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Doppel-Rontgenblick hilft Tuberkulose- und Osteoporoseforschung

Mit einer Rontgen-Kombinationstechnik hat ein Forscherteam Nanotransporter fiir
Tuberkulose-Medikamente mit sehr hoher Prizision in biologischen Zellen aufgespiirt. Die Methode
vereint zwei ausgekliigelte Rontgenmessungen und kann kleinste Mengen verschiedener Metalle in
biologischen Proben mit sehr hoher Auflsung lokalisieren, wie das Team um DESY-Wissenschaftlerin
Karolina Stachnik im Fachblatt ,,Scientific Reports* berichtet. Um die Vielseitigkeit des Verfahrens zu
veranschaulichen, haben die Forscher die Kombinationsmethode dariiber hinaus zur Kartierung des
Kalziumgehalts in menschlichem Knochen eingesetzt, eine Analyse, die der Erforschung von Osteoporose
helfen kann.

»Metalle spielen bei zahlreichen biologischen Prozessen eine Schliisselrolle, vom Sauerstofftransport in unseren roten
Blutkérperchen iiber die Mineralisierung der Knochen bis hin zur schddlichen Anreicherung von Metallen in
Nervenzellen, wie sie bei Krankheiten wie Alzheimer zu beobachten ist”, erklart Stachnik, die am Center for
Free-Electron Laser Science CFEL bei DESY arbeitet. Die hochenergetische Rontgenstrahlung regt Metalle zu
Fluoreszenz an, was selbst bei kleinsten Mengen noch nachweisbar ist. ,,Die Rontgenfluoreszenzmessungen zeigen
jedoch in der Regel nicht die Ultrastruktur einer Zelle®, sagt DESY-Wissenschaftler Alke Meents, der die Forschung
leitete. ,,Wenn man die Metalle in der Probe genau lokalisieren will, muss man die Messungen mit einem bildgebenden
Verfahren kombinieren.” Die Ultrastruktur der Zelle umfasst die feinen Details der Zellarchitektur, die nicht mehr mit
dem Lichtmikroskop erkennbar sind.

Da biologische Proben wie Zellen sehr empfindlich auf Rontgenstrahlung reagieren, sollte ihre Struktur nach Maglichkeit
gleichzeitig mit der Fluoreszenzanalyse abgebildet werden, um Strahlenschdaden zu minimieren. Daher kombinierte das
Team die Fluoreszenzmessungen mit einer bildgebenden Methode, der so genannten Ptychographie. ,,Ein
Ptychographie-Mikroskop ist der Aufnahme eines Panoramabildes ziemlich dhnlich®, erklart Stachnik. ,,Eine
ausgedehnte Probe wie eine biologische Zelle wird mit einem kleinen Rontgenstrahl abgerastert, der viele iiberlappende
Bilder von Teilen der Probe erzeugt. Diese iiberlappenden Bilder werden dann anschlieRend zusammengefiigt.”

Die Rontgenstrahlen liefern dabei jedoch nicht direkt Fotografien, sondern erzeugen ein sogenanntes Beugungsmuster,
das Informationen iiber die raumliche Struktur des jeweiligen Teils der Probe enthilt. Die Struktur ldsst sich dann aus
dem Muster berechnen. ,,Dies filhrt am Ende zu einer quantitativen Abbildung der optischen Probendichte", erklart
Stachnik. ,,Die Ptychographie liefert mit diesem komplexen Verfahren eine raumliche Auflosung, die liber die iiblichen
Grenzen der Rontgenoptik hinausgeht.”

Die Rasteraufnahme einer Ptychographie lasst sich optimal mit gleichzeitigen Rontgenfluoreszenzmessungen
kombinieren, die eine Art Karte der chemischen Elemente in der Probe liefern. Ptychographiebilder und
Fluoreszenskarten lassen sich dann iiberlagern. ,,Die Kombination dieser beiden Abbildungsmethoden erméoglicht eine
weitgehend stérungsfreie Korrelation von Spurenelementen mit der hochaufgelosten Struktur der Probe®, sagt Meents.
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Grundvoraussetzung fiir diese Methode ist, dass die Rontgenstrahlen nur eine ,,Farbe” haben, also alle dieselbe
Wellenldnge besitzen (monochromatisch sind), und dass sie wie bei einem Laser alle im Gleichtakt schwingen (kohdrent
sind). ,,Ausreichend helle, kohdrente, monochromatische Rontgenstrahlung mit Energien, die hoch genug sind, um
Metalle wie Eisen fluoreszieren zu lassen, sind erst mit modernen Synchrotronstrahlungsquellen wie DESYs PETRA 111
verfiigbar geworden", sagt Meents.

Um die Methode zu testen, untersuchten die DESY-Forscherinnen und -Forscher zusammen mit der Gruppe von Ulrich
Schaible vom Forschungszentrum Borstel die Lokalisierung und Konzentration von Nanotransportern fiir
Tuberkulosemedikamente in Fresszellen des Immunsystems, den Makrophagen. ,,Normalerweise zerstoren
Makrophagen Krankheitserreger wie Viren und Bakterien. Leider gelingt es den Tuberkulosebakterien jedoch, der
Zerstorung zu entgehen und sich stattdessen in den Makrophagen zu verstecken und sie sogar zum Wachstum zu
nutzen®, sagt Schaible. ,,Eine Barriere fiir eine wirksame Behandlung ist dabei, dass die Nischen der Bakterien innerhalb
der Makrophagen erstmal von den Antibiotika erreicht werden miissen, damit sie wirken kénnen.

Eine neue Strategie baut auf das Vorbild des Trojanischen Pferds und verwendet nanometerkleine Eisenkifige, um
Antibiotika direkt in die Zellen zu bringen. Die Kéfige sind mit Antibiotika gefiillt und haben weniger als 20 Nanometer
Durchmesser (ein Nanometer ist ein millionstel Millimeter). ,,Die Makrophagen schlucken die Behilter, und sobald sie
sichim Inneren der Zelle befinden, l6sen sich die Eisenwidnde der Kafige langsam auf, da die Bakterien Eisen bendtigen.
SchlieBlich werden die Antibiotika freigesetzt und toten die Bakterien ab“, erldutert Schaible.

Um die Wirksamkeit dieser Strategie zu bewerten, untersuchte das Team Makrophagen, die mit Eisenbehiltern
gefiittert worden waren. Mit einer speziell entwickelten Probenbiihne an der Beamline P11 zur Untersuchung von
biologischen Proben an DESYs Rontgenquelle PETRA III konnten die Forscherinnen und Forscher Ptychographie- und
Fluoreszenzbilder von 14 Zellen mit subzelluldrer Auflosung aufnehmen und in diesen insgesamt 22 Ansammlungen von
Nanotransportern identifizieren.

In einer zweiten Anwendung analysierten die Forscher zusammen mit der Gruppe von Bjérn Busse vom
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) den Kalziumgehalt in einer menschlichen Knochenprobe. ,Kalzium ist
ein Schliisselelement, das unsere Knochen stark macht®, betont Ko-Autorin Katharina Jihn aus Busses Gruppe. ,,In
Zeiten eines hohen Kalziumbedarfs l6st der Kérper dieses jedoch aus den Knochen, um es anderweitig zu verwenden.
Diese und andere altersbedingte Prozesse kdnnen zu Osteoporose fiihren, von der in Deutschland fast ein Viertel aller
Frauen im Alter von mehr als 5o Jahren betroffen ist.”

Experimentelle Untersuchungen zur Knochenmineralisierung werden normalerweise an kleinen Knochenscheiben
durchgefiihrt. ,,Allerdings wird auf diese Weise meist nur der Gesamtgehalt an Kalzium abgebildet”, sagt Stachnik. ,,Um
ein echtes Mak fiir die Kalziumkonzentration zu erhalten, muss man die oft variierende Dicke der Probe korrigieren.*
Das Team verwendete eine simultan aufgenommene Ptychographie, um in der Karte der Kalziumverteilung in der
Knochenprobe diese sogenannte Massendickenverzerrung zu korrigieren. ,,Mit diesem Ansatz konnten wir an
bestimmten Stellen im Knochen einen lokal niedrigeren Kalziumgehalt beobachten, was dazu beitragt, den Prozess von
Knochenerkrankungen besser zu verstehen und die Wirkung von Verdnderungen der Knochenmineralisierung bei
Patienten zu quantifizieren®, betont Stachnik.

Um die Methode noch weiter zu verbessern, wollen die Forscher die Analyse in Zukunft auf dreidimensionale Messungen
ausweiten. ,,Der Versuchsaufbau wird derzeit erweitert, um die Erfassung von dreidimensionalen, tomographischen
Datensidtzen an der Messstation P11 zu ermdglichen®, berichtet Meents. ,,Da viele Synchrotronstrahlungsquellen
aufgeriistet werden, um noch helleres Rontgenlicht zu erzeugen, gehen wir davon aus, dass damit der Durchsatz an
Proben deutlich erhoht werden kann und zu einem Routineverfahren an diesen Anlagen wird.”

An der Arbeit waren Forscherinnen und Forscher des Forschungszentrums Borstel, des Paul-Scherrer-Instituts in der
Schweiz, des Karlsruher Instituts fiir Technologie, des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf und von DESY
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DESY zanmhlt zu den weltweit fumhrenden Teilchenbeschleuniger-Zentren und erforscht die Struktur und Funktion von
Materie — vom Wechselspiel kleinster Elementarteilchen, dem Verhalten neuartiger Nanowerkstoffe und
lebenswichtiger Biomolekuele bis hin zu den groRen Rartseln des Universums. Die Teilchenbeschleuniger und die
Nachweisinstrumente, die DESY an seinen Standorten in Hamburg und Zeuthen entwickelt und baut, sind einzigartige
Werkzeuge fulr die Forschung: Sie erzeugen das stafrkste Rontgenlicht der Welt, bringen Teilchen auf Rekordenergien
und offfnen neue Fenster ins Universum. DESY ist Mitglied der Helmholtz-Gemeinschaft, der groaliten
Wissenschaftsorganisation Deutschlands, und wird zu 90 Prozent vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
und zu 10 Prozent von den Landern Hamburg und Brandenburg finanziert.
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Zwei Ansammlungen von Antibiotika-beladenen Eisen-Nanocontainern (rot) in einer Makrophage.
Bild: Stachnik et al., ,,Scientific Reports”, DOI: 10.1038/541598-020-58318-7, CC BY 4.0
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