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Die Proteinkinasen sind eine grof3e Familie von Enzymen,
die den Transfer einer Phosphatgruppe von einem Donor
(Adenosintriphosphat, ATP) auf die OH-Gruppen von
Aminosdure-Seitenketten in Peptiden oder Proteinen kata-
lysieren.'*) ATP wird dabei in Adenosindiphosphat (ADP)
umgewandelt. Die meisten Kinasen phosphorylieren Serin
und Threonin, andere wiederum Tyrosin, und einige bispezi-
fische Kinasen phosphorylieren alle drei Aminosiduren. Pro-
teinkinasen regulieren zelluldre Ablidufe iiber eine hoch ge-
ordnete Abfolge von Phosphorylierungskaskaden.! Dere-
gulierte Proteinkinaseaktivitét ist eine hdufige Ursache fiir
Krankheiten, im Besonderen fiir Krebs."*! Hier regulieren
Proteinkinasen viele Aspekte, die Kontrollmetabolismen,
Zellwachstum, Differenzierung, Bewegung und Zelltod be-
treffen.’! Mehr als 500 Gene des menschlichen Genoms ko-
dieren fiir Proteinkinasen — das sind ca. 1.7% aller Gene.["l
Die meisten der 30 bekannten tumorunterdriickenden Gene
und iiber 100 dominante Onkogene sind Proteinkinasen.”’

Um wirksame Arzneien entwickeln zu konnen, ist es un-
abdingbar, zahlreiche chemische Datenbanken nach poten-
ziellen Kinaseinhibitoren durchzusehen und deren Effizienz
zu untersuchen. Daher sind biochemische Untersuchungen an
Proteinkinasen nicht nur zur Aufkldrung von molekularen
Mechanismen der Signaliibertragung, sondern auch fiir die
klinische Pharmakologie und fiir die Entwicklung neuer
Wirkstoffe gegen Krebs entscheidend.”! Eine gezielte The-
rapie wird sehr wahrscheinlich zu einer effizienteren Be-
handlung fiihren, bei der weniger Nebenwirkungen auftreten
als bei herkommlichen Chemotherapien.

Im Wesentlichen gibt es zwei Ansitze, um Proteinkinasen
zu studieren."™'"! Ein Ansatz beruht darauf, einzelne Prote-
inkinasen zu charakterisieren, indem man deren AKtivitat
unter festgelegten Bedingungen misst. Der zweite Ansatz ist
eine umfassende Analyse des Ausmalles der Phosphorylie-
rung eines Proteinsubstrats; wahlweise kann man auch die
Expressionsprofile der Proteinkinasen selbst untersuchen. In
der Vergangenheit wurde bei diesen Untersuchungsmetho-
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den radioaktiv markiertes ATP verwendet. Wegen der Um-
weltproblematik wurden diese radiometrischen Untersu-
chungen weitgehend durch Fluoreszenzmethoden ersetzt. Ein
weiterer Grund fiir die Entwicklung von Fluoreszenzmetho-
den ist die deutlich bessere Verfiigbarkeit von Phosphopro-
tein- und Phosphopeptid-spezifischen fluoreszenzmarkierten
Antikorpern. Hoch entwickelte biochemische Untersu-
chungsmethoden zur Bestimmung der Proteinphosphorylie-
rung sind einfach durchzufiihren, sie vermogen aber Tests in
der zelluliren Umgebung nicht zu ersetzen.'"'? Anders als
einzelne biochemische Reaktionen laufen zelluldre Phos-
phorylierungskaskaden in viele unterschiedliche Richtungen
ab. Auch wenn ein bestimmter Schritt der Signaliibertragung
in biochemischen Untersuchungsmethoden von einem Wirk-
stoff blockiert wird, ist es durchaus moglich, dass in der Zelle
die Signaliibertragung nicht beeinflusst wird, da alternative
Signaliibertragungswege den Ausfall der blockierten Kinase
iiberbriicken konnen. Daher ist es wichtig, das Verhalten ei-
nes Wirkstoffes auch durch In-vivo-Untersuchungen in Zel-
len oder sogar in Lebewesen zu studieren.""™*) Mit solchen
Untersuchungen an ganzen Zellen gelingt es, das Permea-
tionsvermogen und die Verteilung des Wirkstoffs in der Zelle,
aber auch seine Toxizitit zu beurteilen.""*) Daher besteht
die Hoffnung, dass auf diese Weise Irrwege in den klinischen
Entwicklungsprozessen vermieden werden konnen.
Wihrend bei den meisten Studien an lebenden Zellen
biochemische Methoden mit radioaktiv oder fluoreszenz-
markierten ~ Molekiilen,""'”  (Bio-)Lumineszenzdetekti-
on!""' oder Impedanzmessungen™! eingesetzt werden, wur-
de vor kurzem eine neue Untersuchungsmethode an Zellen
vorgestellt, bei der ,intelligente* Nanopartikel zum Einsatz
kommen (Abbildung 1).') Der Vorteil dieser Methode ist,
dass die Proteinkinaseaktivitdt ohne Verwendung von Phos-
phopeptid-spezifischen Antikorpern bestimmt werden kann,
dass keine zeitraubenden Waschschritte benotigt werden und
dass man nicht auf genetisch modifizierte Zellen, die fluo-
reszierende Reporterproteine exprimieren, angewiesen ist.
Die Kombination zweier Techniken macht diese Methode
so interessant: 1) NIR-Fluoreszenzmikroskopie und 2) der
Einsatz von Polymernanopartikeln, die auf die Proteinphos-
phorylierung mit einer Strukturdnderung reagieren. Mole-
kiile, die im NIR adsorbieren, konnen sehr effizient eingesetzt
werden, um in vivo definierte Substanzen sichtbar zu machen
und zu untersuchen, da die meisten Zellen selbst nur eine
geringe NIR-Fluoreszenz zeigen.'”! Daher erméglicht die
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Abbildung 1. Detektion der Proteinkinase-A-Aktivitat mithilfe von Polymer-Nanoparti-
keln: Die Nanopartikel werden bei der Selbstorganisation eines Polyion-induzierten
Komplexes (PIC) durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen funktionalisier-
ten positiv (PEI) und negativ geladenen Polyelektrolyten (PAA) gebildet. Ein Cy5.5;-
PEI-Kemptide,s-Molekiil enthilt 25 phosphorylierbare Substratpeptide (Kemptide) und
drei NIR-Fluorochrome (Cy5.5). Da der Abstand zwischen den Cy5.5-Molekiilen in
den PIC-Nanopartikeln sehr gering ist und sich die Fluorochrome daher gegenseitig
|8schen, zeigen die PIC-Nanopartikel nur eine geringe NIR-Fluoreszenzintensitit. Die
Bindung einer negativ geladenen Phosphatgruppe an Kemptide bei der Phosphorylie-
rung fithrt dazu, dass sich die Nanopartikel auflésen (unten). Dadurch vergréfiern
sich die Abstande zwischen den Cy5.5-Fluorochromen, und die Intensit4t der NIR-
Fluoreszenz steigt stark an. E,=Anregungswellenlinge, E,, = Emissionswellenlinge.

Kombination der NIR-Fluoreszenztechnik mit Polymerna-
nopartikeln eine hoch empfindliche und quantitative Analyse
der Enzymaktivitit in kultivierten Zellen.

Frither wurde eine groBe Gruppe von nun gut unter-
suchten organischen Nanopartikeln, z. B. Liposome, Dendri-
mere und Polymersome, als Transportsysteme und fiir thera-
peutische Anwendungen entwickelt. Diese Nanostrukturen
wurden aber auch fiir die optische Bildgebung in vivo ange-
wendet."! GemiB der bekannten Liposomentechnik wurden
Polymersome aus amphiphilen Diblockcopolymeren und
konjugierten NIR-Fluorochromen hergestellt, die sich im
hydrophoben Teil der Polymersomenhiille befanden.!"”!

Als Ergédnzung zur stetigen Verbesserung der NIR-Fluo-
reszenztechnik und der Entwicklung neuer NIR-Sonden
wurde nun ein innovativer Nanopartikel-Ansatz von Kwon
und Mitarbeitern vorgestellt."”! Diese Methode stiitzt sich auf
1) die Selbstorganisation unterschiedlich geladener Poly-
elektrolyte, die Nanopartikel bilden konnen, 2) ein Protein-
kinase-A(PKA)-spezifisches Peptidmotiv (,,Kemptide“) und
3) das chemisch gebundene NIR-Fluorochrom Cy5.5. Das
Grundprinzip der Methode ist im Abbildung 1 dargestellt.
Ein Molekiil des positiv geladenen Polyelektrolyten Poly-
ethylenimin (PEI) trigt 25 Molekiile Kemptide und drei
chemisch gebundene Cy5.5-Molekiile; dieses Konstrukt wird
Cy5.5;-PEI-Kemptide,s genannt.'¥! Die Nanopartikel werden
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bei der Selbstorganisation eines Polyion-indu-
zierten Komplexes (PIC) durch elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen diesen funktionali-
sierten positiv geladenen und negativ geladenen
Polyelektrolyten (Polyasparaginsdure, PAA)
gebildet.” Die resultierenden monodispersen,
weitgehend kugelférmigen PIC-Nanopartikel
mit einem Durchmesser von ca. 50 nm konnen in
Zellen eindringen und weisen eine hohe Zell-
vertraglichkeit auf.!""!

PKA ist eine der am besten untersuchten
und wichtigsten Kinasen in Einzelzellstudien.
Um die Proteinkinaseaktivitit in einzelnen le-
benden Zellen aus den Ovarien chinesischer
Hamster, die PKA iiberexprimieren (CHO-K1),
sichtbar zu machen, wurde das NIR-Fluores-
zenzsignal der phosphorylierungsempfindlichen
PIC-Nanopartikel gemessen. Da der Abstand
zwischen den Cy5.5-Molekiilen in den PIC-Na-
nopartikeln sehr gering ist und sich die Fluoro-
chrome daher gegenseitig loschen, zeigen die
PIC-Nanopartikel selbst nur eine geringe NIR-
Fluoreszenzintensitit. Bei der Phosphorylierung
wird eine negativ geladene Phosphatgruppe an
den Serinrest des PKA-spezifischen Substrats
Kemptide gebunden (Abbildung 1). Die zusitz-
liche negative Ladung stort das Gleichgewicht
der elektrostatischen Krifte, die das PIC-Nano-
partikel zusammenhalten, und fithrt dazu, dass
sich das Nanopartikel auflost. Dies wiederum
hat zur Folge, dass sich die Abstidnde zwischen
den Cy5.5-Fluorochromen vergrofSern und die
Loscheffizienz abnimmt. Das NIR-Fluoreszenz-
signal steigt daher signifikant an und erreicht
eine ca. 8-fach hohere Intensitét als das NIR-Fluoreszenzsi-
gnal der CHO-K1-Zellen ohne PIC-Nanopartikel (Abbil-
dung 2). Dagegen zeigen die PKA-empfindlichen PIC-Na-
nopartikel in den CHO-K1-Zellen in Gegenwart kleinster
Mengen an PKA-Inhibitor kein signifikantes NIR-Fluores-
zenzsignal (Abbildung 2).") Damit wurde bewiesen, dass
diese Methode eine sehr empfindliche und quantitative
Analyse der PKA-Aktivitit in kultivierten Zellen ermoglicht.

Forschungs- und pharmazeutische Labors bendotigen leis-
tungsfahige Screening- und Analysetechniken fiir lebende

PIC/Inhibitor 1h

Abbildung 2. NIR-fluoreszenzmikroskopisches Bild von PIC-Nanopar-
tikeln (10 pgmL™") in CHO-K1-Zellen nach einsttindiger Inkubation
ohne (links) und mit (rechts) Proteinkinase-A-Inhibitor.
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Zellen, um einerseits die komplexen Mechanismen von
Krankheiten aufzukldren und andererseits weitere Genera-
tionen klinischer Wirkstoffe und Therapien zu entwickeln.
Mit dieser neuen nanotechnologischen Untersuchungsme-
thode, die auch auf einzelne lebende Zellen anwendbar ist,
kann durch Einsatz von PIC-Nanopartikeln und der NIR-
Fluoreszenztechnik kontinuierlich die Proteinkinaseaktivitét
gemessen werden. Die Methode umfasst weder Wasch- noch
Markierungsschritte, und es besteht keine Notwendigkeit,
genetisch modifizierte Zellen zu verwenden, um fluoreszie-
rende Reporterproteine zu exprimieren. Zusitzlich fallen
keine Kosten fiir die Entwicklung, Produktion und Markie-
rung von Phosphoprotein-spezifischen Antikorpern an.

Manche Kinasen zeigen aber nur dann eine messbare
Aktivitit, wenn ihnen das vollstdndige Substratprotein an-
geboten wird. Daher sollte untersucht werden, ob PIC-Na-
nopartikel auch mit Proteinen in ganzer Lénge als Substrat
hergestellt werden konnen. Nichtsdestoweniger ermoglicht es
diese auf PIC-Nanopartikeln beruhende Untersuchungsme-
thode, sehr elegant Kinaseinhibitoren, Substrate und Wirk-
stoffe in einzelnen lebenden Zellen ausfindig zu machen und
zu studieren. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
PIC-Nanopartikel-Methode ein faszinierendes Beispiel fiir
die Nanomedizin und , Krebs-Nanotechnologie* darstellt.
Die Technik ist sehr empfindlich und vielseitig anwendbar
und ermoglicht somit die Untersuchung der Aktivitidt von
Proteinkinasen und das Hochdurchsatz-Screening von Sub-
stanzen, die auf Proteinkinasen wirken, in einer Vielzahl von
einzelnen lebenden Zellen.
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