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1 EINLEITUNG

1.1 Hintergrund und Motivation der vorliegenden Arbeit

Die Behandlung von Tumorerkrankungen gehort derzeit zu den groten medizinischen Herausfor-
derungen. Im Jahr 2020 erkrankten weltweit 19,3 Millionen Menschen an Krebs, 10 Millionen
starben an dessen Folgen. Bis zum Jahr 2040 prognostiziert die Internationale Agentur fiir Krebs-
forschung einen Anstieg der Fallzahlen um 47 % [1]. Diese Statistiken unterstreichen die Bedeu-
tung der Weiterentwicklung der Pravention, der Diagnostik, der Therapie und der Nachsorge von
Tumorerkrankungen. Die vorliegende Arbeit widmet sich priméar der Optimierung der Diagnostik,
besitzt moglichweise aber auch das Potenzial, die Langzeitnachsorge fiir Patienten zu verbessern.
Traditionell erfolgen die Diagnose und die Stadieneinteilung onkologischer Erkrankungen mit
Hilfe verschiedener Bildgebungsverfahren (z. B. Computertomographie (CT), Magnetresonanzto-
mographie (MRT), Positronen-Emissionstomographie (PET)) oder mit Hilfe von Biopsien. Die in
Bildgebungsverfahren sichtbaren morphologischen Verédnderungen treten erst nach Verdnderun-
gen auf zelluldrer Ebene auf, die nur iiber eine invasive Biopsie detektiert werden konnen.

Zur Verbesserung der diagnostischen Aussagekraft von Bildgebungsverfahren hat in den vergan-
genen beiden Dekaden die Forschung im Bereich der molekularen Bildgebung an Bedeutung ge-
wonnen [2]. Die molekulare Bildgebung charakterisiert Strukturen auf zelluldrer und molekularer
Ebene. Sie erfasst somit ursichliche oder treibende Komponenten — statt deren Ergebnis [3]. Lie-
Ben sich diese nicht- oder minimal-invasiven Methoden in der Klinik etablieren, wiren eine frithere
Detektion, ein umfassendes Staging, optimierte Therapieentscheidungen sowie ein verbessertes
Monitoring von malignen Tumoren moglich.

Die Erfassung eines Tumors und seiner Heterogenitit ist im Rahmen der Diagnose und der Ver-
laufsbeobachtung essenziell. In diesem Kontext spielen pradiktive und prognostische Aussagen,
basierend auf spezifischen Zelloberflichenmarkern, sowie die Erfassung von Anderungen bzw.
Resistenzen im longitudinalen Verlauf aufgrund des Selektionsdrucks durch die zunehmend indi-
vidualisierten Krebstherapien eine Rolle. Ideal wére eine nicht- oder minimal-invasive Methode
mit hoher Sensitivitit und Spezifitit, die die Erfassung des gesamten Tumors in seiner Heteroge-
nitit, inklusive therapierelevanter Zelloberflichenmarker (z. B. Epidermal Growth Factor Recep-

tor (EGFR) und Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2)), ermdglicht. Die in der
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Klinik derzeit verwendeten Bildgebungsverfahren, wie CT, MRT, PET und Ultraschall (US) [4,
5], sowie weitere diagnostische Methoden, wie die Immunhistochemie (IHC) [6, 7], besitzen je-
doch nicht alle Charakteristika einer idealen Methode, sodass ein molekulares Bildgebungsverfah-

ren eine wertvolle Ergédnzung darstellen konnte.

1.2 Bildgebungsverfahren

Die CT fertigt mittels Rontgenstrahlung Schnittbilder an. Die Dichte und die Zusammensetzung
der Gewebe werden mittels Hounsfield-Einheiten (engl. hounsfield units (HU)) angegeben. Auf-
grund des geringen Weichgewebekontrasts werden hiufig auf Iod basierende Kontrastmittel ein-
gesetzt. Vorteile der CT sind der geringe Zeitbedarf, die unbegrenzte Eindringtiefe und ein Auf-
l6sungsvermdgen von circa 1 mm [8]. Zwei wesentliche Nachteile der CT sind die
Strahlenbelastung sowie das Risiko eines Nierenversagens durch die Kontrastmittelgabe bei Pa-
tienten mit einer reduzierten glomeruldren Filtrationsrate. Die konventionelle CT liefert anatomi-
sche Daten, allerdings keine Informationen zur dargestellten Materie. Damit erlaubt die CT keine
Aussagen zur Benignitéit oder Malignitit eines Tumors oder zu molekularen Strukturen.

Die MRT stellt eine magnetische Bildgebungsmethode dar und erfasst ,,Weichteile*, wie das Ge-
hirn, das Riickenmark, Muskeln, Binder sowie Sehnen, deutlich besser als die CT. Ein zusétzlicher
Vorteil gegeniiber der CT besteht darin, dass sie keine ionisierende Strahlung emittiert. Weitere
Stiarken der MRT sind die nicht limitierte Eindringtiefe und die hohe rdumliche Auflésung von
circa 1 mm. Ein wesentlicher Nachteil ist das erforderliche starke Magnetfeld, wodurch die MRT
bei Personen mit Implantaten (z. B. Herzschrittmacher, Insulinpumpen) z. T. kontraindiziert ist
[8]. Die klinisch verwendeten, auf Gadolinium basierenden Kontrastmittel konnen ein Risiko dar-
stellen, wobei vor allem die nephrogene systemische Fibrose gefiirchtet wird [9]. Uberdies besit-
zen die MRT und die CT eine geringe Sensitivitdt, sodass hohe Mengen von Kontrastmittel erfor-
derlich sind (circa 10°-10-3 M). Weitere Nachteile der MRT sind die im Vergleich zur CT ldngere
Aufnahmedauer sowie die hoheren Kosten. Wie die CT liefert die MRT primér anatomische Daten,
die keine definitiven Aussagen zur Malignitit, zur Benignitit, zu molekularen Strukturen oder zur

intratumoralen Heterogenitét von Zelloberflaichenmarkern erlauben [8, 10].
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Allerdings gibt es auch neuere funktionelle MRT- und CT-Verfahren, die weitergehende Informa-
tionen, z. B. zur Tumorvaskularisation (MR/CT-Perfusion) oder zur Zelldichte (Diffusions-
MRT/MR-Spektroskopie), liefern kdnnen.

Die PET basiert auf der Messung nuklearer Strahlung. Vorteilhaft ist — wie bei der CT und der
MRT — die beim menschlichen Koérper unlimitierte Eindringtiefe. Wesentliche Vorteile gegeniiber
der CT und der MRT sind eine deutlich erhohte Sensitivitit sowie die Moglichkeit einer quantita-
tiven Betrachtung des gemessenen Signals. Generelle Nachteile der PET umfassen die Strahlen-
belastung durch Verwendung radioaktiver Substanzen, die aufwéndige Herstellung dieser Sub-
stanzen mit einem Zyklotron und die hohen Kosten (Herstellung der radioaktiven Substanzen,
Kauf der Instrumente, bauliche Anforderungen an die Gebédude). Ein weiterer Nachteil ist die im
Vergleich zur CT und zur MRT geringere raumliche Auflésung von 5-10 mm [8].

Die Bildgebung mittels US basiert auf hochfrequenten US-Wellen (meist 1-20 Hertz (Hz)). Die
Hauptvorteile des US sind die Geschwindigkeit der Bildgebung (innerhalb von Sekunden), das
Fehlen einer Strahlenbelastung sowie die geringen Kosten. Das Auflosungsvermogen der Methode
liegt je nach gewéhlter Frequenz bei 0,15-3 mm [11]. Allerdings weist der US eine im Vergleich
zu CT, MRT und PET reduzierte Eindringtiefe auf, die jedoch durch Reduktion der verwendeten
Frequenz (auf Kosten der Auflosung) verbessert werden kann. Eine hohe Auflosung gelingt durch
eine Erhohung der Frequenz bei Reduktion der Eindringtiefe. Der US stellt nur Weichteile und
keine Knochen oder Strukturen, die von Luft umgeben sind, dar, weil diese Elemente keine oder
kaum US-Wellen iibertragen. Somit liefert auch der US primir anatomische Daten. Die Methode
weist eine hohe Abhingigkeit von der Expertise des Durchfiihrenden und des Befunders auf [8].
Die Sensitivitét des US kann durch den Einsatz von US-geeignetem Kontrastmittel gesteigert wer-
den (kontrastmittel-verstirkter Ultraschall, engl. contrast-enhanced ultrasound (CEUS)). Die ver-
wendeten Mikrobldschen (engl. microbubbles) kdnnen mit Antikérpern funktionalisiert werden
[8].

Abbildung 1 bietet eine Ubersicht iiber das rdumliche Aufldsungsvermogen (Abbildung Ia) und
die Sensitivitdt der Kontrastmittel (4bbildung 1b) der verschiedenen diagnostischen Methoden.
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Abbildung 1: Riumliches Auflésungsvermogen verschiedener Bildgebungsverfahren und Sensitivitit ihrer
Kontrastmittel

(a) Raumliches Aufldésungsvermogen: Positronen-Emissionstomographie (PET, 5-7 mm), Magnetresonanztomogra-
phie (MRT, 1 mm), Computertomographie (CT, 0,5-1 mm), Ultraschall (US, 0,15-3 mm), Surface-Enhanced (Reso-
nance) Raman Spectroscopy (SER(R)S, < 100 pm), Immunhistochemie (IHC, im nm-Bereich). Das Auflsungsver-
mogen hingt beim US von der Frequenz ab. Das Auflosungsvermogen der SER(R)S ist von der gewdihlten
Schrittgrofle des Lasers abhédngig, die in der vorliegenden Arbeit auf 50-100 um festgelegt wurde. (b) Sensitivitit
nach Kontrastmittel-Applikation: CT (M), MRT (mM), PET (pM), Kontrastmittel-verstarkter Ultraschall (CEUS)
(pM), SER(R)S (pM-aM). (Eigene Abbildung)

1.3 Immunhistochemie

Seit ihrer Einfiihrung in den frithen 1940er Jahren durch Albert Coons [12] hat sich die IHC in der
Forschung und der klinischen histologischen Diagnostik etabliert. Zu den zentralen Anwendungs-
feldern der IHC gehort die Detektion von Zell- und Gewebeantigenen. Die Ergebnisse bilden die
Grundlage fiir pradiktive [13-19] sowie prognostische [18, 20-22] Aussagen bei verschiedenen
Tumoren [23-26] und beeinflussen die Wahl des Therapieregimes entscheidend [27-30].

Trotz ihrer fundamentalen Bedeutung in der medizinischen Diagnostik weist die IHC auch Nach-

teile auf. Fiir die histologische Evaluation muss das Gewebe mittels Biopsie gewonnen werden.
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Dieses invasive Verfahren ist insbesondere bei Gehirntumoren mit relevanten Risiken verbunden
[31, 32]. Wiederholungen von Biopsien sollten daher mdglichst vermieden werden, obwohl eine
longitudinale Beobachtung wegen potenzieller Verdanderungen des Tumorgewebes aufgrund des
Selektionsdrucks durch Chemo- und Strahlentherapien fiir eine Optimierung der Therapie wichtig
wire [33-35]. Ein weiterer Nachteil von Biopsien ist, dass lediglich ein Teil des Tumors erfasst
wird, der potenziell nicht reprisentativ fiir den gesamten Tumor ist [6, 7, 36-39], was zu prognos-
tischen und therapeutischen Fehlern fithren kann. Bei einer histologischen Evaluation wird ein
signifikanter Anteil der Glioblastoma multiforme (GBM) in ihrem Grad unterschitzt [7]; bei
Brustkrebspatienten ist die HER2-Expression oft nicht eindeutig bestimmbar [37]. Des Weiteren
héngt die Qualitdt der Befundung von der Expertise des IHC-Durchfiihrenden und des Pathologen
ab [39-46]. Dartiiber hinaus ist die IHC primér eine qualitative Methode, wodurch die Interpretation
erschwert wird, ob ein negatives oder ein positives Ergebnis vorliegt [43, 46, 47]. Zahlreiche In-
novationen zielen darauf ab, die Unabhingigkeit von den Befundenden zu erhéhen sowie eine
Quantifizierung zu ermodglichen (Ermittlung der Anteile von immunpositiven Zellen an der Ge-
samtanzahl der Zellen, Verwendung eines semiquantitativen Punktesystems [45], Immunfluores-
zenz [48]). Nachteilig bleiben jedoch die invasive Gewinnung der Gewebeprobe sowie die Erfas-
sung nur eines Ausschnitts des gesamten Tumors. Zu den Nachteilen der weit verbreiteten
Immunfluoreszenz gehdren die Photobleichung, die Autofluoreszenz von Gewebe [49, 50] sowie

spektrale Uberlappungen bei der Verwendung mehrerer Fluorophore [48].

1.4 Raman-Nanopartikel-Bildgebung

1.4.1 Grundlagen

Die Raman-Nanopartikel(NP)-Bildgebung basiert auf der unelastischen Streuung, die entsteht,
wenn ein Laser auf ein Molekiil trifft. Diese Streuung wurde erstmals 1923 von Adolf Smekal
beschrieben [51] und 1928 von Chandrasekhara Venkata Raman nachgewiesen [52], wofiir er 1930
den Nobelpreis in Physik erhielt. 4bbildung 2 stellt das Prinzip der oberflichenverstirkten Raman-
Bildgebung dar.
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Abbildung 2: Prinzip der oberflichenverstirkten Raman-Bildgebung

(a) Emittiertes Licht setzt sich nach der Streuung durch ein Molekiil aus der Rayleigh- und der Raman-Streuung zu-
sammen, wobei die Raman-Streuung aus Stokes- und Anti-Stokes-Streuung besteht. (b) Illustration der Energieni-
veaus der Photonen der Rayleigh- und der verschiedenen Formen der Raman-Streuung. Modifiziert nach: C. Andreou,
S. A. Kishore, and M. F. Kircher, “Surface-Enhanced Raman Spectroscopy: A New Modality for Cancer Imaging,” J
Nucl Med, vol. 56, no. 9, pp. 1295-1299, Sep, 2015.

Ein von einem Laser angeregtes Molekiil beginnt zu schwingen und streut das Licht des Lasers in
unterschiedlichen Frequenzen zuriick (4bbildung 2a). Die meisten Photonen werden in Form des
elastischen Rayleigh-Effekts gestreut, wobei sich weder die Energie noch die Frequenz oder die
Wellenlédnge der emittierten Photonen verdndert. Da keine Energie auf das Molekiil {ibertragen
wird und sich damit das emittierte Signal nicht dndert, erlaubt die Rayleigh-Streuung keine Aus-
sagen zum Molekiil. Circa eines von 10 Millionen Photonen erfihrt eine Anderung in seiner Fre-
quenz und folglich seiner Wellenldnge. Diese Effekte resultieren aus der Interaktion mit dem un-
tersuchten Molekiil und werden als Raman-Streuung bezeichnet. Damit lassen sich aus letzterer
Charakteristika des Molekiils ableiten. Die Raman-Streuung besteht meist aus Licht niedrigerer
Energie (Stokes-Streuung), da ein Teil der Energie im Molekiil verbleibt und dort das Energieni-
veau ansteigen ldsst. Aufgrund der verldngerten Wellenlénge der Photonen ergibt sich eine Rot-
verschiebung. Ein Anteil des Lichts erfahrt jedoch eine Transition zu einer hoheren Frequenz, be-
dingt durch einen Energieverlust des vom Licht getroffenen Molekiils (Anti-Stokes-Streuung)
(Abbildung 2b) [53].

Die Verdnderung der Frequenz bzw. Wellenldnge kann in Form eines Graphen visualisiert werden.
In einem solchen Raman-Spektrum wird die Wellenldngenveridnderung auf der x-Achse aufgetra-
gen, die Signalintensitdt auf der y-Achse. Die Wellenlédngenverdnderung auf der x-Achse wird als

Raman-Verschiebung (cm™') bezeichnet (engl. Raman shift). Die Signalintensitit wird als die vom
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Raman-Spektroskop detektierten Signale pro Sekunde (engl. counts per second (cts/s)) aufgetra-
gen. Molekiile mit differenten Strukturen verdndern die Wellenldnge spezifisch, wodurch sie ein

individuelles Raman-Signal erzeugen.
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Abbildung 3: Raman-Signal des Molekiils Cholesterol ;

Die molekulare Struktur von Cholesterol erzeugt ein individuelles Raman-Signal. Ubersetzungen: Intensity (Intensi-
tat); Raman shift (Raman-Verschiebung). Reproduziert mit der Genehmigung von IOP Publishing 2022. © Institute
of Physics and Engineering in Medicine. Alle Rechte sind vorbehalten. Aus: E. B. Hanlon, R. Manoharan, T. W. Koo,
K. E. Shafer, J. T. Motz, M. Fitzmaurice, J. R. Kramer, I. Itzkan, R. R. Dasari, and M. S. Feld, “Prospects for in vivo
Raman spectroscopy,” Phys Med Biol, vol. 45, no. 2, pp. RI-R59, Feb, 2000.

Da die Anderungen in der Wellenliinge von dem untersuchten Molekiil abhiingen, ist das Raman-
Spektrum hochspezifisch und wird in der Literatur auch als Raman-,,Fingerabdruck* bezeichnet.

Als Beispiel dient hier das Spektrum des Molekiils Cholesterol (4bbildung 3) [54-56].

1.4.2 Surface-Enhanced (Resonance) Raman Spectroscopy

Da eine Frequenzidnderung nur bei einem von 10 Millionen Photonen eintritt, wurden zahlreiche
Versuche zur Signalverstirkung unternommen. Zunichst wurde die Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS) entwickelt, aus der die Surface-Enhanced Resonance Raman Spectroscopy

(SERRS) hervorgegangen ist.
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Das 1974 von Fleischmann et al. erstmals beschriebene Prinzip der SERS [57] beinhaltet ein Edel-
metall (z. B. Gold, Silber) als Resonanzkorper fiir das das Edelmetall umgebende Molekiil. Trifft
der Strahl eines Lasers auf diese Verbindung, wird das auf der Frequenzénderung basierende Sig-
nal verstiarkt. Von den postulierten mdglichen Mechanismen fiir diese Verstirkung ist die Ober-
flichenplasmonenresonanz der verbreitetste Mechanismus. Bei der Oberflichenplasmonenreso-
nanz entsteht das Signal durch die Interaktion von Oberflichenplasmonen auf metallenen
Nanostrukturen mit Raman-aktiven Molekiilen, die durch das eintreffende Licht generiert werden.
Das Licht des Laserstrahls erregt die Oberflaichenplasmonen und fiihrt zu einer kollektiven Oszil-
lation der Elektronen im Metall mit dem umgebenden Molekiil sowie damit zu einer Signalerho-
hung um mehrere GroBenordnungen (10°-10'%) gegeniiber der urspriinglichen Raman-Methode
ohne Metall [58]. Des Weiteren wird eine Ladungstransfer-Resonanz diskutiert, bei der ein Elekt-
ronentransfer zwischen Molekiil und Edelmetall stattfindet, der in beide Richtungen mdglich ist.
Als dritter moglicher Vorgang steigert der Resonanzeffekt zwischen Licht und Molekiil die Ra-
man-Intensitdt. Das vermutete Zusammenspiel der drei Mechanismen héngt von den verwendeten

Materialien und Laserfrequenzen ab [59].
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Abbildung 4: Raman-Signal der Molekiile IR780 und IR140

Die Molekiile (a) IR780 und (b) IR140 sind zwei verbreitete ,,Raman-Reporter. Ihre charakteristische Molekiilstruk-
tur bedingt ihr individuelles Raman-Signal. (a) IR780 zeigt einen charakteristischen Intensitétspeak bei 950-960 cm
!, (b) IR140 zeigt einen seiner charakteristischen Intensitdtspeaks bei 863-893 cm!. (Eigene Abbildung)

Die verwendeten Molekiile verleihen den Edelmetall-NP einen individuellen ,,Fingerabdruck® und
werden als ,,Raman-Reporter* bezeichnet (4bbildung 4) [60, 61]. Eine weitere Signalverstirkung
(1013-10") wird dadurch erzielt, dass die Wellenldnge des Lasers mit dem Absorptionsmaximum

des verwendeten Edelmetalls und des Molekiils iibereinstimmt [62]. Bei dem als SERRS bezeich-

neten Verfahren besteht im Laser-Edelmetall-Molekiil-System eine gemeinsame Resonanz [59].
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1.4.3 Besonderheiten der SERRS

Neben der hohen Spezifitit und der Sensitivitit bis in den attomolaren Bereich [63] zeichnet sich
die SERRS durch das Fehlen einer Photobleichung und einer Autofluoreszenz aus, die gewichtige
Nachteile bei der Fluoreszenzbildgebung darstellen [55]. Des Weiteren besteht eine hohe Signal-
stabilitdt selbst bei konstanter Laserexposition [64]. Antikdrper und andere Liganden kdnnen iiber
Thiol-Maleimid-Verbindungen an Sulthydryl-Modifikationen der SERRS-NP gekoppelt werden.
Damit lassen sich SERRS-NP je nach Fragestellung funktionalisieren [65]. Intravends (i. v.) inji-
zierte Antikorper-tragende SERRS-NP konnen mittels Raman-Bildgebung den gesamten Tumor
minimal-invasiv visualisieren und eine differenzielle Verteilung der Zelloberflichenmarker inner-
halb des Tumors darstellen [66]. Des Weiteren finden auch topische, endoskopische und intrape-
ritoneale Applikationsformen Anwendung [67-69]. SERRS-NP bestehen primir aus Gold und Si-

lika, die als inerte Materialien keine signifikante Toxizitit aufweisen [70-72].

1.4.4 Biodistribution und Aufnahme von Nanopartikeln in Tumoren

Toxizitédtsstudien ergaben, dass in gesunden Méusen systemisch applizierte NP primir vom reti-
kuloendothelialen System aufgenommen werden, wobei als Zellen vor allem Makrophagen und

als Organe die Milz sowie die Leber eine Rolle spielen (4bbildung 5) [70, 73, 74].
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Abbildung 5: Biodistribution von *Cu-markierten Raman-Nanopartikeln nach IV vs oraler Verabreichung
Die Akkumulation der NP (% injizierte Dosis pro Gramm) in verschiedene Organe war zwischen der IV und der
oralen Gruppe signifikant verschieden. Miuse, die eine IV Injektion von NP erhielten, zeigten eine signifikant hohere
Akkumulation (*p <0,03) besonders in Organen, die an der systemischen Entfernung von NP beteiligt sind (z. B.
Leber, Milz). Ubersetzungen: Blood (Blut); Liver (Leber); Spleen (Milz); Kidney (Niere); Lung (Lunge); Stomach
(Magen); Small Intestine (Diinndarm); Cecum (Zakum); Large Intestine (Dickdarm). Reproduziert mit der Genehmi-
gung von Elsevier im Jahre 2022. Alle Rechte sind vorbehalten. Aus: J. L. Campbell, E. D. SoRelle, O. Ilovich, O.
Liba, M. L. James, Z. Qiu, V. Perez, C. T. Chan, A. de la Zerda, and C. Zavaleta, “Multimodal assessment of SERS
nanoparticle biodistribution post ingestion reveals new potential for clinical translation of Raman imaging,” Bioma-
terials, vol. 135, pp. 42-52, Aug, 2017.

Das Phédnomen der passiven Anreicherung von NP (engl. enhanced permeability and retention
(EPR)) wurde 1986 erstmals von Maeda et al. beschrieben (4bbildung 6) [75, 76]. Bei diesem
Effekt kommt es aufgrund des hyperpermeablen Zustands von Tumorgefdfen iiber die vergrofer-
ten endothelialen Poren (bis zu 1000 nm) zu einer passiven Anreicherung groferer Partikel. Das
Fehlen funktionell intakter Lymphgefd3e innerhalb von Tumoren verstirkt den Effekt. Diverse
Studien belegen, dass die Anreicherung von NP in Tumoren iiber eine Funktionalisierung mit An-
tikdrpern oder mit anderen, fiir einen iiberexprimierten Zelloberflichenmarker spezifischen Kom-
ponenten gesteigert werden kann [67, 69, 77-80]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass NP die Féahig-
keit besitzen, die Blut-Hirn-Schranke zu tiberwinden [81].
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Abbildung 6: Aufnahme von Nanopartikeln (NP) in einen Tumor mittels Enhanced-Permeability-and-Re-
tention(EPR)-Effekt und durch spezifische Funktionalisierung von NP

Uber den EPR-Effekt sammeln sich NP unabhiingig von einer spezifischen Funktionalisierung in Tumoren an. Eine
Funktionalisierung der NP mit einem fiir einen Zelloberfldchenmarker spezifischen Antikorper erhoht die Aufnahme.
Die in Tumoren haufig vorkommende Unterentwicklung oder Blockade der Lymphwege unterstiitzt die Ansammlung
von NP. (Eigene Abbildung)

Aufnahmen mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zeigen, dass sich NP in der Zelle
vorrangig in Organellen wie Endo- und Lysosomen befinden [82]. Makrophagen nehmen NP iiber

Phagozytose auf. Bei einer Antikdrper-Rezeptor-Interaktion kommt es in der Regel zu einer Clath-

rin-vermittelten Endozytose (4bbildung 7) [83].
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Abbildung 7: Intrazelluliirer Transport von Nanopartikeln (NP)

Nach der Aufnahme iiber verschiedene endozytotische Mechanismen werden NP iiber Vesikel, Motorproteine und
das Zytoskelett im endolysosomalen Netzwerk transportiert. Endosomen kénnen iiber Fusion mit der Plasmamembran
ihren Inhalt wieder an den Extrazelluldrraum abgeben (Exozytose). Alternativ konnen Endosomen zu Lysosomen
reifen, in denen der Vesikelinhalt abgebaut wird. Um zytoplasmatische oder nukleédre Zielstrukturen zu erreichen,
miissen NP dem endolysosomalen Netzwerk entkommen und das Zytoplasma durchqueren. Abkiirzungen: ERC (En-
dozytotisches Recycling Kompartment); ER (Endoplasmatisches Retikulum); MTOC (Mikrotubuli-organisierendes
Zentrum); MVB (Multivesikel Korper). Reproduziert mit der Genehmigung von ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY,
ETC. durch Copyright Clearance Center, Inc. im Jahre 2022. Alle Rechte sind vorbehalten. Aus: L. Y. Chou, K. Ming,
and W. C. Chan, “Strategies for the intracellular delivery of nanoparticles,” Chem Soc Rev, vol. 40, no. 1, pp. 233-
245, Jan, 2011.
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1.4.5 Anwendung der SE(R)RS

Im Jahr 2006 verdffentlichten Kim et al. eine Arbeit zur Darstellung von Tumorzellen mit SERS-
NP und Antikdrper-tragenden SERS-NP [84]. Im Jahr 2010 nutzten Mohs et al. erstmals ein hand-
gehaltenes Raman-Gerdit fiir eine pré- und intraoperative Detektion von Tumoren und verbleiben-
den Tumorzellen nach der Entfernung des sichtbaren Tumors [85]. Liu et al. entwickelten die
SERS-Bildgebung 2013 weiter, indem sie multimodale SERS-NP generierten, die neben der Ra-
man-Bildgebung auch zur Bildgebung mittels CT, MRT und Multiphotonenmikroskopie sowie zur
fotothermalen Therapie verwendet werden konnten [86].

Die Signalintensitidt der SER(R)S-NP schwécht sich bei subkutaner und intramuskuldrer Applika-
tion um ein bis zwei GroBenordnungen ab [82]. Die Eindringtiefe liegt bei der SER(R)S- basierten
Bildgebung nach i. v. Applikation in einem Bereich von mehreren Millimetern [8, 65]. Die hohe
Auflosung der SERRS-Bildgebung erlaubt die Darstellung von isolierten Zellgruppen mit weniger
als funf Zellen [79].

In préklinischen Studien zeigen SERS und SERRS vielversprechende Fortschritte in der Detektion
chemischer Komponenten. Der Hauptanwendungsbereich ist die Onkologie. SER(R)S-NP werden
aber auch zur Untersuchung infektidser Erkrankungen, beispielsweise fiir Analysen des C-reakti-
ven Proteins (CRP), eingesetzt [58, 59, 87-93]. In den vergangenen fiinf Jahren lag der Fokus auf
Studien zur Exploration der sensitiveren SERRS-NP in diversen Bereichen der Onkologie (z. B.
Gehirn-, Brust-, Leber-, Kolorektal- und Ovarialkrebs, Lungen- bzw. Lymphknotenmetastasen).
Zunehmend werden auch SERRS-NP entwickelt, die eine multimodale Anwendung (etwa zusétz-

liche PET-Bildgebung) erlauben [55, 68, 69, 79, 80, 94-97].

1.5 Zelloberflichenmarker und intratumorale Heterogenitiit

Zelloberflichenmarker sind bei verschiedenen Tumoren von pradiktiver [13-19] und prognosti-
scher [18, 20-22] Bedeutung [23-26]. Sie haben hiufig einen entscheidenden Einfluss auf die Aus-
wahl des Therapieregimes, da sie als Angriffspunkt fiir Therapeutika dienen [27-30]. Bei den meis-
ten Tumoren variiert die Zelloberflichenmarker-Verteilung [98-103] von Patient zu Patient
(intertumorale Heterogenitdt), aber auch innerhalb eines Patienten (intratumorale Heterogenitit).

Diese Heterogenitit ist fiir das Therapieansprechen und das progressionsfreie Uberleben sowie das
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Gesamtiiberleben zentral [23, 26, 98-100, 104-106]. Die intratumorale Heterogenitét und die sich
verdandernde Zelloberflichenmarker-Expression gelten als Ursache fiir die hohe Therapieresistenz-
und Riickfallrate bei GBM sowie Brustkrebs [33, 101, 103]. Die Tumorheterogenitit ist ein zent-
rales Charakteristikum von GBM [33, 98, 104, 106, 107], ldsst sich jedoch mit der CT, der MRT
oder der PET nicht erfassen. Bei einer Brustkrebserkrankung stellt die Uberexpression des Zel-
loberflachenrezeptors HER2 die hdufigste Ursache fiir Gehirnmetastasen dar und gilt als Hauptri-
sikofaktor fiir ein reduziertes gehirnmetastasenfreies Uberleben [108, 109] und Gesamtiiberleben
[109, 110]. Auch die in den 1990er Jahren entdeckte Heterointeraktion von zwei verschiedenen
Rezeptoren — vor allem von EGFR und HER2 — wird als weiterer relevanter Faktor fiir das Schei-
tern von Therapien diskutiert [111-114]. Neu entdeckte molekulare Angriffspunkte in Tumoren
erlauben eine zunehmend personalisierte Therapie. Allerdings kann der durch eine Chemo- und
Strahlentherapie verursachte selektive Druck die initiale Komposition eines Tumors in Bezug auf
seine Zelloberflichenmarker so verdndern, dass zundchst erfolgreiche Therapien letztlich ineffek-

tiv werden [34, 35, 100, 115-117].

1.5.1 Epidermal Growth Factor Receptor

Die ErbB-Familie (Namensgeber ist ein avianes, virales Protoonkogen (erythroblastic leukemia
viral oncogene) [118, 119]) umfasst im Menschen vier verwandte Rezeptor-Tyrosinkinasen
(EGFR/erbB1/HER1, erbB2/HER2/Neu, erbB3/HER3 und erbB4/HER4 der EGFR) [120]. Die
Bindung des Liganden Epidermal Growth Factor (EGF) an den EGFR fiihrt zu seiner Homo- oder
Heterodimerisierung mit einem weiteren Rezeptor der ErbB-Familie, hauptsédchlich jedoch mit
HER?2. Uber die folgende Autophosphorylierung der intrazelluliren Dominen der Rezeptoren wer-
den verschiedene Signalkaskaden aktiviert, die letztlich die Zellproliferation steigern, die
Apoptose limitieren und die Metastasierung sowie die Neovaskularisation fordern [121].

Der EGF wurde 1962 von Stanley Cohen identifiziert [122]. Die Aufkldrung des EGF-
Wirkmechanismus beinhaltete 1978 die Entdeckung der Bindung an den EGFR sowie 1981 die
Entdeckung der Autophosphorylierung [123] und der Tyrosinkinase-Aktivitit [124]. Der EGFR
war der erste Rezeptor, bei dem ein Zusammenhang zwischen Mutationen bzw. einer Uberexpres-
sion und der Tumorentstehung erkannt wurde [125]. Eine erste Beschreibung von monoklonalen

Antikorpern gegen EGFR, die das Tumorwachstum hemmen, folgte 1983 [126, 127]. Im Jahr 1987
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wurden Daten zur vermehrten Expression vom EGFR in GBM sowie Daten zu einer schlechteren
Prognose bei einer solchen Expressionssteigerung bei Kopf- und Halstumoren sowie Osophagus-,
Ovarial-, Zervix- und Blasenkrebs verdffentlicht [128, 129]. In bis zu 60 % der GBM wird eine
erhohte EGFR-Expression aufgrund von Genamplifikationen beobachtet, die zu einem ungehemm-
ten Zellwachstum fiihrt [130]. Aufgrund seiner Korrelation zum Therapieansprechen und zur Uber-
lebensrate hat sich der EGFR als klinischer Marker bei GBM sowie anderen Tumoren etabliert
[105, 111, 130-135]. Auch die Entwicklung von EGFR-spezifischen Therapiemoglichkeiten wurde
vorangetrieben [130, 136]. Daher ist die Erfassung des Zelloberflichenmarkers EGFR im klini-

schen Alltag elementar und sollte weiter optimiert werden.

1.5.2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Der Zelloberflichenmarker HER2, der wie der EGFR zur ErbB-Familie gehort [119, 120], wurde
1984 entdeckt [137]. Der transmembrane Glykoprotein-Rezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-
Aktivitdt stimuliert das Zellwachstum. Der HER?2 ist der einzige Rezeptor der ErbB-Familie, der
keinen bekannten Liganden besitzt. Er fungiert jedoch als Partner fiir die Heterodimerisierung mit
anderen ErbB-Mitgliedern [138]. Der HER2 wurde in Tumoren verschiedener Organe (z. B.
Lunge, Magen, Kolon, Rektum, Blase, Endometrium, Ovarien, Kopf-Hals-Bereich) gefunden [16,
18, 139, 140]. In 20-30 % der Mammakarzinome liegt eine HER2-Uberexpression vor [141, 142].
Ein positiver HER2-Status ist mit einem erhdhten Risiko fiir Gehirnmetastasen und einem schlech-
teren Gesamtiiberleben verbunden [108, 143]. Die Einfiihrung von gegen HER2 gerichteten The-
rapien hat die Prognose von Patienten mit HER2-positivem Brust-, Gastrodsophageal- und Ma-
genkrebs deutlich verbessert. Die erste effektive, auf Antikdrpern basierende Therapie erfolgte
1998 in den USA mit Trastuzumab [144]. Letzteres wurde von der Food and Drug Administration
(FDA) durch ein beschleunigtes Verfahren (FDA Expedited Program) genehmigt [ 145]. Darauthin
wurde die Bestimmung des Zelloberflichenmarkers HER2 in die Richtlinien der American Society
of Clinical Oncology aufgenommen [146]. Die European Medicine Agency (EMA) lie3 Trastuzu-
mab im Jahr 2000 zu. In den folgenden Jahren wurden weitere spezifische Therapien, wie Trastu-
zumab-Pertuzumab und Ado-Trastuzumab-Emtansin (T-DM1), entwickelt, die die Prognose auch
bei Gehirnmetastasen verbessern [142, 147-151]. Folglich ist die Evaluation des HER2-Status fiir

Patienten mit Brustkrebs von fundamentaler Bedeutung. Die exakte Bestimmung des HER2-Status
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stellt jedoch im klinischen Alltag nach wie vor eine Herausforderung dar. Auf Biopsien basierende
Befunde héngen von der Prozessierung des Gewebes [39, 41, 152], der Expertise des Pathologen
[42, 43] und der Représentativitit des entnommenen Gewebes fiir den Gesamttumor ab. Letzteres

ist oft nicht gegeben, was zu nicht eindeutigen Ergebnissen fiihrt [37, 38].
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2 ZIELSETZUNG

Die Erfassung der intratumoralen Heterogenitét von Zelloberflichenmarkern ist essenziell fiir die
initiale Diagnose und — aufgrund potenzieller Verdnderungen des Rezeptorstatus — auch fiir den
Therapieverlauf. Daher sollte die Expression eines Zelloberflichenmarkers im gesamten Tumor
mdglichst minimal-invasiv, ohne Strahlenbelastung und mit maximalem Informationsgewinn er-
hoben werden.

Etablierte klinische Bildgebungsmodalitdten und die IHC erfiillen auch bei kombinierter Anwen-
dung diese Kriterien nur teilweise, jedoch nicht in ihrer Gesamtheit. Der US sowie die CT, die
MRT und die PET haben einen Auflésungsbereich von 500 pum — 7 mm. Die CT und die PET
gehen mit einer erheblichen Strahlenbelastung einher. Die CT und die MRT bendtigen aufgrund
ihrer sonst niedrigen Sensitivitdt hohe Mengen an Kontrastmittel. Die IHC bietet zwar Informati-
onen auf subzelluldrem Niveau, ist aber mit einer invasiven Prozedur verbunden und liefert priméar
qualitative Daten aus einem begrenzten Tumorareal. Zahlreiche Ansitze treiben die Funktionali-
sierung der Kontrastmittel fiir die verschiedenen Bildgebungsverfahren voran. Allerdings zerfallen
die Kontrastmittel fiir den US bei der US-Wellen-Exposition sehr schnell; fiir die CT bzw. die
MRT werden aufgrund ihrer geringen Sensitivitit grole Mengen bendétigt. Die fiir die PET ver-
wendeten Tracer weisen zwar eine hohe Sensitivitdt auf, gehen jedoch mit einer radioaktiven
Strahlenexposition einher. Aktuell 14sst sich der Rezeptorstatus am besten mit der IHC evaluieren.
Aufgrund ihrer Invasivitét ist diese Methode zur Verlaufsbeobachtung des Rezeptorstatus aber
nicht geeignet.

Eine optimale diagnostische Methode ldsst sich durch eine hohe Auflosung und Sensitivitét bei
geringer Strahlenbelastung und Invasivitdt charakterisieren.

In der vorliegenden Arbeit soll iiberpriift werden, ob i. v. injizierte, mit Antikdrpern funktionali-
sierte SERRS-NP eine Unterscheidung von Zelloberflichenmarkern mit einer hohen und einer
niedrigen Expression ermoglichen (relative Quantifizierung), d. h. inwieweit sich differierende
Expressionsmuster eines Zelloberflichenmarkers in den Intensitéten der Raman-Signale abbilden.
Sollte dies gelingen, konnten mit einer einmaligen, minimal-invasiven i. v. Injektion von mit An-
tikdrpern funktionalisierten SERRS-NP die inter- und die intratumorale Heterogenitit von Zel-
loberflichenmarkern in Tumoren dargestellt werden. Damit konnte die SERRS-NP-basierte Bild-

gebung zu einer wertvollen Methode in der Diagnose und im Therapieverlauf werden sowie die
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Liicke zwischen den makroskopischen Daten der klinischen Bildgebungsmethoden und den hoch-
spezifischen, aber limitierten Informationen der IHC vermindern. Folgende Fragestellungen sollen

beantwortet werden:

1. Gelingt die Konjugation der Antikorper Cetuximab und Trastuzumab an SERRS-NP und in

welchem Bereich liegt ihre Detektionsgrenze in vitro?

2. Istmit i. v. applizierten Cetuximab-SERRS-NP eine relative Quantifizierung der Expression
des Zelloberflaichenmarkers EGFR im intertumoralen Vergleich moglich und lassen sich da-

mit Tumoren mit hoher bzw. niedriger Expression unterscheiden?

3. Istmiti. v. applizierten Trastuzumab-SERRS-NP eine relative Quantifizierung der Expression
des Zelloberflaichenmarkers HER2 im intertumoralen Vergleich moglich und lassen sich da-

mit Tumoren mit hoher bzw. niedriger Expression unterscheiden?

4. Gelingt die Detektion eines Tumors mit hoher HER2-Expression mittels Trastuzumab-

SERRS-NP durch den intakten Méauseschédel in vivo?

5. Ist mit i. v. applizierten Cetuximab-SERRS-NP eine differenzielle Expression des Zellober-
flichenmarkers EGFR innerhalb eines Tumors mit hoher EGFR-Expression nachweisbar und

damit eine Darstellung der intratumoralen Heterogenitdt von EGFR moglich?

6. Istmiti. v. applizierten Trastuzumab-SERRS-NP eine differenzielle Expression des Zellober-
flichenmarkers HER?2 innerhalb eines Tumors mit hoher HER2-Expression nachweisbar und

damit eine Darstellung der intratumoralen Heterogenitdt von HER2 moglich?
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3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Materialien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA) erworben. Die Antikorper Cetuximab (Erbitux, Eli Lilly) und Trastuzumab (Herceptin, Ge-
nentech) wurden von der Apotheke des Memorial Sloan Kettering Cancer Centers (MSKCC) zur
Verfiigung gestellt.

3.2 Synthese der SERRS-Nanopartikel

Die Herstellung der SERRS-NP erfolgte nach Harmsen et al. [65]. 60 nm Gold-Nanosterne (4bbil-
dung 11, S. 33) wurden mit 10 ml einer 20 mM Goldchlorid-Vorratslosung zu einem Liter 60 mM
Ascorbinsdure bei 4 °C hinzugefiigt. Die Gold-Nanopartikel (GNP) wurden per Zentrifugation ge-
sammelt und in einer Membrankassette (MWCO 3,5 kDa) fiir drei Tage dialysiert. Zur Generierung
der SERRS-NP wurden der dialysierten GNP-Dispersion (5,4 ml) absoluter Alkohol mit 900 ul
Ammoniumhydroxid (ad 45 ml) und — direkt danach — Raman-Reporter-Tetraethylorthosili-
cat(TEOS)-Losung (90 pul 25 mM Raman-Reporter-IR780 Perchlorat (IR780) in N,N-Dimethylfor-
mamid + 13,5 ml 100%iger Alkohol + 2,25 ml TEOS) zugefiigt. Nach 24 Minuten wurde die Re-
aktion mit Ethanol gestoppt. AnschlieBend wurden die SERRS-NP viermal mit Ethanol gewaschen.

3.3 Funktionalisierung der SERRS-Nanopartikel mit Cetuximab und Trastuzumab

Fiir die Funktionalisierung wurden die NP-Oberflichen zunichst mit Sulthydryl-Gruppen bestiickt.
Zu den SERRS-NP wurde eine Losung aus 850 pl 100%igem Alkohol, 100 pl (3-Mercaptopro-
pyDtrimethoxysilan (3-MPTMS) und 50 pl deionisiertes Wasser gegeben, die zuvor in einem 70 °C
warmen Wasserbad fiir zwei Stunden erwdrmt wurde. Die mit Sulthydryl-Gruppen versehenen
SERRS-NP wurden per Zentrifugation gesammelt, mit Ethanol und Wasser gewaschen sowie auf
eine Konzentration von 3,5 nM eingestellt. Das fiir die Verkniipfung der Antikdrper und der SERRS-
NP verwendete heterobifunktionale Poly(ethylene Glykol) (N-Hydroxysuccinimid 5-Pentanoat)
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Ether N'-(3-Maleimidopropionyl)aminoethan (PEG) wurde mit einem fiinffachen Uberschuss von
Cetuximab (0,5 mg/ml) bzw. Trastuzumab (1 mg/ml) fiir 40 Minuten in 10 mM 2-(N-Morpho-
lino)ethansulfonsdure(MES)-Puffer pH 7,1 inkubiert. AnschlieBend wurde die PEG-Antikdrper-
Losung einmal mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (engl. Phosphate-Buffered Saline (PBS)) und
zweimal mit MES-Puffer gewaschen. Um die Antikorper mit der Oberflédche der SERRS-NP zu ver-
binden, wurden 350 pl einer 3,5 nM Losung der Sulthydryl-Gruppen-tragenden SERRS-NP zu der
PEG-Antikorper-Losung hinzugefiigt und fiir 30 Minuten inkubiert. Mit Cetuximab funktionalisierte
SERRS-NP (Cetuximab-SERRS-NP) und mit Trastuzumab funktionalisierte SERRS-NP (Trastuzu-
mab-SERRS-NP) wurden mit deionisiertem Wasser gewaschen sowie in MES-Puffer (mit 0,22 pm

Filter sterilisiert, pH 7,3) in einer finalen Konzentration von 3,5 nM dispergiert.

3.4 Charakterisierung der SERRS-Nanopartikel

Zur Charakterisierung der NP per TEM wurden Proben der mit den Antikdrpern funktionalisierten
NP auf ein Kupfernetz mit Karbon (Maschenweite 300, Electron Microscopy Sciences) aufgetra-
gen und luftgetrocknet. Die Bilder wurden bei einer 50.000- bis 250.000-fachen Vergroferung mit
einem JOEL 1200EX (JEOL USA, Inc.) TEM bei 80 kV aufgenommen. Die Konzentration und
die GroBenverteilung der SERRS-NP wurden wihrend der Synthese mittels NP-
Verfolgungsanalyse (NTA; NanoSight NS500; Malvern Instruments, Inc.) beobachtet. Das mit
Hilfe dynamischer Lichtstreuung (engl. Dynamic Light Scattering (DLS)) (Malvern Instruments
Ltd., Modell Zetasizer Nano) ermittelte Zeta-Potenzial gibt Aufschluss iiber den Erfolg der einzel-
nen Syntheseschritte. Das Zeta-Potenzial beschreibt das elektrokinetische Potenzial in kolloidalen
Dispersionen. Es ist ein Indikator fiir die Stabilitdt der Dispersionen. Die negativen und die posi-
tiven Werte beschreiben den Grad der elektrostatischen AbstoBungskraft. Je ndher der Wert an 0
liegt, desto neutraler verhalten sich die in der Dispersion enthaltenen Molekiile zueinander und
desto grofer ist das Risiko der Aggregation. Die Intensitdt der Raman-Signale der SERRS-NP
wurde mit dem Renishaw-inVia-Raman-Mikroskopie-System (Renishaw, Hoffman Estates) be-
stimmt (4bbildung 10, S. 31), das mit einer Piezoelement-kontrollierten Biihne fiir Mikron-aufge-
16ste dreidimensionale Kartierungen, einem 300 mW 785 nm Diodenlaser und einem 2,54 c¢m la-
dungsgekoppelten Bauteil-Sensor (engl. Charge-Coupled Device (CCD)) mit einer

Spektralauflosung von 1,07 cm! ausgestattet war. Die SERRS-NP-Spektren wurden mit einem 5 x
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Objektiv (Leica Microsystems) und einer Erfassungszeit von 1 Sekunde bei einer 0,05%igen La-

serenergie erfasst.

3.5 Durchflusszytometrie

Zur Gewihrleistung der Objektivitit wurde die Durchflusszytometrie von Hsiao-Ting Hsu, der
technischen Assistentin des Kircher-Labors, durchgefiihrt. Fiir die Durchflusszytometrie wurden
die Zelllinien A431, U887 und MDA-MB-468 von der American Type Culture Collection (ATCC)
erworben (siehe Tabelle 1, S. 29). Die Zelllinien US7EGFR und TS895 wurden von dem Labor
von Dr. Ingo Mellinghoff am MSKCC zur Verfiigung gestellt (siehe Tabelle 1, S. 29). Die Zellen
wurden mit Antikdrpern gegen die Zelloberflichenmarker EGFR und CD340 (BioLegend) fiir 15
Minuten auf Eis inkubiert, anschlieBend mit kalter Dulbecco’s Phosphate-Buffered Solution
(DPBS, Thermo Fisher Scientific) gewaschen, in Durchflusszytometrie-Puffer (PBS + 0,5 % feta-
les Kélberserum) und 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Thermo Fisher Scientific) (1 mg/ml)
resuspendiert und direkt der Durchflusszytometrie zugefiihrt. Fiir jede Zelllinie wurden mindes-
tens 50.000 Ereignisse gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mit einem LSR II Durchflusszytome-

ter (BS BioScience) mit der Software FlowJo10 fiir Mac OS X (Treestar).

3.6 Tiermodelle

Alle Tierexperimente wurden durch das institutionelle Tierpflege- und -nutzungs-Komitee des
MSKCC (Protokollnummer 16-09-013) bewilligt. Die Induktion intrazerebraler und peripherer
(subkutan an der Flanke lokalisierter) Tumoren erfolgte durch die Implantation verschiedener Zell-
linien in vier bis fiinf Wochen alte ICR-Prkdc-<scid>-Mause (ICR — Institute for Cancer Research,;
Prkdc — Protein Kinase DNA-Activated Catalytic Subunit; scid — severe combined immunodefi-
ciency). Dadurch wurden Tumoren mit variierenden Expressionsniveaus von EGFR und HER2
generiert.

Fiir die Evaluation der EGFR-Expression wurden zwei Mausmodelle etabliert (4bbildung 8):

— Modell 1: Tumoren der Zelllinien A431/TS895 in den Flanken (n = 8) und im Gehirn (n = 8);
— Modell 2: Tumoren der Zelllinien US7EGFR/U87 in den Flanken (n = 7) und im Gehirn (n = 3).
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Fiir die Evaluation der HER2-Expression wurde ein Mausmodell erstellt (4bbildung §):

— Modell 3: Tumoren der Zelllinien MDA-MB-468/HCC1954 in den Flanken (n = 2) und im Ge-
hirn (n = 3).

Die individuellen Zelllinien wurden in verschiedene Loci desselben Tieres appliziert (entweder in

beide Flanken oder in beide Hemisphéren), um Tumoren mit hoher und niedriger Expression des-

selben Oberflaichenmarkers im selben Tier zu erhalten (4bbildung §8):
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Hohe 4 iodri /R
' 8 \ Niedrige Niedrige / X~ Hohe
Expression NS Expression Expression : Expression
-A431 ) -TS895 - MDA-MB-468 - HCC1954
- y Z -u87 —\\
- 1 " . s "\_)
N \, Hohe Hohe ’
Niedrige \ . iedri
. Y ) Expression Expression (7 3 Niedrige
Expression , ; > ' Expression
15895 [/ 11/ -A431 - HCC1954 | { b . P
- AW \ - MDA-MB-468
- U87 ( W § ’/‘/ \
\\\\\\ , /y ‘
g \\\ { // \ »/'/
WM {\ ; i
S w\\\\\ \\\\\g\\ /¢/’ g /t—, - ‘///)7/

Abbildung 8: Illustration der Tumormodelle fiir den Nachweis von Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) bzw. Human Epidermal Growth Factor 2 (HER2) exprimierenden Tumorzelllinien

Zur Analyse der EGFR-Expression wurden Modelle mit den Tumorzelllinien A431 und TS895 (Modell 1; n =9) bzw.
US7EGFR und U87 (Modell 2; n = 8) genutzt. Zur Analyse der HER2-Expression wurden Modelle mit den Tumor-
zelllinien HCC1954 und MDA-MB-468 (Modell 3; n = 5) kreiert. A431 und US7EGFR zeigten eine hohe, TS895 und
U87 eine niedrige EGFR-Expression (Modelle 1 +2). HCC1954 zeigte eine hohe, MDA-MB-468 eine niedrige HER2-
Expression (Modell 3). A431 wurde dabei stets mit TS895 (Modell 1), US7EGFR mit U87 (Modell 2) und HCC1954
mit MDA-MB-468 (Modell 3) kombiniert. Pro Hemisphére bzw. pro Flanke wurde eine Tumorzelllinie implantiert.
(Eigene Abbildung)

Zur Generierung von Tumoren in den Flanken wurden 10° Zellen jeder Zelllinie in jede Flanken-
seite implantiert. Fiir die intrakraniellen Tumoren wurden die Zellen (Zellzahl siehe Tabelle 1)
stereotaktisch in jede Hemisphére implantiert (4bbildung 9). Auf diese Weise wurden verschie-
dene Mausmodelle fiir die beiden Marker hergestellt, wobei eine Maus stets ein bis zwei Tumoren

trug. Ein Tumor wies dabei jeweils eine hohe bzw. niedrige Expression desselben Zelloberfldchen-

markers auf.
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Tabelle 1: Art und Anzahl der zur Generierung von intrazerebralen und peripheren Tumoren

verwendeten Zelllinien

Biomarker Zelllinie Entitiit der implantierten implantierten
Expressionsniveau Zelllinie Zellen/ Hemisphiire Zellen/ Flanke
Hohe EGFR- TS895 GBM 500.000 1.000.000
Expression Ug7 GBM 500.000 1.000.000

Epidermoid 1.000.000
Niedrige EGFR- A431 i 500.000
Karzinom
Expression
US7EGFR GBM 20.000 1.000.000
Hohe HER2- 1.000.000
MDA-MB-468 Brustkrebs 20.000
Expression
Niedrige HER2- 1.000.000
HCC1954 Brustkrebs 500.000
Expression

EGFR = Epidermal Growth Factor Receptor, GBM = Glioblastoma multiforme, HER2 = Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou,
and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs ima-
ging,”” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Zur Induktion der Gehirntumoren wurde die Nadelspitze 1,0 mm la- i

teral des Bregmas, 3,5 mm unterhalb der Dura eingefiihrt und dann

0,5 mm hochgezogen, um ein Reservoir fur die Zellen zu bilden. Die ‘ ‘ L{ \ \

finale Tiefe der Nadelspitze lag bei 3,0 mm. Die Inzidenz und die / ’// ‘ \\/\ § Frontal
GroBe der Tumoren wurden wochentlich iiber MRT-Bildgebungen "\ 5 / \\\\ arieto
(Bruker 7T MRI, Billerica) ab circa zwei Wochen nach der Zellim- ‘\ — " w///(‘ Interparietal
plantation beurteilt. Die Gehirntumoren wuchsen innerhalb von vier \z,:ff/ e

bis acht Wochen zu einer GroBe von 1-8 mm und die peripheren Tu-  Apbildung 9: Schiidel-

knochen einer Maus
Nadelpositionierung fiir die
Tumorzellimplantation.
(Eigene Abbildung)

moren in den Flanken innerhalb von zwei bis vier Wochen zu einer

GroBe von 5—10 mm heran.

3.7 Magnetresonanztomographie

Die MRT wurde mit einem fiir Kleintiere geeigneten Gerdt durchgefiihrt, das mit einem 7 Tesla
supraleitenden Magneten (Bruker Biospin Corp.), einem Gradienten (Resonance Research, Inc.),

einer 115 mm groBen Offnung sowie einer maximalen Gradienten-Amplitude von 640 Millitesla
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pro Meter (mT/m) ausgestattet war. Eine spezialangefertigte 36 mm Hochfrequenz-Phasenschie-
berspule im Vogelkifigformat (Starks Contrast MRI Coils Research, Inc.) wurde fiir die Hochfre-
quenzerzeugung und -erfassung genutzt. Die Miuse wurden mit einem 2%igem Isoflurangas-Sau-
erstoff-Gemisch (Life Science, LLC) immobilisiert. Die Atmung der Tiere wurde mit einem
physiologischen Beobachtungssystem fiir Kleintiere (SA Instruments, Inc.) kontrolliert. Zur Posi-
tionierung der Tiere wurden Bilder entlang drei orthogonaler Orientierungen akquiriert. Die Ge-
hirne der Méause wurde mittels einer koronar T2-gewichteten, schnell spinnenden rapid-acquisi-
tion-with-relaxation-enhancement(RARE)-Echosequenz mit den folgenden Parametern
aufgezeichnet: Matrix 256 x 160, Sichtfenster (engl. Field of View (FOV)) 3 x 2 cm, Repeti-
tionszeit (engl. Repetition Time (TR))/Echozeit (engl. Echo Time (TE)) 1500/50 Millisekunden
und 1-mm-Schichten und zwolf Akquisitionen im Durchschnitt. Die Dauer der Bildgebung betrug
insgesamt im Schnitt sechs Minuten. Die MRT wurde von der Core Facility Animal Imaging am

MSKCC durchgefiihrt.

3.8 Raman-Bildgebung und Quantifizierung des Raman-Signals

Hatten die Tumoren eine GroB3e von 0,5—1,0 cm erreicht, erhielten die Miuse eine Injektion von
350 pl einer 3,5 nM Cetuximab-SERRS-NP- oder Trastuzumab-SERRS-NP-Ldsung in die
Schwanzvene. 18-24 Stunden nach der Injektion wurden die Méuse eingeschléfert. Periphere Tu-
moren wurden direkt nach der Entfernung und vor der Fixierung mit Formaldehyd mittels Raman-
Bildgebung analysiert. Da von mehreren Gehirnen Schnitte untersucht werden sollten, wurden
diese fiir 30—45 Minuten in 4 % Formaldehyd gelegt, um das Gewebe zu stabilisieren und eine
Zersetzung wihrend der Bildgebung zu verhindern. AnschlieBend wurden zwei bis drei Schnitte
mit einer Schnittdicke von 0,5-1,5 mm angefertigt. Alle Raman-Untersuchungen wurden mit dem
im Kapitel 3.4 beschriebenen Raman-System durchgefiihrt (4bbildung 10). Die Raman-Bilder
wurden in derselben Fokalebene (Objektivlinse, 5 x) bei 10-100 % Laserenergie und 0,6—1 Se-
kunde Erfassungszeit im ,,Map-Image“-Erfassungsmodus mit einer Schrittgrole des Lasers von
50-100 pm aufgenommen. Bei der gewédhlten Schrittgrole wurde die Bildgebungsdauer von drei
Stunden nicht {iberschritten, sodass die Laserexposition des Gewebes von Tumor zu Tumor ver-
gleichbar blieb, aber dennoch gréBere Tumoren in ihrer Gesamtheit untersucht werden konnten.

Die Raman-Bilder wurden mit einem intern entwickelten Programm in Matlab (2017b) analysiert.
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Die tumorrelevanten Regionen im Gehirn wurden durch eine MRT des gesamten Gehirns in vivo
und durch Histologie der Gehirnschnitte ex vivo bestimmt. Zur Entfernung des Fluoreszenzhinter-
grunds der Raman-Spektren wurde das Fluoreszenzgrundsignal mittels des Whittaker-Filters
(=200 cm!) und der Partial-Least-Squares(PLS)-Toolbox v.8.0 (Eigenvector Research, Inc.)
subtrahiert. Eine typische Raman-Analyse dauerte 90—180 Minuten.

: i CCD
_ |
Mikroskop l
\ RENISHAW ‘
N Laser
\ Optiken
NN

Objektiv

Abbildung 10: Aufbau des Raman-Spektroskops fiir die Raman-Bildgebung

Der kommerziell erhiltliche InVia Raman-Scanner* besteht aus einer Biihne, Objektiven, einem Mikroskop, einem
Laser, einer Box mit den Optiken sowie einer Charge-Coupled-Device(CCD)-Kamera. Fiir die In-vivo-Bildgebung
wurden die Mause, fiir die Ex-vivo-Bildgebung die Tumoren auf der Biihne unter dem Mikroskop platziert. (Eigene
Abbildung). * Renishaw'’s inVia confocal Raman microscope. © Copyright Renishaw plc. Image. Reproduziert mit
der Genehmigung von Renishaw.

3.9 Histologie

Zur Gewihrleistung der Objektivitidt wurden die histologischen Untersuchungen am MSKCC in
der Core-Facility-Molekulare-Zytologie und am DFHCC in der Core-Facility-Nagetier-Histopa-
thologie nach den dort iiblichen Standardverfahren durchgefiihrt.

Alle Tumoren der vorliegenden Arbeit wurden am MSKCC fixiert und in Paraffin eingebettet. Die
Gehirne und die Gehirnschnitte sowie die peripheren Tumoren wurden in 4 % Paraformaldehyd
iiber Nacht bei Raumtemperatur fixiert und mittels eines Leica ASP6025 Gewebeprozessors (Leica
Biosystems) in Paraffin eingebettet.

Am MSKCC wurde die Himatoxylin-und-Eosin(H&E)-Farbung wie folgt durchgefiihrt: Nach ei-

ner Deparaffinisierung mit zwei Wechseln von HistoClear (National Diagnostics) nach je einer
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Minute und anschlieBenden Waschschritten mit absolutem, 95%igem und 70%igem Ethanol sowie
Wasser wurden die Proben in Harris-Hamatoxylin-Ldsung (Fisher Scientific) fiir 2,5 Minuten ge-
farbt. Nach weiteren Waschschritten wurden die Proben mit Eosin Y (Sigma-Aldrich) fiir zehn
Sekunden geféarbt und wiederholt gewaschen, dehydriert sowie mit Permount (Fisher Scientific)
fixiert. Die H&E-Féarbung am Dana-Farber/Harvard Cancer Center (DFHCC) wurde mittels des
HistoCore-Spectra-ST-Féarbeautomaten von Leica Biosystems durchgefiihrt.

Die EGFR-IHC erfolgte am MSKCC mittels des Leica-Bond-RX-Firbeautomaten (Leica Biosys-
tems). Verwendet wurde folgender Primérantikorper: Anti-EGFR (Cell Signaling Technologies,
4,4 ng/ml). Des Weiteren wurde am MSKCC eine Immunfluoreszenz-Féarbung in dem Leica Bond
RX (Leica Biosystems) durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt).

Am DFHCC wurde die IHC mit Hilfe einer Leica-Bond-III-automatisierten Farbeplattform sowie
mit einem Refine Detection Kit (Leica Biosystems) durchgefiihrt. Verwendet wurden folgende
Primérantikdrper: Anti-EGFR (Cell Signaling Technology, Klon D38B1; 1:50 Verdiinnung) und
Anti-HER2 (Neomarkers, Klon SP3; 1:40 Verdiinnung).
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4 ERGEBNISSE

Teile der im Folgenden aufgefiihrten Ergebnisse wurden in der Zeitschrift Nanotheranostics unter
dem Titel ,,Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-

NPs imaging® veroffentlicht [66].

4.1 Synthese von mit Antikorpern funktionalisierten SERRS-Nanopartikeln

Bei den Cetuximab- und Trastuzumab-SERRS-NP (siehe Kapitel 3.2 und 3.3) bestand das Zent-
rum der NP aus Gold in Form eines Sterns. Letzterer war von dem Infrarot-Raman-Reporter IR780
Perchlorat umgeben, der wiederum von einer Silikat-Hiille stabilisiert wurde. Diese Grundform
wurde mit einer Schicht einer heterobifunktionalen PEG-Matrix umhillt, an die Cetuximab bzw.

Trastuzumab konjugiert wurde (4bbildung 11).

PEG
Antikorper
Resonanter AN - ‘\u/' |
Raman-Reporter Silikathille ) \ I W
= s
D .,
~ -t
s ? b > mp N
- I W
60 nm SERRS- SERRS-Nanopartikel Funktionalisierte
Goldstern Nanopartikel mit Sulfhydryl-Gruppen SERRS-Nanopartikel

Abbildung 11: Synthese der Surface-Enhanced-Resonance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikel (SERRS-NP)
Schematische Illustration der mit Antikorpern funktionalisierten SERRS-NP. Zundchst wurden 60 nm grofle Nanos-
terne synthetisiert. Dann wurde wihrend des Hinzufligens der Silikat-Hiille ein resonanter Raman-Reporter an der
Oberflache der Nanosterne angebracht. Die mit einer Silikat-Hiille versehenen Nanosterne wurden mit dem Hinzufii-
gen von Sulthydryl-Gruppen und dem heterobifunktionalen Polyethylenglykol(PEG)-Molekiil modifiziert sowie mit
Cetuximab oder Trastuzumab funktionalisiert. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T.
Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral hetero-
geneity with SERRS-NPs imaging, ” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Die Sternform bestand aus einer Verbindung von Tetrachlorogoldsdure (H[AuCls]) und Ascorbin-

sdure (CsHsOg). Um die Bildung groBer sphérischer Formen zu verhindern und kleine sphérische
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Elemente zu generieren, wurde die Synthese bei einer Temperatur von 4 °C mit Materialien, die
dieselbe Temperatur aufwiesen, durchgefiihrt. Bei dem Nukleierung genannten Vorgang band die
Tetrachlorogoldsiure innerhalb weniger Sekunden an die sich drehende Ascorbinsdure. Innerhalb
weiterer Sekunden lagerten sich verbliebene Goldelemente, die nicht an der Nukleierung teilge-
nommen hatten, an die sphirischen Formen an, wodurch die Sternformation entstand. Bei erfolg-
reicher Sternbildung férbte sich die Losung innerhalb weniger Sekunden blau. Primér sphérische
Formationen ergaben einen violetten Farbton. Bei erfolgreicher Reaktion wurden die Sterne fiir
drei Tage bei Raumtemperatur dialysiert, um iiberschiissige Ascorbinsidure zu entfernen, die zu
einer Aggregation der Sterne fithren konnte. Der positiv geladene Raman-Reporter band an die
negativ geladenen Gruppen der Goldoberfliche und neutralisierte die Sterne.

Durch die Silikat-Hiille sollte die Aggregation der neutralen Sterne verhindert werden. Zur Her-
stellung der Hiille wurde der Raman-Reporter IR780 Perchlorat (C37H37CIN20O4) in Silicium-hal-
tigem Tetraethylorthosilicat (TEOS, CsH2004S1) geldst. Die Ndhe der Goldoberfliche zu dem Ra-
man-Reporter bedingte die in Kapitel 1.4.2 beschriebene Resonanzerhhung der eintreffenden
Laserstrahlen und damit eine Verstarkung des Raman-Signals. Um die das Silicium umgebenden
Sauerstoff-Molekiile der Sulfhydryl-Gruppe zugénglich zu machen, wurde die vorhandene orga-
nische Methylgruppe durch die Zugabe von Ammoniumhydroxid entfernt. Die vollstdndige Sili-
kat-Hiille stellte sicher, dass nur der Raman-Reporter mit der Goldoberflache in Kontakt trat, was
wichtig war, um die ungewollte Amplifikation von Raman-Signalen durch umgebende Biomole-
kiile zu verhindern. Des Weiteren diente das Silikat der Stabilisierung und verhinderte eine Ag-
gregation der NP.

Der Herstellungsprozess wurde iiber das Zeta-Potenzial iiberwacht, das zu diesem Zeitpunkt auf-
grund der zahlreichen negativ geladenen Sauerstoff-Molekiile der Silikat-Hiille bei circa -50 liegen
sollte. Die Sulthydryl-Gruppen der Silikat-Hiille dienten als Basis fiir die folgende PEGylierung,
die wiederum die Funktionalisierung der NP mit Antikorpern ermdglichte. Durch das Hinzufligen
von Sulthydryl-Gruppen wurden die SERRS-NP leicht positiv geladen, was sich im Zeta-Potenzial
widerspiegelte. Die Einfiihrung der Sulthydryl-Gruppen erfolgte iiber (3-Mercaptopropyl)trime-
thoxysilan (MPTMS, C¢H1603SS1), das eine Silicium-Gruppe zur Bindung an die Hydroxid-Grup-
pen der Silikat-Hiille und eine Sulthydryl-Gruppe fiir die folgende PEGylierung enthielt. PEG ist
ein bifunktionales Molekiil mit einer Maleimid-Gruppe, die an die Sulthydryl-Gruppe der Silikat-
Hiille bindet. Die Succinimid-Gruppe beinhaltete eine reaktionsfreudige NH-Gruppe, die mit den
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Aminogruppen von Lysin in der Fc-Region der Antikorper reagierte. Die PEG-Hiille verhinderte
unspezifische Interaktionen der SERRS-NP mit dem Gewebe. Des Weiteren reduzierte die PEG-
Hiille die Opsonierung der NP mit Komplementfaktoren und damit die Phagozytose durch Mak-
rophagen, womit ihre Bioverfligbarkeit anstieg.

In einem letzten Schritt erfolgte die Funktionalisierung der SERRS-NP mit Antikorpern. Aufgrund
der positiven Ladung der Antikorper sollte ein deutlicher Anstieg im Zeta-Potenzial auf circa -20
bis -15 zu beobachten sein. Ein Anstieg auf tiber -10 oder unter +10 war nicht wiinschenswert, da
anndhernd neutrale SERRS-NP zur Aggregation neigen.

Im Rahmen einer Qualitdtskontrolle wurde die Goldstern-Morphologie und die Silikat-Hiille mit-
tels TEM (JEOL USA, Inc., Model JOEL 1200EX) (4bbildung 12a) beurteilt. Begleitend zu den
Experimenten wurde die Konzentration der SERRS-NP per Nanopartikel-Tracking-Analyse er-
mittelt und das Zeta-Potenzial (4bbildung 12b) mittels Dynamic Light Scattering (DLS, Malvern

Instruments Ltd., Modell Zetasizer Nano) erhoben.

(a) (b)
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Abbildung 12: Qualititskontrolle der Synthese der Surface-Enhanced-Resonance-Raman-Spectroscopy-Nano-
partikel (SERRS-NP) mittels Transmissionselektronenmikroskop (TEM) und Dynamischer Lichtstreuung
(engl. Dynamic Light Scattering (DLS))

(a) Die Qualitétskontrolle der SERRS-NP erfolgte mittels TEM, um die Formierung der Silikat-Hiille und die Gro3e
der SERRS-NP zu beurteilen. (b) Die Messung der DLS verifizierte die Ladungsverschiebung in einen weniger nega-
tiven Ladungsbereich, bedingt durch das Hinzufiigen von Sulfhydryl-Gruppen und Antikérpern. (Eigene Abbildung)
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Des Weiteren wurde der Erfolg der Synthese tliber die Messung der Intensitét der Raman-Signale
von 10 pl einer I nM SERRS-NP-L6sung in vitro liberpriift (4bbildung 13). Der individuelle ,,Fin-
gerabdruck® der synthetisierten SERRS-NP zeigte mehrere eindeutige und voneinander abgrenz-
bare spektrale Peaks. Trotz des Fluoreszenzhintergrunds waren verschiedene Intensitétspeaks er-

kennbar, inklusive der fiir IR780 charakteristischen Peaks bei 950-960 cm.
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Abbildung 13: Qualititskontrolle der Synthese der Surface-Enhanced-Resonance-Raman-Spectroscopy-Nano-
partikel (SERRS-NP) mittels Intensitiitsmessung der Raman-Signale

Dargestellt ist ein reprisentatives Raman-Signal der Cetuximab-SERRS-NP. Es zeigte sich eine hohe Signalintensitét
in vitro. Das Raman-Signal wies mehrere deutliche Peaks auf, wobei der prominenteste dem fiir den Raman-Reporter
IR780 charakteristischen Peak bei 950-960 cm! entsprach. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N.
Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratu-
moral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Die Durchfiihrung einer Verdiinnungsreihe ergab eine Detektionsgrenze von 1 pM nach Subtrak-
tion des Hintergrunds (A4bbildung 14). Die Intensitit des charakteristischen Peaks bei
950-960 cm™! wurde dazu genutzt, die SERRS-NP zu quantifizieren, da das Signal ein nichtlinea-
res, monoton ansteigendes Verhéltnis mit der NP-Konzentration aufwies. Der Signalpeak bei 1020

cm! und mehrere andere weniger intensive Peaks entstammten dem Plastikmaterial der 384 Kavi-

tatenplatte. Diese Peaks wurden sichtbar, wenn das Signal der SERRS-NP abnahm.
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Abbildung 14: Intensitit der Raman-Signale der Surface-Enhanced-Resonance-Raman-Spectroscopy-Nano-
partikel (SERRS-NP) bei unterschiedlichen Verdiinnungen

Dargestellt ist eine reprasentative Verdiinnungsreihe von SERRS-NP im Raman-Bild (a) sowie in Form von Raman-
Signalen (b). Die Detektionsgrenze lag bei 1 pM nach der Subtraktion des Hintergrundsignals. Zur besseren Ubersicht
wurden die Graphen der Konzentrationen farbig markiert. (c) Der Graph zeigt die Intensitdten in Abhéngigkeit von
den Konzentrationen der Verdiinnungsreihe. Es bestand ein nichtlineares Verhiltnis zwischen der NP-Konzentration
und der Signalintensitét. Veroffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C.
Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-
NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.
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4.2 Analyse des Expressionsniveaus des Tumormarkers EGFR mittels Cetuximab-

SERRS-Nanopartikeln in peripheren Tumoren

Zur Induktion eines peripheren Tumorwachstums wurde den Miusen in den gegeniiberliegenden
Flanken jeweils eine Tumorzelllinie mit hoher (A431, US7EGFR) und eine mit niedriger (TS895,
U87) EGFR-Expression implantiert (4bbildung 15b und siehe Tabelle 1, S. 29). Die Durchflusszy-
tometrie bestdtigte die zunehmende EGFR-Expression von TS895 iiber US87 und US7EGFR bis
hin zur Zelllinie A431 (Abbildung 15a).
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Abbildung 15: Nachweis Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) exprimierender Tumorzelllinien im
Mausmodell fiir periphere Tumoren

ICR-Prkdc-<scid>-Mausen* wurden Tumorzellen der Linien TS895, U87, US7EGFR und A431 implantiert. (a) Das
Niveau der EGFR-Expression in den Tumorzelllinien wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert. Die Zelllinien
zeigten eine unterschiedliche EGFR-Expression: TS895 < U87 < US7EGFR < A431. (b) Die Tumorzelllinien mit
niedriger EGFR-Expression (TS895 bzw. U87) wurden in eine Flankenseite implantiert. In die gegeniiberliegende
Flankenseite derselben Maus wurden Tumorzelllinien mit hoher EGFR-Expression (A431 bzw. US87EGFR) implan-
tiert. Tumoren mit niedriger EGFR-Expression n = 10, Tumoren mit hoher EGFR-Expression n = 13. * ICR — Institute
for Cancer Research; Prkdc — Protein Kinase DNA-Activated Catalytic Subunit; scid — severe combined immunode-
ficiency. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M.
F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Na-
notheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Das erste Modell bestand aus dem Vergleichspaar A431 (hochste EGFR-Expression) und TS895
(geringste EGFR-Expression). Nachdem in diesem Modell die Unterscheidung der Hohe der

EGFR-Expression mittels Cetuximab-SERRS-NP mdglich war, wurde ein dhnliches Tumormodell
mit den Zelllinien US7EGFR und U87, deren EGFR-Expression weniger stark differierte, generiert.
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Nachdem die Tumoren zwei bis vier Wochen herangewachsen waren, erhielten die Tiere Cetuxi-
mab-SERRS-NP mit einer minimal-invasiven i. v. Injektion in die Schwanzvene appliziert. 18-24
Stunden spdter wurden die Mause eingeschlifert, die Tumoren entnommen, in ihrer Mitte geteilt
und unverziiglich der Raman-Bildgebung zugefiihrt.

In der SERRS-basierten Bildgebung zeigten Tumoren mit einer hohen EGFR-Expression intensi-
vere Raman-Signale als Tumoren mit einer niedrigen EGFR-Expression (4bbildung 16). Korres-
pondierend mit den Ergebnissen der Durchflusszytometrie waren die Unterschiede in der Intensitét
des Raman-Signals zwischen den aus den Zelllinien TS895 und A431 hervorgegangenen Tumoren
deutlicher als zwischen den aus den Zelllinien U87 und US7EGFR stammenden Tumoren (4bbil-
dung 16).
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Abbildung 16: Raman-Bildgebung der Tumoren mit differenzieller Expression des Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) nach Applikation von Cetuximab Surface-Enhanced-Resonance-Raman-Spectroscopy-Na-
nopartikeln (Cetuximab-SERRS-NP)

Dargestellt sind Tumoren mit von links nach rechts ansteigender EGFR-Expression. Vor der Bildgebung wurden die
Tumoren in der Mitte geteilt (2—4 mm Gewebedicke). Das Signal bei 950-960 cm! bildet die Verteilung des Zellober-
flichenmarkers EGFR ab. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C.
Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-
NPs imaging, ” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Nach der Bildgebung wurden aus den in Paraffin eingebetteten Tumoren sequenzielle Schnitte
erstellt, die einer H&E- oder EGFR-IHC-Farbung zugefiihrt wurden. Die H&E-Féarbung verdeut-
lichte das Wachstum der Tumorzellen (4bbildung 17a). In der IHC-Farbung wurde eine niedrige
EGFR-Expression in den von den Zelllinien TS895 und U87 stammenden Tumoren nachgewiesen,
wihrend die aus den Zelllinien U87EGFR und A431 hervorgegangenen Tumoren eine hohe
EGFR-Expression zeigten (Abbildung 17b).

Beachtet werden sollte, dass in Abhéngigkeit von der optischen Konfiguration die Raman-Bildge-
bung Daten aus einer Brennebene mit einer Dicke von bis zu mehreren mm generiert, wihrend die

Signale in histologischen Schnitten auf eine durchschnittliche Schichtdicke von 5—7 pm begrenzt
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sind. Die Unterschiede zwischen den Raman-Signalen von Tumoren mit hoher und niedriger

EGFR-Expression stimmten mit den Messdaten der Durchflusszytometrie sowie der IHC iiberein.

TS895 us7 87EGFR A431

Abbildung 17: Histologische Evaluation der mittels Raman-Bildgebung untersuchten peripheren Tumoren mit
differenzieller Expression des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

(a) Die Hamatoxylin-und-Eosin(H&E)-Farbung bestdtigte das Vorliegen von Tumorzellen. (b) Die Immunhistoche-
mie(IHC)-Farbung zeigte eine mit den Ergebnissen der Durchflusszytometrie und der Raman-Bildgebung {iberein-
stimmende EGFR-Expression. Die MaBstabskalen entsprechen 1 mm. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K.
Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression
and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Der Durchschnittswert eines Raman-Signals jedes Tumors wurde ermittelt (siehe Graphen in Ab-
bildung 18a und Umrandungen in Abbildung 16, S. 39), um ein reprisentatives Spektrum fiir jeden
Tumor zu erhalten. Die Hohe der EGFR-Expression entsprach der Intensitit der gemittelten Spek-
tren. Die Raman-Spektren der Tumoren des ersten Modells (hohe EGFR-Expression: Zelllinie
A431, dunkelrot vs. niedrige EGFR-Expression: Zelllinie TS895, hellblau) differierten stiarker als
die Raman-Spektren der Tumoren des zweiten Modells (hohe EGFR-Expression: Zelllinie
US7EGFR, hellrot vs. niedrige EGFR-Expression: Zelllinie U87, dunkelblau) (4bbildung 18a).
Abbildung 18b zeigt die unterschiedliche Signalintensitit des fiir den Raman-Reporter IR780 cha-
rakteristischen Peaks bei 950-960 cm™! in den verschiedenen Tumoren. Damit wurde verifiziert,
dass Cetuximab-SERRS-NP Abstufungen in der EGFR-Expression unterscheiden kdnnen und da-

mit eine relative Quantifizierung moglich ist.
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Abbildung 18: Raman-Signale der peripheren Tumoren mit differenzieller Expression des Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR)

(a) Dargestellt sind die gemittelten Raman-Signale der Tumoren der in Abbildung 17 mit Linien umschlossenen Are-
ale. Die Intensitét der Raman-Signale entspricht den EGFR-Expressionsniveaus der Durchflusszytometrie sowie der
Immunhistochemie (IHC). Das vergroBerte Areal entspricht dem fiir den Raman-Reporter IR780 charakteristischen
Peak bei 950-960 cm!. (b) Das Balkendiagramm zeigt die unterschiedliche Signalintensitdt des Peaks bei 950-960
cm! in Abhiingigkeit von der EGFR-Expression. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H.
T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral hete-
rogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

4.3 Analyse des Expressionsniveaus des Tumormarkers HER2 mittels Trastuzumab-

SERRS-Nanopartikeln in peripheren Tumoren

Zur Induktion eines peripheren Tumorwachstums wurde den Miausen in den gegeniiberliegenden
Flanken eine Brustkrebszelllinie mit hoher (HCC1954) und eine mit niedriger (MDA-MB-468)
HER2-Expression implantiert (4bbildung 19b und siehe Tabelle 1, S. 29). Die Durchflusszytomet-
rie bestdtigte die unterschiedlichen Niveaus der HER2-Expression (Abbildung 19a).
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Abbildung 19: Nachweis Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) exprimierender Tumorzellli-
nien im Mausmodell fiir periphere Tumoren

ICR-Prkdc-<scid>-Mause* wurden Tumorzellen der Linien MDA-MB-468 und HCC1954 implantiert. (a) Das Niveau
der HER2-Expression in den Tumorzellen wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert. Die Zelllinien zeigten eine
unterschiedliche HER2-Expression: MDA-MB-468 < HCC1954. (b) Die Tumorzelllinie mit niedriger HER2-
Expression (MDA-MB-468) wurde in eine Flankenseite implantiert. In die gegeniiberliegende Flankenseite derselben
Maus wurde eine Tumorzelllinie mit hoher HER2-Expression (HCC1954) implantiert. Tumoren mit niedriger HER2-
Expression n = 2, Tumoren mit hoher HER2-Expression n = 2. * ICR — Institute for Cancer Research; Prkdc — Protein
Kinase DNA-Activated Catalytic Subunit; scid — severe combined immunodeficiency. Verdffentlicht in und modifi-
ziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface
marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp.
256-269, Jan, 2022.

Nachdem die Tumoren zwei bis vier Wochen herangewachsen waren, erhielten die Tiere Trastu-
zumab-SERRS-NP iiber eine minimal-invasive i. v. Injektion in die Schwanzvene appliziert. 18—
24 Stunden spéter wurden die Miuse eingeschléfert, die Tumoren entnommen, in ihrer Mitte ge-
teilt und unverziiglich der Raman-Bildgebung zugefiihrt.

Wie bei der EGFR-Raman-Bildgebung zeigten auch in diesem Fall Tumoren mit hoher HER2-
Expression ein hoheres Raman-Signal als solche mit niedriger HER2-Expression (4Abbildung 20a).
Nach der Bildgebung wurden aus den in Paraffin eingebetteten Tumoren sequenzielle Schnitte
erstellt, die einer H&E- oder HER2-IHC-Farbung zugefiihrt wurden. Die H&E-Féarbung (4bbil-
dung 20b) belegte das Vorliegen von Tumorzellen. Die HER2-Expression war negativ in dem von
der Zelllinie MDA-MB-468 abstammenden Tumor und deutlich positiv fiir den aus der Zelllinie
HCC1954 hervorgegangenen Tumor (4bbildung 20c).
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Abbildung 20: Raman-Bildgebung der Tumoren mit differenzieller Expression des Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2 (HER2) nach Applikation von Trastuzumab Surface-Enhanced-Resonance-Raman-
Spectroscopy-Nanopartikeln (Trastuzumab-SERRS-NP) und histologische Evaluation der mittels Raman-
Bildgebung untersuchten Tumoren

(a) Dargestellt sind Tumoren mit niedriger (blaue Umrandung) und hoher (rote Umrandung) HER2-Expression. Vor
der Bildgebung wurden die Tumoren in ihrer Mitte geteilt (24 mm Gewebedicke). Die Untersuchung des Raman-
Signalpeaks bei 950-960 cm™! entsprach der Verteilung des Zelloberflichenmarkers HER2. (b) Die Himatoxylin-und-
Eosin(H&E)-Féarbung bestitigte das Vorliegen von Tumorzellen. (c) In der Immunhistochemie(IHC)-Farbung war
HER?2 in dem von der Zelllinie mit niedriger HER2-Expression stammenden Tumor nicht nachweisbar. Tumoren, die
von der Zelllinie mit hoher HER2-Expression stammten, zeigten eine intensive Farbung. Die Ergebnisse stimmten mit
den Daten der Durchflusszytometrie und der Raman-Bildgebung tiberein. Die MafBstabskalen entsprechen 1 mm. Ver-
offentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher,
“Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotherano-
stics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Die Analyse der jeweiligen Raman-Spektren (Mittelwerte der angegebenen Areale in Abbil-
dung 20a) zeigte, dass sich die differenzielle HER2-Expression auch in den unterschiedlichen In-
tensitdten der Raman-Spektren widerspiegelte (4bbildung 21a). Areale des Tumors mit niedriger
HER2-Expression, die in der [HC-Férbung negativ erschienen, zeigten ein moderates Raman-Sig-
nal. Die Raman-Bildgebung enthélt Signale aus einer Schichtdicke von mehreren mm, wihrend
die IHC-Nachweise auf eine durchschnittliche Schichtdicke von 5—7 um limitiert sind. Daher ist

es moglich, dass Raman-Signale aus einer tieferen Schicht stammten, die bei der IHC nicht erfasst

wurden.
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Abbildung 21: Raman-Signale der peripheren Tumoren mit differenzieller Expression des Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2 (HER2)

(a) Dargestellt sind die gemittelten Raman-Signale der Tumoren der in Abbildung 20a mit Linien umschlossenen
Areale (rot/blau). Die Intensitdt der Raman-Signale entspricht den HER2-Expressionsniveaus der Durchflusszytomet-
rie sowie der Immunhistochemie (IHC). (b) Die Raman-Signale (hellblau und gelb) entsprechen den in Abbildung 20a
umrandeten Arealen hoherer Signalintensitét innerhalb der Tumoren mit niedriger bzw. hoher HER2-Expression (c)
Das Balkendiagramm zeigt die unterschiedliche Signalintensitit des Peaks bei 950-960 cm™ in Abhéngigkeit von der
HER2-Expression. Es bestehen deutliche Unterschiede zwischen Tumoren mit hoher (rote Umrandung) und niedriger
(blaue Umrandung) HER2-Expression sowie Arealen mit maximaler Intensitidt (Aml) in Tumoren mit hoher (gelbe
Umrandung) und niedriger (hellblaue Umrandung) HER2-Expression. Veroffentlicht in und modifiziert nach: L. K.
Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression
and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Die Areale mit moderater Intensitit innerhalb des Tumors mit einer niedrigen HER2-Expression
(hellblaue Umrandung, siehe Abbildung 20a) zeigten eine signifikant niedrigere Raman-Signalin-
tensitdt als Areale hoher Intensitét innerhalb des Tumors mit einer hohen HER2-Expression (gelbe
Umrandung, siehe Abbildung 20a, korrespondierendes Raman-Spektrum, siehe Abbildung 21b).

Die Daten belegen, dass Antikorper-tragende SERRS-NP das Potenzial besitzen, eine differenzi-

elle Expression von Oberflaichenmarkern zuverldssig in verschiedenen Tumorentitdten zu erfassen.
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4.4 Analyse des Expressionsniveaus des Tumormarkers EGFR mittels Cetuximab-

SERRS-Nanopartikeln in intrazerebralen Tumoren

Zum Nachweis, ob Cetuximab-SERRS-NP auch im intrazerebralen Kontext zwischen einer hohen
und einer niedrigen EGFR-Expression unterscheiden konnen, wurden in beide Hemisphéiren von
ICR-Prkdc-<scid>-Miusen Tumorzelllinien mit hoher (A431, US7EGFR) bzw. niedriger (TS895,
U87) EGFR-Expression implantiert (4bbildung 22a und siehe Tabelle 1, S.29). Die EGFR-
exprimierenden Tumoren wurden mittels MRT in Intervallen von ein bis zwei Wochen, beginnend

vier Wochen nach der Implantation, nachverfolgt (4bbildung 22b).
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Abbildung 22: Nachweis Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) exprimierender Tumorzelllinien im
Mausmodell fiir intrazerebrale Tumoren

(a) Orthotope primére und sekundére Gehirntumormodelle wurden mittels stereotaktischer Implantation von Tumor-
zelllinien mit hoher (A431 bzw. US7EGFR) bzw. niedriger (TS895 bzw. U87) EGFR-Expression in je eine Hemi-
sphére von ICR-Prkdc-<scid>-Mausen* etabliert. (b) Magnetresonanztomographie(MRT)-Bild fiinf Wochen nach der
Implantation von A431 (n = 8) und TS895 (n = 3) Tumorzellen. * ICR — Institute for Cancer Research; Prkdc — Protein
Kinase DNA-Activated Catalytic Subunit; scid — severe combined immunodeficiency. Verdffentlicht in und modifi-
ziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface
marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp.
256-269, Jan, 2022.

Die Ergebnisse der EGFR-SERRS-basierten Raman-Bildgebung fiir die Zelllinien A431 und
TS895 sind in Abbildung 23a dargestellt.
Die Méuse wurden 14—18 Stunden nach der Injektion der Cetuximab-SERRS-NP eingeschlifert.

Die enthommenen Gehirne wurden entweder im Ganzen oder in koronaren Schnitten der SERRS-
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basierten Raman-Bildgebung zugefiihrt. Bei der Verwendung koronarer Schnitte (4bbildung 23)
wurde das Gehirn vor der Schnittgenerierung (0,5-1,5 mm) fiir circa 45 Minuten in Formaldehyd

fixiert.

(a)
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Abbildung 23: Raman-Bildgebung und histologische Evaluation der Tumoren mit differenzieller Expression
des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) nach Applikation von Cetuximab Surface-Enhanced-Reso-
nance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikeln (Cetuximab-SERRS-NP)

(a) Raman-Bildgebung der koronaren Gehirnschnitte einer mit Cetuximab-SERRS-NP injizierten Maus mit Tumoren
mit hoher und niedriger EGFR-Expression. (b) Die Himatoxylin-und-Eosin(H&E)-Farbung bestitigt das Tumor-
wachstum in beiden Hemisphéren. (¢) Die Immunhistochemie(IHC)-Farbung fiir EGFR zeigt die differenzielle EGFR-
Expression der beiden Tumoren. Die Mafistabskalen entsprechen 1 mm. Veroffentlicht in und modifiziert nach: L. K.
Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression
and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Tumoren mit hoher EGFR-Expression zeigten eine hohere Raman-Signalintensitét als ihre Pendants
mit niedriger EGFR-Expression in der kontralateralen Hemisphire (4bbildung 23a). Die per
SERRS-basierter Bildgebung untersuchten Gehirne wurden anschlieend fixiert, in Paraffin einge-
bettet, sequenziell geschnitten, mit H&E geférbt sowie fiir die EGFR-spezifische IHC-Féarbung pro-
zessiert. Die H&E-Farbung (Abbildung 23b) belegte das Vorliegen von Tumorzellen. Die THC-
Féarbung bestitigte die hohe Expression in den aus der Zelllinie mit einer hohen EGFR-Expression
(A431) hervorgegangenen Tumoren und die niedrige Expression in den aus der Zelllinie mit einer
niedrigen EGFR-Expression (TS895) stammenden Tumoren (Abbildung 23c).

Die Analyse der Raman-Spektren ergab, dass sich die differierenden EGFR-Expressionsniveaus
in den Intensitdten der Raman-Spektren widerspiegelten. Tumoren mit hoherer EGFR-Expression
(rotes Raman-Spektrum) zeigten hohere Intensitéten als solche mit niedrigerer EGFR-Expression

(blaues Raman-Spektrum) (4bbildung 24a). Allerdings war die Differenz geringer ausgeprégt als
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in peripher gelegenen Tumoren. Das Balkendiagramm visualisiert die Signaldifferenz (Abbil-
dung 24b) des fiir den Raman-Reporter IR780 charakteristischen Signalpeaks bei 950-960 ¢cm™.
Zusammengefasst belegen die Ergebnisse, dass sich mit Cetuximab-SERRS-NP verschiedene

EGFR-Expressionsniveaus sowohl in der Peripherie als auch intrazerebral erfassen lassen.
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Abbildung 24: Raman-Signale der intrazerebralen Tumoren mit differenzieller Expression des Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR)

(a) Dargestellt sind die gemittelten Raman-Signale der Tumoren der in Abbildung 23a mit Linien umschlossenen
Areale (rot/blau). Die Intensitit der Raman-Signale entspricht den EGFR-Expressionsniveaus der Durchflusszytomet-
rie (Abbildung 15) sowie der Immunhistochemie (IHC). (b) Das Balkendiagramm zeigt die Signaldifferenz der cha-
rakteristischen Signalintensitéit des Peaks bei 950-960 cm™ und visualisiert die differenzielle Signalintensitit mit ab-
nehmender EGFR-Expression. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns,
C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-
NPs imaging, ” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

4.5 Analyse des Expressionsniveaus des Tumormarkers HER2 mittels Trastuzumab-

SERRS-Nanopartikeln in intrazerebralen Tumoren

Im Folgenden wurden HER2-exprimierende Tumoren in einem intrazerebralen Brustkrebsmeta-
stasenmodell untersucht. ICR-Prkdc-<scid>-Miusen wurden Tumorzelllinien mit hoher
(HCC1954) und Tumorzelllinien mit niedriger HER2-Expression (MDA-MB-468) in die gegen-
iiberliegenden Hemisphéren implantiert (4bbildung 25a und siehe Tabelle 1, S. 29). Das Tumor-
wachstum wurde mittels MRT-Bildgebungen ab der vierten Woche nach der Implantation in ein-

bis zweiwOchigen Intervallen beobachtet (4bbildung 25b).
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Abbildung 25: Nachweis Human Epidermal Growth Factor 2 (HER2) exprimierender Tumorzelllinien im
Mausmodell fiir intrazerebrale Tumoren

(a) Orthotope sekunddre Gehirntumormodelle wurden mittels stereotaktischer Implantation von Tumorzelllinien mit
hoher (HCC1954) bzw. niedriger (MDA-MB-468) HER2-Expression in je eine Hemisphére von ICR-Prkde-<scid>-
Maéusen* etabliert. (b) Magnetresonanztomographie(MRT)-Bild vier Wochen nach der Implantation von HCC1954
(n = 3) und MDA-MB-468 (n = 3) Tumorzellen. * ICR — Institute for Cancer Research; Prkdc — Protein Kinase DNA-
Activated Catalytic Subunit; scid — severe combined immunodeficiency. Veroffentlicht in und modifiziert nach: L. K.
Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression
and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Die von der HCC1954-Zelllinie abstammenden Tumoren zeigten eine deutlich hohere Wachs-
tumsrate als Tumoren, die aus den Zelllinien MDA-MB-468 sowie A431 und TS895 hervorgegan-
gen waren (Abbildung 25 und Abbildung 22, S. 45).

18-24 Stunden nach der minimal-invasiven i. v. Injektion von Trastuzumab-SERRS-NP in die
Schwanzvene wurden die Tiere eingeschléfert. Nach Entnahme der Gehirne wurden diese im Gan-
zen oder in koronaren Schnitten der SERRS-basierten Raman-Bildgebung zugefiihrt. Abbildung
26a zeigt die SERRS-basierte Raman-Bildgebung eines intakten Gehirns. Fiir die koronaren
Schnitte (0,5—1,5 mm Schnittdicke) wurden die Gehirne zuvor fiir circa 45 Minuten in Formalde-
hyd fixiert. Die Raman-Signale zeigten eine deutlich hohere Intensitdt bei Tumoren mit hoher

HER2-Expression im Vergleich zu denen mit niedriger HER2-Expression in der kontralateralen

Hemisphére (4bbildung 26a).



ERGEBNISSE 49

(a) (b)
HCC1954

500

HCC1954

400

&

300 | MDA-MB-468

MDA-MB-468 e

200

100

MDA-MB-468

Abbildung 26: Raman-Bildgebung und histologische Evaluation der Tumoren mit differenzieller Expression
des Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) nach Applikation von Trastuzumab Surface-Enhan-
ced-Resonance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikeln (Trastuzumab-SERRS-NP)

(a) Raman-Bildgebung des ganzen Gehirns einer mit Trastuzumab-SERRS-NP injizierten Maus mit Gehirntumoren
mit hoher und niedriger HER2-Expression. (b) Die Immunhistochemie(IHC)-Farbung fiir HER2 zeigt die differenzi-
elle HER2-Expression der beiden Tumoren. Die gestrichelten Linien entsprechen der Schnittebene des jeweiligen
histologischen Schnitts. Die MafBstabskalen entsprechen 1 mm. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter,
N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and
intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Nach der Raman-Bildgebung wurden die Gehirne fixiert, in Paraffin eingebettet, sequenziell ge-
schnitten sowie aufgrund der bei der EGFR-Evaluation beobachteten Gewebefragilitit direkt der
HER2-IHC-Analyse zugefiihrt. Die IHC-Féarbung bestdtigte die hohe Expression in den Brust-
krebsmetastasen, die aus der Zelllinie HCC1954 hervorgegangen waren, und die niedrige Expres-
sion in den Brustkrebsmetastasen, die der Zelllinie MDA-MB-468 entstammten (4bbildung 26b).
Die Analyse der Raman-Spektren (Durchschnittswert der farbig markierten Areale aus Abbildung
26a) zeigte, dass sich die differierenden HER2-Expressionsniveaus in den Intensitéten der Raman-
Spektren widerspiegelten. Das Raman-Spektrum der Brustkrebsmetastasen mit hoherer HER2-
Expression (rot) wies deutlich hohere Intensititen auf als das der Brustkrebsmetastasen mit nied-
rigerer HER2-Expression (blau) (4bbildung 27). In dem Balkendiagramm ist der charakteristische
Signalpeak fiir den Raman-Reporter IR780 bei 950-960 cm! dargestellt (4bbildung 27b). Die er-

heblichen Divergenzen in der Intensitdt der Raman-Signale entsprachen den Ergebnissen der IHC.
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Die Unterschiede im Intensitdtsniveau der Raman-Spektren waren im verwendeten HER2-Modell
wesentlich deutlicher als in dem EGFR-Modell (4bbildung 27 und Abbildung 24, S. 47). Diese
Beobachtung passt zu den Ergebnissen der [IHC-Analysen. Die Tumoren mit einer hohen EGFR-

Expression zeigten gegeniiber solchen mit einer hohen HER2-Expression eine geringere Férbein-

tensitét.
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Abbildung 27: Raman-Signale der intrazerebralen Tumoren mit differenzieller Expression des Human Epi-
dermal Growth Factor Receptor 2 (HER2)

(a) Dargestellt sind die gemittelten Raman-Signale der Tumoren der in Abbildung 26 mit Linien umschlossenen Are-
ale (rot/blau). Die Intensitdt der Raman-Signale entspricht den HER2-Expressionsniveaus der Durchflusszytometrie
(Abbildung 19) sowie der Immunhistochemie (IHC). (b) Das Balkendiagramm zeigt die Signaldifferenz der charak-
teristischen Signalhdhe bei 950960 cm™ und visualisiert die differenzielle Signalintensitit mit abnehmender HER2-
Expression. Veroffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and
M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,”
Nanotheranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

4.6 Nachweis des Tumormarkers HER2 mittels Trastuzumab-SERRS-Nanopartikeln in

vivo

Zur Evaluation eines moglichen minimal-invasiven Einsatzes der Methode wurde iiberpriift, ob
intrazerebral gelegene Tumoren durch die Haut und den Schidelknochen in einer lebenden Maus
nachweisbar sind. Wie zuvor beschrieben, wurde das Tumorwachstum durch die Implantation von
Brustkrebszellen (HCC1954) induziert. Bei erfolgreichem Tumorwachstum wurden die Trastuzu-

mab-SERRS-NP mittels einer minimal-invasiven i. v. Injektion appliziert.
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Abbildung 28: Nichtinvasive In-vivo-Raman-Bildgebung eines Tumors mit einer hohen Expression des Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) nach Applikation von Trastuzumab Surface-Enhanced-Reso-
nance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikeln (Trastuzumab-SERRS-NP)

(a) 18-24 Stunden nach der Injektion von Trastuzumab-SERRS-NP wurde das Kopthaar der Maus fiir die Raman-
Bildgebung entfernt. (b) Die Raman-Bildgebung konnte die Trastuzumab-SERRS-NP durch die intakte Haut und den
Schédel der Maus nachweisen. (c) Das Raman-Signal des in (b) umrandeten Areals entsprach der Raman-Signatur der
Trastuzumab-SERRS-NP. (d-f) Die Ergebnisse von (b-c) wurden mit einer Ex-vivo-Raman-Bildgebung des Gehirns
bestétigt. (g) Das Balkendiagramm visualisiert die hohere Signalintensitét der Ex-vivo-Bildgebung gegeniiber der In-
vivo-Bildgebung. (h) 3D-Rekonstruktion der Raman-Daten des untersuchten Tumors. Die Ma@stabskalen entsprechen
1 mm. Veroffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H. Burns, C. Andreou, and M. F.
Kircher, “Visualizing surface marker expression and intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nano-
theranostics, vol. 6, no. 3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Vor der Bildgebung erhielt die Maus eine auf Ketamin (15 mg/ml) und Xylazin (1,5 mg/ml) ba-
sierende, intraperitoneal applizierte Anésthesie.

Wie Abbildung 28 zeigt, lie3 sich der Tumor im lebenden Organismus durch die intakte Haut und
den intakten Schidel darstellen. Wie erwartet, zeigte die In-vivo-Bildgebung einen deutlichen Sig-
nalverlust im Vergleich zur Bildgebung des intrazerebralen Tumors ex vivo. Zur Illustration der

Signalspezifitdt wurde die SERRS-basierte Raman-Bildgebung mit Modifikation der Fokalebene
durch Bewegung der Biihne des Raman-Spektroskops (4bbildung 10, S. 31) in 1-mm-Schritten
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wiederholt. Dabei wurde die erste Bildgebung bei -1500 pm unterhalb der Gehirnoberfliche durch-
gefiihrt, die letzte bei -4500 um. Die Tumorsédule grenzte sich deutlich gegeniiber dem umliegen-
den gesunden Gehirnparenchym (grau schattiert) ab (Abbildung 28h).

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, dass mit Antikdrpern funktionalisierte SERRS-NP

eine In-vivo-Bildgebung durch den intakten Schédel erlauben.

4.7 Analyse des Expressionsniveaus des Tumormarkers EGFR und Nachweis der
intratumoralen Heterogenitit mittels Cetuximab-SERRS-Nanopartikeln in

peripheren Tumoren

Die vorangegangenen Versuche belegen, dass die durch Antikorper-tragende SERRS-NP ausge-
16sten Raman-Signale Tumoren mit einer hohen und einer niedrigen Expression von Zelloberfli-
chenmarkern unterscheiden konnen (relative Quantifizierung). Im néchsten Schritt wurde unter-
sucht, ob diese SERRS-NP dazu genutzt werden konnen, die intratumorale Heterogenitdt der
Zelloberflichenmarker-Expression zu erfassen. Zu diesem Zweck wurden die Raman-Bildge-
bungsdaten (4bbildung 29a) und die IHC-Daten (Abbildung 29b) von Tumoren mit hoher EGFR-

Expression analysiert.
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Abbildung 29: Intratumorale Heterogenitit in Tumoren mit einer hohen Expres-
sion des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

(a) Unterschiedliche Areale innerhalb desselben Tumors zeigten in der Raman-Bild-
gebung verschiedene Signalintensititen der Cetuximab Surface-Enhanced-Reso-
nance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikel (Cetuximab-SERRS-NP). Drei unabhén-
gige Tumoren sind exemplarisch dargestellt. (b) Die Immunhistochemie(IHC)-
Farbung bestitigte die inhomogene EGFR-Expression innerhalb der Tumoren (n = 8).
Das Expressionsmuster war vergleichbar mit dem Muster der Raman-Bildgebungen.
(c) Die Raman-Spektren bilden die EGFR-Expressionsniveaus in den mit Rechtecken
(a) bzw. Pfeilspitzen (b) markierten Arealen ab. (d) Laut Student’s-Zweistichproben-
t-Test waren die Unterschiede der Mittelwerte der Signalintensitéten statistisch signi-
fikant (p = 0,0428 Areale mit hoher vs. niedriger Expression, p =0,0118 Areale mit
niedriger Expression vs. EGFR-negative Areale). Die MaBstabskalen entsprechen 1
mm. Verdffentlicht in und modifiziert nach: L. K. Rotter, N. Berisha, H. T. Hsu, K. H.
Burns, C. Andreou, and M. F. Kircher, “Visualizing surface marker expression and
intratumoral heterogeneity with SERRS-NPs imaging,” Nanotheranostics, vol. 6, no.
3, pp. 256-269, Jan, 2022.

Die Raman-Signale von verschiedenen Tumorarealen wurden gemittelt (4bbildung 29c). Erhoben

wurden Raman-Spektren aus Arealen mit hohen und niedrigen SERRS-NP-Signalen sowie aus

Raman-Signal-negativen Arealen (rote, cyan-farbene und schwarze Umrandungen in Abbil-

dung 29a, Pfeilkopfspitzen in Abbildung 29b). Die Spektren der durchschnittlichen Raman-Sig-

nale der Areale wurden fiir jedes Beispiel nach der Subtraktion des Grundsignals aus 70 individu-

ellen Punkt-Spektren innerhalb der dargestellten Rechtecke (1500 x 900 pm?) gebildet. Fiir jedes

Spektrum wurde die durchschnittliche Intensitit zwischen 950 und 960 cm™' (einschlieBlich des

Maximums des Raman-Spektrums) analysiert.
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Areale mit hoher EGFR-Expression zeigten Intensitdten von tiber 200 cts/s, wohingegen Areale
mit niedriger Expression lediglich Intensititen im Bereich von 100 cts/s erreichten (4bbildung
29d). Die Intensitidten im Bereich von 50 cts/s der Areale mit als negativ eingestufter EGFR-
Expression entsprachen dem Hintergrundsignal und der Storsignalrektifikation im Zuge der
Grundsignalabstraktion. Die ermittelten Signale pro Sekunde (cts/s) hingen von der verwendeten
Bildgebungssystemkonfiguration ab (z. B. verwendete Optik, Akquisitionszeit) und sind daher ar-
bitrdr. Bei konstanten Einstellungen liefert die Methode bei vergleichenden Analysen quantitative
Informationen zu den mittels IHC erhobenen qualitativen Informationen. Laut Student’s-Zwei-
stichproben-z-Test unterschieden sich die Differenzen der Durchschnittswerte der Intensitéten sig-
nifikant (p = 0,0428 Areale mit hoher vs. Areale mit niedriger EGFR-Expression; p = 0,0118 Are-
ale mit niedriger EGFR-Expression vs. Areale mit als negativ eingestufter EGFR-Expression).

Die Daten belegen, dass Raman-Signale von Antikorper-tragenden SERRS-NP genutzt werden

konnen, um Areale mit hoher, niedriger und fehlender EGFR-Expression zu unterscheiden.

4.8 Analyse des Expressionsniveaus des Tumormarkers HER2 und Nachweis der
intratumoralen Heterogenitit mittels Trastuzumab-SERRS-Nanopartikeln in

peripheren Tumoren

Nach dem Nachweis der Eignung von Cetuximab-SERRS-NP fiir die Darstellung der intratumo-
ralen Heterogenitit des Zelloberflichenmarkers EGFR wurde analog die Eignung von Trastuzu-
mab-SERRS-NP zum Nachweis der intratumoralen Heterogenitdt des Zelloberflichenmarkers
HER2 untersucht. Die Raman-Bildgebungsdaten von Tumoren mit hoher HER2-Expression (A4b-
bildung 30a) wurden durch die anschliefende IHC-Analyse der HER2-Expression bestitigt (4b-
bildung 30b).
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400+ Abbildung 30: Intratumorale Heterogenitit in Tumoren mit einer hohen Expres-
sion des Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2)

300/ ° (a) Unterschiedliche Areale innerhalb desselben Tumors zeigten in der Raman-Bild-

gebung unterschiedliche Signalintensititen der Trastuzumab Surface-Enhanced-Reso-

. nance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikel (Trastuzumab-SERRS-NP). Zwei unab-

200 héngige Tumoren sind exemplarisch dargestellt. (b) Die Immunhistochemie(IHC)-

Farbung bestitigte die inhomogene HER2-Expression innerhalb der Tumoren (n = 2).

P=0,0261  Das Expressionsmuster war vergleichbar mit dem Muster der Raman-Bildgebungen.

100- (c) Die Raman-Spektren bilden die HER2-Expressionsniveaus in den mit Rechtecken

oo (a) bzw. Pfeilspitzen (b) markierten Arealen ab. (d) Laut Student’s-Zweistichproben-

0- t-Test waren die Unterschiede der Mittelwerte der Signalintensitéten statistisch signi-

ARSI fikant (p =0,0285 Areale mit hoher vs. niedriger Expression, p=0,0261 Areale mit

Q\O .\Q,b Q)o? niedriger Expression vs. HER2-negative Areale. Die MaBstabskalen entsprechen 1
AR mm. (Eigene Abbildung)

Die Raman-Signale von verschiedenen Tumoren wurden gemittelt (4bbildung 30c). Erhoben wur-
den Raman-Spektren aus Arealen mit hohen und niedrigen SERRS-NP-Signalen sowie aus Ra-
man-Signal-negativen Arealen (rote, cyan-farbene und schwarze Umrandungen in Abbildung 30a,
Pfeilkopfspitzen in Abbildung 30b). Die Spektren der Durchschnittswerte der Raman-Signale der
jeweiligen Areale wurden fiir jedes Beispiel nach der Abstraktion des Grundsignals aus 50 indivi-
duellen Punkt-Spektren innerhalb der dargestellten Rechtecke (1000 x 600 pm?) gebildet. Fiir je-
des Spektrum wurde die durchschnittliche Intensitit zwischen 950 und 960 cm-1 (einschlielich
des Maximums des Raman-Spektrums) analysiert. Areale mit hoher HER2-Expression zeigten In-
tensitdten im Bereich von 200 cts/s, solche mit niedriger Expression Intensitdten im Bereich von
50 cts/s (4bbildung 30d). Die Intensititen im Bereich von 50 cts/s der Areale mit als negativ ein-
gestufter HER2-Expression entsprachen dem Hintergrundsignal und der Storsignalrektifikation im
Zuge der Grundsignalabstraktion. Die ermittelten Signale pro Sekunde (cts/s) hdngen von der ver-
wendeten Bildgebungssystemkonfiguration ab (z. B. verwendete Optik, Akquisitionszeit) und sind

daher arbitrdr. Bei konstanten Einstellungen liefert die Methode bei vergleichenden Analysen
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quantitative Informationen zu den mittels IHC erhobenen qualitativen Informationen. Laut Stu-
dent’s-Zweistichproben-z-Test unterschieden sich die Differenzen der Durchschnittswerte der In-
tensititen signifikant (p = 0,0285 Areale mit hoher vs. Areale mit niedriger HER2-Expression;
p=0,0261 Areale mit niedriger HER2-Expression vs. Areale mit als negativ eingestufter HER2-

Expression).

4.9 Uberblick iiber die Aufnahme von Antikorper-tragenden Nanopartikeln in
Abhingigkeit vom EGFR- und HER2-Expressionsstatus und von der Lokalisation

der Tumoren

In einem letzten Schritt wurden die Durchschnittswerte der Raman-Verschiebung bei
950-960 cm'! aller untersuchten Tumoren miteinander verglichen, um zu {iberpriifen, ob die Dif-
ferenzierungsfahigkeit der SERRS-NP auch bei einem globalen Vergleich sdmtlicher analysierter
Tumore erhalten blieb. Der Mittelwert der Intensitit fiir peripher gelegene Tumoren betrug bei
hoher bzw. niedriger EGFR-Expression 102,789 cts/s bzw. 48,585 cts/s und bei hoher bzw. nied-
riger HER2-Expression 98,596 cts/s bzw. 55,458 cts/s (Abbildung 3 1a). Fiir die zerebralen Tumo-
ren lagen die Mittelwerte bei hoher bzw. niedriger EGFR-Expression bei 263,874 cts/s bzw.
71,817 cts/s (Abbildung 31b) und bei hoher bzw. niedriger HER2-Expression bei 2161,4 cts/s bzw.
224,157 cts/s (Abbildung 31c).

Damit wurde die Hypothese bestitigt, dass Cetuximab- bzw. Trastuzumab-SERRS-NP zwischen
Tumoren mit hoher bzw. niedriger EGFR- und HER2-Expression unterscheiden kdnnen. Bei ge-
nauer Betrachtung der Datenpunkte der peripher (4bbildung 3la) und intrazerebral (Abbil-
dung 31b + ¢) gelegenen Tumoren fiel jedoch auf, dass sich die Werte der Tumoren mit hoher und
niedriger Expression zum Teil iiberschnitten. Hierzu ist zu bedenken, dass jeder Punkt den Mittel-
wert einer mehrere mm umfassenden Schichtdicke und somit den Durchschnittswert vieler ,,Zell-
schichten* wiedergibt (siehe Kapitel 5.4.2). Fiir eine bessere Beurteilung des Einflusses des Her-
stellungsprozesses sowie des EPR-Effekts auf die Signalintensitét erhielten die Datenpunkte, die
von Tumoren derselben Maus stammten (Paarungen von Tumoren mit hoher bzw. niedriger
EGFR- bzw. HER2-Expression), die gleiche Farbe. Schwarze Punkte entsprechen Tumoren, die
aufgrund eines fehlenden Tumorwachstums kein direktes Pendant in derselben Maus aufwiesen.

Die Betrachtung der Datenpunkte der Tumorpaare bestitigte den Befund der Gesamt-Mittelwerte,
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dass SERRS-NP auch auf der Ebene individueller Tumore solche mit hoher bzw. niedriger EGFR-
bzw. HER2-Expression unterscheiden konnen.

Bei der Betrachtung der Graphen der intrazerebralen Tumoren fiel eine groe Bandbreite der Sig-
nalintensititen bei den Tumoren mit einer hohen EGFR- (4bbildung 31b) und HER2-Expression
(Abbildung 31c) auf. Davon waren insbesondere HER2-Tumoren betroffen.
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Abbildung 31: Uberblick iiber die mit Antikérper-tragenden Surface-Enhanced-Resonance-Raman-
Spectroscopy-Nanopartikeln (SERRS-NP) generierten Daten in Abhéngigkeit vom Expressionsstatus des Epi-
dermal Growth Factor Receptor (EGFR) und Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) der ver-
wendeten Zelllinien und der Lokalisation der Tumoren

(a) Intensititswerte der Raman-Signale mit Angabe des Mittelwerts von allen untersuchten EGFR (n =23) bzw. HER2
(n =4) exprimierenden Tumoren, die subkutan heranwuchsen. Die Farben kennzeichnen Tumorpaare einer Maus.
Schwarze Punkte stellen Tumoren ohne Gegenstiick im selben Tier dar. (b) Intensititswerte der Raman-Signale mit
Angabe des Mittelwerts von allen untersuchten EGFR-exprimierenden Tumoren, die intrazerebral heranwuchsen
(n = 14). Die Farben kennzeichnen Tumorpaare einer Maus. Schwarze Punkte stellen Tumoren ohne Gegenstiick im
selben Tier dar. Die Dreiecke entsprechen aus der Zelllinie US7EGFR hervorgegangenen Tumoren. Die VergroBBerung
des markierten Bereichs dient der optimierten Darstellung der Werte fiir Tumoren mit hoher bzw. niedriger EGFR-
Expression. (c) Intensitétswerte der Raman-Signale mit Angabe des Mittelwerts von allen untersuchten HER2-
exprimierenden Tumoren, die intrazerebral heranwuchsen (n = 6). Die Farben kennzeichnen Tumorpaare einer Maus.
Schwarze Punkte stellen Tumoren ohne Gegenstiick im selben Tier dar. (Eigene Abbildung)
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Die Tumoren mit einer hohen HER2-Expression entstammten der Zelllinie HCC1954, die in den
Versuchstieren eine enorm hohe Proliferationsrate aufwies, gefolgt von den Zelllinien mit hoher
EGFR-Expression A431 und US7EGFR (dreieckige Symbole in Abbildung 31b).

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass eine Unterscheidung von Tumoren mit hoher und
niedriger EGFR- bzw. HER2-Expression mittels einer minimal-invasiven i. v. Injektion von Cetu-
ximab- bzw. Trastuzumab-SERRS-NP moglich ist. Diese Aussage gilt nicht nur fiir einzelne Tu-
morpaare, sondern in der Tendenz auch fiir den Vergleich der Mittelwerte aller hier untersuchten

Tumoren.

4.10 Ergebnisiiberblick

Die durchgefiihrten Experimente ergaben folgende Ergebnisse:

1. Cetuximab- und Trastuzumab-SERRS-NP konnten erfolgreich mit einer Detektionsgrenze von

1 pM synthetisiert werden.

2. I v. applizierte Cetuximab-SERRS-NP ermdglichen die Visualisierung einer differenziellen
EGFR-Expression sowie eine relative Quantifizierung des Zelloberflichenmarkers EGFR in

peripheren und intrazerebralen Tumoren.

3. L v.applizierte Trastuzumab-SERRS-NP ermdglichen die Visualisierung einer differenziellen
HER2-Expression und eine relative Quantifizierung des Zelloberflichenmarkers HER2 in pe-

ripheren und intrazerebralen Tumoren.

4. Die Detektion eines Tumors mit hoher HER2-Expression nach i. v. Injektion von Trastuzu-

mab-SERRS-NP ist in vivo mdglich.

5. L v. applizierte Cetuximab-SERRS-NP ermoéglichen die intratumorale Differenzierung von

Arealen mit unterschiedlicher EGFR-Expression.

6. L v. applizierte Trastuzumab-SERRS-NP erméglichen die intratumorale Differenzierung von

Arealen mit unterschiedlicher HER2-Expression.
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S DISKUSSION

Das Wissen iiber die pradiktive und prognostische Bedeutung von Zelloberflichenmarkern bei
onkologischen Erkrankungen sowie die Nutzung dieser Marker als Zielstruktur fiir spezifische
Therapien nehmen stetig zu. Die Erfassung der Verteilung der Expression der Zelloberflachen-
marker im gesamten Tumor sowie therapiebedingter Expressionsdnderungen ist entscheidend fiir
die Verbesserung des Gesamtiiberlebens sowie fiir die Entwicklung personalisierter Therapien mit
geringerer Toxizitét.

Die klinische Relevanz eines Zelloberflichenmarkers definiert sich durch seine Bedeutung fiir das
Verhalten des Tumors und anhand der Moglichkeit, seinen tumorférdernden Einfluss zu inhibie-
ren. Unter einer Chemo- oder Strahlentherapie kann der Selektionsdruck die Zellkomposition des
Tumors sowie die Expression von Zelloberflaichenmarkern verdndern. Wiirden sich mit einer mi-
nimal-invasiven Methode Verdnderungen der relevanten Zelloberflichenmarker unter der Thera-
pie beobachten lassen, wire eine sofortige Adaptation des Therapieregimes moglich. Beim Verlust
des durch eine Therapie adressierten Zelloberflichenmarkers konnte der Einsatz des Therapeuti-
kums zeitnah beendet und unnétige Nebenwirkungen vermieden werden. Bei einer De-novo-Ex-
pression eines Zelloberflaichenmarkers konnten deutlich frither passende Therapeutika gewéhlt
werden, als es derzeit auf der Basis von Befunden von Bildgebungsdaten und Symptomen moglich
ist. Fiir die Etablierung individualisierterer Therapien sind Methoden mit geringer Invasivitét bei
gleichzeitig umfassendem Informationsgewinn erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine molekulare Bildgebungsmethode, basierend auf der Raman-
Spektroskopie, vorgestellt, die diese Kriterien potenziell erfiillt. Als Grundlage fiir die weiteren
Experimente wurde zunéchst die Konjugation der Antikdrper Cetuximab und Trastuzumab an die
SERRS-NP nachgewiesen. Des Weiteren wurde die Fahigkeit der Antikdrper-tragenden SERRS-
NP untersucht, zwischen Tumoren mit hoher und niedriger Zelloberflichenmarker-Expression
(EGFR, HER2) in préklinischen Mausmodellen mit peripher gelegenen und intrazerebralen Tu-
moren zu unterscheiden. AbschlieBend wurde evaluiert, ob die Spezifitit der Methode ausreicht,
um auch die intratumorale Heterogenitit (quantitativ) zu erfassen. Die Experimente dienten der
Kldrung der Frage, ob die Raman-Spektroskopie mit Antikdrper-tragenden SERRS-NP zur Erfas-

sung der inter- und intratumoralen Heterogenitit von Zelloberflichenmarkern geeignet und damit
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den aktuellen klinischen Diagnosemethoden iiberlegen ist bzw. eine wertvolle Ergéinzung dieser
darstellen kann.

Zur Evaluation verschiedener EGFR-Expressionsniveaus wurden Mausen die Tumorzelllinien-
Paare A431/TS895 bzw. US7EGFR/U87 implantiert. Zur Evaluation der hohen sowie der niedri-
gen HER2-Expression erhielten sie das Zelllinien-Paar HCC1954/MDA-MB-468. Nach einer In-
jektion von mit Cetuximab bzw. Trastuzumab funktionalisierten SERRS-NP wurden die Tumoren
ex vivo der SERRS-basierten Raman-Bildgebung zugefiihrt. Einige Tumoren wurden auch in situ
evaluiert und einige Méuse lebend einer SERRS-basierten Raman-Bildgebung unterzogen. Die
Bildgebungsdaten wurden mit einer intern entwickelten Software in dem Programm Matlab aus-
gewertet. Fiir den Vergleich mit dem klinischen Goldstandard der IHC wurden die Tumoren nach
der SERRS-basierten Raman-Bildgebung mittels einer histologischen Standardprozedur fixiert so-
wie gefarbt.

Die Ergebnisse belegen, dass Antikorper-tragende SERRS-NP zwischen Tumoren mit hoher und
solchen mit niedriger Zelloberflichenmarker-Expression differenzieren konnen. EGFR und HER2
wurden dabei mit den Antikdrpern Cetuximab und Trastuzumab nachgewiesen. Des Weiteren war
auch eine Erfassung der intratumoralen Heterogenitdt moglich, wie Experimente mit Tumoren mit
einer hohen EGFR- und HER2-Expression zeigten. Zwischen den Arealen mit einer hohen und
niedrigen EGFR-Expression (p =0,0428) sowie zwischen den Arealen mit einer niedrigen und
fehlenden EGFR-Expression (p = 0,0118) bestanden signifikante Unterschiede. Das Gleiche galt
fiir Areale mit einer hohen und niedrigen HER2-Expression (p = 0,0285) sowie fiir Areale mit
einer niedrigen und fehlenden HER2-Expression (p =0,0261). AuBlerdem konnte die Anwen-
dungsmoglichkeit dieser Methode um eine quantitative Komponente durch die Ermittlung der Sig-
nalintensitét erweitert werden. Letztlich gelang in dem priklinischen Mausmodell die Tumorer-
fassung durch den intakten Schidel, wobei es noch nicht mdglich war, die intratumorale

Heterogenitét abzubilden.

5.1 Vergleich der SERRS-Nanopartikel-Bildgebung mit anderen Bildgebungsverfahren

Die aktuell zur Verfiigung stehenden Verfahren zur Analyse von Tumoren und relevanten Zel-
loberflichenmarkern weisen trotz aller Weiterentwicklungen erhebliche Nachteile auf. Der US ist

eine patientenfreundliche Bildgebungsmethode, die bei der Beurteilung von Weichteilgeweben
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inklusive der Befundung von Tumoren sowie von US-gestiitzten Biopsien verwendet wird. Die
Einfiihrung des Kontrastmittel-verstiarkten US erhoht die Sensitivitit deutlich [8, 10]. Weitere In-
novationen zielen darauf ab, durch Verwendung verschiedener Kontrastmittel (z. B. Antikorper-
tragende Nanostrukturen) die Spezifitdt zu erhdhen. Beispielsweise erhoht sich in vitro durch die
Verwendung von Herceptin-NP die Echogenitit signifikant [153]. Jiang et al. zeigten in vitro so-
wie in vivo eine Kontrasterh6hung und eine Erh6hung der Verweildauer von Herceptin-tragenden
Nanostrukturen in Brustkrebszellen und Mausen mit Brustkrebs [154]. Diese Arbeiten kombinie-
ren die vielversprechenden Ansdtze der molekularen Bildgebung mit dem patientenvertriaglichen
US.

Allerdings weisen die vorgestellten Verfahren gegeniiber dem Vorgehen in der vorliegenden Stu-
die deutliche Nachteile auf. Bei Jiang et al. wurden die Herceptin-NP intratumoral injiziert,
wodurch moglicherweise die Verteilung der NP beeinflusst wurde [154]. Des Weiteren zerfallen
die fiir den CEUS verwendeten Mikrobldschen bei der Bildgebung, wodurch fiir eine wiederholte
Bildgebung eine erneute Injektion des Kontrastmittels erforderlich wird [4, 155]. Die in der vor-
liegenden Arbeit dargestellten Daten basieren auf einer i. v. Injektion, wodurch sich die NP gleich-
méiBiger verteilten. Zudem zeichnen sich SER(R)S-NP durch eine hohe Photostabilitét aus, womit
ein konstantes Signal iiber mehrere Stunden erzielt werden kann. Uberdies ist das Aufldsungsver-
mogen fiir US in der Regel mit 1-2 mm deutlich schlechter als das der SERRS-Bildgebung (im
uM-Bereich). Auch ermittelten Jiang et al. im Rahmen der In-vivo-Studien keine inter- und intra-
tumoralen Intensititsunterschiede, was jedoch fiir eine relative Quantifizierung von Bedeutung ist.
Die CT wird zur Primédrdiagnostik und zur Verlaufsbeobachtung bei verschiedenen Tumorentita-
ten verwendet, ermdglicht aber im Wesentlichen nur eine anatomische Beschreibung. Kontrast-
mittel erhohen zwar den Weichteilkontrast und damit den Informationsgehalt, liefern allerdings
keine Informationen zu den Zelloberflachenmarkern des Tumors. Yoon et al. zeigten 2016 in einer
retrospektiven Studie eine Assoziation zwischen der Uberlebensrate nach einer Trastuzumab-The-
rapie und der Tumorheterogenitét bei HER2-positiven Magentumoren. Die Tumorheterogenitit
wurde basierend auf einer Texturanalyse der CT-Bilddaten untersucht. Texturanalysen, die auf
eine erhohte Tumorheterogenitét hinwiesen, korrelierten mit einer besseren Prognose. Zu den Li-
mitationen der Studie gehdrt, dass die CT-Daten von verschiedenen CTs stammten, wodurch die

ohnehin herausfordernde HER2-Heterogenititsmessung mittels CT weiter an Aussagekraft verlor.
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Auch wenn eine Texturanalyse eine interessante Erweiterung des CT-Anwendungsspektrums dar-
stellt, fehlt die Moglichkeit einer molekularen Analyse [156]. Die Nutzung der CT im Bereich der
molekularen Bildgebung ist durch die Menge an Kontrastmittel limitiert, die fiir die Verdnderung
der Rontgenstrahlungsabschwéchung erforderlich ist. Damit besteht das Risiko, dass pharmakolo-
gische Effekte zu einer verdnderten Darstellung von physiologischen und pathophysiologischen
Begebenheiten fiihren [8].

Einige Gruppen arbeiten mit GNP, da diese die Rontgenstrahlung deutlich abschwéchen. Popovt-
zer et al. 2008 generierten in einer In-vitro-Studie mit gegen das A9-Antigen (alpha6bbeta4-In-
tegrin) gerichteten Antikorper-tragenden GNP CT-Daten von Kopf- und Halstumorzellen [157].
Im Jahr 2011 folgte eine der ersten In-vivo-Studien von Reuveni et al. mit Anti-EGFR-tragenden
GNP zur spezifischen Adressierung von Kopf- und Halstumoren mit hoher EGFR-Expression in
Maiusen. Der Einsatz dieser GNP erhohte die Sensitivitit der CT signifikant. 200 ul (25 mg/ml)
Gold der mit Antikorpern funktionalisierten GNP reichten fiir die Bildgebung aus [158].

Fiir eine Anwendung der CT im Bereich der molekularen Bildgebung sprechen die gute rdumliche
Auflosung, die hohe Eindringtiefe, die schnelle Akquisitionszeit und die Kosteneffizienz. Zu den
Nachteilen der Methode zdhlt die geringe Sensitivitit, die eine hohere Menge an Kontrastmittel
erfordert, auch wenn Antikorper-tragende GNP verwendet werden. Der bedeutendste Nachteil ist
jedoch die Strahlenbelastung, die die Anzahl der CT-Wiederholungen limitiert, wodurch die CT
nur bedingt fiir eine longitudinale molekulare Verlaufsbeobachtung eines Tumors geeignet ist.
Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Methode der Antikorper-tragenden SERRS-NP weist
gegeniiber der molekularen Bildgebung mittels CT zwei Nachteile auf: die limitierte Eindringtiefe
von circa 5 mm und die lange Dauer der Bildgebung (circa drei Stunden fiir das Gehirn einer
Maus). Hinsichtlich der Kosteneffizienz kann zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung der SERRS-
basierten Bildgebung noch keine vergleichende Aussage getroffen werden.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass die SERRS-basierte Bildgebung eine hohere Auflésung und
Sensitivitit (1 mg Gold in 200 pl einer 3,5 mM GNP-L&sung) als die CT-Bildgebung aufweist.
Aufgrund der hohen Sensitivitit kann eine weitaus geringere Menge an GNP als bei der CT ver-
wendet werden [8]. Obwohl Gold ein inertes Material darstellt, ist eine Kurz- und Langzeittoxizitét
nicht ausgeschlossen. Somit stehen der Strahlenbelastung und der groBeren Menge an GNP bei
der CT die Bedenken hinsichtlich einer mdglichen Toxizitdt bei der SERRS-Bildgebung gegen-

uber.
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Auch die MRT wird zur Primérdiagnostik sowie zu Verlaufsbeobachtungen bei verschiedenen
Tumorentititen verwendet, liefert aber primér anatomische Daten. Die Verwendung verschiedener
Sequenzen mit oder ohne Kontrastmittel erhoht den Informationsgehalt, gibt jedoch keine Infor-
mationen zum Ausmal der Zelloberflichenmarker-Expression in Tumoren. Chauhan et al. fanden
bei der Verwendung von Oligonukleotid-AS1411-tragenden, auf Gadolinium basierenden GNP
eine hohere Aufnahme in Brustkrebszellen in vitro. Durch die bevorzugte Anreicherung des Kon-
trastmittels Gadolinium in malignen Tumoren verbesserte sich der Kontrast im MRT signifikant
[159]. In einer weiteren vielversprechenden Studie detektierten Chen et al. eine hohere Aufnahme
von Cetuximab-tragenden superparamagnetischen Eisenoxid-NP (engl. superparamagnetic iron
oxide (SPIO)) in EGFR-iiberexprimierenden GBM-Zelllinien in vitro [160]. In der In-vitro-Studie
von Sinha et al. gelang eine spezifische Gadolinium-Anreicherung in EGFR-iiberexprimierenden
Tumoren mittels Anti-EGFR-tragender, mesoporer Silikon-NP [161].

Bislang fehlen aber relevante In-vivo-Studien zur MRT-basierten EGFR-Darstellung auf intratu-
moraler Ebene. Des Weiteren sollte bertiicksichtigt werden, dass die Auflésung bei der MRT (Mil-
limeterbereich) im Vergleich zur SERRS-basierten Bildgebung (Mikrometerbereich) auch bei
Verwendung von Antikdrper-tragenden NP deutlich geringer ist. Das Gleiche gilt fiir die Sensiti-
vitdt (10°-10" M fiir die MRT versus 10°~10"12 M fiir SERS bzw. 10"'7-10"'> M fiir SERRS),
sodass voraussichtlich — wie auch bei der CT — bei der MRT im Vergleich zur SERRS-basierten
Bildgebung héhere Mengen an Kontrastmittel appliziert werden miissen. Gut vertrigliche Sub-
stanzen konnen ebenfalls in groBeren Mengen physiologische und pathophysiologische Prozesse
ausldsen, die die In-vivo-Verhéltnisse verdndern. Daher sind Bildgebungsverfahren wiinschens-
wert, die ohne Kontrastmittel oder mit geringen Mengen an solchen einen maximalen Informati-
onsgewinn ermoglichen. Trotz der beschriebenen Nachteile sollten weitere Studien zur Anreiche-
rung von MRT-Kontrastmitteln mittels Antikdrper durchgefiihrt werden, da dieses Verfahren im
Gegensatz zur SERRS-Bildgebung eine unbegrenzte Penetrationstiefe besitzt.

Die PET wird primér genutzt, um onkologische Erkrankungen mittels '8F-markierter [!*F]-2-Flu-
oro-2-Deoxy-Glukose ([!®F]-FDQG), eines Analogons der Glukose, darzustellen. Maligne Zellen
weisen eine hohe Zellteilungsrate und damit eine erhohte metabolische Aktivitit sowie — bedingt
durch den Warburg-Effekt — auch eine erhdhte Glukose-Verwertung auf.

Zahlreiche Gruppen ver6ffentlichten Arbeiten zur spezifischen Darstellung von Zelloberflachen-

markern mittels PET. Henry et al. fassten in einer Ubersichtsarbeit acht Studien zum Nachweis
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von HER?2 in Brustkrebspatienten mit PET und/oder Einzelphotonen-Emissionscomputertomogra-
phie (engl. single photon emission computed tomography (SPECT)) zusammen [162]. Xiao et al.
erfassten den EGFR bei Méusen mit Lungenkrebs anhand von SPECT [163]. Auch wenn sich der
mittels SPECT ermittelte Rezeptorstatus durch histologische Untersuchungen bestétigen 14sst und
die Eindringtiefe bei der PET und der SPECT im Gegensatz zur SERRS-Bildgebung nicht limitiert
ist, bieten PET/SPECT-basierte Bilddaten primér eine Ja-/Nein-Antwort, die durch nummerische
Werte zwar ergiinzt werden kann, jedoch aufgrund ihrer reduzierten rdumlichen Auflosung keine
visuelle Darstellung der intratumoralen Zelloberflichenmarker-Heterogenitét erlaubt. Des Weite-
ren besteht — anders als bei der SERRS-basierten Bildgebung — auch bei der PET/SPECT eine
relevante Strahlenbelastung.

Fiir alle etablierten Bildgebungsverfahren gibt es Bestrebungen, den Informationsgewinn durch
die Verbesserung und die Funktionalisierung der Kontrastmittel zu erhohen. Dennoch bietet die
SERRS-basierte Bildgebung substanzielle Vorteile, die ihre weitere Etablierung rechtfertigt. Die
Methode zeichnet sich im Vergleich zu den anderen klinischen Verfahren durch eine erhdhte Sen-
sitivitdt aus. Die anderen Verfahren (Ausnahme US) bendtigen groe Kontrastmittelmengen zur
Erhohung der Auflosung. Die bildgebenden Verfahren beriicksichtigen — mit Ausnahme der PET
— keine metabolischen Komponenten. Die CT und die PET gehen mit einer erheblichen Strahlen-
belastung einher. Der US hdngt im hohen Mafle von der Expertise des Durchfiihrenden ab,
wodurch die Reproduzierbarkeit eingeschriankt wird, und erreicht im Vergleich zu den anderen
Bildgebungsverfahren eine geringere Penetrationstiefe.

In der vorliegenden Arbeit lieBen sich Tumoren mit hoher Sensitivitdt (im pikomolaren Bereich)
in ithrer anatomischen Lokalisation in vivo durch den intakten Schédel einer Maus lokalisieren.
Anhand der Funktionalisierung der SERRS-NP mit Cetuximab bzw. Trastuzumab wurden die Tu-
moren nicht nur makroskopisch erfasst, sondern gleichzeitig durch die Zelloberflichenmarker
EGFR und HER?2 charakterisiert. Dabei konnte die Methode nicht nur zwischen ,,Expression‘ und
,keine Expression“ unterscheiden, sondern erfasste ebenso die intratumorale Heterogenitét. Letzt-
lich war eine relative Quantifizierung der differenziellen EGFR- und HER2-Expression im inter-
tumoralen sowie im intratumoralen Vergleich moglich. Die Abdeckung dieser Ebenen (makrosko-
pisch/mikroskopisch-quantitativ) verspricht einen hohen Informationsgewinn mit einer einzigen

Methode.
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Die wichtigsten Vorteile der vorgestellten Methode im Vergleich zu den sich bereits in der klini-
schen Anwendung befindlichen Bildgebungsverfahren sind die hohe rdumliche Auflésung und
Sensitivitit, die fehlende Notwendigkeit hoher Kontrastmittelmengen, die enorm hohe Spezifitt
(spezifische Raman-Signale werden auch als ,,Fingerabdruck* bezeichnet) sowie die im Vergleich
zur (CE)US weitgehende Unabhéngigkeit vom Untersucher.

Weder der (CE)US noch die CT, die MRT oder die PET liefern suffiziente molekulare Informati-
onen zu Diagnostik und Therapieplanung. Daher wird in der Regel eine Biopsie durchgefiihrt. Die
Einflihrung der Biopsienadel erfolgt meist blind, unter US oder in einigen Féllen mit einer anderen
Bildgebung zur besseren Zielfithrung. In Anbetracht des reduzierten Auflosungsvermdgens dieser
Modalitéten ist die Verwendung des Begriffs ,,Zielflihrung® bei der Analyse der Verteilung rele-
vanter Zelloberflichenmarker kritisch zu werten. Die fiir die Zielfiihrung genutzten Bildgebungs-
verfahren liefern lediglich anatomische Daten — und keine Information zum Vorhandensein oder
zur intratumoralen Verteilung der Zelloberflichenmarker. Eine Ausnahme bildet die PET, die bei
einigen Zelloberflichenmarkern zwischen dem Vorhandensein und Fehlen unterscheiden kann [8].
Die Auflosung der PET ist jedoch zu gering, um eine Verteilung der Zelloberflichenmarker inner-
halb des Tumors darzustellen, sodass die Methode nicht zur Fiihrung der Biopsienadel geeignet
ist. Bei allen etablierten Bildgebungsverfahren besteht das Risiko, relevante Areale eines Tumors

zu ubersehen.

5.2 Immunhistochemie

Den Goldstandard zur Erfassung der Expression von Zelloberflachenmarkern stellt aktuell die IHC
bioptischer Gewebeproben dar. Dieses Verfahren weist aber ebenfalls grundlegende Nachteile auf.
Zur Durchfiihrung einer histologischen Evaluation muss mittels einer Biopsie oder einer chirurgi-
schen Intervention Gewebe entnommen werden. Jeder invasive Vorgang birgt Risiken. Des Wei-
teren bildet eine histologische Untersuchung lediglich einen Ausschnitt des gesamten Tumors ab
und ist damit mdglicherweise nicht reprasentativ [6, 36-38]. Die Schnittdicke betrdgt 3—7 pm [27],
wobei in der Regel mehrere Schnitte eines Praparates angefertigt werden. Mikkelsen et al. zeigten
in ihrer Arbeit zur Représentativitdit von GBM-Gewebeproben, dass bei 46 % der untersuchten
Gewebeproben die histologischen und die immunhistochemischen Eigenschaften von der Gewe-

bemenge abhingen. Die Autoren schlussfolgerten, dass ein signifikanter Anteil der Tumoren dem
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Risiko einer Unterbewertung in Bezug auf ihren Grad ausgesetzt ist [36]. Bei Youk et al., die die
Ergebnisse mehrerer Studien mit insgesamt 3299 Lisionen untersuchten, waren bei durchschnitt-
lich 10 % der Biopsien Wiederholungsbiopsien notwendig, die in 17 % der Félle eine maligne
Lision identifizierten, die ohne die Wiederholung nicht erfasst worden wére, wodurch die Thera-
pieeinleitung verzogert worden wére [164].

Die vorliegende Arbeit belegt, dass Antikorper-tragende SERRS-NP das Potenzial besitzen, nach
einer einmaligen und minimal-invasiven i. v. Injektion die intratumorale Heterogenitét eines Quer-
schnitts eines mehrere Millimeter dicken Tumors zu erfassen. Damit bietet die Methode trotz nied-
riger Invasivitit einen relevanten Zugewinn an Information. Moglicherweise liee sich daher
durch das Verfahren das Risiko fiir die Notwendigkeit von Wiederholungsuntersuchungen und fiir
falsche Therapieentscheidungen aufgrund nichtreprisentativer Gewebefragmente reduzieren. Not-
wendige Wiederholungsuntersuchungen, beispielsweise zur Verlaufsbeurteilung der Tumorkom-
position, erfordern bei der SERRS-basierten Bildgebung lediglich eine erneute minimal-invasive
1. v. Injektion. Damit eignet sich diese Methode potenziell sowohl als Entscheidungsgrundlage fiir
personalisierte Therapien als auch fiir eine friihzeitige Adaptation dieser Therapien bei Verdnde-
rungen der Zelloberflichenmarker-Expression.

Die Problematik der Reprisentativitit besteht ebenso bei der Betrachtung einzelner Zelloberfla-
chenmarker. Im Bereich der Brustkrebstherapie ist HER2 als mogliche therapeutische Zielstruktur
essenziell. Laut zahlreicher Studien ist die Erhebung des HER2-Status nicht optimal. Nach Schit-
zungen ergeben 15 % der Biopsien keinen eindeutigen HER2-Status [37], und 20 % der als HER2-
positiv eingestuften Tumoren sind HER2-negativ [165]. Die These einer homogenen Verteilung
von HER?2 innerhalb eines Tumors ist aktuell nicht mehr haltbar. Moeder et al. berichteten 2007
erstmals iiber die klinischen Implikationen des HER2-Status und des Erfolgs HER2-spezifischer
Therapien in Abhéngigkeit von der heterogenen HER2-Verteilung innerhalb der Tumoren [166].
Eine Studie von Seol et al. zeigte, dass eine intratumorale Heterogenitit von HER2 mit nicht ein-
deutigen HER2-Ergebnissen in der Biopsie und einem klinisch schlechten Verlauf assoziiert ist
[167]. Diese Ergebnisse belegen die Notwendigkeit fiir repriasentativere Gewebeevalutionen. Die
zuverldssige Erfassung des HER2-Status ist methodisch herausfordernd und Gegenstand zahlrei-

cher Forschungsbemiihungen [168].
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Die in der vorliegenden Studie entwickelte Methode einer minimal-invasiven 1. v. Injektion von
Trastuzumab-SERRS-NP in Verbindung mit einer anschlieBenden SERRS-basierten Raman-Bild-
gebung konnte die differenzielle Verteilung von HER2 im gesamten Tumor visualisieren. Die
Trastuzumab-SERRS-NP waren in der Lage, periphere sowie intrazerebrale Tumoren mit hoher
und niedriger HER2-Expression in einem Individuum zu unterscheiden. Die HER2-Erfassung um-
fasste bei einer mehrere Millimeter betragenden Schichtdicke den gesamten Tumorquerschnitt.
Diese Befunde sprechen dafiir, dass bei einer Weiterentwicklung der Methode auf klinische Stan-
dards die Zahl nicht eindeutiger HER2-Ergebnisse reduziert werden kann. Positive Folgen wéren
eine Abnahme der Notwendigkeit von Wiederholungsbiopsien, die Moglichkeit der Entscheidung
fiir oder gegen eine HER2-spezifische Therapie auf der Basis valider Daten und damit eine Ver-
besserung des klinischen Verlaufs und des Gesamtiiberlebens von Patienten mit HER2-positiven
Tumoren.

Das Neuauftreten oder der Verlust eines Zelloberflichenmarkers im Verlauf einer Therapie ist ein
bekanntes Phinomen. Furugaki et al. fanden eine Korrelation zwischen dem Verlust der EGFR-
Expression bei Lungenkrebs und dem Wirkungsverlust von spezifischen, gegen EGFR gerichteten
Therapien [169]. Dieser Zusammenhang wurde von Xu et al. sowie von anderen Forschern besti-
tigt [170]. Dasselbe trifft auf den Verlust von HER2 zu. Ahn et al. stellten in ihrem Review-Artikel
die Bedeutung eines therapiebedingten HER2-Verlusts fiir den Metastasierungsprozess sowie die
Relevanz der rechtzeitigen Detektion solcher Verdanderungen fiir therapeutische Implikationen dar
[171]. Ein HER2-Verlust tritt nicht nur bei Patienten mit Brustkrebs auf. Pietrantonio et al. berich-
teten in einer Multicenter-Studie vom Scheitern spezifischer, gegen HER2 gerichteter Therapien
bei gastroosophagealen Krebserkrankungen sowie Magenkrebserkrankungen und postulierten die
Notwendigkeit erneuter Biopsien zur Erfassung des HER2-Expressionsverlusts und zur Anpas-
sung der Therapien [172].

Die vorgestellten Arbeiten sind reprisentativ fiir zahlreiche Studien zu Verdnderungen von Zel-
loberflichenmarkern und einem damit einhergehenden Verlust der Therapiewirksamkeit. Die Be-
funde belegen die Notwendigkeit der Entwicklung weniger invasiver diagnostischer Maflnahmen
mit einem groBeren Informationsgewinn. In der vorliegenden Arbeit reichte eine einmalige mini-
mal-invasive i. v. Injektion von Antikorper-tragenden SERRS-NP aus, um die Zelloberfldchen-

marker EGFR und HER2 sowie ihre Verteilung innerhalb eines Tumors zu erfassen. Die korrekte



DISKUSSION 68

Erfassung wurde durch eine subsequente IHC-Untersuchung verifiziert. Eine wiederholte Injek-
tion von SERRS-NP war nicht moglich, da die Tiere vor Entnahme der Tumoren euthanasiert
wurden. Dieser Schritt war erforderlich, weil der derzeitige Entwicklungsstand der Raman-Spekt-
roskopie noch keine Beschrinkung auf reine In-vivo-Versuche ermoglicht. Pilotexperimente am
MSKCC (Daten nicht dargestellt) zeigten, dass die Qualitét der Ergebnisse von der Oberfliche des
Tumors abhing. Das zur Verfiigung stehende Raman-Spektroskop war nicht in der Lage, seinen
Fokus den natiirlichen Wdélbungen des untersuchten Gewebes anzupassen. Folglich mussten die
Tumoren entnommen und in ihrer Mitte durch einen ebenen Schnitt geteilt werden. Inzwischen
sind Raman-Spektroskope mit automatisierter Fokuseinstellung erhéltlich.

Trotz dieser Limitationen lieB sich mit einer einmaligen, minimal-invasiven i. v. Injektion von
Cetuximab- bzw. Trastuzumab-SERRS-NP der HER2- und EGFR-Expressionsstatus quantitativ
erfassen. Ferner weist die Raman-Bildgebung keine Strahlenbelastung auf. Mit optimierten Ra-
man-Spektroskopen sowie der vorliegend beschriebenen Methode ist iiber wiederholte Injektionen
von Antikorper-tragenden SERRS-NP eine longitudinale Verlaufsbeobachtung des Zelloberfla-
chenmarker-Status eines Tumors und wahrscheinlich auch seiner Metastasen moglich.

Aktuell wird eine Therapie erst angepasst, wenn klinische Verschlechterungen eintreten oder in
der Bildgebung (CT, MRT, PET) ein Progress zu beobachten ist. In der Regel liegt einer klinischen
Verschlechterung ein erheblicher Fortschritt der Krebserkrankung zugrunde. Bildgebungsverfah-
ren kdnnen einen Progress bereits frither erkennen. Weder die klinischen Symptome eines Patien-
ten noch die genannten Bildgebungsverfahren erlauben jedoch eine Aussage zur Kausalitét des
Therapieversagens. Der vorliegende Ansatz mit Antikorper-tragenden SERRS-NP konnte mogli-
che Ursachen identifizieren. In regelmiBigen Abstdnden wiederholte i. v. Injektionen von Cetuxi-
mab- bzw. Trastuzumab-SERRS-NP konnten bei Patienten mit Anti-EGFR- oder Anti-HER2-
Therapie bei einem Verlust der Zelloberflichenmarker-Expression zur Beendigung der spezifi-
schen Therapie fithren und damit unndtige Nebenwirkungen reduzieren oder verhindern. Bei Ver-
dnderung des Expressionsstatus des Tumors konnten SERRS-NP mit Antikdrpern fiir andere in
Frage kommende Zelloberflichenmarker funktionalisiert sowie injiziert werden. In Abhdngigkeit
vom Befund konnte eine entsprechend neu angepasste Antikdrper-Therapie das Risiko eines Tu-
morprogresses reduzieren.

Bei der Beurteilung von IHC-Daten muss beriicksichtigt werden, dass das Ursprungsgewebe durch

aufwindige Arbeitsschritte (Fixierung, Fassung in Paraffin, Deparaffinisierung, Rehydrierung,
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Antigen-Freilegung, Auswahl der Antikdrper und ihre Aufbereitung, diverse Waschschritte und
Gegenfarbungen) strukturelle Verdnderungen erféhrt, die die Anfarbbarkeit und die Detektion von
Zelloberflichenmarkern negativ beeinflussen konnen. Engel et al. evaluierten die Ergebnisse von
39 Originalartikeln, wonach die Dauer der Gewebefixierung, die zur Fixierung verwendeten Sub-
stanzen und das Verhiltnis von Gewebevolumen zur Fixierlosung das Ausmal} sowie die Intensitét
der IHC-Farbung beeinflussten [173]. Laut Du et al. kann der Prozess der Dekalzifizierung in der
IHC zu falsch-negativen Befunden fiithren [174].

Die in der vorliegenden Arbeit prisentierten Daten entstammten iiberwiegend Geweben, die nicht
fixiert werden mussten. Lediglich die Gehirne wurden fiir 30—45 Minuten in Formaldehyd fixiert,
was jedoch unter der Voraussetzung der Optimierung der Raman-Spektroskope zukiinftig obsolet
ware.

Ebenso kann das Austrocknen des Gewebes oder die unvollstindige Dehydrierung zu falsch-ne-
gativen Ergebnissen flihren [175]. Van Hecke und D’Amico et al. verwiesen auf das Risiko der
Zerstorung von Epitopen bei der Antigen-Demaskierung sowie auf ein damit verbundenes Risiko
einer falsch-negativen IHC [176, 177]. Xie et al. belegten den Verlust von Epitopen bei nicht op-
timierten Verwahrungsbedingungen von in Paraffin eingebetteten Geweben [178]. Die in der vor-
liegenden Studie vorgestellte Methode zur Erfassung der Zelloberflichenmarker-Expression in
Tumoren erforderte keine aufwéndige Prozessierung. Tumoren wurden unmittelbar nach der Ein-
schldferung der Miuse entnommen und innerhalb von fiinf bis sieben Minuten nach Eintreten des
Todes der Raman-Bildgebung zugefiihrt. Mit diesem zeitsparenderen Verfahren lieen sich die
EGFR- sowie die HER2-Expression erfassen, ohne therapieentscheidende Informationen einzubii-
Ben.

Systeme zur IHC-Detektion zeigen mit zunehmender Sensitivitidt einen Anstieg des Hinter-
grundsignals [179]. Ein signifikanter Vorteil der Raman-Spektroskopie ist das giinstigere Signal-
Rausch-Verhiltnis, wodurch Hintergrundsignale vernachldssigt werden konnen [180].

Letztlich ist die IHC eine primér qualitative Methode, was in Verbindung mit dem Risiko einer
fehlenden Représentativitdt der Biopsie fiir den gesamten Tumor und der notwendigen Expertise
des IHC-Durchfiihrenden sowie des Pathologen zu potenziell falschen Therapieentscheidungen
und zur Prognoseverschlechterung fithren kann. Durch die Verwendung eines Punkte-Scores las-
sen sich mit der IHC auch semiquantitative Daten erzeugen. Farbungen mit einem Wert von 3+

werden als ,,positiv* bewertet. Nicht eindeutige Ergebnisse werden in der Regel einer Fluoreszenz-
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in-situ-Hybridisierung (FISH) zugefiihrt. Insgesamt ist die Quantifizierung von IHC-Daten ein
weites Forschungsfeld. Die Quantifizierbarkeit wird durch intra- und interpersonelle Unterschiede
bei den Arbeitsschritten (Fixierung, Prozessierung) sowie zwischen den IHC-Methoden erschwert
[47]. Taylor et al. halten die Vorbereitung zur Farbung aufgrund der multiplen Variablen fiir einen
der am wenigsten kontrollierbaren Bereiche der IHC [181].

Auch bei der hier vorgestellten Methode sind intra- und interpersonelle Unterschiede beim Her-
stellungsprozess der GNP moglich. Zwar bieten Firmen wie Sigma Aldrich bereits maschinell her-
gestellte GNP an, diese weisen jedoch eine geringere Intensitit auf als die in der vorliegenden
Arbeit vorgestellten SERRS-NP. Diese Problematik sollte sich durch die weitere Verbesserung
des Herstellungsprozesses von GNP im kommerziellen Sektor 19sen lassen.

Fiir Seidal et al. ist die Variationsbreite bei der Interpretation die Hauptursache fiir die reduzierte
Quantifizierbarkeit von IHC-Daten [47]. Eine etablierte Methode zur quantitativen Abschitzung
von IHC-Ergebnissen ist die Bestimmung der prozentualen Anteile von immunpositiven Zellen an
der Gesamtanzahl der zu untersuchenden Zellen. Laut Kim et al. weist dieses Verfahren jedoch
den Nachteil auf, dass der Grad der IHC-Farbreaktion nicht beriicksichtigt wird. Die Autoren nen-
nen als eine der am hdufigsten verwendeten Methoden zur Quantifizierung ein semiquantitatives
Punktesystem, verweisen aber zugleich auf eine zunehmende Subjektivitit aufgrund der zahlrei-
chen Kombinationsmoglichkeiten [179].

Mit den verwendeten Cetuximab- und Trastuzumab-SERRS-NP lieen sich feine Unterschiede in
der EGFR- sowie der HER2-Expression sowohl visuell im Raman-Bild zusammen mit einer num-
merisch annotieren Farbskala als auch nummerisch durch die Intensititswerte der Raman-Spektren
objektiv erfassen.

Weitere Arbeiten konzentrieren sich auf eine Optimierung der Quantifizierung von IHC-Daten
durch spektrale Bildanalysen sowie durch die Verwendung der Immunfluoreszenz mit verschiede-
nen Bildanalysemethoden [49]. Die breiten Signalbidnder bei der Immunfluoreszenz fithren jedoch
aufgrund von Uberlappungen mit der Autofluoreszenz des Gewebes zu einer reduzierten Sensiti-
vitidt und Spezifitit [50]. Bei der HER2-Evaluation hat sich beim Auftreten von nicht eindeutigen
Ergebnissen eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung(FISH)-Analyse etabliert, die jedoch ein um-
fangreiches Training und eine profunde Expertise voraussetzt sowie sehr zeit- und kostenintensiv

ist [152].
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Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode der SERRS-basierten Raman-Bildgebung mit Antikor-
per-tragenden SERRS-NP zur quantitativen Differenzierung der EGFR- und der HER2-
Expression ist im Vergleich zur IHC noch eine recht junge Methode. Daher weisen viele Prozesse
(z. B. Herstellung der SERRS-NP) noch intra- sowie interpersonelle Unterschiede auf, da sie noch
manuell erfolgen und daher eine profunde Expertise erfordern. Angesichts des Potenzials dieser
Methode in der Onkologie ist anzunehmen, dass die Automatisierung der Herstellungsprozesse
und der Bildgebung weiterentwickelt wird. Sind diese Hiirden tiberwunden, sollte sich die Bildge-
bung mit SERRS-NP im Vergleich zur IHC/Immunfluoreszenz durch eine hohere Sensitivitdt und
Spezifitit auszeichnen, da ihre Raman-Peaks 10- bis 100-mal schmaler sind und weder Photoblei-
chung noch Interferenz mit der Autofluoreszenz von Geweben aufweisen [180].

Wie oben diskutiert, gehdren zu den Hauptursachen der reduzierten Quantifizierbarkeit von IHC-
Ergebnissen die Gewebeprozessierung sowie die individuelle Beurteilung durch einen Pathologen.
Fiir eine valide Quantifizierung miisste nicht nur die Beurteilung der IHC-Férbung, sondern der
gesamte Prozess von der Gewebeakquirierung bis zur Interpretation und zum Report standardisiert
werden [181].

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten basieren auf nicht oder nur minimal prozes-
sierten Geweben. Die Prozessierung beschrankte sich auf ein 30- bis 45-miniitige Fixierung der
Gehirne fiir eine bessere Erstellung koronarer Schnitte. Der Umfang dieser Prozessierung war im
Vergleich zur IHC weitaus geringer. Diese diente in der vorliegenden Studie lediglich als Kon-
trolle und ist zukiinftig im klinischen Umfeld nicht mehr erforderlich.

Die Analyse der SERRS-basierten Bildgebung beinhaltete eine automatische relative Quantifizie-
rung. Die Daten der Bildgebung wurden durch ein intern entwickeltes Programm analysiert. Mit-
tels verschiedener Instrumente (z. B. Pixel, Rechteck, Polygon) wurden die Tumoren im Ganzen,
aber auch einzelne Bereiche untersucht. Diese Form der Datenerhebung schlief3t jegliche Subjek-
tivitdt aus, da bei Festlegung der Pixel (Rechtecke, Polygone) das diesem Tumorareal entspre-
chende Raman-Spektrum sowie dessen Intensititswerte automatisch angezeigt werden. Die vor-
liegende Methode beinhaltet somit eine objektive Quantifizierung des Raman-Signals, die eine
interpersonelle Varianz ausschlief3t.

Die Vorteile des neuen Verfahrens gegeniiber der IHC umfassen eine geringere Invasivitit, ein

grofleres Volumen des untersuchten Gewebes (hdhere Reprasentativitit), das Fehlen potenziell
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manipulativer Schritte bei der Gewebeprozessierung sowie eine objektive Quantifizierbarkeit. Ge-
geniiber der Immunfluoreszenz, die die quantitative Komponente der konventionellen IHC erho-
hen kann, sind die fehlende Interferenz mit der Autofluoreszenz und eine deutlich hohere Lichtbe-

standigkeit vorteilhaft.

5.3 Raman-Bildgebung

Die SER(R)S-basierte Raman-Bildgebung hat in der Forschung in den vergangenen 10—15 Jahren
aufgrund ihrer Vorteile (hohe Sensitivitdt, ,,fingerabdruckartiges™ Signalmuster, Aufldsung im
Mikrometerbereich, Unabhingigkeit der Analyse vom Befunder, fehlende Notwendigkeit der Ge-
webeprozessierung) und der steigenden Relevanz der Kenntnis der Zelloberflichenmarker-Kom-
position fiir spezifische Therapien einen deutlichen Aufschwung erfahren.

Im Jahr 2008 verglichen Qian et al. in einer In-vivo-Studie die Signale EGFR-positiver Tumoren
nach einer Injektion von SERS-NP bzw. Anti-EGFR-SERS-NP in die Schwanzvene von Mausen.
Bei Verwendung der Anti-EGFR-SERS-NP war das Signal in dem Tumor zehnfach héher als bei
der Verwendung unspezifischer SERS-NP. Die beschriebene fehlende Signalerh6hung bei der
Verwendung von unspezifischen SERS-NP ist zu hinterfragen, da allein aufgrund des EPR-Effekts
eine Lokalisation der NP im Tumor mdglich sein sollte. Moglicherweise war aber das Signal der
von den Autoren synthetisierten NP zu schwach [82]. Die Autoren verglichen keine Tumoren mit
unterschiedlicher EGFR-Expression und validierten den EGFR-Status auch nicht mittels IHC.
Jokerst et al. veroffentlichten 2012 eine Studie zur Darstellung von EGFR mittels GNP in kolo-
rektalen Karzinomen. Sie detektierten eine mehr als 34-fache Anreicherung der GNP in EGFR-
positiven im Vergleich zu EGFR-negativen Tumoren und ein mehr als siebenfach hoheres Signal
gegeniiber der Epidermis mit einer normalen EGFR-Expression. Bei der Verwendung von Anti-
EGFR-GNP im Vergleich zu unspezifischen GNP lag das Signal achtfach héher [77]. Zusammen-
fassend belegt die Studie, dass Anti-EGFR-GNP hochspezifisch Tumoren mit erhdhter EGFR-
Expression markieren konnen. Die Daten beruhten jedoch auf einer topischen Anwendung; In-
vivo-Experimente wurden nicht durchgefiihrt. Auch wurden keine Tumoren mit graduellen Ab-
stufungen der EGFR-Expression untersucht oder die Daten mit dem Goldstandard der IHC vali-
diert. Die Autoren verwiesen auf die Mdglichkeit einer Signalvarianz aufgrund der bekannten in-

tratumoralen Heterogenitdt in kolorektalen Karzinomen, ohne diese zu analysieren.



DISKUSSION 73

Chung et al. ergédnzten die bisherigen Studien zu Cetuximab-GNP durch EGFR-Blockungsstudien
mit verschiedenen Cetuximab-Konzentrationen, wobei die Cetuxiamab-GNP die Menge nichtblo-
ckierter EGFR-Molekiile widerspiegelten und damit die EGFR-Expressionsniveaus vor sowie
nach einer Therapie mit Cetuximab dokumentierten. Da eine Cetuximab-Therapie zu einer EGFR-
Internalisierung flihrt, kann mit dieser Methode eine Aussage iiber die potenzielle Effektivitdt einer
Cetuximab-Therapie getroffen werden [78]. Auch diese Arbeit beruhte lediglich auf In-vitro-Ana-
lysen und beinhaltete keine Untersuchungen mit i. v. applizierten Cetuximab-GNP.

Mallia et al. wiesen 2015 in vivo die intratumorale EGFR-Heterogenitdt mittels Applikation von
Anti-EGFR-GNP nach [67]. Allerdings basierten die Daten auf einer topischen Applikation der
NP, die fiir 30 Minuten auf der Tumoroberflidche inkubiert wurden. Fraglich ist, ob die NP unter
diesen Bedingungen vergleichbar gut in den Tumor eindringen wie nach einer systemischen Ap-
plikation. Vermutlich waren bei diesem Studienautbau nur Aussagen zum EGFR-Status der expo-
nierten Tumoroberfliche — und nicht zu dem der tiefer gelegenen Ebenen des Tumors — moglich.
Somit konnte, wie bei einer Biopsie, kein umfassendes Bild der EGFR-Verteilung im gesamten
Tumor generiert werden.

Die diskutierten Studien stellen die derzeit relevanten Arbeiten zur Erfassung von EGFR mittels
der Raman-Bildgebung und der funktionalisierten GNP dar. Obwohl sie das Wissen zum Potenzial
von Anti-EGFR-GNP zur Evaluation des EGFR-Status in Tumoren wesentlich erweitert haben,
fehlen Arbeiten zur minimal-invasiven i. v. Administration von Anti-EGFR-SERRS-NP. In wei-
terfiilhrenden Studien sollten aufgrund der Varianz individueller Organismen und der NP-Chargen
Tumoren mit unterschiedlicher EGFR-Expression innerhalb eines Modells mit gemeinsam herge-
stellten NP verglichen werden. Des Weiteren sollte das Potenzial von Anti-EGFR-NP zur Erfas-
sung verschiedener EGFR-Expressionsniveaus sowohl in peripher als auch in intrazerebral gele-
genen Tumoren analysiert werden. Huang et al. 2016 formulierten die Notwendigkeit einer
Untersuchung des Potenzials von SERRS-NP zur exakten Erfassung der EGFR-Amplifikation in
GBM [79]. Diese noch nicht adressierten Forschungsfragen fiihrten zur Entwicklung der in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten Experimente.

Park et al. publizierten 2009 eine der ersten In-vitro-Studien mit Anti-HER2-SERS-Nanorods (die
Bezeichnung bezieht sich auf die langliche Form der Partikel) zur Erfassung von HER2 auf Tu-
morzellen. Die verschiedenen Komponenten (Tumorzellen, Antikorper, Nanorods) wurden in ei-

nem Schichtverfahren auf Glas prépariert, womit Tumorzellen aus ihrem urspriinglichen Milieu
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entfernt wurden. Ferner fehlte eine Analyse von Tumorzellen mit verschiedenen HER2-
Expressionsniveaus [182].

Téllez-Plancarte et al. konnten dagegen 2019 in vier Zelllinien mit differierenden HER2-Niveaus
mittels Trastuzumab-Silber-NP klare Differenzen in den Intensititen der Raman-Signale aufzei-
gen. Auch diese Studie war eine reine In-vitro-Studie mit einem Schichtverfahren (Applikation
von Silber-NP auf einer Goldplatte, Antikorper, Tumorzellen). Die Autoren verwiesen auf die not-
wendige Evaluation unter physiologischen Bedingungen [97].

Verdin et al. untersuchten 2021 das Potenzial von Anti-HER2-SERS-NP fiir eine quantitative Ana-
lyse der HER2-Expression. Die SERS-NP bestanden aus einer Gold-Silber-Komposition mit Rho-
damin-B-Isothiocyanat als Reporter, der eine gute Resonanz zum verwendeten 532 nm Laser auf-
wies. Die durchgefiihrten Kontrollexperimente belegten, dass die NP primér {iber die Antikdrper
mit dem Tumorgewebe interagierten. Ein Vorteil dieser Studie gegeniiber anderen Arbeiten war,
dass HER2-positive sowie HER2-negative Proben auf der gleichen Glasflache pripariert und da-
mit identisch prozessiert wurden. Wie auch in der vorliegenden Studie nutzten die Autoren zur
Evaluation der unterschiedlichen HER2-Expressionsniveaus keinen Vergleich mit gesundem Ge-
webe, sondern mit Tumorgewebe mit einer geringeren HER2-Expression. Dieses Vorgehen ist
wichtig, da gesundes Gewebe aufgrund seiner Zellmorphologie, seiner Dichte und seines pH-Wer-
tes moglicherweise anders mit NP interagiert als Tumorgewebe. Einen weiteren Fortschritt stellt
der Einsatz einer neuen Datenverarbeitungstechnik dar, die eine Auflésung von bis zu 2 um auf
subzellulirem Niveau (> 10-20 um) erlaubte [183]. Auch diese Arbeit war jedoch eine reine Ex-
vivo-Studie mit einer topischen Applikation der SER(R)S-NP auf mit Formalin fixiertem und in
Paraffin eingebettetem Brustkrebsgewebe. Mit diesem Ansatz war die Eignung von SER(R)S-NP
fiir eine minimal-invasive Diagnostik nicht evaluierbar. Eine Auflosung auf ein subzellulédres Ni-
veau ist fiir die Einschitzung des Zelloberflachenmarker-Status im gesamten Volumen eines Tu-
mors kaum erforderlich. Des Weiteren zeigen Silber- im Vergleich zu Gold-NP eine erhohte To-
xizitdt [184], wodurch diese NP fiir Ex-vivo-Studien und In-vivo-Applikationen nicht geeignet
sind.

Die vorgestellten Studien dokumentierten die Mdoglichkeit einer quantitativen Erfassung von
HER2 mittels Anti-HER2-NP. Allerdings basierten diese Studien auf In-vitro- und Ex-vivo-An-
wendungsbeispielen sowie topischen Anwendungsbeispielen. Zur Etablierung von Anti-HER2-

NP in der minimal-invasiven Diagnostik sind Studien erforderlich, die das Potenzial dieser NP,
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die HER2-Expression im gesamten Tumor darzustellen, nach einer systemischen Injektion unter-
suchen. In Anbetracht der hdufigen Metastasierung von Brustkrebs, einem der verbreitetsten Tu-
moren mit einer HER2-Expression, in das Gehirn, fehlen Arbeiten zur differenziellen HER2-
Expression in peripher und intrazerebral gelegenen Tumoren. Diese Themen wurden in der vor-
liegenden Arbeit adressiert.

Die vorliegende Arbeit ist somit die erste und einzige Studie mit einer systemischen Administra-
tion von Cetuximab- und Trastuzumab-SERRS-NP zur quantitativen Analyse der Tumormarker
EGFR und HER2 in extrazerebral sowie intrazerebral gelegenen Tumoren. Die Daten belegen,
dass die Raman-Bildgebung mit Antikorper-tragenden SERRS-NP die Tumoren besser als die
MRT erfasst und zudem die generierten Daten mit denen der Durchflusszytometrie und IHC iiber-
einstimmen. Durchflusszytometrisch lassen sich nur isolierte Zellen analysieren, womit Informa-
tionen zum rdumlichen Kontext eines Tumors verloren gehen. Die IHC beruht auf einer Biopsie
und liefert zwar rdumliche Informationen, jedoch nur aus einem begrenzten Areal des Tumors. Die
in der vorliegenden Studie verwendete Raman-Spektrum-Bestimmung mittels SERRS-NP besitzt
gegeniiber etablierten Verfahren den Vorteil, dass sie in vivo mit einer minimalen Menge von
SERRS-NP bzw. Kontrastmittel ohne Zellisolierung und ohne gewebemodifizierende Prozessie-
rung durchgefiihrt werden kann. Gleichzeitig liefert sie detailliertere Daten {iber die inter- und

intratumorale Heterogenitit von Zelloberflichenmarkern im gesamten Tumorquerschnitt.

5.4 Kiritische Betrachtung des Potenzials von Goldnanopartikeln in der

Patientenversorgung

5.4.1 Der EPR-Effekt

Trotz der genannten Vorteile und des Potenzials zur Verbesserung der Patientenversorgung ist die
Nutzung von GNP als Diagnostikum kritisch zu betrachten. Ein Aspekt ist die Frage nach der
spezifischen Interaktion der funktionalisierten NP mit dem Zelloberflichenmarker, d. h. nach der
Spezifitdt bzw. nach dem Umfang des EPR-Effekts [75, 76]. Studien belegen, dass der EPR-Effekt
zu einer basalen Aufnahme von NP in solide Tumoren (z. B. Brust-, Prostata- und Pankreaskrebs),

Sarkome sowie prikanzerose Lasionen fiihrt [55]. Obwohl der Grad dieser passiven Anreicherung
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krebsentitéts- und speziesspezifisch ist, belegen Studien, dass Raman-Signale von fiir einen Zel-
loberflichenmarker funktionalisierten NP die Signale von nicht modifizierten NP, deren Anrei-
cherung im Tumorgewebe allein vom EPR-Effekt abhéngt, iibertreffen [69, 79, 80].

Auch Blockungsstudien weisen nach, dass funktionalisierte NP mit ihrem Zielmolekiil interagie-
ren und zu einer signifikanten Signalerh6hung beitragen [67, 77-79]. Die starkere Anreicherung
von funktionalisierten NP beruht vermutlich auf einer Erh6hung ihrer Assoziationskonstante um
vier bis fiinf Groenordnungen [185] und einem Anstieg der Aviditdt. Diese Parameter fiihren zu
einer verldngerten Verweilzeit im Tumorgewebe und einer erh6hten Aufnahme in die Tumorzel-
len. Auch wenn der prozentuale Anteil des Raman-Signals, der auf den EPR-Effekt zuriickzufiih-
ren ist, nicht bestimmbar ist, zeigt sich, dass dieser nicht entscheidend fiir die ermittelten relativen
Unterschiede des Signals ist. Bei den untersuchten Tumoren entsprach die Intensitdt der Raman-
Signale den Ergebnissen der Durchflusszytometrie und der IHC. In einem Individuum war das
Raman-Signal des Tumors mit einer hohen Zelloberflichenmarker-Expression stets hoher als das
Signal des Tumors mit einer niedrigen Zelloberflichenmarker-Expression.

Auch in der vorliegenden Studie hat vermutlich bei verschiedenen Experimenten der EPR-Effekt
die Raman-Signale beeinflusst. So zeigte sich bei peripher und intrazerebral gelegenen Tumoren
ein unterschiedliches Ausmal3 der Differenz zwischen den Intensititen der Tumoren mit hoher
bzw. niedriger EGFR-Expression (jeweils abstammend von der Tumorzelllinie A431 bzw.
TS895). Eine mogliche Ursache dafiir ist ein schwécherer EPR-Effekt bei den intrazerebral gele-
genen Tumoren. Diese wiesen ein langsameres Wachstum auf als peripher gelegene Tumoren (4—
8 Wochen vs. 2—4 Wochen). Moglicherweise entwickelten in den vorliegenden Modellen die int-
razerebral gelegenen Tumoren ein stabileres Gefdl3system als die peripher gelegenen, wodurch der
Beitrag des EPR-Effekts zur Aufnahme von NP reduziert wurde.

Einen noch deutlicheren Unterschied zwischen den Signalintensititen zeigten intrazerebral gele-
gene Tumoren mit hoher bzw. niedriger HER2-Expression. Wéhrend der Experimente fiel auf,
dass die aus der Zelllinie HCC1954 stammenden Tumoren im Vergleich zu denen aus den anderen
Zelllinien eine besonders hohe Wachstumsrate aufwiesen. Moglicherweise war der EPR-Effekt in
dem HER2-Modell hoher als in den EGFR-Tumormodellen, wodurch sich die deutlichere Signal-
differenz zwischen Tumoren mit hoher und solchen mit niedriger HER2-Expression erkléren lief3e.
Eine hohere Proliferationsrate steigert die Wahrscheinlichkeit fiir eine Unterbrechung der Blut-

Hirn-Schranke, was wiederum den Austritt der NP aus dem Blutgefa3 in den Tumor erleichtert.
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Bei einer anzunehmenden Abnahme der Kompetenz der Blut-Hirn-Schranke mit steigender
Proliferationsrate ist der Beitrag der spezifischen, auf Antikérpern basierenden Aufnahme der NP
in Tumoren mit einer durchschnittlichen Wachstumsrate groBer, wahrend der EPR-Effekt bei er-
hohten Wachstumsraten zu einer erhdhten Basisaufnahme von NP fiihrt.

Die Basisaufnahme von NP durch den EPR-Effekt hiangt zudem von der Tumorentitit, der Tum-
orgrofle sowie der Wachstumsrate ab und kann sich auch von Individuum zu Individuum unter-
scheiden.

Trotz der unterschiedlich starken von Antikérpern unabhédngigen Aufnahme von SERRS-NP in
die Tumoren iiber den EPR-Effekt zeigen die Mittelwerte der Raman-Signale und der Signale der
individuellen Tumorpaare in der vorliegenden Studie, dass der EPR-Effekt das Verhéltnis der ge-
messenen Signalintensititen, die durch die spezifische Interaktion der funktionalisierten NP her-
vorgerufen wurde, nicht umkehrt, sondern die Tumorbiologie hervorhebt: Hohere Intensitdten
stammten von Tumoren mit einer hoheren Zelloberflichenmarker-Expression, niedrigere Intensi-
taten von solchen mit einer niedrigeren Zelloberflichenmarker-Expression.

Dennoch belegen die Ergebnisse die Notwendigkeit systematischer Studien von mit Antikdrpern
funktionalisierten SERRS-NP in verschiedenen Tumorentititen, Stadien und Lokalisationen, um

den Beitrag des EPR-Effekts beurteilen und spezifische Grenzwerte definieren zu kénnen.

5.4.2 Relevanz der Quantifizierung von Zelloberflichenmarkern und der intratumoralen

Heterogenitit

Die Relevanz des Wissens tiber den Expressionsstatus von Zelloberflichenmarkern ist in der On-
kologie unumstritten. Inwieweit die Darstellung der intratumoralen Heterogenitit sowie die exakte
Quantifizierung eines Zelloberflichenmarkers von Bedeutung sind, ldsst sich derzeit noch nicht
abschitzen. In der Metaanalyse von Lee et al. fiihrte eine gegen EGFR gerichtete Antikorper-The-
rapie bei Patienten mit GBM mit aberranter EGFR-Expression (Gen-Amplifikation und/oder Re-
zeptormutationen) zu keinem Uberlebensvorteil [130]. Dagegen zeigten Slamon et al. in einer kli-
nischen Phase-3-Studie, in der der HER2-Status basierend auf dem aktuell verwendeten
semiquantitativen Punktesystem erfasst wurde, dass die Kombination aus Chemotherapie mit
Trastuzumab bei Patienten mit HER2-liberexprimierenden Brustkrebstumoren einer alleinigen

Chemotherapie hinsichtlich des Uberlebens iiberlegen war [142].
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Diese beiden Studien sind exemplarisch fiir zahlreiche Studien, in denen die spezifische Therapie
bei Uberexpression eines Zelloberflichenmarkers zu keinem Uberlebensvorteil fiihrte oder in de-
nen semiquantitative Informationen zum Expressionsstatus eines Zelloberflichenmarkers aus-
reichten, um einen Uberlebensvorteil durch eine spezifische Therapie zu erzielen. Solche Befunde
konnten zu der vorschnellen Annahme verleiten, dass die Erfassung der intratumoralen Heteroge-
nitdt bzw. eine Quantifizierung eines Zelloberflichenmarkers keine klinischen Konsequenzen fiir
den Patienten haben. Das derzeitige Fehlen eines Effekts spezifischer Therapien auf das Uberleben
bei bestimmten Tumorentititen ist kein Argument gegen die Weiterentwicklung der minimal-in-
vasiven Darstellung der Tumorkomposition. Stattdessen ist davon auszugehen, dass diese Metho-
den eine wertvolle Entscheidungshilfe bei der Auswahl der sich stetig vergroBernden Therapie-
moglichkeiten bieten. Auch wenn eine semiquantitative Erfassung eines Zelloberflichenmarkers
in vielen Fillen fiir die Entscheidung fiir oder gegen eine spezifische Therapie ausreicht, bdte eine
exakte Quantifizierung moglicherweise die Chance, Grenzfille besser beurteilen und damit besser
therapieren zu konnen. Ob eine exakte Quantifizierung gegeniiber einer semiquantitativen Erfas-
sung fiir die Patienten einen signifikanten Vorteil darstellt, kann aber zu diesem Zeitpunkt nicht
valide beurteilt werden. Diese Forschungsliicke sollte jedoch Motivation genug sein, die Entwick-
lung von Methoden zur Quantifizierung von Zelloberflachenmarkern voranzutreiben.

Die hier vorgestellte Methode bietet die Mdglichkeit, die Zelloberflichenmarker-Expression in
groflen Tumorarealen abzuschédtzen (relative Quantifizierung) und gleichzeitig die Heterogenitét
der Expression in diesen Arealen zu analysieren. Beide Parameter sind fiir eine erfolgreiche The-
rapie entscheidend. Bei der Gesamtbetrachtung aller Daten der vorliegenden Studie aus verschie-
denen Individuen wurde ersichtlich, dass die Tumoren mit hoher und niedriger Expression nicht
vollkommen unterschiedliche Signalintensitdtsbereiche zeigten. Vielmehr {iberschnitten sich zum
Teil die Intensitédtsbereiche der Tumoren der Individuen in beiden Gruppen. Vermutlich resultiert
diese Beobachtung aus dem unterschiedlichen Ausmal} der Basisaufnahme, bedingt durch einen
individuell verschieden stark ausgepriagten EPR-Effekt und unterschiedliche Tumorvolumina. Je-
der Messpunkt (Pixel) in der Analyse der Raman-Bilder stellt einen Mittelwert der aus diesem
Bereich stammenden Raman-Signale dar. Folglich ist es mdglich, dass ein Tumor eine insgesamt
niedrige Raman-Signalintensitdt aufweist, auch wenn er eine klonale Zellgruppe mit einer deutlich
erhohten Expression eines Zelloberflichenmarkers enthilt und damit eine spezifische Therapie in

Betracht gezogen werden sollte. Niedrige Mittelwerte konnen auftreten, wenn in dem untersuchten
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Tumor Bereiche mit niedriger Expression dominieren. Diese Problematik konnte in der klinischen
Praxis jedoch umgangen werden, wenn nicht nur individuelle Signalintensititen erhoben, sondern
diese stets im Zusammenhang mit Raman-Bildern beurteilt wiirden, die die intratumorale Vertei-

lung eines Zelloberfldchenmarkers visualisieren.

5.4.3 Toxizitit

Das Forschungsfeld der molekularen Bildgebung mittels NP hat sich in den vergangenen 10-15
Jahren trotz der Bedenken beziiglich der Toxizitdt kontinuierlich weiterentwickelt. Die Toxizitét
von GNP hingt von der Gro3e, der Morphologie und der Methode der Synthese ab [186, 187]. Im
Rahmen der vorliegenden Studie lebten die Mause nach einer i. v. Injektion von SERRS-GNP fiir
weitere 18—-24 Stunden ohne Symptomverdnderungen im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Injek-
tion. Die Evaluation der Toxizitit war jedoch nicht Thema der vorliegenden Studie. Zu dieser
Thematik standen bereits vor Beginn der Arbeit im Jahre 2016 umfangreiche Daten zur Verfiigung.
Im Folgenden wird ausschlieBlich die Literatur zur Toxizitdt von Gold- oder Silber-Gold-NP dis-
kutiert, da andere Metall-NP ein deutlich schlechteres Toxizititsprofil besitzen als GNP [184, 188-
191].

Die GNP weisen einen protektiven antiinflammatorischen Effekt in Gehirnen von Ratten nach
einem ischdmischen Schlaganfall auf und befinden sich fiir verschiedene Indikationen bereits in
klinischen Studien [192, 193]. Im Jahr 2011 verdffentlichten Thakor et al. eine umfangreiche To-
xizitétsstudie zur i. v. und rektalen Applikation von GNP [70]. Sie beobachteten keine Verdnde-
rungen in der physischen Erscheinung, dem Verhalten oder der sozialen Interaktion der Mause im
Verlauf von zwei Wochen. Auch fehlten Unterschiede bei der kardiovaskuldren Funktion sowie
bei hdmatologischen oder biochemischen Parametern. Primédr wurden die GNP aus der systemi-
schen Zirkulation durch das Retikuloendotheliale System (RES) mit Makrophagen als Hauptak-
teuren eliminiert. Dieser Vorgang gehort zu den Hauptargumenten gegen die Anwendung von
GNP, da eine unkontrollierte Aktivierung des Immunsystems bis hin zu einem Zytokin-Sturm be-
fiirchtet wird. Derartige Beobachtungen fehlen aber in bisherigen Studien. Qian et al. fanden keine
toxischen oder anderen physiologischen Verdnderungen innerhalb von zwei bis drei Monaten nach
der Injektion von SERS-NP [82]. Allerdings zeigten Thakor et al. eine erhohte Expression von

Phase-2-Antioxidationsenzymen in der Leber, was auf einen erhhten oxidativen Stress hinweist.
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Diese Ergebnisse stehen in Konkordanz mit einer vorangegangenen Arbeit dieser Arbeitsgruppe,
in der von der Formation freier Radikale im Zusammenhang mit der Anwendung von GNP berich-
tet wurde [194]. Auch wurde eine Erhohung des Bcl-2-associated-X-protein (Bax)/B-cell-lym-
phoma-2(Bcl-2)-Verhiltnisses trotz einer gesteigerten Expression von Antioxidationsenzymen mit
subsequenter Apoptose von Hepatozyten dokumentiert [70]. Die initiale inflammatorische Ant-
wort war jedoch bereits nach einer Woche nicht mehr nachweisbar. Trotz der von den Autoren
hervorgehobenen hohen Regenerationsfahigkeit der Leber sind diese Befunde nicht zu unterschét-
zen. Zwar besitzen Menschen ein groeres Lebervolumen, allerdings werden auch mehr GNP fiir
ein messbares Signal benotigt. Ob die Relationen in Menschen und Mausen vergleichbar sind, ist
nicht bekannt. Des Weiteren war die Analyse auf zwei Wochen nach einer einmaligen Anwendung
von NP begrenzt [70].

Die klinisch sinnvolle longitudinale Erfassung der Tumorkomposition erfordert eine wiederholte
Injektion von NP iiber einen unbestimmten Zeitraum mit aktuell noch nicht definierbaren Inter-
vallen. Laut Qian et al. kommt es zu keinen toxischen oder anderen physiologischen Verdnderun-
gen innerhalb von zwei bis drei Monaten nach der Injektion der SERS-NP [82], jedoch fehlen
Langzeitstudien mit wiederholten Injektionen. Dey et al. veroffentlichten umfangreiche Ergeb-
nisse zum Einfluss von GNP auf die Funktion von Makrophagen und dendritischen Zellen. Wih-
rend sich die generelle Funktion der beiden Zelltypen nicht signifikant verdnderte, traten Verin-
derungen bei der Zytokin- und Chemokin-Sekretion sowie bei der Produktion reaktiver Sauerstoft-
Spezies (ROS) auf. In Makrophagen wurde eine verdnderte Mitochondrien-Aktivitidt beobachtet.
Des Weiteren berichteten die Autoren von einer Zunahme der Antigenprisentation mit einer ver-
stiarkten T-Helferzell-Antwort (Th1-, Th2- und Th17) in dendritischen Zellen [195]. Bei Lira-Diaz
et al. beschréankten sich die transiente Astro- und Mikrogliose nach einer intrazerebralen Injektion
von GNP in Méusen auf das Areal um die Injektionsstelle sowie auf die ersten sieben Tage. Danach
kam es zu einer Abnahme dieser Effekte und zu einer Normalisierung bis Tag 90 [72]. Da nur eine
einzige Injektion erfolgte, waren ebenso wie in der vorliegenden Studie keine Aussagen zu mog-
lichen Langzeiteffekten bei wiederholten Injektionen moglich. Dennoch sind diese Ergebnisse fiir
eine potenzielle klinische Translation vielversprechend. Die wenig invasive i. v. Applikation fiihrt
vermutlich auch bei wiederholten Injektionen zu einer geringeren GNP-Konzentration pro Gehirn-

volumen. Damit ist von einer geringeren Gewebereaktion auszugehen.
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Zusammenfassend lésst sich zur Toxizitét festhalten, dass es trotz der bisher vielversprechenden
Toxizitétsbefunde unabdingbar ist, die Synthese und den Einsatz von NP zu standardisieren. Diese
Forderung betrifft insbesondere die verwendeten GroBBen, Geometrien und Konzentrationen, die

chemische Komposition, die Funktionalisierungen sowie die Darreichungsformen (4bbildung 32).
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Abbildung 32: Parameter der Gold-Nanopartikel (GNP) fiir systematische Toxizititsstudien

In zukiinftigen Studien miissen verschiedene Groflen, Kernmaterialien, Formen, Liganden und Applikationswege un-
tersucht werden. Diese Abbildung stellt die zurzeit verbreitetsten Materialien in der préklinischen Forschung im Zu-
sammenhang mit der molekularen Bildgebung dar. Abkiirzungen: IV (intravenos); IP (intraperitoneal); PR (per rec-
tum); PO (per os); TOP (topisch). (Eigene Abbildung)
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Die Standardisierung ist die Voraussetzung dafiir, dass Ergebnisse nicht durch Unterschiede in der
Herstellung der NP verfilscht werden. Alternativ miissten fiir die aufgefiihrten Aspekte individu-
elle Toxizitdtsstudien erfolgen. Sinnvoll wire eine Integration dieser Strategien, da zunéchst fiir

jede Tumorentitit und jedes Stadium die geeignete NP-Komposition identifiziert werden muss.
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Diese konnten dann einem automatischen Herstellungsprozess zugefiihrt werden, um intra- sowie

interindividuelle Unterschiede zu limitieren und umfangreiche Toxizitétsstudien zu ermdglichen.

5.4.4 Raman-Scanner

Notwendig fiir eine erfolgreiche klinische Translation sind eine Verbesserung der Leistungsfahig-
keit der Raman-Scanner und eine Verkiirzung der Dauer der Bildgebung. In der vorliegenden Stu-
die konnten die applizierten SERRS-NP in vivo durch den intakten Schidel einer Maus (1-3 mm)
erfolgreich detektiert werden. Dies ist beim Menschen (Schiadeldicke > 6 mm) kaum moglich, da
die zur Durchdringung der dickeren Knochengewebsschicht bendtigte Laserpower wahrscheinlich
zu Gewebeverbrennungen flihren wiirde. Auch die Methode der oberflachenverstirkten, raumlich
versetzten Raman-Spektroskopie (engl. Surface-Enhanced Spatially Offset Raman Spectroscopy
(SESORY)), die durch eine Winkelverdnderung des Lasers und des Detektors eine hohere Ein-
dringtiefe erzielt, zeigt bisher nur wenig zufriedenstellende Ergebnisse bei der Datenakquirierung
durch den menschlichen Schidel [196, 197].

Die in der vorliegenden Studie nachgewiesene Moglichkeit der In-vivo-Bildgebung durch den in-
takten Schadel einer Maus kann aber genutzt werden, um die longitudinale Entwicklung von pri-
miren und sekundidren Gehirntumoren mit sowie ohne Therapie zu beobachten. Die Versuchstiere
miissen nicht mehr der Euthanasie zugefiihrt oder nicht beliebig oft wiederholbaren chirurgischen
oder bioptischen Eingriffen ausgesetzt werden, sondern konnen mit dieser Methode wiederholt
und regelméBig untersucht werden. Auf diese Weise lieBe sich das Expressionsprofil desselben
Tumors iiber mehrere Monate minimal-invasiv analysieren. Bislang ist dies nur mdglich mit wie-
derholten Biopsien oder durch die Verwendung von Méusen mit der gleichen Tumorentitét, die zu
verschiedenen Zeitpunkten der Euthanasie zugefiihrt werden, wobei eine identische Dynamik in
den Tieren vorausgesetzt wird.

Bei einer weiteren Optimierung der Raman-Spektroskope wire moglicherweise auch die intratu-
morale Heterogenitét in vivo erfassbar, was im Rahmen der vorliegenden Studie aufgrund der er-
hohten SchrittgroBe der Laserpunkte nicht realisierbar war. Kleinere SchrittgroBen hitten aufgrund
der Dauer fiir eine In-vivo-Bildgebung und -Anisthesie eine nicht akzeptable Belastung fiir die

Versuchstiere dargestellt.
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Das grofite Potenzial der SER(R)S-NP-basierten Bildgebung besteht im Bereich extrakranialer
Analysen, bei denen keine kndchernen Strukturen tiberwunden werden miissen. Derzeit werden
bei der Entwicklung von Scannern mit einem erweiterten Bildgebungswinkel [198] sowie von
handgehaltenen [87, 199] und endoskopisch anwendbaren Scannern [200, 201] grof3e Fortschritte
erzielt.

Die SERRS-basierte Raman-Bildgebung ist derzeit als alleiniges Instrument zur klinischen Bild-
gebung nicht geeignet. Denkbar wire jedoch eine Kombination aus CT bzw. MRT (Lokalisations-
bestimmung), PET (Ersteinschitzung der Zelloberflichenmarker-Expression) und SERRS-
basierter Bildgebung (Erfassung der Mikrostruktur und intratumoralen Heterogenitit). Eine bes-
sere Charakterisierung der Tumorkomposition lieBe mdglicherweise auch eine gezieltere Biopsie
verschiedener Areale eines Tumors zu. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die SERRS-
basierte Raman-Bildgebung eine potente Technik darstellt, die geeignet ist, die klinisch etablierte

Bildgebung und Diagnostik zu komplementieren.

5.5 Limitationen bisheriger Studien und erforderliche Schwerpunkte fiir zukiinftige

Arbeiten

Herstellung der Nanopartikel

Die grofte Limitation aller bisherigen Studien, inklusive der hier vorliegenden, ist die individuelle
Herstellung der verwendeten NP, die die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einschrinkt. Aufgrund
der individuellen Herstellung wiesen auch die NP-Chargen in der vorliegenden Studie héufig Un-
terschiede in Grofle, Zeta-Potenzial und Signalintensitdt auf. Damit haben Divergenzen zwischen
NP-Chargen méglicherweise zu den unterschiedlichen Raman-Signalniveaus von aus den gleichen
Zelllinien hervorgegangenen Tumoren in den verschiedenen Individuen beigetragen.

Somit verweisen die Ergebnisse auf die Notwendigkeit, die SERRS-NP-Herstellung fiir eine sys-
tematische Evaluation und eine bessere Vergleichbarkeit von Studienergebnissen zu automatisie-
ren.

Kommerziell hergestellte NP (z. B. BD, Sigma Aldrich, Oxonica Materials, Inc.) zeigen haufig
schlechtere Signalintensitdten als laboreigene NP. Da sich GNP oder vergleichbare NP bisher in
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der klinischen Praxis nicht etabliert haben, scheint fiir Firmen kein ausreichender Anreiz zu beste-
hen, NP in den verschiedenen chemischen Kompositionen, geometrischen Formen, Grofen und

moglichen Funktionalisierungen industriell herzustellen.

Geschwindigkeit und Eindringtiefe der Raman-Bildgebung

Noch ist die bendtigte Dauer der Raman-Bildgebung fiir grofldchige Areale unrealistisch lang
und fiir Patienten nicht zumutbar. Je nach Grof3e des Areals kann eine Bildgebung mehrere Tage
dauern. Zudem weist die Methode lediglich eine Eindringtiefe im Bereich von mm bis zu wenigen
cm auf. Aufgrund der reduzierten Geschwindigkeit des Raman-Scanners in der vorliegenden Stu-
die betrug die Schrittgrole des Lasers in Abhéngigkeit von der TumorgroBle zwischen 50 und
100 pum. Damit iibertraf die rdumliche Auflosung die GroBe einer Zelle (10—20 um) und ein Pixel
enthielt das Signal von mehreren Zellen. Solange sich SERRS-NP nicht im Klinikalltag etabliert
haben, fehlt ein wirtschaftlicher Anreiz, in die Weiterentwicklung der Kleintier-Scanner zu inves-
tieren. Dabei ist eine schnellere Bildgebung von groBflichigeren Arealen mit einer erhdhten Ein-

dringtiefe fiir die klinische Anwendung unverzichtbar.

Zelloberflichenmarker und ihre Quantifizierung

Bisherige Arbeiten zur NP-basierten Raman-Bildgebung konzentrierten sich entweder auf die re-
lative Quantifizierung von Zelloberflaichenmarkern in Gewebeschnitten, auf die von isolierten Tu-
morzellen nach topischer Applikation, auf In-vitro-Applikation der NP oder auf die rein qualitative
Detektion der Marker [77, 78, 80, 97, 182, 183]. Die vorliegende Studie geht einen Schritt weiter
und présentiert eine Methode zur relativen Quantifizierung von Zelloberflichenmarkern am Bei-
spiel von EGFR und HER2 nach einer systemischen Administration funktionalisierter NP.

In der Literatur fehlen Daten zur Quantifizierung des EPR-Effekts. Diese Daten sind jedoch not-
wendig, um den Raman-Signalanteil, der auf der spezifischen Interaktion der Zelloberflichenmar-

ker mit den funktionalisierten NP beruht, quantifizieren zu konnen. In der vorliegenden Studie
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belegten die durchflusszytometrischen Daten und die IHC-Daten die Assoziation der Raman-Sig-
nale mit dem Zelloberflaichenmarker-Status. Eine Bestimmung des Anteils des EPR-Effekts war
allerdings nicht mdglich.

Fiir die Definition exakter Raman-Signal-Grenzwerte, die zu einer Entscheidung fiir oder gegen
eine spezifische Therapie fiihren, ist eine standardisierte Herstellung der SERRS-NP erforderlich.
Derzeit variieren die Signalintensititen und die Sensitivitdten der SERRS-NP von Labor zu Labor
sowie von Charge zu Charge, da einheitliche Synthesebedingungen fehlen. Ferner hingt das durch
den EPR-Effekt bedingte Grundsignal von der Tumorentitit und dem -stadium ab, was eine Fest-
legung der Grenzwerte weiter erschwert.

Auch ist der EPR-Effekt in Menschen moglicherweise nicht mit dem in Kleintieren vergleichbar.
Tumoren in priklinischen Studien zeigen in der Regel ein schnelles Tumorwachstum innerhalb
weniger Wochen. Da sich bei Menschen Tumoren meist iiber einen Zeitraum von Monaten entwi-
ckeln, sind die Endothelzellen und die Perizyten der Tumorgefiae vermutlich starker ausgeprégt,
sodass die Penetration durch die Tumoren insgesamt geringer ist.

Zur Definition von Grenzwerten fiir diverse Tumorentititen und Zelloberflichenmarker sollte in
zukiinftigen Studien erarbeitet werden, welche NP-Komposition fiir den jeweiligen Tumor am ge-
eignetsten ist, aber auch, ob diese NP-Komposition fiir alle Tumorstadien anwendbar ist. Basierend
auf diesen Ergebnissen sollte in Zusammenarbeit mit der Industrie die Entwicklung eines einheit-
lichen Herstellungsprozesses angestrebt werden, der fiir die Definition von Grenzwerten unver-
zichtbar ist.

Nicht alle therapeutisch einsetzbaren Zelloberflichenmarker lassen sich aufgrund ihrer Struktur
oder ihrer Lokalisation gut mittels Bildgebungsverfahren detektieren. Daher sollten zukiinftige

Arbeiten auch die Erforschung geeigneter Surrogat-Marker umfassen.

Detektion von Zelloberflichenmarker-Mutationen mit Nanopartikeln

Bisherige Studien inklusive der vorliegenden Studie zielten auf die generelle Erfassung der Zel-
loberflichenmarker ab. Es wire jedoch wiinschenswert, zwischen verschiedenen Mutationsformen
eines Markers unterscheiden zu konnen. Beim EGFR kdnnen Mutationen fiir den Erfolg oder das

Scheitern einer Therapie verantwortlich sein [202, 203].
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Longitudinale Verlaufsstudien zur Analyse des Zelloberflichenmarker-Status mit Nanopartikeln

Tumoren konnen sich im Therapieverlauf verdndern und Zelloberflichenmarker verlieren oder
hinzugewinnen. Bisherige Studien zur langfristigen Anwendung von NP widmeten sich der Toxi-
zitdtsevaluation. Im Rahmen der vorliegenden Studie war es zur Beantwortung der Forschungsfra-
gen unabdingbar, die Miuse einzuschldfern. Nur auf diese Weise konnten die Raman-Daten mit
dem Goldstandard der IHC zur Beurteilung des Zelloberflichenmarker-Status verglichen werden.
Fiir eine Optimierung der Vergleichbarkeit wurde auch die Raman-Bildgebung ex vivo durchge-
fiihrt, wodurch eine Verlaufsbeobachtung unmdéglich wurde.

Wie zuvor ausgefiihrt, ist ebenso die Geschwindigkeit der Scanner ein limitierender Faktor. Sobald
diese technischen Probleme behoben sind, sollten Expressionsprofile im Verlauf mit und ohne

Therapie in verschiedenen Tumorentitéten erstellt werden.

Langzeittoxizitdtsstudien

Die zahlreichen Studien zur Toxizitét unterschiedlicher NP-Formulierungen umfassen nur Zeit-
rdume von bis zu drei Monaten. Zukiinftige Langzeitstudien von mindestens ein bis zwei Jahren

sollten systematisch die Toxizitét verschiedener NP bei wiederholter Anwendung evaluieren.

5.6 Schlussfolgerungen

Das Wissen um die Komposition eines Tumors und dessen Adaptation unter der Therapie ist von
essenzieller Bedeutung. Bei vielen Patienten sind oder werden die Tumoren refraktdr gegeniiber
Standardtherapien und personalisierten Therapien. Die Charakterisierung der Architektur eines
Tumors erfordert eine komplexe Phénotypisierung vor Therapiebeginn, die in regelméfBigen Inter-
vallen wiederholt werden sollte.

Zahlreiche Tumorentititen zeigen eine Uberexpression der Zelloberflichenmarker EGFR und
HER2. Die gegen diese Zelloberflichenmarker gerichteten Antikorper Cetuximab bzw. Trastuzu-
mab haben sich in der Krebstherapie etabliert. Beide Therapien sind jedoch mit Nebenwirkungen

sowie hohen Kosten verbunden. Folglich konnten die Erfassung der intratumoralen Heterogenitét
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und die relative Quantifizierung der Marker enorme Vorteile sowohl fiir den Patienten als fiir das
Gesundheitssystem bieten.

Das Auflosungsvermogen der in der klinischen Praxis verwendeten Bildgebungsmethoden reicht
nicht aus, den heterogenen Expressionsstatus einzelner Zelloberflichenmarker zu erfassen. Dane-
ben sind die Verfahren mit klinisch relevanten Nachteilen und Limitationen verbunden. Bei der
etablierten IHC wird das Expressionsniveau eines Zelloberflichenmarkers aufgrund von Fehlern
bei der Gewebegewinnung und Befundung héufig falsch interpretiert. Zudem ldsst sich mit der
Methode nur ein begrenztes Areal des Tumors darstellen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine Methode zur Charakterisierung des Expres-
sionsstatus von Zelloberflichenmarkern zu entwickeln, die die bekannten Nachteile (Strahlenbe-
lastung, hohen Kontrastmittelmengen, Invasivitét, potenziell gewebeverdndernde Prozessierung)
umgeht, gleichzeitig aber einen hochstmdglichen Informationsgehalt bietet. In der vorliegenden
Studie lieBen sich mit einer minimal-invasiven i. v. Injektion von Cetuximab- bzw. Trastuzumab-
SERRS-NP die inter- sowie die intratumorale Heterogenitdt der Zelloberflaichenmarker EGFR und
HER2 im intrazerebralen und peripheren Kontext darstellen. Das Verfahren erlaubte dabei nicht
nur eine Unterscheidung zwischen dem Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein der Marker, son-
dern auch eine Einordnung unterschiedlicher Expressionsniveaus, die mit den Ergebnissen der
Durchflusszytometrie und der IHC iibereinstimmten. Die verwendete Methode beruhte auf robus-
ten spektroskopischen Kriterien der Detektion oder Nichtdetektion des SERRS-Signals, womit
eine objektive Befundung der Daten moglich war.

Zu den Limitationen der Studie gehdrte die manuelle Herstellung der SERRS-NP, wobei zwischen
den Partikeln und Chargen Variationen auftraten. Die daraus resultierende unterschiedliche Sig-
nalintensitdt der SERRS-NP konnte die Interpretation des Rezeptorstatus verfalschen. Auch
konnte der verwendete Raman-Scanner seine Fokalebene nicht an die unebene Oberfldche der Tu-
morschnitte anpassen, wodurch moglicherweise die Signale moduliert wurden. Die akquirierten
Signalintensititen stimmten jedoch stets mit den Daten der Durchflusszytometrie und der IHC
iiberein. Die Eindringtiefe der Scanner war auf wenige mm begrenzt. Diese Limitation stellte bei
den in der vorliegenden Studie betrachteten Tumoren im Kleintiermodell kein Hindernis dar; fiir
eine klinische Translation miisste aber die Eindringtiefe erhoht werden. Aufgrund der reduzierten

Geschwindigkeit des Raman-Scanners wurde eine Schrittgroe zwischen 50 und 100 um gewdhlt.
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Damit war die rdumliche Auflosung groBer als eine einzelne Zelle (10-20 um) und die Pixel ent-
hielten Signale von mehreren Zellen. Aufgrund der eindeutigen Konkordanz mit den Ergebnissen
der Durchflusszytometrie und der IHC ist anzunehmen, dass die aus den Zellen generierten Mit-
telwerte in einem Pixel geeignet waren, die Fragestellungen zu untersuchen.

Vor dem klinischen Einsatz von mit Antikdrpern funktionalisierten SERRS-NP zur Bestimmung
der Zelloberflichenmarker-Expression sind verschiedene Optimierungen erforderlich. Dazu zéh-
len die kontrollierte Herstellung von SERRS-NP sowie die Optimierung der Raman-Scanner.
Uberdies sollten groBer angelegte priklinische Studien zur Evaluation der Expression weiterer
Zelloberflichenmarker, mit longitudinalen Verlaufsbeobachtung und mit Langzeittoxizititsmes-
sungen durchgefiihrt werden.

Beim klinischen Einsatz der SERRS-basierten Bildgebung (Erfassung der Mikrostruktur und der
intratumoralen Heterogenitdt des Zelloberflichenmarkers) wére vorerst eine Kombination mit
etablierten Bildgebungsverfahren (CT/MRT zur Tumorlokalisation, PET zur Ersteinschidtzung der
Zelloberflichenmarker-Expression) sinnvoll. Bei offenen Fragen oder der Notwendigkeit weiterer
Gewebeuntersuchungen konnten die SERRS-basierten Bildgebungsdaten zur Zielfiihrung der Bi-
opsienadel dienen. Bei einer erfolgreichen Etablierung von SERRS-NP in diesem Bereich wire
anschlieBend eine unabhéngige Anwendung als Diagnostikum denkbar. Nach der Feststellung ei-
nes Tumors konnte im Anschluss eine i. v. Injektion von mit Antikdrpern gegen Zelloberflachen-
marker funktionalisierten SERRS-NP verabreicht werden. Die anschlieBend notwendige Biopsie
zur Diagnosesicherung konnte jetzt gezielt bestimmte Regionen analysieren. Im Fall einer auf An-
tikdrpern basierenden Therapie kdnnte in regelméBigen Abstéinden eine Verlaufsuntersuchung mit
erneuten Injektionen erfolgen, um Verdnderungen im Tumor bzw. bei der Zelloberflachenmarker-
Expression zu detektieren und eine eventuell notwendige Therapieanpassung friithzeitig durchzu-

fihren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Expressionsniveau der Zelloberflichenmarker Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
und Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER?2) spielt fiir die Prognose sowie die The-
rapie diverser Tumoren eine entscheidende Rolle. Aktuell etablierte klinische Diagnosemethoden
sind nicht in der Lage, die Expressionsniveaus von EGFR und HER?2 in einem gréferen Bereich
zu quantifizieren und die intratumorale Heterogenitdt abzubilden. In der vorliegenden Studie sollte
analysiert werden, ob mit Cetuximab oder Trastuzumab funktionalisierte Surface-Enhanced-Re-
sonance-Raman-Spectroscopy-Nanopartikel (SERRS-NP) nach einer minimal-invasiven, intrave-
ndsen Injektion in der Lage sind, die inter- sowie die intratumorale Heterogenitét des EGFR- bzw.
des HER2-Status basierend auf Raman-Signalen zu erfassen (relative Quantifizierung). Dazu wur-
den Mausmodelle mit intrazerebralen und peripheren Tumoren mit einem differenziellen EGFR-
und HER2-Expressionsniveau etabliert.

Der Vergleich mit den Magnetresonanztomographie(MRT)- sowie den Immunhistochemie(IHC)-
Befunden bestétigte, dass die durch die Cetuximab- und Trastuzumab-SERRS-NP generierten Ra-
man-Spektren die differenzielle Expression von EGFR bzw. HER2 sowohl inter- als auch intratu-
moral wiedergaben. Tumoren mit hohen Raman-Signalen zeigten auch in der IHC eine hohe Zel-
loberflichenmarker-Expression. Des Weiteren korrespondierten die intratumoralen Variationen
der Raman-Signalintensititen mit den IHC-Farbunterschieden fiir den jeweiligen Marker.
Dariiber hinaus ermoglichte die Intensitit der Raman-Spektren aufgrund ihrer nummerischen
Komponente eine relative Quantifizierung von EGFR und HER2. Durch den Vergleich der Ra-
man-Signale von Tumoren mit hoher und niedriger EGFR- bzw. HER2-Expression innerhalb einer
Maus mit SERRS-NP der gleichen Charge konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei den
Unterschieden der Raman-Signalintensititen um Varianzen zwischen SERRS-NP-Chargen han-
delte.

Die Ergebnisse belegen, dass Antikdrper-tragende SERRS-NP inter- und intratumorale Variatio-
nen der Expression ihrer Zielstrukturen erfassen konnen. In Zukunft konnten sie daher die klinisch
etablierte Bildgebung und Diagnostik komplementieren sowie dazu beitragen, die Limitierungen
dieser Methoden in den Bereichen Tumordiagnostik, Erfassung der inter- und intratumoralen He-

terogenitit sowie Therapieverlaufsbeobachtung zu liberwinden.
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