die Zelllinien M21 und M21-L wurden in Zellkulturflaschen bei 37°C, 5% CO, und
100% Luftfeuchtigkeit gezlichtet. Das Kulturmedium setzte sich aus dem Fertigmedium
RPMI 1640 unter Zusatz von 10% fétalem Kalberserum (FKS), 1% Glutamin sowie 1%
Gentamycin 10 mg/ml zusammen. Die Passage der Zellen erfolgte dreimal pro Woche.
Zum Ablésen der Zellen erwies sich eine 0,1 M EDTA-L6sung als gunstig. Die so
erhaltene Zellsuspension wurde zentrifugiert, das Zellpellet mit Kulturmedium

resuspensiert und im Verhéltnis von 1:10 auf neue Flaschen verteilt.

2.6.2 Zelllinie A431

Es handelt sich hierbei um eine Linie, die von D.J. Giard et al. (1973, S.1417) isoliert
wurde. Sie stammt aus einem Karzinom der Vulva einer 85-jahrigen Frau. Die Zellen

zeigen keine nachweisbare Expression des a,3 Integrins.
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Vergleichbar zu den Linien M21 und M21-L wurden diese Zellen in Zellkulturflaschen
bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Kulturmedium diente RPMI
1640 unter Zusatz von 10% FKS, 1% Streptomycin und 1% Penicillin. Abgelést wurden
die Zellen mit einer Trypsin-/EDTA-Lésung. Die Verteilung auf neue Kulturflaschen

erfolgte in einem Verhaltnis von 1:8.

2.7 In-vitro Untersuchung der Radioliganden-Bindung und

Internalisierung durch den Rezeptor a,33

2.7.1 Versuchsprotokoll

Es wurden die a,Bsz-positiven Zellen der Linie M21 sowie als Kontrolle die o,Bs-
negativen Zellen M21-L verwendet. Nach Bildung eines Monolayers wurden die Zellen
mittels EDTA-L6sung von den Kulturflaschen abgelést. Nach Zentrifugieren und
Resuspension der Zellpellets mit circa 1-2 ml Nahrmedium erfolgte die Bestimmung
der Zellzahl mit Hilfe eines automatischen Zellzahlgerates. Es bewahrte sich, die

Zellzahl auf 1 x 10”-3 x 107 Zellen pro ml einzustellen.

Es wurden je 1000 pl Inkubationsmedium in Eppendorfgefale pipettiert, je Probe circa
3 x 10° Zellen eingesetzt und circa 1 Stunde bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Im
Anschluss daran folgte die Zugabe des radioaktiv markierten Tracers. Bei den in-vitro
Versuchen erfolgte fast ausschlieBlich die Verwendung von iodiertem Gluco-RGD. Das
mit "®Fluor markierte Galacto-RGD wurde aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit nur bei
einzelnen Versuchen als Vergleich eingesetzt. Die zugegebene Aktivitat wurde mittels
Messung im Gamma-Counter so eingestellt, dass jede Probe circa 500 000 cpm
(counts per minute) in einem Volumen von 10 pl enthielt. Bei '®Fluor wurde
entsprechend der Halbwertszeit eine Aktivitat von circa 4 000 000 cpm bevorzugt. Es
folgte eine Inkubation der Zellen bei 37 °C fur 120 Minuten.

Nach dieser Inkubationszeit folgte das Abzentrifugieren der Proben. Der Uberstand
wurde flr jede Probe separat in Gamma-Probenréhrchen Uberflhrt. Im Anschluss
folgte ein zweimaliger Waschschritt mit je 1 ml Bindepuffer pro Probe. Es wurde jeweils

zentrifugiert und der Uberstand in die vorherigen Probenréhrchen pipettiert.
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Im nachsten Schritt wurde versucht, die Bindungen auf der Zelloberflache zu I6sen.
Dazu war eine Inkubation der Zellen mit je 1 ml Natriumacetat (0,02 M/pH 4-5) far 10
Minuten bei 37°C erforderlich. Die Proben wurden wiederum bei 3500 U 4 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand in neue Gamma-Probenrdhrchen Uberfiihrt. Es folgte
ein weiterer Waschschritt mit Natriumacetat.

Um die Internalisierung des Tracers zu bestimmen, wurden die Zellpellets in je 1 ml
NaOH (1M) unter starkem Aufritteln aufgeldést. Fir die spéater folgende
Proteinmengenbestimmung war es notwendig, je 50 ul der Suspension zu verwenden.
Die restliche Zellsuspension wurde fir die Messung wiederum in frische
Probenrdhrchen Uberfihrt. Durch zweimaliges Spullen mit PBS wurde versucht,

Rlckstande in den EppendorfgefaBen méglichst gering zu halten.

Die Messung der Proben erfolgte in einem Gamma-Counter der Firma Wallac. Die
Aktivitat wurde in registrierten Zerfallsereignissen pro Minute (cpm) angegeben.

2.7.2 Bestimmung der Internalisierung unter 4°C

Der Versuch verlief wie unter 2.7.1 beschrieben. Nach Zugabe des radioaktiven
Tracers wurden die Zellen 120 Minuten auf Eis gekihlt. Die weiteren Schritte wurden

ebenfalls unter dieser Bedingung durchgefihrt.

2.7.2.1 Blockierung des a,B3 Rezeptors durch die Substanzen S247 und
P-004

2.7.2.2 Dosisabhéangigkeit der Blockade

Die Proben wurden wie unter 2.7.1 beschrieben vorbereitet. Der Zellansatz erfolgte
jedoch in nur 950 ul Inkubationsmedium. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten
wurden zunachst S247 und P-004 in den jeweiligen vorbereiteten Konzentrationen in
einem Volumen von 50 pl hinzugefigt und 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann erst
erfolgte die Zugabe des radioaktiv markierten Tracers. Der weitere Vorgang verlief laut

Beschreibung unter 2.7.1.
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2.7.2.3 Bestimmung der Dauer der Rezeptorblockade

Nach Zugabe der Substanz S247 in einer Konzentration von 1 uM pro vorbereitete
Probe (siehe 2.7.1) wurden die entsprechenden Ansétze nach den Zeitpunkien 10
Minuten beziehungsweise 24 Stunden zentrifugiert, der Uberstand entfernt und mit
PBS gespult. Zur Kontrolle dienten eine Probenreihe, die nicht nach 10 Minuten
gewaschen wurde, sowie eine Reihe, welche zwar nach 10 Minuten gespdlt, dann
jedoch weitere 24 Stunden inkubiert wurde. Bei Proben, die flr 24 Stunden
vorgesehen waren, bewahrte sich als Ansatz Kulturmedium, wodurch der Zellverlust
sich geringer hielt. Die weiteren Schritte folgten wie unter 2.7.1 beschrieben.

2.7.3 Proteinmengenbestimmung

Die Bestimmung der Proteinmengen der einzelnen Proben mit Hilfe der Photometrie
war notwendig, um die aufgenommene Aktivitat nicht nur auf die Zellzahl sondern auch
auf den jeweiligen Proteingehalt zu beziehen, da dieser zwischen den Zelllinien
variierte. Dazu wurde eine Standardkurve aufgestellt (siehe Tab. 1), aus welcher eine

lineare Gleichung gewonnen werden konnte.

Tab. 1
Protokoll flir die Proteinstandardkurve

Referenz | 0,002 mg | 0,004 mg | 0,007 mg | 0,01 mg
PBS 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml
Standard 1:10 BSA 0 ml 0,01 ml 0,02ml| 0,035 ml 0,05 ml
1T.H,O+9T.PBS 0,1 ml 0,09 mi 0,08 ml| 0,065 ml 0,05 ml
Farbstoffkonzentrat
0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Protein Assay
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Die einzelnen Proben wurden nach gleichem Protokoll aufbereitet, wobei anstatt des
Proteinstandards die Zellsuspension eingesetzt und mit dem PBS/H.0-Gemisch auf
0,1 ml ergénzt wurde. In einem Photometer wurde bei einer Wellenlange von A=595
nm Uber einen Zeitraum von 10 Sekunden jede Probe zweimal gemessen und der
Mittelwert daraus gebildet. Aus der ermittelten Extinktion wurde mit Hilfe der

Standardkurve die Proteinmenge in 1 ml Zellsuspension berechnet.

2.7.4 Datenauswertung

Die im Gamma-Counter gemessene Aktivitdt (cpm) des Natriumacetatiiberstands
wurde ebenso wie die Aktivitat der in NaOH aufgelésten Zellen auf die insgesamt dem
Probenréhrchen zugegebene Aktivitdt bezogen und in Prozent angegeben. Dies
wiederum wurde in ein Verhaltnis zur Proteinmenge gesetzt und mit %/mg bezeichnet.
Auf diese Weise wurde die Bindung auf der Zelloberflache (Aktivitdt des
Natriumacetatlberstands) sowie die Internalisierung in die Zelle (Aktivitat des in NaOH
aufgeldsten Zellpellets) ermittelt. Aus den Probengruppen wurden der Mittelwert sowie

die Standardabweichung errechnet.
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2.8 Tierexperimente

2.8.1 Versuchstiere und Haltung

Far das in-vivo Tumormodell haben sich 6 Wochen alte, weibliche Swiss nu/nu Mause
aus spezifisch pathogen freier Zucht (Charles River, Sulzfeld) bewéahrt. Es lag die
Genehmigung fur Tierversuche von der Regierung von Oberbayern 211-2531-14/1997
und 2000 vor. Gehalten wurden die Tiere in Kafigen zu je vier bis sechs Mausen in
einem Tierstall mit speziellem Lichtprogramm bei 26°C und 50-60% Luftfeuchtigkeit.
Die Nahrung bestand aus Mausestandardfutter Altromin 1314 und Leitungswasser ad
libitum.

2.8.2 Anasthesie und Abtotung

Zur subkutanen Injektion von Tumorzellen wurden die Mause unter eine kurze
Athernarkose gesetzt. Dazu eignete sich ein geschlossenes Glasgefa mit Ather
getrankten Tuchern. Die Kurznarkose wurde ebenso fir die intravendse Injektion der
Blockaden als auch der radioaktiven Substanzen eingesetzt. Um die Tiere fir die PET
zu narkotisieren, erfolgte eine intraperitoneale Injektion von je 250 ul der
Ketavet/Rompun-Lésung. Fur die Biodistribution wurden die Mause mit CO, und

anschlieBender Eréffnung des Thorax mit Durchtrennung des Aortenbogens getétet.

2.8.3 Tumormodell

Die zu injizierenden Tumorzellen wurden mit serumfreien RPMI-Medium in Suspension
gebracht. Die Nacktmé&use erhielten unter Athernarkose in die rechte Flanke eine
subkutane Injektion von 4 x 10° (M21) beziehungsweise 2 x 10° (A431) Zellen in einem
Volumen von 0,1 ml. Innerhalb von circa drei bis vier Wochen bildeten sich gut

palpable Tumoren, die fur die weiteren Untersuchungen eingesetzt wurden.
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2.8.4 In-vivo Darstellung des a,B3 Integrins

2.8.4.1 Versuchsablauf

Es wurde sowohl eine Gruppe von Tieren, die einen Tumor der Zelllinie M21
ausgebildet hatten, als auch eine Gruppe mit dem Tumormodell der Linie A431
verwendet. Die Untersuchungen fanden jeweils an zwei aufeinander folgenden Tagen
statt. Am ersten Tag erhielten alle Tiere ausschlieBlich eine Injektion des radioaktiv
markierten Tracers. Dessen Anreicherung in den Tumoren wurde 90 Minuten p. i. in
einem Kleintier-PET dargestellt. Jeweils ein Teil der beiden Gruppen wurde noch am
gleichen Tag als Kontrollgruppe getbtet. Die Tumoren sowie verschiedene andere
Gewebeproben wurden entnommen und die darin angereicherte Aktivitat mit Hilfe
eines Gamma-Counters bestimmt (sieche 2.8.4.5). Nach 24 Stunden folgte bei den
verbleibenden Tieren die Injektion von S247 beziehungsweise P-004 sowie nach einer
Latenz von 10 Minuten die Injektion der Aktivitat, vergleichbar zum Vortag. Nach
Abschluss der PET-Untersuchung wurden die Tiere ebenfalls getétet und die
verbleibende Aktivitatskonzentration im Tumor und anderen Geweben gemessen.
Sowohl das Melanommodell als auch das Tumormodell A431 wurde mit der Substanz
S247 in einer Konzentration von 50 mg/kg behandelt. Zusatzlich erfolgte bei Tieren mit
Tumoren der Linie M21 die Injektion der Blockade S247 in den Konzentrationen 5
mg/kg, 0,5 mg/kg und 0,05 mg/kg sowie die Injektion der Substanz P-004 in der
Konzentration von 50 mg/kg.

2.8.4.2 Injektion des radioaktiv markierten Tracers

Den Mausen wurden 4,5-11,1 MBq (circa 120-300 pCi) des mit '®Fluor markierten
Galacto-RGD in einem Volumen von circa 100 pl in die laterale Schwanzvene injiziert.
Dazu wurde das Tier unter eine kurze Athernarkose gesetzt und die Vene mittels

Warme und Reibung erweitert.
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2.8.4.3 Injektion der a,33 Integrin Antagonisten

Die Injektion der Substanzen S247 und P-004, aufgeldst in physiologischer
Kochsalzlésung, erfolgte ebenfalls in die laterale Schwanzvene. Die jeweils benétigte
Konzentration wurde auf ein Volumen von 100 ul NaCl eingestellt, wobei das Gewicht

einer Maus mit 20 g berechnet wurde.

2.8.4.4 In-vivo Aufnahmen der Tracerverteilung im Kleintier-Positronen-
Emissions-Tomographen: LSO-APD PET (MADPET)

Um die '®F-Tracerverteilung in-vivo darzustellen, wurden PET-Aufnahmen angefertigt.
Da die herkdmmlich verwendeten PET-Gerate mit einer begrenzten Ortsauflésung von
4-6 mm flr Kleintiere wie M&use nicht geeignet sind, wurde ein speziell gefertigter
Kleintier-PET-Scanner mit  verbessertem  Aufldésungsvermdgen und  guter
Nachweisempfindlichkeit verwendet. Dieser Prototyp namens Munich Avalanche
Photo Diode PET (MADPET) mit einer Auflésung von 2,4 mm wurde von der
Arbeitsgruppe Ziegler et al. (2001, S.136) konstruiert. Er basiert auf LSO-ADP

Modulen (LSO="lutetium oxyorthosilicate scintillation“, APD="avalanche photodiodes").

90 Minuten nach Injektion von ['®F]Galacto-RGD wurden die Tiere mit
Rompun/Ketavet-Lésung narkotisiert und im PET-Scanner so positioniert, dass die
transaxiale Schnittebene durch den Tumor in der Flanke verlief. Diese Messposition
wurde am Tier markiert, um am folgenden Tag vergleichbare Bedingungen zu
schaffen. Die Radioaktivitatsverteilung wurde sowohl bildlich als auch als Zahlraten pro
Pixel dargestellt.

Um den Tumoruptake fiir ['®F]Galacto-RGD zu bestimmen, wurde die Tumorregion mit
der maximalen Aufnahme mit einer etwa 5 mm groBen ,region of interest” (ROI) sowie
als Vergleich ein Referenzbereich auf der gegentberliegenden Thoraxregion markiert.
Die Aktivitatsaufnahme im Tumor wurde relativ zur Aktivitdtskonzentration in der

Referenzregion ausgedrickt (Tumor/Hintergrund Verhaltnis).
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2.8.4.5 Durchfuhrung und Auswertung der Biodistributionsuntersuchung

Die Biodistribution erfolgte bei den dafiir vorgesehenen Tieren circa 30 Minuten nach
der Tumordarstellung im PET, somit circa 120 Minuten nach Injektion der radioaktiven
Substanzen. Die Tiere wurden mittels CO0, getdtet, der Thorax erdffnet und der
Aortenbogen durchtrennt. Das Blut wurde méglichst zligig mit Hilfe einer Spritze fir die
Messung gewonnen. Als nachstes folgte die Praparation des subkutan liegenden
Tumors und eines Teils der ventralen Oberschenkelmuskulatur. Fir Blut, Muskel und
Tumor wurde in speziell vorgewogenen ProbengefdBen auf einer Analysenwaage
(Einteilung=0,0001 g; Messfehler=0,0002) das Gewicht bestimmt.

Die Zahlrate des in die Gewebe aufgenommenen Fluor wurde in einem Gamma-
Counter gemessen und in counts per minute (cpm) angegeben. Zur Auswertung war
ein Standard notwendig. Hierflr wurde die gleiche Menge der radioaktiven Substanz,
die man den Mausen injiziert hatte, in einen Erlmeyerkolben Uberflihrt und mit Hx0
exakt auf 100 ml aufgeflllt. Je 1 ml wurde in finf ProbengeféaBe Uberfihrt und
ebenfalls gemessen. Die in den Organen gemessene Aktivitdit wurde auf den
Mittelwert des Standards bezogen. Die Daten aus Gewichts- (in Gramm) und
Impulsratenbestimmung (cpm) wurden flr jedes Organ ermittelt, auf cpm/g
umgerechnet und auf den 1% igen Standard der injizierten Aktivitdt bezogen. Die in
den Organen enthaltene Aktivitat wurde in Prozent der injizierten Aktivitat pro Gramm
Gewebe (%ID/g) ausgedrickt. Die Werte der mit der Blockade vorbehandelten Mause
wurden auBerdem auf die Kontrollgruppe ohne Blockade bezogen und in Prozent

angegeben.

2.9 Statistische Auswertung

Alle quantitativen Werte wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die
Veranderung der Aktivitdtsaufnahme von Gluco- und Galacto-RGD unter
Vorbehandlung mit S247 und P-004 wurde bei gepaartem Vergleich mittels Wilcoxon
Test sowie bei ungepaartem Vergleich mit Hilfe des Mann-Whitney Tests auf

statistische Signifikanz getestet.
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3 Ergebnisse

3.1 In-vitro Untersuchungen zur Bindung und Internalisierung von
radioaktiven Tracern durch den Rezeptor a,3; und dessen Blockade
durch antagonistische Substanzen bei Zellen der Linie M21 und M21-L

3.1.1 Proteinmengenbestimmung

Je Versuch wurde eine Standardkurve (n=11) mittels eines definierten
Proteinstandards erstellt, auf welche die einzelnen Proben bezogen wurden. Als Trend
zeigte sich eine Gerade mit einer Gleichung von y=(0,0654 + 0,0086)x (siche Abb. 4).
Mittels der jeweiligen Gleichung wurde aus den gemessenen Extinktionen die
Proteinmenge der je 3 x 10° eingesetzten Zellen errechnet. Es ergab sich ein
Mittelwert von 170 £ 6 pug (n=219).
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Abb. 4

Fir standardisierte Proteinmengen (2, 4, 7, 10 ug) wurde die Extinktion gemessen und als
Standardkurve dargestellt. Je Versuch (n=11) wurde eine ausgleichende Trendlinie
berechnet und aus diesen linearen Gleichungen der Mittelwert + Standardabweichung der
Steigung ermittelt. Gleichung: y=(0,0654 £ 0,0086)x.
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3.1.2 Bindung und Internalisierung des radioaktiven Tracers unter 37°C
und 4°C im Vergleich

Zellen der Linie M21 wurden 120 Minuten bei 37°C und 4°C mit dem Tracer
['®1]Gluco-RGD inkubiert. Zur Negativkontrolle erfolgte dies auch bei Zellen der Linie
M21-L (nur bei 37°C). Unter 37°C lag die Internalisierung der eingesetzten Aktivitat
zwischen 1,05 und 5,89 %Aktivitat/mg. Der Mittelwert (n=40) betrug 2,17 £+ 1,63
%Aktivitat/mg. Es zeigte sich, dass die Aufnahme unter den verschiedenen
Versuchsansatzen schwankte, wahrend sich innerhalb eines Experiments eine deutlich
geringere Variabilitat nachweisen lieB. So betrug innerhalb der einzelnen Versuche die
Standardabweichung durchschnittlich 29,97%. Die a,Bs-negativen Zellen M21-L (n=9)
zeigten im Vergleich zu M21 eine um circa 77% geringere Internalisierung der Aktivitat
von 22,75 + 10,47 (3,70) %. Der Unterschied war signifikant.

Die Oberflachenbindung unter 37°C lag bei Zellen der Linie M21 bei 2,41 + 2,20
%Aktivitat/mg, innerhalb eines Experiments betrug die Standardabweichung
durchschnittlich  42,94%. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der
Oberflachenbindung zwischen M21 und M21-L Zellen gezeigt werden. Somit erwiesen
sich Messungen der Bindung von Gluco-RGD an die Zellmembran unter den
verwendeten Versuchsbedingungen als schlecht reproduzierbar und scheinen zum
groBen Teil Rezeptor unspezifisch zu sein. Aus diesen beiden Griinden wurde fur die
folgenden Auswertungen nur die internalisierte Radioaktivitdtsmenge berlcksichtigt,
die sich mit wesentlich besserer Reproduzierbarkeit bestimmen lie3.

Unter 4°C verringerte sich die Traceraufnahme der Zellen M21 signifikant auf 18,04 *
4,52% (im Vergleich zu 37°C) (siehe Abb. 5a). Die Internalisierung wurde bei Zellen
der Linie M21 in einem Versuch beispielhaft auch fiir ['®F]Galacto-RGD ermittelt. Dies
geschah sowohl unter 37°C als auch unter 4°C. Die Anreicherung betrug unter 37°C
0,38 + 0,10 %Aktivitat/mg. Bei 4°C verringerte sich die Aufnahme um 72% auf 0,11
0,02 %Aktivitat/mg. Die Signifikanz lag bei p=0,05 (siehe Abb. 5b).
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Abb. 5a

Vergleich der Internalisierung von ['®’1]Gluco-RGD in Zellen der Linie M21 und M21-L nach
120 Minuten Inkubation in Suspension unter 37°C und 4°C.

Die Werte wurden jeweils auf M21 37°C als 100% bezogen und als Mittelwert + SEM
angegeben.
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Abb. 5b

Vergleich der Internalisierung von ['®F]Galacto-RGD in Zellen der Linie M21 nach 120
Minuten Inkubation in Suspension unter 37°C und 4°C.

Angabe als Mittelwert + SEM.
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3.1.3 Internalisierung des radioaktiv markierten Tracers unter
Vorbehandlung mit den Substanzen S247 und P-004

3.1.3.1 Dosisabhangigkeit der a,p3; Rezeptorblockade mit S247 und P-
004

Vor Zugabe des radioaktiv markierten Tracers, in den meisten Experimenten
['®1]Gluco-RGD, erfolgte eine 10 minditige Inkubation der Zellen M21 bei 37°C mit der
Substanz S247 beziehungsweise P-004 in unterschiedlichen Konzentrationen. Zum
Vergleich dienten Zellen M21 unter 37°C, die nur den jeweiligen Tracer erhielten. Die
Aufnahme der mit den Substanzen vorbehandelten Zellproben wurde zu den
unblockierten Zellansatzen ins Verhaltnis gesetzt und in Prozent angegeben. Es zeigte
sich sowohl unter der Substanz S247 als auch unter P-004 eine dosisabhéngig
verminderte Aufnahme von ['?]Gluco-RGD (siehe Abb. 6a/b). Bei einer Konzentration
von 50 UM lag die verbliebene Anreicherung der Aktivitat unter S247 bei 13,14 + 6,45
(2,15)% beziehungsweise bei 15,39 + 7,69 (3,25)% unter P-004. Im Vergleich dazu
betrug die Aufnahme bei Zellen der Linie M21-L 22,75 + 10,47 (3,70)%. Unter einer
Dosisreduktion der Blockadesubstanzen konnte ein Anstieg der Traceraufnahme
nachgewiesen werden. Unter 0,05 uM S247 lag die Anreicherung bei 48,69 + 17,67
(3,53)%, unter 0,05 uM P-004 bei 59,87 + 28,98 (8,37)%. Auch bei einer Konzentration
von nur 0,005 uM lieB sich noch eine signifikante Blockade von knapp 30% unter S247
sowie unter P-004 zeigen. Der Uptake betrug 71,04 = 29,57 (6,78)% (S247)
beziehungsweise 72,04 + 16,24 (5,14)% (P-004). Da sich auch unter hohen
Blockadekonzentrationen der Substanzen eine Restaufnahme von circa 15%
nachweisen lieB und die als Negativkontrolle eingesetzte Linie M21-L ebenso eine
Aktivitat von circa 20% aufzeigte, wurde daraus vermutet, dass dieser Anteil der
Radioaktivitét rezeptorunspezifisch internalisiert wird. Aus diesem Grund wurde in der
Auswertung der 15% Wert als Nullpunkt definiert und aus der daraus folgenden
Darstellung der ICso Wert graphisch ermittelt. Im Bezug auf die Substanz S247 betrug
dieser circa 10 nM, far P-004 lag er mit circa 30 nM etwas héher.
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Abb. 6a

Aufnahme der Aktivitdt nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit
['**11Gluco-RGD nach Vorbehandlung mit der Substanz S247
(50/5/1/0,5/0,1/0,05/0,005/0,001 uM). Jeder Datenpunkt wurde durchschnittlich in vier
Experimenten a drei bis funf Proben bestimmt. Die Aufnahme unter Blockade wurde auf die
unblockierte Kontrolle bezogen und in Prozent dargestellt.

Angabe als Mittelwert + SEM.
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Abb. 6b

Aufnahme der Aktivitdt nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit
['®I]Gluco-RGD nach Vorbehandlung mit der Substanz P-004 (50/5//0,5/0,05/0,005 pM).
Jeder Datenpunkt wurde durchschnittlich in drei Experimenten & drei bis funf Proben
bestimmt. Die Aufnahme unter Blockade wurde auf die unblockierte Kontrolle bezogen und in
Prozent dargestellt.

Angabe als Mittelwert + SEM.
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Neben dem Tracer ['*I]Gluco-RGD wurde exemplarisch ebenso ['®F]Galacto-RGD in
einzelnen Versuchen eingesetzt. Es bestatigte sich die dosisabhangige Blockade der
Traceraufnahme durch die Substanzen S247 und P-004 (siehe Abb. 7).

Unter der Dosis von 5 pM zeigte sich eine eindeutige Rezeptorblockade mit einer
verbliebenen Internalisierung von 6,78 + 3,91 (2,26)% unter S247 beziehungsweise
von 10,12 + 542 (3,13)% unter P-004. Bei niedrigeren Konzentrationen der
Antagonisten stieg die Traceraufnahme an. Sie lag jedoch auch bei einer Dosierung
von 0,05 uM bei nur 47,62 £ 12,07 (6,97)% (S247) beziehungsweise bei 66,64 + 6,84
(3,95)% (P-004). Dieser Unterschied war statistisch signifikant.
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Abb. 7

Aufnahme der Aktivitdt nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit
[*®F]Galacto-RGD nach Vorbehandlung mit den Substanzen $247 und P-004 (0,05/0,1/0,5/5
uM). Ein Datenpunkt wurde in einem Experiment a drei Proben bestimmt. Die Aufnahme
unter Blockade wurde auf die unblockierte Kontrolle bezogen und in Prozent dargestellt.

Angabe als Mittelwert + SEM.
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3.1.3.2 Dauer der Bindung der Substanz S247 an den Rezeptor

Um die Dauer der Rezeptorblockade durch S247 zu bestimmen, wurden die Zellen
M21 vor Zugabe des Tracers ['*[)Gluco-RGD einem Spiilvorgang unterzogen. Es
wurden Zellen sowohl Uber einen Zeitraum von 10 Minuten als auch Uber 24 Stunden
mit 1 uM S247 inkubiert und anschlieBend mit PBS gewaschen, um nicht stabile
Bindungen zu l6sen. Zum Vergleich dienten unblockierte Proben sowie Zellen, die 10
Minuten mit 1 uM S247 inkubiert, aber nicht gewaschen wurden.

Es zeigte sich, dass all jene Zellproben, die gewaschen wurden, keine Blockade des
Rezeptors mehr aufwiesen (siehe Abb. 8). Im Gegensatz zu Proben, die nicht gespult
wurden und mit einer Aktivitdtsaufnahme von 30,02 + 16,27 (7,28)% signifikant
blockiert waren, lag die Internalisierung bei 127,01 + 13,78 (6,16)% (24 Stunden
Inkubationszeit) im Vergleich zu nicht blockierten Zellen. Es lieB sich keine signifikante
Abhangigkeit von der vorausgegangenen Inkubationszeit mit der Substanz S247

nachweisen.
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Abb. 8

Aufnahme der Aktivitdt nach Inkubation (120 Minuten) von Melanomzellen M21 mit
['*®1I]Gluco-RGD nach Vorbehandlung mit der Substanz S247 (1 uM). Darstellung der
Bindungsfestigkeit der Substanz nach 10 Minuten beziehungsweise 24 Stunden Inkubation
mit anschlieBender PBS-Spulung. Jeder Datenpunkt wurde in einem Experiment & finf
Proben bestimmt. Die Aufnahme unter Blockade wurde auf die unblockierte Kontrolle
bezogen und in Prozent dargestellt.

Angabe als Mittelwert + SEM.
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3.2 Tierexperimente

3.2.1 Tumormodell

FOr die in-vivo Untersuchungen wurden die Tumormodelle M21 sowie zur
Untersuchung des Rezeptorstatus auf tumorinduzierten GefaBen die Zellen der Linie
A431 verwendet. Nach zwei bis drei Wochen zeigten sich an der Injektionsstelle
deutlich subkutan liegende Tumoren. Zum Versuchszeitpunkt schwankte die
Tumormasse bei den Tieren zwischen 0,2 g und 1,3 g. Ein Teil der gréBeren Tumoren

wies Nekrosen auf.
3.2.2 Biodistribution von ['®F]Galacto-RGD nach intravendser Injektion

Bei beiden Modellen wurde die Tracerverteilung mittels Biodistribution nach 120
Minuten ohne Rezeptorblockade sowie nach Vorbehandlung mit 50 mg/kg der
Substanz S247 ermittelt. Ein Teil der Mause mit Melanom 21 erhielt statt S247 die
Substanz P-004 in gleicher Dosierung. Die Injektion von S247 und P-004 erfolgte 10
Minuten vor der des Tracers. Die Biodistributionsdaten wurden in Tabelle 2 dargestellt.

Nach 120 Minuten zeigte sich in beiden Tumormodellen eine geringe Konzentration
der Aktivitat in Blut und Muskel, was auf eine rasche renale Ausscheidung des Tracers
sowie auf eine nur geringe Expression des Rezeptors zurlckzuflhren ist. Die
Konzentration betrug beim Melanom M21 im Blut 0,09 %ID/g, im Muskel 0,21 %ID/g.
Unter Vorbehandlung mit S247 nahm die Aktivitat im Muskel um 76% auf 0,05 %ID/g
ab, im Blut veranderte sie sich mit 0,10 %ID/g unwesentlich. Unter der Substanz P-004
verringerte sich ebenso die gemessene Aktivitat im Muskel um 86% auf 0,03 %ID/g, im
Blut um 45% auf 0,05 %ID/g.

Bei Tieren mit A431 verhielt es sich ahnlich. Unter Blockade nahm die Konzentration
im Blut von 0,10 %ID/g auf 0,02 %ID/g ab, im Muskel um 83% von 0,34 %I|D/g auf 0,02
%ID/g. In beiden Modellen lieB sich mit 2,38 %ID/g (Melanom M21) und 1,94 %ID/g
(A431) eine hohe Aktivitatsanreicherung im Tumor nachweisen, was zu einem hohen
Tumor/Blut Quotient von 26,44 (M21) beziehungsweise 19,4 (A431) flihrte.
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Sowohl unter 50 mgkg S247 als auch unter P-004 verringerte sich die
Traceraufnahme im Tumor M21 signifikant jeweils um 95% auf 0,12 %ID/g mit einem
Tumor/Blut Quotient von 1,2 (S247) beziehungsweise 2,4 (P-004). Die Anreicherung
der Aktivitat im Tumor A431 nahm unter der Blockade mit S247 ebenso signifikant um
90% auf 0,20 %ID/g ab. Die Rezeptorblockade durch die Substanzen lieB sich somit in

beiden Tumormodellen nachweisen.

Tab. 2

Anreicherung der Aktivitat von ['®F]Galacto-RGD nach 120 Minuten in Nacktmausen mit
Melanom M21 und A431; Vorbehandlung mit 50 mg/kg der Substanz $247 (M21, A431)
sowie der Substanz P-004 (M21).

Angabe als Mittelwert + Standardabweichung in %ID/g.

M21 A431
swrmo| Opgie | Sneks | Snote | opste | omevs
Blut 0,09+0,02| 0,10+0,10| 0,05+0,01| 0,10+0,06 | 0,02 + 0,01
Muskel 0,21 +0,06 | 0,05+0,03| 0,03+0,02| 0,34 +0,17 | 0,02 = 0,01
Tumor 2,38+0,26 | 0,12+0,07| 0,12+0,02| 1,94+0,35| 0,20 £0,05
Tumor/Blut 26,4 1,2 2,4 19,4 10

Nachdem in diesen ersten Experimenten gezeigt werden konnte, dass S247 und P-
004 in hoher Dosierung die Tumoraufnahme von Galacto-RGD nahezu vollstéandig
blockieren kdnnen, wurde in einem nachsten Experiment die Dosisabhangigkeit der
Rezeptorblockade untersucht. Flr diese Untersuchungen wurde Mausen mit M21
Tumoren vor der Injektion von ['®F]Galacto-RGD die Substanz S247 in der Dosierung
von 0,05 mg/kg, 0,5 mg/kg und 5 mg/kg intravends injiziert. Die Biodistributionsdaten
120 Minuten nach Tracerverabreichung wurden in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Anreicherung der Aktivitdt von [*®F]Galacto-RGD nach 120 Minuten in Nacktmausen mit
Melanom M21 ohne Blockade sowie nach Vorbehandlung mit der Substanz S247 (0,05
mg/kg, 0,5 mg/kg, 5 mg/kg).

Angabe in Mittelwert + Standardabweichung in %ID/g.

5247 0 mg/kg 0,05 mg/kg 0,5 mg/kg 5 mg/kg
(n=2) (n=3) (n=3) (n=3)
Blut 0,08 £ 0,01 | 0,055 +0,003 | 0,026 + 0,002 0,04 + 0,01
Muskel 0,11 £ 0,01 0,09 £ 0,03 0,05 £ 0,05 0,03 £0,02
Tumor M21 1,25 £ 0,04 0,75 +0,29 0,25 £ 0,06 0,16 £ 0,09
Tumor/Blut 15,6 12,5 8,3 4,0

Es zeigte sich wiederum eine geringe Konzentration der Aktivitat in Blut und Muskel,
welche unter Blockade von 0,08 %ID/g auf Werte von 0,055 %ID/g bis 0,026 %ID/g
abnahm. Dies war jedoch nicht klar dosisabhangig.

Im Tumor reduzierte sich die Aufnahme der Aktivitat von 1,25 %ID/g (0 mg/kg) auf
0,75 %ID/g (0,05 mg/kg), 0,25 %ID/g (0,5 mg/kg) sowie auf 0,16 %ID/g (5 mg/kg). In
diese Reihe flgte sich auch das Ergebnis unter der Dosierung von 50 mg/kg mit 0,12
%ID/g sehr gut ein. Die Abnahme der Aktivitatsanreicherung war unter 0,5 mg/kg und
5 mg/kg signifikant. Insgesamt konnte eine Dosisabhangigkeit deutlich gezeigt werden
(siehe Abb. 9). Der Tumor/Blut Quotient verringerte sich dosisabhangig von 15,6 auf
Werte von 4,00-8,33.
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Abb. 9

Anreicherung der Aktivitdt von ['®F]Galacto-RGD in Tumoren der Linie M21 nach 120
Minuten in Abh&ngigkeit der Dosierung der Substanz S247 in den Konzentrationen 0,05
mg/kg, 0,5 mg/kg, 5 mg/kg und 50 mg/kg. Die Werte wurden auf unblockierte Tumoren M21
bezogen (=100%).

3.2.3 In-vivo Darstellung der Anreicherung von ['®F]Galacto-RGD mittels
Kleintier-PET

Es wurden von den Mausen mit Melanom M21 und dem Karzinom A431 in einem
Kleintier-PET transaxiale Bilder durch den Tumor angefertigt. Dies erfolgte 90 Minuten
nach Injektion des Tracers. Sowohl M21 als auch A431 zeigten eine deutliche
Anreicherung der Aktivitat in der rechten Flanke (siehe Abb. 10 und 11). Es bestatigte
sich ein hoher Tumor/Hintergrund Quotient, wie er auch aus den Daten der
Biodistribution hervorging. Er betrug beim Melanom M21 (n=23) 3,20 + 0,44, bei der
Linie A431 (n=7) 3,56 + 0,62.

Darlber hinaus wurden von einem groBen Teil der Tiere am darauf folgenden Tag
nochmals Bilder angefertigt. Sie erhielten zum Vergleich 10 Minuten vor Injektion des
Tracers die Blockadesubstanz S247 beziehungsweise P-004 in unterschiedlichen
Konzentrationen. Tieren mit dem Karzinom A431 wurden 50 mg/kg S247 injiziert,
Mause mit Melanom M21 wurden mit S247 in den Konzentrationen 50 mg/kg, 5 mg/kg,
0,5 mg/kg, 0,05 mg/kg sowie mit 50 mg/kg P-004 vorbehandelt. In Tabelle 4 wurde der
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Tumor/Hintergrund Quotient unter Blockade dargestellt und mit der unblockierten

Aufnahme verglichen.

Tab. 4

Anreicherung von ["®F]Galacto-RGD in Tieren mit Melanom M21 und A431, dargestellt im
Kleintier-PET 90 Minuten p. i. sowohl ohne Blockade als auch nach Vorbehandlung mit der
Substanz S247 beziehungsweise P-004.

Angabe als Tumor/Hintergrund Quotient, Mittelwert + Standardabweichung.

M21

S247 Ohne Blockade Nach Blockade Signifikanz
50 mg/kg (n=4) 3,22 + 0,43 0,93 £ 0,23 p<0,05
5 mg/kg (n=3) 3,19 + 0,21 1,13+ 0,51 p=0,05
0,5 mg/kg (n=3) 3,49 £ 0,56 0,86 £ 0,14 p=0,05
0,05 mg/kg (n=3) 2,64 £0,19 1,83 +0,28 p=0,05

P-004
50 mg/kg (n=4) 3,52 + 0,65 1,28 + 0,27 p=0,05
A431

S247 Ohne Blockade Nach Blockade Signifikanz
50 mg/kg (n=3) 4,12 £ 0,50 1,85+ 0,26 p<0,05

Die Substanz S247 fihrte bei Melanom M21 beziehungsweise bei A431 in der
Konzentration 50 mg/kg zu einer signifikanten Abnahme des Tumor/Hintergrund
Quotienten um 71% von 3,22 auf 0,93 beziehungsweise um 55% von 4,12 auf 1,85.
Ebenso verringerte sich dieser in Tieren mit Melanom M21 um 65% von 3,19 auf 1,13
(5 mg/kg) beziehungsweise um 74% von 3,49 auf 0,89 (0,5 mg/kg). Auch in der
niedrigen Dosierung von 0,05 mg/kg konnte noch eine Blockade von circa 30% im PET

festgestellt werden.

Unter der Substanz P-004 (50 mg/kg) zeigte sich ebenfalls eine Abnahme des
Tumor/Hintergrund Quotienten um 64% von 3,52 auf 1,28, die statistisch grenzwertig

signifikant war.
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In den Abbildungen 10a/b wurde eine Auswahl von Bildern der M&use unter
Vorbehandlung der Substanzen P-004 und S247 in unterschiedlichen Konzentrationen
dargestellt. Die Traceranreicherung in der Tumorregion ist klar abhangig von der

Dosierung der Blockadesubstanz.

Melanom M21 - Vorbehandlung mit S247
0,05 mg/kg (S247)

0,5 mg/kg (S247)

i ’ #  omgikg (5247)
f

Gallenblase

5 mg/kg (S247)

50 mg/kg (S247)
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Melanom 21 — Vorbehandlung mit P-004

0 mg/kg P-004 50 mg/kg P-004

Abb. 10 a/b

Transaxiale Bilder einer Maus, welche den Tumor Melanom M21 an der rechten Flanke
ausbildete, mittels eines Kleintier-PETs. Darstellung der Anreicherung in a,fs-positivem
Tumorgewebe 90 Minuten nach  Tracerinjektion.  Vorbehandlung mit  den
Blockadesubstanzen $247 (0, 0,05, 0,5, 5, 50 mg/kg) (a) und P-004 (50 mg/kg) (b).

Epidermoidzellkarzinom A431 - Vorbehandlung mit S247

0 mg/kg (S247) 50 mg/kg (S247)

Abb. 11

Transaxiale Bilder einer Maus, welche den Tumor A431 an der rechten Flanke ausbildete,
mittels eines Kleintier-PETs. Darstellung der Anreicherung in TumorgefaBen 90 Minuten
nach Tracerinjektion. Vorbehandlung mit der Substanz $S247 (50 mg/kg)
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4 Diskussion

Diese Arbeit zeigt, dass es mit Hilfe radioaktiv markierter RGD-Peptide méglich ist, den
o83 Rezeptorstatus von Geweben nicht-invasiv darzustellen. Durch in-vitro
Untersuchungen zum Uptake von ao,Bs-positiven Zellen M21 konnte eine
rezeptorvermittelte  Internalisierung der Tracer ['®I]Gluco- beziehungsweise
['®F]Galacto-RGD nachgewiesen werden. Die zelluldre Aufnahme beider RGD-Peptide
lieB sich durch die peptidomimetischen a3 Liganden S247 und P-004 dosisabhangig
blockieren. In den darauf aufbauenden in-vivo Studien zur Bildgebung mittels
['8F]Galacto-RGD und PET zeigte sich diese Methodik als geeignet, die Blockade des
a,Bs Integrins durch therapeutische Dosen von S247 und P-004 quantitativ zu
erfassen. Aufgrund der Bedeutung, welche dem a,83 Rezeptor in der Neoangiogenese
und Tumorausbreitung zukommt, ergeben sich neue, viel versprechende
Méglichkeiten im klinischen Einsatz dieser Methode zur Therapieplanung und
Therapiekontrolle: Vor einer Therapie mit a,f3 Liganden kann die Expression des a,f33
Integrins durch PET-Untersuchungen mit ['®F]Galacto-RGD nicht-invasiv dargestellt
werden und so Patienten flr dieses Therapieverfahren ausgewahlt werden. Nach
Einleitung der Therapie kann dann die Blockade des a,83 Integrins Uberprift und
gegebenenfalls die Dosis der a,83 Antagonisten erhéht werden.

4.1 In-vitro Versuche

Die Grundlage dieser Arbeit beruht auf der Nachweismdglichkeit des a,f3 Rezeptors
in-vitro mittels Markierung durch radioaktive, RGD-haltige Tracer. Fir die Versuche
wurden a,Bs-positive Zellen der Linie Melanom M21 sowie a,-negative Zellen M21-L
als Kontrolle verwendet. Die positive Rezeptorexpression der Linie M21 spiegelte sich
vergleichbar zu bekannten Untersuchungsergebnissen in einer hohen intrazellularen
Aufnahme von '®lod markiertem Gluco-RGD von durchschnittlich 2,17 %Aktivitdt/mg
wider. Die Linie M21-L, welcher durch die ungenltgende Ausbildung der a, Kette die
essentielle Bindungsstelle fiir RGD fehlt (Cheresh, D. et al. 1987a, S.1434), wies
dagegen eine um circa 77% geringere Internalisierung des Tracers auf. Vergleichbare
Ergebnisse zeigten sich in den Untersuchungen zu den peptidomimetischen a,Bs3
Rezeptorantagonisten S247 und P-004. Schon eine Dosierung von 5 uMol fiihrte zu
einer signifikanten Blockade des Uptakes bis zu 80% (Gluco-RGD) beziehungsweise
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90% (Galacto-RGD). Jedoch konnte auch unter einer Dosissteigerung keine
wesentliche Zunahme der Blockade beobachtet werden. Eine gewisse Restaufnahme

war nicht zu unterbinden.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass etwa 20% beziehungsweise 10%
der intrazellularen Aufnahme von Gluco- beziehungsweise Galacto-RGD durch einen
unspezifischen Transportmechanismus erfolgen. Der hoch-affine, mit S247 und P-004
bereits in nanomolarer Konzentration inhibierbare Transport, ist dagegen mit hoher
Wahrscheinlichkeit a,Bs-vermittelt. Die Internalisierung des a,B3 Integrins nach
Bindung von Liganden wurde in mehreren aktuellen Studien beschrieben
(Balasubramanian 2004, S.42214, Roberts et al. 2004, S.1505).

Da die Aufnahme von Galacto- und Gluco-RGD durch M21-L Zellen in etwa der durch
S247 und P-004 nicht blockierbaren Radioaktivititsaufnahme von M21 Zellen
entspricht, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich dabei um einen
rezeptorunabhangigen Transportprozess handelt. Eine andere Erklarungsmdglichkeit
ware eine Restexpression des a,f3 Integrins durch M21-L Zellen. So wurde von Allman
et al. (2000, S.410) beschrieben, dass in seiner verwendeten Zelllinie M21-L eine
Restauspragung des Rezeptors von circa 25% im Vergleich zu M21 bestand. Jedoch
lieB sich diese Mdglichkeit bei den hier verwendeten Zellen M21-L immunhistologisch
sowie durch Western Blots ausschlieBen (Haubner et al. 2005, S.247). Es waére
ebenso mdglich, dass sich die radioaktiv markierten Tracer bei Temperatur- oder pH-
Schwankungen destabilisieren und freies '®lod sowie '®Fluor durch lonenkanale in
das Zellinnere diffundiert. Dagegen spricht jedoch die Tatsache, dass bei in-vivo
Studien keine vermehrte Aktivitdt in der Schilddrise oder im Knochen gemessen
werden konnte, wozu freies '®Fluor oder '*lod fiihren wiirde (Haubner et al. 2001a,
S.331, Haubner et al. 2001b, S.1784). Dariber hinaus ist die Uberlegung mit
einzubeziehen, dass Tumorzellen einen erhbéhten Glukosestoffwechsel aufweisen, was
zu einer vermehrten intrazellularen Aufnahme von gykolysierten RGD-Peptiden wie
Gluco- beziehungsweise Galacto-RGD Uber Glukosetransporter fihren kann. Wie von
Vabuliene (2004) jedoch demonstriert wurde, zeigten sich bei M21 Zellen keine
Unterschiede in der Internalisierung von Gluco-RGD und einem cRGDyV-Peptid,
welches kein Zuckermolekul enthélt.
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Dass es sich bei der Aufnahme von Gluco- und Galacto-RGD um einen aktiven
energieabhangigen Prozess handelt, konnte durch die starke Temperaturabhéngigkeit
der Traceraufnahme nachgewiesen werden. Hierzu wurde die Internalisierung des
Tracers unter 37°C sowie unter 4°C gemessen. Sowohl unter Verwendung von
['®]Gluco-RGD als auch von ['®F]Galacto-RGD lieB sich ein um 82%
beziehungsweise 72% signifikant verminderter intrazellularer Uptake bei einer
Temperatur von 4°C nachweisen. Ahnliche Beobachtungen im Bezug auf die
Temperaturabhangigkeit der Aufnahmefahigkeit durch die Linie M21 wurden auch von
Castel et al. (2001, S.1615) gemacht. In dieser Arbeit, in welcher die Endozytose von
cRGD-Peptiden und eines a, Antikérpers 17E6 durch M21 beziehungsweise M21-L
Zellen untersucht wurde, kam man jedoch zu der Schlussfolgerung, dass der
Antikérper a,fs-rezeptorspezifsch, die cRGD-Peptide dagegen rezeptorunabhangig
aufgenommen werden. So wiesen die Zellen der Linie M21-L verglichen zu M21 unter
37°C eine ebenfalls hohe Internalisierung des verwendeten [*H]JcRGD auf. Im
Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit wurden jedoch um mehr als 1 Million
héhere Konzentrationen des cRGD-Peptids von circa 10 uM/ml eingesetzt, was dazu
fihrte, dass der Rezeptor bereits gesattigt war und damit der unspezifische Uptake
deutlich Uberwog. In den hier verwendeten niedrigen Konzentrationen dagegen ist die
Internalisierung a,Bs-abhangig, wie sich an der differierenden Aufnahme von M21 und
M21-L zeigt. Der rezeptorunspezifische Uptake spielt in diesem Fall nur eine geringe
Rolle.

Interessanterweise fand sich kein signifikanter Unterschied in der Bindung von
['**I]Gluco-RGD und ['®F]Galacto-RGD auf der Oberflache von M21 verglichen zu
M21-L. Die Ursache hierfir liegt vor allem in der stark eingeschrankten
Reproduzierbarkeit der Untersuchungen. Aus der Uberlegung heraus, dass die a,B3
Rezeptorbindung von bivalenten Kationen wie Ca,,, Mg, oder auch Mn,, abhangig ist
(Smith et al. 1988, S.18726, Smith et al. 1994, S.960, Plow 2000, S.21785, Legler et
al. 2001, S.1545), wurde ein speziell angereicherter Bindepuffer zur Spllung der
Zellen verwendet, worunter stabilere Werte als unter PBS erzielt wurden. Auch Lanza
et al. (1997, S.230) sowie Schraa et al. (2002, S.469) konnten unter dem Einsatz von
bivalenten Kationen eine hdhere Zelloberflachenbindung von RGD-Peptiden
nachweisen. Der spezielle Puffer kdnnte auch eine Erklarung dafiir sein, dass in den
hier vorliegenden Ergebnissen die Oberflachenbindung im Durchschnitt circa 10%
héher als die Internalisierung lag, wahrend van Hagen et al. (2000, S.186) in ihrer
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Arbeit eine dreifach  héhere intrazellulare  Aufnahme  verglichen  zur
Oberflachenbindung angeben. In dieser Arbeitsgruppe wurde jedoch PBS zum Spllen

verwendet.

Das Problem der Streuung der Ergebnisse konnte jedoch auch durch den speziellen
Puffer nicht ausreichend beeinflusst werden. Aus diesem Grund wurde in folgenden
Experimenten zur Blockierbarkeit von a,B3 die Oberflachenbindung zwar gemessen,

jedoch nur der intrazellulare Uptake fur die Auswertungen herangezogen.

Der ICso Wert fiir die Blockade der Aufnahme von Gluco-RGD lag fir S247 bei 10 nM,
far P-004 mit circa 30 nM etwas héher. Im Vergleich dazu geben Reinmuth et al.
(2003, S.2079) einen ICso von 0,4 nM fir S247 an. Dieses Ergebnis wurde an a,fs-
positiven HEK293 Zellen in-vitro ermittelt. Auch Shannon et al. (2004, S.135)
bestatigen in ihren Studien einen durchschnittlichen ICso von 0,4 nM, ebenfalls an der
Linie 293.

Diese gewisse Diskrepanz hat mehrere mdgliche Ursachen. Zum einen muss
berlcksichtigt werden, dass unterschiedliche Zelllinien verwendet wurden. Zum
anderen wurde in den erwdhnten Studien ein Solid-phase Assay eingesetzt.
AuBerdem schlieBen die Untersuchungen zur Rezeptorantagonisierung durch S247
sowohl die Bindung auf der Zelloberflache als auch die Aufnahme in die Zellen mit ein.
In der hier vorliegenden Arbeit jedoch wurde ausschlieBlich die Blockade der
Internalisierung flr den 1Cso.Wert herangezogen. Erwahnenswert ist auch, dass
Shannon et al. (2004, S.129) Mn,, schon dem Inkubationsmedium zusetzten, was die
primare Bindungskraft des Rezeptors steigert. In den hier vorliegenden Experimenten
dagegen wurde Mny, nur beim Spilen verwendet, um die Bindung sekundéar zu
erhéhen. Es liegen somit deutliche Unterschiede im Versuchsaufbau vor, die einen
Vergleich erschweren.

Wie sich in den Experimenten zur Stabilitdt der Bindung von S247 an den o,B3
Rezeptor zeigte, lieB sich die Substanz schnell mittels PBS auswaschen, was sich in
einer fehlenden Blockade widerspiegelte. Dies wurde auch nicht durch eine
Verlangerung der Inkubationszeit mit S247 auf 24 Stunden verbessert. Somit ergeben
sich keine Hinweise daflr, dass S247 kovalent an das a,83 Integrin bindet oder die

Expression oder Stabilitit des Integrins beeinflusst. Ubertragen auf in-vivo Versuche
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ist aufgrund dieser Tatsache ein mdéglichst stabiler Serumspiegel der Substanzen
notwendig, um die Ligandenbindung des a,B3 Integrins zu inhibieren.

4.2 In-vivo Versuche

Ziel der Experimente war es zu untersuchen, inwieweit die in-vitro gemachten
Beobachtungen durch in-vivo Untersuchungen bestatigt werden kénnen und sich damit
auch eine Mdglichkeit fir den klinischen Einsatz ergibt. In den PET-Studien konnte bei
Tieren, die Tumoren der Linie M21 ausbildeten, eine deutlich sichtbare Anreicherung
des i. v. injizierten ['®F]Galacto-RGD in der Tumorregion nachgewiesen werden. Der
Tumor/Hintergrund Quotient betrug durchschnittlich zwischen 2,64 und 3,52. Bei
Tieren, in welchen Tumore der Linie A431 implantiert wurden, zeigte sich ebenfalls ein
hoher mittlerer Quotient von 4,12. Vergleichbare Werte wurden auch von Haubner et
al. ermittelt (2001b, S.1782). In dessen Studien zur Linie M21 lag der
Tumor/Hintergrund Quotient bei 5,7. Als Kontrolle wurden in dieser Arbeit Tiere mit

M21-L verwendet, wobei hier der Quotient 1,2 betrug.

Im Vergleich zu den ebenfalls rezeptornegativen Zellen der Linie A431 stellt sich also
die Frage, weshalb diese Tumore trotz allem ein Vielfaches an Aktivitat anreichern.
Schon von Felding-Haberman et al. (1992, S.2019) wurde ein deutlich langsameres
Wachstum von M21-L Zellen im Vergleich zu M21 in-vivo beschrieben. Wahrend die
subkutane Injektion von 10° Zellen der Linie M21 in drei von finf Mausen zu einem
raschen Tumorwachstum flhrte, konnte dies fiir M21-L auch nach einer Zeit von sechs
Wochen nicht beobachtet werden. Erst nach einer Injektion der flinffachen Zellmenge
kam es in zwei von fanf Tieren zu einem langsamen Tumorwachstum. Im
Zusammenhang mit dem reduzierten Wachstum ist auch eine verminderte
Angiogenese zu erwarten, woraus folgt, dass sich Endothelzellen nur in geringem
AusmalfB in aktiviertem Zustand befinden. So konnte in immunhistologischen Studien
sowie mittels Western Blot keine Bz Kette in TumorgefaBen der Linie M21-L
nachgewiesen werden, was diese Vermutung bestéatigt (Haubner et al. 2005, S.248).
Zellen der Linie A431 dagegen haben ein hohes Angiogenesepotential und zeigen ein
rasches Wachstum. So konnte in der vorliegenden Arbeit nach einer subkutanen
Injektion von 2 x 10° Zellen A431 nach vier Wochen ein Tumor von durchschnittlich 0,4

g gemessen werden. Im Zusammenhang mit der Angiogenese zeigten Haubner et al.
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(2005, S.248) in ihrer Arbeit eine deutliche Auspragung von a,3 Integrin auf aktivierten
Endothelzellen im Tumorbereich von A431, worauf die Traceranreicherung

zurUckzufihren ist.

Mittels radioaktiv markiertem RGD lassen sich somit nicht nur a,Bs-rezeptorpositive
Tumoren darstellen, vielmehr kann auch die Expression des a3 Integrins auf
aktivierten Endothelzellen nachgewiesen werden. Nach Vorbehandlung mit den a,Bs-
spezifischen Antagonisten S247 und P-004 konnte in der Bildgebung eine signifikant
verminderte Aufnahme des Tracers im Tumorbereich mittels PET nachgewiesen
werden. Die Blockade der Traceraufnahme war dosisabhangig und der
Tumor/Hintergrund Quotient konnte unter entsprechend hoher Dosierung bis auf Werte
um eins reduziert werden, was bedeutet, dass keine spezifische Anreicherung mehr
stattfand. Hierzu vergleichbare Ergebnisse wurden auch unter der Substanz cyclo(-
Arg-Gly-Asp-DPhe-Val-) gemacht, obwohl sie auf einer zu S247 und P-004
unterschiedlichen Struktur basiert (Haubner et al. 2005, S.248).

Diese Tatsachen sind in vielerlei Hinsicht viel versprechend. Sie zeigen, dass die
peptidomimetischen Rezeptorantagonisten S247 und P-004 sich in der Tumorregion
beziehungsweise in Bereichen der Neoangiogenese anreichern und die Bindung der
RGD-Sequenz an a,Bs unterbinden. Die Substanz ['®F]Galacto-RGD ist dariiber
hinaus nicht nur geeignet, den Rezeptorstatus nicht-invasiv mittels PET darzustellen,
sondern auch den Grad der Blockade zu bestimmen. AuBerdem scheint dies nicht von
der Struktur der a,Bs-antagonistischen Substanz beeinflusst zu werden. Daraus
erschlieBen sich neue Mdglichkeiten fir den klinischen Einsatz, besonders was eine

mégliche Therapie, deren Planung und die Uberwachung betreffen.

Die Werte, die sich aus der Biodistribution ergaben, korrelierten sehr gut mit den
Ergebnissen der PET-Studien. So betrug die durchschnittliche Aufnahme bis zu 2,66
%ID/g (M21) sowie 1,19 %ID/g (A431), woraus sich ein Tumor/Blut Quotient bis zu
26,44 (M21) und 19,4 (A431) ergab. In der Biodistribution fiel auf, dass die
Traceranreicherung im Muskelgewebe in der Aktivitatsanreicherung durch die
Substanzen S247 und P-004 reduziert wurde, wenngleich die absolute
Tracerkonzentration bereits bei unbehandelten Tumoren sehr niedrig war. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch von Haubner et al. (2001b, S.1782) unter antagonistisch
wirksamem cyclo(-Arg-Gly-Asp-DPhe-Val) gemacht. Eine mdgliche Erklarung dafar
kénnte sein, dass der verwendete Tracer mit geringer Affinitdt neben a,fz auch an
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andere Rezeptoren wie die Integrine a,8s5 oder a3 bindet. Im Vergleich betragt der
ICso fiir ['®F]Galacto-RGD 5 nM (a,B3), 1000 nM (a.Bs) beziehungsweise 6000 nM
(apBs) (Haubner et al. 2001b, S.1782). Diese Integrine werden in unterschiedlicher
Auspragung unter anderem auf Thrombozyten, glatten Muskelzellen und ruhenden
Endothelzellen gefunden. Da von der Substanz S247 bekannt ist, dass sie ebenfalls
aBs (ICs0 1,50 nM) und a;pBs (ICso 380 nM) blockiert, wiirde dies besonders unter
hoher Dosierung eine verminderte Traceraufnahme erklaren (Shannon et al. 2004,
S.135). Eine andere Erklarungsmdglichkeit ist, dass die Ausscheidung von Galacto-
RGD durch die Vorbehandlung mit S247 oder P-004 beschleunigt wurde. Grund daflr
kdnnte eine Beeinflussung der renalen Exkretion durch die S247 und P-004 sein. Es
muss berUcksichtigt werden, dass allein durch das injizierte Volumen von
Kochsalzlésung mdglicherweise die renale Ausscheidung beeinflusst wurde. Da das
gesamte Blutvolumen der Maus nur etwa 2 ml betragt, stellt die Injektion von etwa 100
ul NaCl-Lésung durchaus eine signifikante Volumenbelastung dar, die zu einer
erhdhten glomeruldren Filtration und zu veranderten Resorptionsprozessen im

Tubulussystem der Niere fihren kann.

Aufgrund der Mdoglichkeiten, die sich durch radioaktiv markierte o83
Rezeptorantagonisten erschlieBen, wird derzeit an weiteren Substanzen gearbeitet
(Boerman et al. 2000, S.195). Das zum Beispiel von Sivolapenko et al. (1998, S.1383)
vorgestellte ®™Tc-markierte lineare Dekapeptid mit zwei RGD-Bindungsstellen scheint
in seiner Rezeptoraffinitat fraglich. Darlber hinaus ist es auch fir die Bildgebung eher
schlecht geeignet, da eine hohe Hintergrundaktivitait gemessen wurde. Dagegen
wurde fir ein "''In- beziehungsweise '°lod-markiertes diethyleletriamepentaacetic
acid (DTPA)-RGD-Analogon eine sowohl in-vitro wie auch in-vivo a,Bs-spezifische
Bindung beschrieben. Weiter scheinen diese Substanzen auch fiir eine Markierung mit
Beta-Strahlern wie °Y and '’Lu geeignet, was die therapeutischen Méglichkeiten
erweitert (van Hagen et al. 2000, S.186). Auch fiir *™Tc-, '®Re- sowie *°Y-markierte
Peptide, die auf einer cyclo-RGD-Struktur basieren, wurde eine hohe a,B; Affinitat
nachgewiesen (Haubner et al. 2003, S.189, Haubner et al. 2004, S.26). Ebenfalls auf
einer cyclo-RGD-Struktur basierend ist die Substanz ['®F]JFB-PEG-RGD, fiir welche
eine spezifische Tumoranreicherung mit einem hohen Tumor/Hintergrund Quotient im
MicroPET gezeigt wurde. Durch die Koppelung mit Polyethylenglycol konnte eine
deutliche Verbesserung der in-vivo Kinetik erzielt werden (Chen et. al 2004, S.1081).
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Dariiber hinaus wurde von Chen et al. (2005, S.271) neben des "Fluor markierten
Tracers ein mit *Cu markiertes, PEGyliertes, dimerisches RGD-Peptid, die Substanz
%Cu-DOTA-PEG-E[c(RGDyK)]2, vorgestellt. In Untersuchungen am
Bronchialkarzinom wurde eine sehr gute Eignung als PET-Tracer zur Darstellung

integrinpositiver Tumoren nachgewiesen.

Wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist es mdglich, a,Bs-positives
Gewebe mittels der PET nicht-invasiv darzustellen. Weiter wurde verdeutlicht,
inwieweit man die Bindungsfahigkeit spezieller a,8s Antagonisten mit Hilfe dieser
nuklearmedizinischen Methoden messen kann. Diese Beobachtungen sind
insbesondere interessant, wenn man sie im Zusammenhang mit Studien zur

biologischen Wirksamkeit betrachtet.

So wurde fir S247 gezeigt, dass sie die Inzidenz von Metastasen signifikant senken
kann. Tiere, welchen Kolonkarzinomzellen in die Milz injiziert wurden, wiesen unter
einer kontinuierlichen Therapie mit S247 eine geringere Anzahl von Lebermetastasen
auf als die nicht therapierte Kontrollgruppe. Dariber hinaus wurde eine deutliche
Rarefizierung von GefaBen in den Metastasen beobachtet. Der Primartumor dagegen
wurde im Wachstum nicht signifikant beeinflusst (Reinmuth et al. 2003, S.2079).

Ahnliches wird auch von Harms et al. (2004, S.119) beschrieben. Unter einer Therapie
mit S247 bildeten a,B3s-positive Mammakarzinomzellen der Linie MDA-MB 435 weniger
Knochenmetastasen aus als in der Kontrollgruppe. Interessanterweise war dieser
Unterschied nur signifikant, wenn mit der Therapie vor Inokulation der Tumorzellen
begonnen wurde. Die Wirksamkeit der Substanz liegt folglich vor allem in den ersten
Phasen des Metastasierungsprozesses, sprich in der frGhen Ansiedlung von Zellen
sowie deren Uberlebensmdglichkeit. Spatere Schritte wie Kolonisation und
Proliferation werden laut dieser Studie nur wenig beeinflusst.

Auch Shannon et al. (2004, S.129) stimmten in ihren Beobachtungen damit tberein.
Die alleinige Gabe der Substanz S247 am Tag der Tumorzellinjektion (435/HAL) fihrte
noch nach einem Zeitraum von drei Wochen zu einer signifikanten Reduktion von
Metastasen. Dies wird ebenfalls dadurch begriindet, dass die Ansiedlung von im Blut
zirkulierenden Tumorzellen in Zielorganen inhibiert wird. In dieser Arbeit wird jedoch
auch eine Wirkung auf spate Wachstumsphasen der Metastasen beschrieben, was

insbesondere auf die Beeintrachtigung der Endothelzellfunktion zuriickzufihren ist.
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In keiner dieser Studien zur Substanz S247 konnte jedoch eine Wirkung auf den
Primartumor gezeigt werden, wie man es nach den in-vitro Versuchen erwartet hatte.
Eine Ursache daftir liegt in der Heterogenitat des Tumorgewebes in-vivo. So wird unter
anderem eine gréBere Vielfalt an Wachstumsfaktoren auf den Zellen exprimiert, die

von a,fs-spezifischen Substanzen nur wenig beeinflusst werden.

Schon von mehreren Arbeitsgruppen wurde beschrieben, dass Linien von
Tumorzellen, welche das Integrin a,83 auf der Zelloberflache ausbilden, deutlich
aggressiver sind als a,Bs-negative Kontrollgruppen. Die Auspragung des a3
Rezeptors kann als ein Indikator fir den Malignitatsgrad gesehen werden. Diese
Tumore zeigen nicht nur haufig ein beschleunigtes Wachstum, sondern fallen vor
allem durch friihzeitige Ausbildung von Metastasen auf (Albelda et al. 1990b, S.6757,
Gladson et al. 1991, S.1924, Felding-Habermann et al. 1992, S.2018, Gehlsen et al.
1992, S.111, Gasparini et al. 1998, S.2625, Felding-Habermann et al. 2001, S.1853).
Besonders das Skelettsystem steht haufig an erster Stelle, wodurch sich die
Uberlebensrate deutlich verschlechtert. Eine Ursache dafiir liegt in der zusatzlichen

avBs-abangigen Stimulation der Osteoklastenfunktion.

Dies legt die Vermutung nahe, dass a,3 Antagonisten besonders effektiv auch auf die
osteolytische Metastasierung wirken. So zeigten Carron et al. (1998, S.1930) sowie
Engelman et al. (1997, S.2284) fiir die peptidomimetischen Substanzen SC68448 und
SC56631 unter deren Anwendung eine Verminderung der Knochenresorption sowie
eine Reduktion der tumorassoziierten Hypercalcamie. Darlber hinaus wurde auch eine
verminderte Neovaskularisation beschrieben. Fir S247 konnte in-vivo keine
signifikante Abnahme der Osteolyse gesichert werden, wobei in-vitro eine Stérung der
Osteoklastenfunktion beobachtet wurde (Harms et al. 2004, S.123).

Erste klinische Studien zum Einsatz von a,f3 Antagonisten wurden fiir die Substanz
Cilengitide (EMD 121974) initiiert. Flr diese Substanz, die auf der zyklischen Struktur
von RGD basiert, wurde in Tierversuchen unter einer Kombination mit
Radioimmuntherapie eine vermehrte Apoptose des Tumors gezeigt (Burke et al. 2002,
S.4263). In Patientenstudien konnte nun ein positiver Effekt auf die Tumortherapie im
Rahmen der Behandlung von Glioblastomen, kleinzelligen Bronchialkarzinomen
(Monotherapie) sowie von Pankreaskarzinomen (Kombination mit Gemcitabin)
beobachet werden (Colevas et al. 2004, S.1781, Raguse et al. 2004, S.228).
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Zusammenfassend zeigt sich, dass das a,Bs3 Integrin aufgrund seiner Rolle in
Metastasierungs- sowie Angiogeneseprozessen ein sehr viel versprechender
Angriffspunkt fir neue Therapien darstellt. Die Bildgebung mittels radioaktiver Tracer
wie ['®F]Galacto-RGD und der Postitronen-Emissions-Tomographie kann dazu einen
groBen Beitrag leisten. Dass sich mit dieser Methode nicht nur Tumore
beziehungsweise tumorinduzierte Neoangiogenese sondern auch chronische
Entziindungen nachweisen lassen, wurde eindriicklich von Pichler et al. (2005, S.184)
gezeigt. Abhangig von der Dauer der Entziindung konnte aufgrund der zunehmenden
GefaBneubildung eine vermehrte Anreicherung der Tracer nachgewiesen werden.
Hierdurch ergeben sich neue Md&glichkeiten in der Unterscheidung von chronischen

und akuten Entzindungsprozessen.

Bedeutend jedoch sind vor allem die Mdglichkeiten, die sich mit der Substanz
['8F]Galacto-RGD in der Therapieplanung und Uberwachung der unterschiedlichen
pathologischen Prozesse erschlieBen. Der Rezeptorstatus sowie dessen Blockade
kann auf diese Weise auf molekularer Ebene dargestellt werden, wie auch in dieser
Arbeit gezeigt wurde. Hierdurch kann die Beurteilung der Wirksamkeit von o,B3
Antagonisten verbessert werden. In einer ersten klinischen Studie am Patienten von
Haubner et al. (2005, S.244) zeigten sich hierzu viel versprechende Ergebnisse.
Untersucht wurden Patienten, welche zu einem Teil an metastasietem Melanom oder
Osteosarkom beziehungsweise auch an Knochenmetastasen (Nierenzellkarzinom)
oder chronischer Synovitis erkrankt waren. Mittels ['®F]Galacto-RGD und der PET
konnte eine Aktivitdtsanreicherung im Tumorgewebe dargestellt werden, wie sich
durch die etablierte Methode mittels ['®F]JFDG bestatigen lieB. Gleichzeitig zeigte sich,
dass im Gegensatz zu ['®FJFDG mit Hilfe von ['®F]Galacto-RGD eine Aussage iber
das Angiogenesepotential des Gewebes gemacht werden kann. Dies kann fiir die
Planung einer Therapie von groBer Bedeutung sein. Dass mit dieser Methode auch ein
quantitativer Nachweis einer Blockade mdglich wird, ist ein zusatzlicher Vorteil fir die
Uberwachung und Beurteilung des Therapieerfolgs, insbesondere im Hinblick auf das
breite Einsatzgebiet von a,f3 Antagonisten, welches chronische Entziindungen,
pathologische Neoangiogenese wie Retinopathien sowie maligne Tumoren und deren
Metastasen einschlieBt.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und inwieweit es mdéglich ist, den a,33
Rezeptorstatus von Zellen beziehungsweise Geweben auf molekularer Ebene in-vitro
wie auch in-vivo mittels a,Bs-spezifischer, radioaktiver Tracer darzustellen. Dazu
wurden die glykosylierten Peptide ['#I]Gluco-RGD und ['®F]Galacto-RGD als Marker
eingesetzt. Unter Anwendung dieser Untersuchungsmethode wurde dariber hinaus
die Blockade des a,f3 Integrins durch zwei peptidomimetische Antagonisten, S247
und P-004, quantitativ erfasst.

Flr die Experimente wurden a,fs-positive Melanomzellen M21, zur Negativkontrolle
die Zellinie M21-L gewahlt. Die rezeptornegative Linie A431, ein
Plattenepithelkarzinom, diente zur Induktion von Neoangiogenese in-vivo, wodurch
aktivierte Endothelzellen auf ihre Rezeptorexprimierung gepruft werden konnten.

In den in-vitro Versuchen, die in Zellsuspension durchgeflhrt wurden, zeigte sich eine
signifikante, a,Bs-spezifische Internalisierung der Tracer, was sich in einer
durchschnittlichen intrazellularen Aktivitatsanreicherung von 2,17 %Aktivitdt/mg flr
['®1]Gluco-RGD und 0,38 %Aktivitdt/mg fiir Galacto-RGD widerspiegelte. Unter einer
Absenkung der Temperatur von 37°C auf 4°C wurde die Aufnahme um circa 80%
reduziert. Dies belegt, dass es sich bei der Internalisierung um einen aktiven Prozess
und keinen Diffusionsvorgang handelt. Sowohl S247 als auch P-004 reduzierte
signifikant die intrazellulare Aufnahme von Gluco- und Galacto-RGD. Die Blockade der
Traceraufnahme war dosisabhangig und rasch reversibel. In den in-vivo Studien
wurden tumortragende Mause mittels Kleintier-PET und ['®F]Galacto-RGD untersucht.
Es zeigte sich eine signifikante Signalanreicherung in den Tumorgebieten mit einem
hohen Tumor/Hintergrund Quotient von durchschnittlich 3,22 + 0,43 (M21)
beziehungsweise 4,12 £ 0,50 (A431). Durch die Antagonisten S247 sowie P-004
konnte diese Anreicherung nahezu vollstdndig unterbunden werden. Diese mittels PET
nicht-invasiv gemachten Beobachtungen konnten durch invasive Messungen der
Aktivitatskonzentration im Tumorgewebe mittels eines Gamma-Counters bestatigt

werden.
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Durch die nicht-invasive Darstellung des a,8; Integrins unter Anwendung von
radioaktiv markierten Tracern und der PET erschlieBen sich neue Mdéglichkeiten in der
Behandlung von Tumoren und der pathologisch gesteigerten Angiogenese bei
anderen Erkrankungen. Vor einer Therapie mit a,33 Liganden kann die Expression des
aBs Integrins durch PET-Untersuchungen mit ['®F]Galacto-RGD nicht-invasiv
dargestellt werden. Auf diese Weise ist es moglich, geeignete Patienten fir dieses
Therapieverfahren auszuwéahlen. Nach Einleitung der Therapie kann dann die
Blockade des a3 Integrins Uberprift und gegebenenfalls die Dosis der a,ps3
Antagonisten angepasst werden.
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