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Die Bindung der Integrine avp3 und a5f1 an Proteine der
extrazellularen Matrix (EZM) ist fiir viele biologische Pro-
zesse, einschlieflich der Tumorangiogenese und der Tumor-
entwicklung, von wesentlicher Bedeutung.!! Derzeit gibt es in
der Literatur unterschiedliche Auffassungen, wie und in
welchem AusmaB diese RGD-bindenden!® Integrine ihre
Funktionen in der normalen und pathologischen Angioge-
nese ausiiben.”! Zudem ist nicht geklirt, wie die Inhibierung
von bestimmten Integrinen das Tumorwachstum beeinflusst.
Wir beschreiben hier selektive RGD-basierte Peptidmimeti-
ka fiir eine spezifische Adressierung und Blockade der In-
tegrine a5p1 oder avp3 in vivo. Die niedermolekularen Ver-
bindungen wurden fiir die molekulare Bildgebung mithilfe
der Positronenemissionstomographie (PET) funktionalisiert,
um die Integrine in vivo spezifisch zu adressieren. Wir stellen
hier die erste a5p1-basierte PET-Bildgebung durch die Ver-
wendung dieser unterschiedlichen Peptidmimetika vor und
liefern einen eindeutigen Nachweis ihrer Selektivitit beziig-
lich eines Integrinsubtyps, indem sie zwischen zwei Tumor-
typen mit unterschiedlichen Expressionsmustern von a5f1
und avf3 differenzieren. Des Weiteren demonstrieren wir,
dass bFGF- und VEGF-stimulierte Angiogenese in Ratten-
aortaringtests (RAR-Assay) durch a5f1- oder avp3-selektive
Inhibierung der BlutgefdBsprossung mit diesen Integrinligan-
den spezifisch blockiert wird. Auflerdem weisen beide Li-
ganden in einem Fibrosarkom-Mausmodell ein deutliches
Antitumorpotenzial in vivo auf.

Die Bedeutung der Integrine fiir die Tumorangiogenese
und -entwicklung ist gut dokumentiert.”! Dies wird auch
durch die unterschiedlichen Expressionsmuster der Integrine
im normalen Gewebe und in Tumorgewebe sowie in den
verschiedenen Stadien der Tumorprogression untermauert.”
Obwohl die Funktionen der Integrine wihrend der Ent-
wicklung und postnatalen Hamostase ausgiebig untersucht
worden sind, muss die exakte Rolle dieser Integrinsubtypen
bei der Tumorangiogenese, beim Wachstum und bei der
Verbreitung von Tumorzellen noch vollstdndig geklart
werden. Die hohe Expression des avf3-Integrins auf Tu-
morblutgefidBen lieferte die Motivation fiir die Entwicklung
von inhibitorischen Antikérpern® und niedermolekularen
Verbindungen fiir die Antitumortherapie.”) Wihrend das
RGD-Peptid Cilengitid”' Tumorangiogenese und -wachstum
in bestimmten priklinischen Modellen verringert, fiihrt die
genetische Ablation von avf3 oder von avf33 und avf5 in
Maiusen zu verstdrkter Tumorangiogenese, was auf eine
komplexe Rolle dieser Integrine in dem Zusammenhang
schlieBen lisst.®! Eine mogliche Erklirung fiir diesen augen-
scheinlichen Widerspruch konnte eine Dosisabhidngigkeit der
Integrininhibitoren sein, die entweder Stimulation oder Blo-
ckade der Angiogenese verursacht.”® AuBerdem zeigten
bestimmte Integrin-gerichtete Antikorper eine verstdrkte
Clusterbildung der Integrine und damit auch der Tumoran-
giogenese.”) Zudem konnte die Spezifitit der Antikorper
nicht ausreichend sein, da diese haufig nicht die Bindungs-
tasche selbst adressieren, sondern andere Integrindoménen.
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Die Rolle von a5p1 in der Angiogenese ist ebenfalls nicht
vollstindig bekannt. Seine Fihigkeit, mit dem Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) zusammen aufzutreten,
ldsst auf eine Tumor-unterstiitzende Rolle schlieBen.!
Andere Arbeiten weisen auf eine Kontext-abhingige Funk-
tion mit einer fordernden Rolle in einigen Tumoren und einer
inhibierenden in anderen hin. Daher wiirden niedermoleku-
lare Verbindungen, die die unterschiedlichen Integrinsubty-
pen in vitro wie auch in vivo selektiv erkennen, eine Unter-
suchung der verschiedenen Integrinfunktionen ermoglichen.

Kiirzlich haben wir RGD-basierte Integrinantagonisten
entwickelt, die spezifisch entweder a5p1 oder avf3 adres-
sieren, wihrend keine Aktivitdt gegeniiber dem Blutplatt-
chenintegrin alIbp3 vorliegt.''l Diese Peptidmimetika (1 und
2) wurden mit 1-((1,3-Dicarboxy)propyl)-4,7-(carboxyme-
thyl)-1,4,7-triazacyclononan (NODAGA), einem weitver-
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breiteten difunktionellen Chelator,'? funktionalisiert, wo-
durch die a5f1-selektive Verbindung 3 und die avp3-selek-
tive Verbindung 4 erhalten wurden (Tabelle 1). Die Bestim-
mung der ICs;-Werte in einem kiirzlich beschriebenen, kom-
petitiven Integrinbindungsassay!"®! zeigte, dass die Einfiihrung
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Tabelle 1: Strukturen und Selektivitdtsprofile der a5p1- und avf3-selek-
tiven Antagonisten (1 und 2) sowie der funktionalisierten Derivate (3 und
4) fur die PET-Bildgebung. Alle ICs,-Werte sind auf Cilengitid referenziert.

Verbindung 1Cso(avB3) [nM] 1Cso(a5B1) [nM]
18 >1000 2.340.02

2¢ 0.55-0.07 120427

3 >1000 1.340.08

4 1.54+0.6 118+7.1
Cilengitid® 0.20+0.07 1M+1.2

[a] Diese Werte wurden kiirzlich publiziert."

des NODAGA-Chelators ohne Beeinflussung der Aktivitat
und Selektivitdt im Vergleich zu den Werten fiir den freien
Liganden gelungen ist (Tabelle 1). Daher konnten 3 und 4 zur
Uberpriifung der Subtypselektivitit invivo und zur Ein-
schiatzung ihres Potenzials als Marker fiir die PET-
Bildgebung nach Markierung mit ®Ga®" verwendet
werden.

Um die selektive Tumoraufnahme der Verbin-
dungen zu iiberpriifen, haben wir die *Ga-markierten
Integrinantagonisten 3 und 4 in PET-Bildgebungsex-
perimenten im Kleintier untersucht (Abbildung 1).
Zu diesem Zweck wurde weiblichen BALB/c-Nackt-
maiusen ein a5p31-hochexprimierendes Tumorhetero-
transplantat ~ (menschliches  Dickdarmkarzinom,
RKO) in die rechte Schulter und ein avf3-hochex-
primierendes Tumorheterotransplantat (menschliches
Melanom, M21) mit nur geringer endogener aSf1-
Expression in die linke Schulter implantiert.

Die a5f1-selektive Verbindung 3 adressierte spe-
zifisch den a5B1-exprimierenden Tumor in der rech-
ten Schulter der Maus (Abbildung 1 A). AuBer der
hohen Aufnahme im a5f1-exprimierenden Tumor
beobachteten wir auch eine geringe Aufnahme im
avp3-exprimierenden Tumor (linke Schulter). Dies ist
die Folge einer geringen Koexpression des a5p1-In-
tegrins in dieser Zelllinie, wie wir sie auch durch die
FACS-Analyse zeigen konnten (Abbildung S1 der
Hintergrundinformationen). Um die Spezifitit des
a5p1-bindenden Trigers zu verifizieren, fithrten wir
eine Blockadestudie durch Injektion von 50 pg der
nicht markierten Verbindung 3 10 min vor Trigerin-
jektion durch (Abbildung 1B). Die Aufnahme von 3
im aSP1-positiven Tumor wurde effizient blockiert,
und die Aufnahme in allen anderen Organen war
vernachlédssigbar. Wegen der renalen Ausscheidung
des Tréagers wurde eine Anreicherung der Aktivitét in
den Nieren und der Blase gefunden. Im komplemen-
taren Experiment zeigte die avf3-selektive Verbin-
dung 4 eine selektive Anreicherung im avp3-expri-
mierenden Tumor, der in der linken Schulter ge-
wachsen war, und keine Aufnahme im aS5f1-expri-
mierenden Tumor (Abbildung 1C). Die héhere Auf-
nahme in Leber und Darm von 4 gegeniiber der von 3 kann
aus der Tatsache resultieren, dass 4 weniger hydrophil als der
o5PB1-Antagonist ist. Es ist evident, dass fiir zukiinftige Un-
tersuchungen und die klinische Translation die pharmakoki-
netischen Eigenschaften dieses radioaktiven Markers durch
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Abbildung 1. Maximumintensitatsprojektion (MIP) der microPET-
Scans. Obere Reihe: Mduse mit RKO- und M21-Tumorheterotransplan-
taten in der rechten bzw. linken Schulter. Die MIP umfasst Daten, die
70-90 min nach Injektion des radioaktiven Trigers (®*Ga-3 oder ®Ga-4)
aufgenommen wurden. Weifler Pfeil: M21; Roter Pfeil: RKO. Untere
Reihe: axiale Schnitte, die den weiflen Linien in den MIP-Bildern der
oberen Reihe entsprechen. A) Injektion von ®Ga-3. B) ®Ga-3-Blockade-
experiment (Injektion von 50 pg (2.5 mgkg ™' Kérpergewicht) nicht
markierter Substanz 3 10 min vor Trigerinjektion). C) Injektion von
%Ga-4.

zunehmende hydrophile Eigenschaften verbessert
werden miissen. Zur Untersuchung des Selektivi-
tétsprofils und zur Adressierung von bestimmten In-
tegrinsubtypen — was im Vordergrund dieser grund-
legenden Experimente steht — sind die Eigenschaften
von 4 fiir die PET-Bildgebung jedoch vollkommen
ausreichend. Die Bildgebung stimmt exakt mit den
Integrinprofilen der Tumorzelllinien iiberein. Dies
wurde durch die FACS-Analyse bestitigt, die eine
hohe a5B1-Expression und eine fehlende avp3-Ex-
pression in den RKO-Zellen sowie eine hohe avf3-
Expression in den M21-Zellen mit einer geringen
aSp1-Expression zeigte (Abbildung S1 der Hinter-
grundinformationen). AuBerdem bestitigten imm-
unhistochemische und autoradiographische Experi-
mente die Befunde der In-vivo-PET-Bildgebung und
lieferten einen starken Beleg fiir die hohe Selektivitit
und Spezifitdt von 3 und 4 fiir die Bildgebung der
Integrine a5p1 bzw. avp3 (Abbildung S2 der Hinter-
grundinformationen).
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Abbildung 2. Wirkung von 1, 2 und Cilengitid auf die spontane, bFGF- oder
VEGF-induzierte Kapillaraussprossung von Rattenaortaringen, die in Kollagengel
kultiviert sind. Die Rattenaortaringe werden entweder sofort nach der Entnahme
aus dem Tier (frische Ringe; A und B) oder nach Inkubation in Kultiviermedium
fir 10-14 Tage und Waschen (dreimal pro Woche) in Kollagengel eingebettet, um
die endogenen pro-angiogenetischen Faktoren zu minimieren (ruhende Ringe; C
und D). Die Balken stellen die Zahl der Kapillar-dhnlichen Strukturen dar, die aus
den Aortaringen nach 4-5 Tagen entstehen, wiedergegeben als Prozent der Kon-
trolle (Werte + Standardfehler). Die Zahl der verwendeten Ringe ist iiber jedem
Balken dargestellt. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001; Mann-
Whitney-Test. E) Wirkung von 1 und 2 auf das Wachstum von WEHI-164-Fibro-
sarkomen in Miusen. Antitumoreigenschaften der verabreichten (i.p.) Peptid-
mimetika bei indizierten Dosen. Die Pfeile geben die Dauer der Behandlung an.
Tumorumfang (Wert + Standardfehler, 6 Mause/Gruppe). *p < 0.05, doppelter t-
Test.

Dariiber hinaus untersuchten wir das anti-angiogeneti-
sche Potenzial von 1, 2 und Cilengitid (6 um oder 60 um) bei
der spontanen Kapillaraussprossung von frischen Rattenaor-
taringen, die in Kollagengel kultiviert waren. Verbindung 1,
jedoch nicht 2 oder Cilengitid, inhibierte die Kapillarbildung
bei einer verabreichten Konzentration von 6 um erheblich,
wihrend alle Verbindungen signifikant hemmende Effekte
bei einer Dosis von 60 pm zeigten (Abbildung 2 A,B). Signi-
fikant inhibierende Effekte wurden mit allen Verbindungen
(60 um) bei bFGF- oder VEGF-induzierter Kapillaraus-
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sprossung von ruhenden Aortaringen (Abbildung 2C,D) er-
halten. In diesen Assays induzierte Cilengitid einen deutlich
schwécheren anti-angiogenetischen Effekt als die Peptidmi-
metika 1 und 2, wodurch das stark anti-angiogenetische Po-
tenzial derselben deutlich wird.

Zusitzlich untersuchten wir die Auswirkungen von sys-
temischer Verabreichung verschiedener Dosen von 1 und 2 an
Miusen mit einem Gen-identischen, subkutanen WEHI-164-
Fibrosarkom. Beide Liganden fiihrten selbst bei niedrigen
Dosen (Abbildung 2E) zu einer vergleichbaren Verzogerung
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des Tumorwachstums, was darauf schlieBen ldsst, dass eine
selektive Inhibierung von o531 und avf3 dhnliche Antitu-
moreffekte hervorrufen kann. Die Antitumoreffekte waren
mit denjenigen vergleichbar, die durch die Verabreichung von
Cilengitid in demselben In-vivo-Modell™ hervorgerufen
wurden, was darauf hindeutet, dass die kombinierte Blockade
der Integrine keine synergistischen oder additiven Antitu-
moreffekte hervorruft.

Wir konnten nachweisen, dass die mit NODAGA funk-
tionalisierten, a5p1- und avf3-selektiven Antagonisten 1 und
2 eindeutig Tumorzellen mit verschiedenen Integrinmustern
adressieren und unterscheiden konnen. 3 ist der erste a5p1-
selektive Integrinantagonist, der die spezifische molekulare
Bildgebung mit PET ermoglicht. Des Weiteren war es uns
moglich, die angiogenetisch relevanten Integrine a531 bzw.
avp3 mit 1 und 2 selektiv anzusprechen und das Tumor-
wachstum in vivo zu verzogern. Die Entwicklung dieser In-
tegrin-selektiven Verbindungen konnte von grofer medizi-
nischer Bedeutung sein, weil mit ihnen nicht nur diagnosti-
sche Bildgebung oder die Kontrolle des Krankheitsverlaufes
bei Krebspatienten, sondern auch Hinweise fiir therapeuti-
sche Eingriffe durch selektives Ansteuern spezifischer Inte-
grinsubtypen (personalisierte Medizin) erhiltlich sind. Dies
konnte fiir eine Reihe von pathophysiologischen Zusténden,
einschlieBlich Krebs, Arthritis und Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen, wichtig sein.

Eingegangen am 22. Juli 2013
Online veroffentlicht am 20. September 2013
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