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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche nanopartikulare Formulierungen
in vitro in Bezug auf einen Wirkstofftransport und einer damit assoziierter Wirksamkeit
sowie einer spezifischen Akkumulation in Zielzellen vergleichend untersucht. Der Fokus
lag dabei auf dem spezifischen Transport des Photosensibilisators mTHPC in
verschiedene Kolonkarzinomzelllinien. Zu Beginn wurde die zellulare Vertraglichkeit der
untersuchten Nanopartikel basierend auf unterschiedlichen Materialien wie Gold,
humanem Serumalbumin (HSA) und Polymilch-co-glykolsaure (PLGA) demonstriert. Im
Anschluss erfolgte die Anbindung des Arzneistoffs mTHPC an die verschiedenen
Systeme, in der Folge wurde dessen Freisetzung und Wirksamkeit belegt. Hierbei konnte
far alle Systeme eine Photozytotoxizitat bei verminderter Dunkeltoxizitat ermittelt
werden. Zudem wurden die mTHPC-behandelten Zellen auf die Induktion von Apoptose
untersucht. Da die Nanopartikel weiterhin Uber eine Zelltyp-spezifische Anreicherung
verfligen sollten, wurden diese mit dem monoklonalen Antikorper Cetuximab versehen,
der seinerseits spezifisch den humanen EGFR bindet. Folglich wurde die spezifische
Anreicherung von oberflachenmodifizierten HSA- und PLGA-Nanopartikeln in zwei
Zelllinien untersucht. Hierbei konnte eine spezifische Anreicherung fir Albuminpartikel
Uber Cetuximab bewiesen werden. SchlieBlich wurde eine Vollpraparation, die neben
mTHPC Uber Cetuximab verflgt, hinsichtlich ihres spezifischen Transports und ihrer
spezifischen Wirksamkeit untersucht.



Summary I

Summary

In the present study different nanoparticulate formulations were comparatively tested
in vitro concerning a drug delivery and associated effectivity as well a specific accumu-
lation in targeted tissue. The focus mainly concentrates on the specific delivery of the
photosensitizer mTHPC into different colon carcinoma cells. First the cellular com-
patibility was shown for the tested nanoparticles based on different materials like gold,
human serum albumin or poly(lactic-co-glycolic acid). Following the drug mTHPC was
bound onto the different systems and the drug release as well as the effectivity was
investigated. For all tested formulations a photocytotoxicity with reduced dark toxicity
could be demonstrated. Furthermore, the mTHPC treated cells were analysed regarding
the induction of apoptosis. Since the nanoparticles should accumulate specifically in
targeted cells, they were modified with the monoclonal antibody Cetuximab that
specifically binds the human EGFR on its part. Afterwards the specific accumulation of
surface modified HSA and PLGA nanoparticles into two cell lines was determined. Here,
a specific accumulation of the albumin particles over Cetuximab was demonstrated.
Finally, a full preparation that possesses mTHPC and Cetuximab on its surface was
investigated concerning a specific drug delivery and a specific effectivity.
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1 Einleitung

Die Entwicklung neuer Arzneistoffe und die Optimierung bereits bestehender
Formulierungen schreitet immer weiter voran. Einige der heute verschriebenen
Arzneistoffe sind jedoch durch schlechte physikochemische Eigenschaften, eine
verminderte Bioverfligbarkeit und eine daraus resultierende schlechte Korperverteilung
charakterisiert . Aufgrund der genannten Eigenschaften kommt es oft zu einer nicht
ausreichenden Wirkstoffkonzentration in den betroffenen Zielgeweben und dartber
hinaus zu einer unspezifischen Akkumulation in gesundem Gewebe. Diese Faktoren
bedingen oft die Ausbildung von unerwinschten Nebenwirkungen (unerwinschte
Arzneimittelwirkung, UAW) und stellen die Pharmaindustrie vor ein ernst zu nehmendes
Problem. In den USA werden 100.000 Todesfalle pro Jahr auf unerwiinschte Neben-
wirkungen zurtckgefihrt, was somit der zehnthaufigsten Todesursache entspricht @.
Daneben belaufen sich die Folgekosten fir Behandlungen bedingt durch Neben-
wirkungen in Deutschland jahrlich auf ca. 400 Mio. € ©. Die Verringerung von
Nebenwirkungen und eine damit verbundene verbesserte Therapie von Patienten sowie
eine Reduktion von anfallenden Kosten ist ein wichtiges Ziel der heutigen
Pharmaindustrie. Einen Ansatzpunkt zur Losung der genannten Punkte bietet die
Nanotechnologie. Mit Hilfe der Nanotechnologie konnen die Eigenschaften von
Wirkstoffen gezielt verandert werden. AuBerdem gewinnen Aspekte, wie eine
verbesserte Wasserloslichkeit und eine gezielten Applikation des Wirkstoffs in das
betreffende Gewebe oder Organ, mehr an Bedeutung. Im medizinischen Bereich nimmt
die Nanotechnologie vor allem in der Diagnostik und der Therapie eine besondere
Stellung ein. Nanopartikulare Systeme ermdglichen den Transport von Arzneistoffen in
erkranktes Gewebe oder fungieren selber als Diagnosesubstanzen (z. B. Kontrastmittel).

1.1 Nanopartikuldre Arzneistofftragersysteme

Bei nanopartikularen Arzneistofftragersystemen handelt es sich um nanostrukturierte
Tragersysteme, die eine verstarkte Anreicherung eines Arzneistoffs in das gewlnschte
Gewebe oder Organ (Drug Targeting) ermdglichen. lhre GroBe betragt im
pharmazeutischen Bereich zwischen 10 und 1000 nm und liegt somit zum Teil Uber der
derzeitigen Definition von Nanopartikeln (1-100 nm). Die Nanopartikel fungieren hierbei
als Transportsysteme, die einen Transport Uber biologische Barrieren (Magen-Darm-
Wand, Blut-Hirn-Schranke “ %) ermdglichen und die Substanz bzw. das umliegende
Gewebe schitzen, bis das Zielgebiet erreicht wurde.

Nanoskalige Systeme konnen je nach Anwendung aus den unterschiedlichsten
Materialien aufgebaut werden. Vielfache Anwendung finden vor allem naturliche
Substanzen, die vom Korper abgebaut werden kénnen und sich durch eine gut
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untersuchte Biokompatibilitat auszeichnen. Hierzu zahlen neben Gelatine und Chitosan
vor allem auch Serumalbumine (z.B. humanes Serumalbumin, HSA) ©®_ Andere Systeme
basieren auf synthetischen Polymeren wie Polymilchsaure-co-glykolsaure (PLGA) oder
Polymilchsaure (PLA) ©. Metalloxide (wie Eisenoxid oder Magnetit) bzw. metallbasierte
Nanopartikel (Gold) kommen vor allem bei Hyperthermieverfahren zum Einsatz (9.

Der Einsatz von innovativen nanopartikularen Formulierungen zum Transport von
verschiedenen Wirksubstanzen ermoglicht unter anderem die Reduktion von
Nebenwirkungen, eine hohere Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe und eine
verbesserte Wasserloslichkeit, die eine effektivere Behandlung zur Folge hat. Die
Anbindung des Arzneistoffs an die Nanopartikel ist ein essentieller Schritt in der
Entwicklung von neuen Formulierungen und kann entweder durch Einbettung in die
Partikelmatrix oder durch Anbindung an die Oberflache erfolgen ("2 (Abb. 1).

Inkorporiert Adsorptiv Kovalent

O Nanopartikel
* Wirkstoff

" \U Crosslinker

Abb. 1: Méglichkeiten zu der Beladung von nanopartikuldaren Tragersystemen mit Wirkstoffen.
Die Beladung eines Nanopartikels mit einem Wirkstoff kann durch Inkorporierung des Wirkstoffs in die
Partikelmatrix oder durch Anbindung an die Nanopartikeloberflache geschehen. Hierbei wird zwischen
einer adsorptiven Anbindung und einer kovalenten Anbindung Uber Crosslinker unterschieden.
Entsprechend der vorliegenden Bindung kann der Arzneistoff in dem gewdlnschten
Gewebe Uber einen bestimmten Zeitraum freigesetzt werden und dort seine
pharmakologische  Wirksamkeit entfalten (Controlled Release). Wahrend der
Inkorporation wird der Wirkstoff in die Partikelmatrix eingelagert und befindet sich
innerhalb dieser. Die Freisetzung aus diesem System kann entweder durch freie
Diffusion aus der Matrix oder durch Abbau des Partikels erfolgen. Demzufolge ist die
Freisetzung meist zeitverzogert und kann Uber einen langeren Zeitraum stattfinden.
Ferner kann der Arzneistoff an die Partikeloberflache adsorptiv oder kovalent gebunden
werden. Die adsorptive Bindung beruht vor allem auf der Interaktion des Arzneistoffs
mit der Partikeloberflache Uber van-der-Waals-Krafte oder Uber elektrostatische
Wechselwirkungen und ermaoglicht eine schnelle Freisetzung nach Erreichen des Zielorts.
Eine kovalente Anbindung, z. B. Uber Crosslinker, stellt eine weitere Alternative zur
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Anbindung dar. Aufgrund der stabilen Anbindung kann die Freisetzung nur nach
Spaltung der Bindung erfolgen und ist unabhangig von den Arzneistoffeigenschaften.
Die erste Generation von Nanopartikeln verfligte Uber keinerlei Modifizierungen der
Partikeloberflache und wurde haufig durch Bestandteile des retikuloendothelialen
Systems (RES) aus dem Blut entfernt @3 . Die Aufgabe des RES besteht darin,
korpereigene Abbauprodukte und Fremdstoffe zu entfernen . Durch Anlagerung von
speziellen Proteinen (Oberbegriff: Opsonine; hierzu zahlen u.a. Immunglobuline,
Fibronektin), der sogenannten Opsonisierung, konnen diese durch das RES erkannt,
phagozytiert und abgebaut werden. Zum Schutz der Partikel vor all zu schneller
Markierung durch Opsonine wurden die Nanopartikel mit hydrophilen Oberflachen-
strukturen (Polyethylenglykol, PEG (&) bzw. Tensiden (Polysorbat, Poloxamer (20-22))
versehen, die einer Markierung entgegenwirkten. Die Modifikation trug zu einer
langeren Verweildauer und Zirkulation der Partikel im Blut bei und hatte somit einen
erheblichen Einfluss auf die Verteilung der Partikel im Korper (Stealth Particles 3 2%). Die
lange Verweildauer der modifizierten Nanopartikel ermdglicht es diesen, in das
Zielgewebe einzudringen und dort den Wirkstoff freizusetzen. Durch die Einfihrung von
zusatzlichen Gruppen bzw. Liganden auf der Nanopartikeloberflache (siehe aktives
Targeting) konnten verschieden gerichtete, langzirkulierende Nanopartikel hergestellt
und in vitro getestet werden. Der Pharmaindustrie stehen somit verschiedene Systeme
zur Verflgung, die je nach Anwendung und Applikation verschieden modifiziert werden
kénnen.

Eine Anreicherung von nanoskaligen Systemen und die damit assoziierte
Wirkstofffreisetzung kdnnen Uber zwei unterschiedliche Strategien erfolgen. Neben
einer passiven Diffusion ist ein aktives Targeting moglich (Abb. 2).

Malignes Gewebe unterscheidet sich in vielen Punkten von gesundem Gewebe. Die
veranderte Beschaffenheit von Tumoren gegenlber Normalgewebe ermdglicht ein
passives Tumortargeting Uber den sogenannten ,,enhanced permiability and retention”-
Effekt (EPR, ,erhohte Permeabilitit und Retention”) ©>27. Wahrend des Tumor-
wachstums kommt es zur Nahrstoffunterversorgung von im Inneren befindlichen
Regionen ©® Um eine weitere Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu
gewahrleisten, schittet der Tumor Botenstoffe aus, die eine Neovaskularisierung
induziert @2, Aufgrund des massiven und rasanten Tumorwachstums und der damit
verbunden schnellen Hypervaskularisierung weisen die neu entstandenen GefalBe Licken
in der im NormalgefaB3 ansonsten geschlossenen abschlieBenden Endothelschicht auf.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Akkumulation von nanopartikularen Tragersystemen liber
aktives und passives Tumortargeting.

Passive Anreicherung von langzirkulierenden Nanopartikeln Uber verstarkte Permeabilitat von BlutgefaBen
und ineffektiver Lymphdrainage eines Tumors (EPR-Effekt). VergroBerung: Aktive Aufnahme von
Nanopartikeln Uber Oberflachenmodifizierung (Liganden) (modifiziert nach Peer et al. 2007 ©9).

Die resultierenden Poren (Fenestrierungen) weisen eine GroBe zwischen 200 und
600 nm auf und ermaoglichen die Infiltration von Makromolekulen, darunter Proteine
und Nanopartikel ©". Neben einer veranderten Vaskularisierung, die eine erhohte
Permeabilitat zur Folge hat, fehlen begleitend auch effektive LymphgefaBe. Durch den
fehlenden Flussigkeitsabtransport aus dem malignen Gewebe erhoht sich der
interstitielle Druck und infiltrierte Bestandteile werden an einem Verlassen des Tumors
gehindert und zurtickgehalten. Insbesondere die beschriebenen Faktoren bedingen eine
Akkumulation von Nanopartikeln in malignem Gewebe, bedingt durch eine gesteigerte
Anreicherung und ein erhdhtes Ruckhaltevermogen. Nanopartikel, die lange im
Blutkreislauf zirkulieren (,Stealth"”-Partikel), konnen Uber den EPR-Effekt im Tumor
akkumulieren und dort den Wirkstoff freisetzen 9,

Neben einer passiven Anreicherung werden nanoskalige Systeme fir ein aktives
Targeting entwickelt. Durch eine gezielte Erkennung von spezifischen zellularen
Merkmalen konnen Zielzellen detektiert und infiltriert werden. Der transportierte
Wirkstoff wird dementsprechend in das Zielgewebe entlassen und kann dort seine
pharmakologische Wirksamkeit entfalten (Targeted Delivery). Durch den Einsatz von
gezielten Transportsystemen ist eine Wirkstofffreisetzung und dessen Wirkung am
vorgesehenen Zielort und nicht im Normalgewebe gewahrleistet. Somit konnten
unerwulnschte Nebenwirkungen reduziert werden. Als spezifische Liganden stehen eine



Einleitung 5

Vielzahl von unterschiedlichen Molekdlen zur Verfigung. Neben kurzen DNA- oder
RNA-Oligonukleotiden (Aptameren ©2), Peptiden ©3 34 und einer Gruppe von
verschiedenen kleinen MolekUlen (z. B. Folate ©®, Hormone ©%) kommen vor allem
monoklonale Antikorper zum Einsatz ©73°. Die Verwendung von monoklonalen
Antikorpern als targetierende Substanzen hat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen “9 Besonders bereits zur Therapie zugelassene Antikorper, wie Rituximab “"
(Ziel: CD20; Anwendung: Lymphom; FDA-Zulassung: 1997), Trastuzumab “' 42 (Ziel:
HER2/neu-Rezeptor; Anwendung: Brustkrebs; FDA-Zulassung: 1998) oder Cetuximab “*
4) (Ziel: EGFR; Anwendung: Kolorektalkarzinom; FDA-Zulassung: 2004) werden oft als
Liganden eingesetzt. Die Wahl des verwendeten Antikdrpers richtet sich hierbei nach der
Expression von spezifischen Zielstrukturen am vorgesehenen Einsatzort. Meist werden
hierbei Zielstrukturen ausgesucht, die sich in der Expression von Normalgewebe
unterscheiden und darlber zu einer Selektivitat beitragen. Eine vielfach verwendete
Struktur stellt der sogenannte epidermale Wachstumsfaktor (epidermal growth factor;
EGF)-Rezeptor (EGFR) dar. Der humane EGFR ist Mitglied der ErbB-Familie, die vier
verschiedene Rezeptor-Tyrosinkinasen (ErbB-1: EGFR1/HER1; ErbB-2: HER2/neu; ErbB-3:
HER3 und ErbB-4: HER4) umfasst “>4® (Abb. 3).

Es handelt sich bei EGFR/ErbB-1 um ein 1186 Aminosauren bzw. 170 kDa groB3es
Transmembranprotein bestehend aus einer extrazellularen Ligandenbindungsdomane,
einer Transmembranregion und einer intrazellularen Protein-Tyrosinkinase-Domane. Bis
heute konnte eine Vielzahl an Liganden, darunter EGF und TNF-a (Tumornekrosefaktor-
a), fur EGFR bestimmt werden “. Eine Bindung von Liganden an die entsprechenden
Ligandenbindungsdomanen initiiert die Ausbildung von Homo- und Heterodimeren
innerhalb der ErbB-Familie. Im Anschluss an die Rezeptordimerisierung werden die
intrazellular gelegenen Kinasen durch Phosphorylierung aktiviert. Dieser Schritt triggert
die Rekrutierung und Aktivierung von nachgeschalteten Proteinen und startet
Signalkaskaden, die an vielen regulatorischen Prozessen, wie Zellproliferation, Organ-
entwicklung und Reparatur, beteiligt sind. All den genannten Prozessen kann eine grofe
Bedeutung in der Entwicklung von Tumoren zu geschrieben werden und dies legt eine
Verbindung zwischen Tumorentwicklung und Rezeptorvorkommen nahe.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der ErbB-Familie.

Es existieren vier Mitglieder in der ErbB-Familie. Jeder Rezeptor ist aus drei Komponenten, bestehend aus
einer extrazellularen, Transmembran- und intrazelluldren Domane, aufgebaut (modifiziert nach Baslga &
Swain “7).

Bereits 1991 beschrieb William J. Gullick “®, dass der EGF-Rezeptor in einer Vielzahl von
verschiedenen Tumoren verstarkt exprimiert vorliegt. Eine Uberexpression konnte in
Kolorektalkrebs, Kopf- und Nackenkrebs, nicht-kleinzelligem Lungenkrebs, Eierstock-
krebs, Brust- und Prostatakrebs, aber auch in Gliomen nachgewiesen werden “%7,
Heute ist bekannt, dass eine aberrante EGFR-Expression und eine damit assoziierte
Signalweiterleitung in vielen Tumoren von groBer Bedeutung ist. Eine anormale
Expression geht hierbei meist mit einer schlechten Prognose fir den Therapieverlauf
einher. So konnten in Studien Hinweise gefunden werden, die eine Korrelation zwischen
EGFR-Expression und erhohtem Metastasierungsrisiko, verminderter Uberlebensrate und
Tumorstadium belegen ©2%. Die oben beschriebenen Aspekte lieBen den EGFR zu
einem interessanten Target flr die Tumortherapie werden. Heute existiert eine Vielzahl
von zugelassenen und noch in der Probe befindlichen Substanzen, die selektiv an EGFR
binden ©%. Hierzu zahlt auch der intensiv untersuchte Antikérper Cetuximab
(Handelsname Erbitux®). Dieser ist in verschiedenen Landern (darunter auch
Deutschland) zur Behandlung von metastasierendem Kolon/Kolorektalkrebs und
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich zugelassen ©¢ 57, Cetuximab wird in
anbetracht der vorliegenden Erkrankung und/oder des Therapiestatuses entweder als
Monotherapie oder in Kombination mit bestimmten Zytostatika (Kolonkarzinom: meist
Irinotecan; Plattenepithelkarzinom: Cisplatin oder Carboplatin) verabreicht. Cetuximab
ist ein chimarer monoklonaler G1 (IgG1) Antikorper, der den EGF-Rezeptor mit hoher
Affinitat bindet ©& 9. Der Antikdrper unterbindet die Bindung von Liganden und initiiert
eine Rezeptorinternalisierung und Degradation. Folglich erfahren die behandelten Zellen
eine Herunterregulierung der Oberflachen-EGFR-Expression.
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Daneben werden nachgeschaltete Signalkaskaden gehemmt, wodurch Zellzyklus,
Angiogenese und zellulare Invasion (Metastasierung) vermindert werden ©9. In
unterschiedlichen  Studien konnten verschiedene Aspekte der vorliegenden
Mechanismen zur Inhibierung des Tumorwachstums bestimmt werden. /n vitro und
in vivo hemmt Cetuximab die Zellproliferation und induziert Apoptose. Darlber hinaus
ist bekannt, dass Cetuximab eine Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) vermitteln kann. Die am haufigsten
auftretende Nebenwirkung einer Cetuximab-Therapie schlug sich in einem akneartigen
Ausschlag nieder, der mit einem Ansprechen auf die Therapie korrelierte ©.

Aus den zuvor erorterten Fakten kann der Nutzen einer Oberflachenmodifkation von
Nanopartikeln mit Cetuximab abgeleitet werden. Da die Bindung von Cetuximab eine
Internalisierung des Komplexes bedingt, wirden die gebundenen Nanopartikel mit in die
Zelle aufgenommen werden und koénnten dort einen transportierten Wirkstoff direkt
entlassen.

Der Nanotechnologie wird ein groBer Nutzen in Bezug auf eine verbesserte Therapie
und Lebensqualitat zugeschrieben ©2. Ferner kdnnen neue kostengunstigere Verfahren
entwickelt werden, die zu einer positiven wirtschaftlichen Entwicklung beisteuern
kdnnen. Zurzeit umfasst ein groBes Teilgebiet der Nanotechnolgie die Erforschung und
Entwicklung von nanopartikularen Formulierungen zum Einsatz in der Diagnose und
Therapie von Krebserkrankungen. Im Jahr 2005 starben weltweit 7,6 Mio Menschen an
den Folgen einer Krebserkrankung. Somit stellt Krebs vor allem in den Industrienationen
(Position 2) eine der haufigsten Todesursachen dar. Bis zum Jahr 2011 prognostiziert die
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) einen Anstieg der
krebsbedingten Sterbefalle auf 11,6 Mio ©3. Durch eine Optimierung der Therapie
kdnnten kinftig Millionen Menschen gesteigerte Heilungschancen bei groBerer Effizienz
erfahren und die bei der Therapie anfallenden Kosten drastisch reduziert werden. Fir die
Therapie von Krebserkrankungen stehen, in Abhangigkeit der individuellen Merkmale
(Alter, Vorerkrankungen, Tumorentitat, u.v.m.), eine Reihe von Maoglichkeiten zur
Verfigung. Im Allgemeinen umfassen die Behandlungen Operation, Strahlen- oder
Chemotherapie, aber auch Hormon- und Photodynamische Therapie. Die Behandlungen
koénnen je nach vorliegendem Fall einzeln, aber auch in Kombination zur Behandlung
zum Einsatz kommen. Wie bereits erwahnt, kénnen durch den Einsatz von
nanopartikularen Formulierungen vor allem Nebenwirkung einer Chemotherapie
reduziert werden. Hierbei ist vor allem das Arzneimittel Abraxane® zu nennen, das im
Jahre 2005 von der FDA (US Food and Drug Administration) und 2008 von der EMA
(Europaische Arzneimittelagentur) zur Behandlung als Zweittherapie von metasta-
sierendem Mammakarzinom zugelassen wurde. Die durchschnittlich 150 nm groBen
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Albuminpartikel beinhalten den vielfach applizierten Wirkstoff Paclitaxel (Taxol®). Der
urspringlichen stark lipophilen und dadurch schlecht wasserloslichen  klinischen
Formulierung musste zwecks Stabilisierung und Loésungsvermittiung Cremophor® EL und
Ethanol zugesetzt werden. Die Zugabe dieser Stoffe flihrte zu einer weiteren Zunahme
der Nebenwirkungen von einer Paclitaxelbehandlung und erforderte eine Begleit-
medikamention der Patienten. Abraxane zeichnete sich nun gegenlUber der
urspringlichen Form durch stark reduzierte Nebenwirkungen, einer erhdhten
intratumoralen Wirkstoffkonzentration (um 33 %) sowie reduzierten Applikationszeit
und —volumen aus ®¥. Durch diese Entwicklung konnten Therapie und Applikation von
Paclitaxel optimiert werden.

In dieser Arbeit kommen Nanopartikel basierend auf unterschiedlichen Materialien zum
Einsatz. Neben Gold wurden auch Partikel auf Basis von humanen Serumalbumin (HSA)
und Polymilch-co-glykolsaure (PLGA) entwickelt.

Gold-Nanopartikel (AuNP) kommen in der Chemie schon seit mehreren Jahrzehnten als
Katalysatoren zum Einsatz ©> und das stetig wachsende Einsatzgebiet umfasst auch die
Biologie und Medizin 9. Bereits vor Uber 150 Jahren beschrieb Michael Faraday den
Unterschied zwischen geldsten Goldkolloiden und Gold als Festkorper ©®. Heute werden
Goldpartikel aufgrund ihrer einstellbaren optischen und elektronischen Eigenschaften als
auch wegen der Modifizierbarkeit ihrer Oberflache flr den medizinischen Bereich
entwickelt und untersucht. Ihr Einsatz geht dabei Uber die gangige Verwendung als
Kontrastierungsreagenz fur die Elektronenmikroskopie hinaus. In vielen Arbeiten konnte
die zellulare Akkumulation von funktionalisierten Partikeln demonstriert werden ©7: 68,
Diese Entwicklung ermdglicht es, modifizierte Nanopartikel in Biologie und Medizin zu
verwenden. Zudem macht diese Entwicklung eine spatere Applikation denkbar. Ein
besonderes Interesse liegt hierbei in der Verwendung von AuNP zur hyperthermalen
Therapie von Tumoren ©° 79 So wurden Nanopartikel mit einem Antikorper (anti-HER2)
versehen, der eine spezifische Aufnahme in HER2-Uber-exprimierende Zellen ermoglicht
7M. Die behandelten Zellen wurden mit einer Lichtfrequenz im nahen Infrarot-Bereich
(NIR; 700-1400 nm) bestrahlt, die die zugrunde liegende Oberflachenplasmonresonanz
anregte. Die Schwingung flhrte zum Anstieg der Temperatur und zum Absterben der
Zellen. Die Anwendung hat sich heute auf verschiedene zellbiologische Aspekte
ausgedehnt und wird weiterhin intensiv erforscht. Vor allem die Toxizitat wird von
etlichen Forschungsgruppen untersucht 72 73, Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine
Toxizitat von mehreren Faktoren, wie GroBe 3 und Oberflachenmodifizierung 7,
abhangt. Gold-Nanopartikel stellen somit ein interessantes Forschungsgebiet dar, das
einer weiteren Untersuchung bedarf.
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Humanes Serumalbumin (HSA) ist eines der meist vorkommenden Plasmaproteine im
menschlichen Blut. Aufgrund seiner mehrfach demonstrierten Biodegradierbarkeit und
Biokompatibilitat wurden in der Vergangenheit mehrfach Tragersysteme basierend auf
HSA entwickelt und deren Wirksamkeit demonstriert ¢ 75, Neben einer bewiesenen
Biokompatibilitat verfiigt HSA Uber eine hohe Wirkstoffbindungskapazitat, Gber eine
Zulassung als Infusionsldsung und darUber hinaus Uber verschiedene Maoglichkeiten zur
Modifikation. Die synthetisierten und zum Teil oberflachenmodifizierten Albuminpartikel
kdnnen, nachdem sie in von den Zellen aufgenommen wurden, von diesen abgebaut
werden und flahren zu keiner weiteren Wechselwirkung mit anderen Geweben. Langer
et al. ¥ untersuchten den Einfluss von verschiedenen Enzymen auf die Degradierung von
HSA-Nanopartikeln und schlussfolgerten, dass die zugrunde liegende Kinetik abhangig
von den involvierten Enzymen und vom Grad der Partikelquervernetzung ist. Unter
neutralen Bedingungen wurden die untersuchten Nanopartikel innerhalb von 24 h durch
die Enzyme abgebaut. Nanoskalige HSA-basierte Tragersysteme stellen somit ein
etabliertes und bereits gut untersuchtes System dar, das sich durch eine gute zellulare
Akkumulation und Vertraglichkeit auszeichnet.

Neben den beschriebenen Albuminpartikeln wurden zuletzt Partikel basierend auf einem
bioabbaubaren Polymer entwickelt und untersucht. Zurzeit werden im medizinischen
und pharmazeutischen Bereich unter anderem Polyglycolide, Polyorthoester,
Polymilchsaure und Polymilch-co-glykolsaure (poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA)
verwendet, die durch Hydrolyse im Organismus zu nicht-toxischen Produkten abgebaut
werden 9. Sie kommen hierbei unter anderem als Nahtmaterial oder GefaBverschluss,
als Hilfsmittel fur die Blutstillung oder als Depotsystem zum Einsatz. PLGA ist eines der
am intensivsten untersuchten Polymere fir eine therapeutische Applikation “7-7®. Neben
der genannten Biokompatibilitat zeichnen sich PLGA-Partikel durch ihre Fahigkeit aus,
Wirkstoffe Uber einen gewissen Zeitraum freizusetzen (Sustained Release). Die
Polymermatrix Gbernimmt in diesem System eine Art Schutzfunktion und verhindert eine
Degradation des Wirkstoffes. Durch Anderung der Copolymere kénnen die
Eigenschaften hinsichtlich der Anforderungen verandert und adaptiert werden. Nach
Aufnahme wird PLGA in der Zelle zu Polymilch- und Polyglykolsaure abgebaut 7?. Der
weitere Abbau von Polymilchsaure verlauft Gber Milchsaure und diese wird endgultig im
Citratzyklus zu Wasser und Kohlendioxid verstoffwechselt. Polyglykolsaure wird zuerst
zu Glykolsaure abgebaut, um im weiteren Verlauf zu Glycin metabolisiert zu werden.
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1.2 Photodynamische Therapie

Die Photodynamische Therapie (PDT) beschreibt eine Behandlungsform von meist
malignen Erkrankungen. Die Behandlung umfasst die Applikation und Akkumulation
eines photoinduzierbaren Arzneistoffs (Photosensibilisator) in dem betroffenen Gewebe.
Nach einer ausreichenden Anreicherung erfolgt die Bestrahlung der Zielstruktur und
somit die Aktivierung des Photosensibilisators, die zum Tod der Zelle fihrt.

Die Photodynamische Therapie wird seit mehr als 30 Jahren zur Behandlung von
humanen malignen Neoplasien, die eine Resistenz gegentber anderen Behandlungen
aufweisen, eingesetzt ®. Heute kommt die PDT darlber hinaus in einer Vielzahl
unterschiedlicher klinischer Applikation zum Einsatz. Hierzu zahlen die Behandlungen
von unterschiedlichen tumordsen Erkrankungen ©84  bakteriellen Infektionen @87,
altersbedingter Maculadegeneration ©® (,,feuchte” AMD), Hauterkrankungen ®° %9 und
weiterer klinischer Indikationen wie der rheumatoiden Arthritis ©V.

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts wurde der Begriff , Photodynamische Therapie”
von Oscar Raab eingeflhrt (zitiert aus P. Wolf ©? und Kick et al. ©3). Dieser beobachtete,
dass Pantoffeltierchen in der Anwesenheit von Acridin-Orange und der zusatzlichen
Einwirkung von Licht abstarben, die Komponenten allein aber keinen Einfluss auf die
Tierchen hatten. Etwa zehn Jahre spater erprobte Dr. Friedrich Meyer-Betz (1913) in
einem ersten Experiment (Selbstversuch) die Wirkung des Farbstoffs Hamatoporphyrin.
Er erlitt in Folge einer bewussten Sonnenaussetzung schwere, aber reversible
Schadigungen im Hand- und Gesichtsbereich (zitiert aus Kick et al. ©). Seit diesen
anfanglichen Untersuchungen bestand immer reges Interesse in der Untersuchung und
Entwicklung von neuen Photosensibilisatoren. 1961 wurde erstmals von Lipson ein
Hamatoporphyrin-Derivat (HpD) synthetisiert und eine selektive Anreicherung in dem
Tumorgewebe demonstriert (zitiert aus HI. Pass ©%). Dieses wurde insbesondere von T. J.
Dougherty in den folgenden Jahren untersucht und in unterschiedlichen klinischen PDT-
Studien an verschiedenen Tumoren eingesetzt ©>. Letztendlich wurde mit Photofrin
1993 der erste Photosensibilisator zur Behandlung von Blasenkrebs mit Photo-
dynamischer Therapie in Kanada und kurze Zeit spater in Teilen Europas und den USA
zugelassen.

Heute existieren neben Photofrin® viele weitere Substanzen, wie z. B. Verteprofin,
Temoporfin, die fir die PDT verwendet werden kdnnen ©& %7 Diese unterscheiden sich
von den urspringlichen Photosensibilisatoren in einer verbesserten Wirksamkeit und
stellen meist eine Weiterentwicklung und Optimierung von bereits existierenden
Substanzen dar.
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Nachdem eine maligne Gewebsveranderung detektiert wurde und die Wahl der
Behandlung auf eine Photodynamische Therapie fiel, erfolgt in einem ersten Schritt die
Applikation der photosensibilisierenden Substanz (Abb. 4). Diese kann entweder
intravenos, lokal oder oral, je nach vorliegender Erkrankung, appliziert werden. Im
Anschluss an die Applikation gewahrt man dem Photosensibilisator ausreichend Zeit, um
sich im Organismus zu verteilen. Wahrend dieser Zeit erfolgt die vorwiegend selektive
Akkumulation und Retention des applizierten Photosensibilisators im Tumorgewebe.
Nachdem eine ausreichend hohe Konzentration den Tumor infiltrierte, wird die
erkrankte Gewebsregion mit Licht einer entsprechenden Wellenlange bestrahlt. Durch
diese Bestrahlung erfolgt die Anregung des Photosensibilisators und daraus resultierend
die Entstehung von toxischen Singulettsauerstoff ('0,), der zum Tod der Zelle beitragt.

Tumor PhS-Applikation PhS-Akkumulation Bestrahlung 10,-Entstehung Tumorzerstérung
| | | \ \ |
AT ZJ 2 Lk AT 7 ek >,
A L~ Q B L~ C C « \5 " ‘D \-/- 0 ) \ E C~ \5 E 7 ~/ \5 J

Abb. 4: Schematische Darstellung einer Photodynamischen Therapie Behandlung.

Wahrend der PDT wird, nachdem ein Tumor lokalisiert wurde (A), der Photosensibilisator (PhS) appliziert
(B) und gewartet, bis sich dieser in ausreichend hoher Konzentration im Zielgewebe angereichert hat (C).
Folglich wird der Bereich der malignen Veranderung belichtet (D), es erfolgt die Generierung von
Singulettsauerstoff ('O,; E) und der Tumor wird zerstort (F). (in Ahnlehnung an ©9)

Fir die Photodynamische Therapie ist neben Licht und dem Photosensibilisator
molekularer Sauerstoff im Gewebe essentiell, da die induzierten Effekte auf
photooxygenierenden Prozessen (Typ | oder Il Reaktion) beruhen (Abb. 5). In
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff im Gewebe konnen beide Prozesse
nebeneinander ablaufen und zum Tod der Zelle beitragen. Bevor es jedoch zu diesen
Reaktionen kommen kann, muss der Photosensibilisator bzw. die absorbierenden
Valenzelektronen mit Licht einer geeigneten Wellenlange bestrahlt und angeregt
werden. Meist wird auf Licht des roten und nahinfraroten Wellenlangenbereichs
(> 600 nm) zur Bestrahlung zurtickgegriffen. Die PDT und deren Tiefenwirksamkeit sind
durch eine optische Eindringtiefe des Lichts begrenzt. In der Haut existiert jedoch ein
Wellenlangenbereich (650-900 nm), der als optisches Fenster bezeichnet wird, indem
die Eigenabsorption durch physiologische Komponenten am geringsten ist und der zur
Therapie herangezogen werden kann ©9. Wellenlangen, die geringer als 650 nm
ausfallen, werden groBtenteils durch Hamoglobin absorbiert. Liegt die Wellenlange Uber
900 nm erfolgt eine Absorption durch Wasser. Liegt die verwendete Wellenlange
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zwischen diesem Bereich und somit im Bereich des optischen Fensters der Haut, kann es
bis in die subkutane Hautschicht eindringen (max. 10 mm) %9 Die Valenzelektronen des
Photosensibilisators werden durch die Absorption von Licht von ihrem Grundzustand (So)
auf einen angeregten Zustand (S:) angehoben, der sich auf einem energetisch hdheren
Niveau befindet. Die angeregten Elektronen konnen die gewonnene Energie im
Anschluss in Form von Fluoreszenz oder Warme wieder abgeben und ihren Grund-
zustand einnehmen. Zusatzlich ist ein Ubergang in einen Triplettzustand (T+) Uber das
sogenannte Intersystem crossing (ISC) moglich. Der Triplettzustand stellt einen
essentiellen Faktor flir die PDT dar und verfigt im Allgemeinen Uber eine relative
Langlebigkeit.

Energieschema eines Photosensibilisators

g Singulett Sauerstoff-Radikale Tvo |
L : \‘lsc 0., OH" P
c E T
N | g ! Triplett Sauerstoff-Anregung
) 1
3 i H
= : e 4 Typ Il
E -T—T-—" Singulett ('0,)
4 A 4
Triplett (O
Grundzustand riplett (‘02)

Abb. 5: Energieschema zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies.

Durch Lichtabsorption werden die Valenzelektronen der Photosensibilisatoren von einem Grundzustand
(So) in einen angeregten Zustand (S:) angehoben. Durch Intersystem crossing (ISC) kann der
Triplettzustand (Ty) erreicht werden, der wiederum mit einem Substratmolekil, unter der finalen
Generierung von Superoxidanionen-Radikale (O,™) oder Hydroxylradikale (OH®), reagieren kann (Typ I).
Daneben kann T, (ber eine Typ Il Reaktion mit molekularem Sauerstoff (*0,) reagieren, sodass
Singulettsauerstoff ('0,) entsteht (modifiziert nach T. Maisch (1),

Wahrend einer Typ I-Reaktion reagiert der angeregte Photosensibilisator (T1) direkt mit
Molekdlen (Substrat) in seiner direkten Umgebung. Es erfolgt entweder eine Reaktion
mit der direkten Umgebung oder ein Ladungstransfer mit Sauerstoff, wobei Elektronen
oder Wasserstoffatome Ubertragen werden und Radikale, vornehmlich Super-
oxidanionen-Radikale (O.*) oder Hydroxylradikale (OH*), entstehen. Diese Radikale
kénnen im Folgenden mit Zellkomponenten (z. B. Phospholipide, Cholesterin,
ungesattigte Fettsauren) reagieren, diese oxidieren und zur Zerstorung der Zellstruktur
beitragen (192),

Die Typ lI-Reaktion flhrt Uber einen erlaubten Triplett-Triplett-Energietransfer zur
Generierung von hochreaktiven Singulettsauerstoff, wahrend der Photosensibilisator

wieder seinen Grundzustand einnimmt. Singulettsauerstoff ist hierbei durch seine
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Kurzlebigkeit, aber auch seine starke Reaktivitat (Oxidation) mit umliegenden
Zellbestandteilen charakterisiert (9 199 F{r den Erfolg einer PDT-Behandlung ist das
Sauerstoffangebot in dem vorliegenden Gewebe malBgebend. Dieses und die Art des
Photosensibilisators bestimmen daneben auch, welche Reaktion vorwiegend ablauft.

Die Lebensdauer der entstandenen Sauerstoffspezies (Singulettsauerstoff oder Sauer-
stoffradikale) ist in biologischen Systemen sehr kurz (< 0,04 Mikrosekunden). Es konnen
daher nur sehr kurze Distanzen von < 0,02 mm Uberwunden werden (%, Die
Schadigung in Folge einer PDT-Behandlung tritt demzufolge dort auf, wo sich der
Photosensibilisator in ausreichenden Konzentrationen angereichert hat und zudem
ausreichend Sauerstoff in den Zellen vorliegt.

Wie zuvor beschrieben, fihren die entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zur
Zerstdrung von bestimmten Zellkomponenten. Hierbei sind die Effekte abhangig davon,
welches Substrat oxidiert wurde. Die Oxidation von Enzymen flhrt zu dem Verlust von
deren katalytischen Aktivitat. Daneben verlieren Aminosauren, Nukleinsauren als auch
ungesattigte Fettsauren in Folge einer Oxidation ihre Struktur und somit auch ihre
Funktion. Zellmembranen erleiden durch die Zerstorung ihrer Komponenten
(Lipidoxidation) einen Verlust ihrer Integritat. Zudem konnen sie ihre Permeabilitat
andern oder verlieren (19197 Darlber hinaus wurde von Sies und Menck der Einfluss von
Singulettsauerstoff auf die DNA und die Induktion von Strangbriichen beschrieben %),
Welche Prozesse eingeleitet werden, ist hierbei von dem eingesetzten Photosensibilisator
und dessen praferierten Zielstrukturen abhangig. So lagern sich lipophile Photosen-
sibilisatoren wie Hypericin vornehmlich in Membranen an und fihren dort zur
Lipidoxidation, die eine Schadigung der Zellmembran bis hin zur Ruptur induzieren
kann. Intrazellular kénnen Schadigungen an Membranen der Mitochondrien, der
Lysosomen, des Golgi-Apparats, des endoplasmatischen Retikulums sowie des Nukleus
beobachtet werden (19112 |m Bereich der Plasmamembran kommt es wenige Stunden
nach Durchflihrung einer PDT zur Ausbildung von Ausstilpungen (blebs). Die Zerstorung
der aufgezahlten Organellen und zelluldren Strukturen konnte mit der Induktion von
Apoptose in Verbindung gebracht werden (13 14 Geze et al. erdrterten den
Zusammenhang zwischen einer lysosomalen Anreicherung und erfolgreicher PDT (1%,
Sie verwiesen auf eine Freisetzung von Hydrolasen und Sauren aus den zerstorten
Lysosomen und den Einfluss dieser auf die Degradation (Zytolyse) auf zellulare
Komponenten. Weiterhin wurde die Zerstorung von Mitochondrien durch die
Photodynamische Therapie vielfach untersucht. Durch die Aktivierung des Photo-
sensibilisators erfolgt die Initiilerung einer Signalkette, die mit dem Zusammenbruch der
Elektronentransportkette  einhergeht. Ferner kommt es zur Hemmung von
mitochondrialen Enzymen, der Destabilisierung der Membran und final zum
Anschwellen der Mitochondrien @'®. Die Zerstorung der Mitochondrienmembran
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bedingt die Freisetzung von apoptose-assoziierten Faktoren (z. B. Cytochrom C) sowie
Procaspasen und kann zur Induktion von Apoptose beitragen 13 114.117),

Die beschrieben Effekte finden vornehmlich auf zellularer Ebene statt. Die
Photodynamische Therapie hat jedoch in vivo einen groBen Einfluss auf das vaskulare
System eines Tumors bzw. des Zielgebiets. Bereits 1984 belegten Daten von Henderson
et al., dass eine PDT mit HpD in vitro zu einem Absterben von Tumorzellen fiihrt, jedoch
eine verstarkte vaskulare Zerstérung in vivo beobachtet werden konnte (zitiert aus T.J.
Dougherty "®). In vivo wird durch eine PDT nicht nur die Tumorzelle zerstort (direkte
Zytotoxizitat), sondern auch deren Versorgungssystem, das ein Aushungern des Tumors
zur Folge hat (indirekte Zytotoxizitat). Dieser synergistische Effekt tragt zum
Therapieerfolg einer Behandlung bei. Besonders zu beachten ist ein Shut-down der
Mikrozirkulation. Eine Behandlung verursacht bereits wenige Minuten nach
Durchfihrung erste lokale Reaktionen im bestrahlten Tumor. Die entstandenen
Sauerstoffradikale schwachen hierbei die Barrierefunktion der Endothelzellen. AuBerdem
werden vasoaktive Mediatoren freigesetzt. Dies induziert eine physiologische
Kettenreaktion mit Vasokonstriktion, Thrombosierung und Blutstase (2 129,

Trotz der Effektivitat und der verstarkten Akkumulation von Photosensibilisatoren in
verandertem Gewebe treten vielfach Nebenwirkung nach einer Behandlung auf. Im
klinischen Bereich sind hierbei akute (nach Minuten bis Stunden), von subakuten (nach
Tagen) und langerfristigen (Wochen bis Monate manifestierend) Reaktionen zu
unterscheiden. Zu den akuten Nebenwirkungen zahlen Schmerzen im Tumorbereich
wahrend der Belichtung 2", Dieser ist abhangig von der Lokalisation des Tumors und
der zu bestrahlenden Region. So werden die Behandlungen an der Kopfhaut und im
Gesicht sowie an den Handrlcken als schmerzhafter empfunden als an anderen
Korperstellen. Die Gabe von Analgetika (Paracetamol) oder Opiumderivaten (Tramadol)
kann die Schmerzen lindern. Auch Kihlung durch in Lampen eingebaute Ventilatoren
wurden als schmerzlindernd bezeichnet. Neben Schmerzen treten ddemartige Rotungen
des behandelten Areals auf, die Uber Tage anhalten kdnnen (subakute Nebenwirkung).
Im Normalfall heilen diese innerhalb von ein bis drei Wochen ab. Desinfizierende
Substanzen konnen hiebei unterstitzend wirken. Eine langerfristige Nebenwirkung tritt
gelegentlich in Form von Hyper- oder Hypopigmentierung der behandelten Areale auf.
In der Regel gleichen sich diese Areale innerhalb von sechs Monaten wieder dem
umliegenden Gewebe an 22, Obwohl Photosensibilisatoren sich vornehmlich in den
malignen Veranderungen anreichern (Tumor- Normalgewebe-Verteilung abhangig von
eingesetzten Photosensibilisator), tritt ungeachtet des vorliegenden Konzen-
trationsunterschieds auch eine Schadigung des unmittelbar ans Bestrahlungsfeld
angrenzenden Gewebes auf. Eine der haufigsten Nebenwirkungen st die
Photosensibilisierung der Haut. Da im Sonnenlicht auch die Wellenlangen enthalten
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sind, die zu einer Aktivierung des Photosensibilisators fuhren, werden die Patienten
angehalten direktes oder indirektes Licht zu meiden. Eine Belichtung kann zu Odemen,
Hautauschlag (mit Blasenbildung), bis hin zu Hautnekrosen flihren. Die Dauer der
Uberempfindlichkeit der Haut ist zum einen davon abhangig, wie schnell der
Photosensibilisator ausgeschieden werden kann und zum anderen, wie hoch die
applizierte Konzentration lag. Fir Photofrin lagen diese Zeiten bei vier bis 14 Wochen;
sie konnte aber durch den Einsatz neu entwickelter Substanzen deutlich reduziert
werden (z.B. mTHPC bis 4 Wochen (123).

Die Anforderungen an einen idealen Photosensibilisator haben sich daher im Laufe der
Jahre verandert. Die erste Generation (naturliche Hamatoporphyrin-Derivate) zeigte eine
gute Aktivitat und erflllte die jeweiligen Aufgabenstellungen. Heute ist die Entwicklung
zu neuen und verbesserten Photosensibilisatoren (2. Generation) vorangeschritten.
Allison et al. stellten 2004 eine Liste (15 Punkte) aller Anforderungen zusammen, die ein
moderner Photosensibilisator fir den klinischen Einsatz erflllen sollte 24, Dieser sollte,
um nur einige Aspekte zu nennen, 1) eine konstante Komposition darstellen und keine
Mischung aus verschiedenen Substanzen, 2) leicht in der Synthese und Verfligbarkeit
sein (Kostensenkung), 3) keine Dunkeltoxizitat aufweisen, 4) spezifisch im Zielgewebe
akkumulieren, 5) schnell aus dem Korper ausgeschieden werden, 6) photostabil sein, 7)
eine Absorption im langwelligen Bereich (> 600 nm) zur optimalen Nutzung des
optischen Fensters der Haut besitzen und 8) eine lange Triplettlebenszeit aufweisen, um
eine erhohte ROS-Produktion zu gewahrleisten.

Der in dieser Arbeit verwendete Photosensibilisator 5,10,15,20-tetrakis(m-
hydroxyphenyl)Chlorin (mTHPC) erfiillt viele der oben beschriebenen Aspekte. mTHPC
wurde 1986 von Bonnett und Berenbaum entwickelt und wird heute unter dem
Handelsnamen Foscan® (Biolitec AG, Jena) fur die Photodynamische Therapie verwendet
(125 Heute ist Foscan® zur palliativen Therapie von Patienten mit vorangeschrittenem
Plattenepithelkarzinom im Kopf- und Halsbereich (Kopf- und Nackenkrebs) zugelassen
126 Vielfach handelt es sich um Patienten, bei denen eine vorangegangene Therapie
fehlgeschlagen ist oder die fir eine Strahlentherapie, Chemotherapie oder Resektion
nicht geeignet sind.

Es handelt sich bei mTHPC um einen stark hydrophoben Farbstoff, welcher der Gruppe
der Chlorine zugeordnet ist (Abb. 6A). Aufgrund seiner starken Hydrophobizitat muss
der Injektionslésung die Losungsmittel Ethanol und Propylenglykol zugesetzt werden.
Das Absorptionsspektrum von mTHPC ist durch funf Maxima im sichtbaren Wellen-
langenbereich gekennzeichnet (Abb. 6B). Die intensivste Absorption findet bei 415 nm
statt und wird als Soret-Bande bezeichnet. Daneben existieren vier weitere Maxima bei
516, 543, 591 und 652 nm (Q-Bande) 2. 128 Dga die Eindringtiefe von blauem Licht in
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Folge der Absorption von Hamoglobin annahernd null ist, kann ausschlieBlich die letzte
Q-Bande fir eine PDT-Behandlung herangezogen werden. Hier ist zwar der
Absorptionskoeffizient geringer, aber das verwendete rote Licht kann tiefer in die Haut
eindringen und dadurch tiefer liegende Regionen erreichen.
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Abb. 6: Struktur und Absorptionsspektrum von mTHPC.

A) Struktur von 5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyphenyl)Chlorin  (mTHPC). B) Absorptionsspektrum von
mTHPC (gel6st in Ethanol; aus Fei Jan & Raoul Kopelman (129)

Neben einer ausgepragten Absorption zeichnet sich mTHPC durch eine charakteristische
Fluoreszenz im roten Wellenlangenbereich aus. Angeregt durch entsprechendes Licht
emittiert mTHPC Licht mit einer Wellenlange von 650 und 714 nm. Diese Erscheinung
kann zur Diagnose und spateren gezielten Therapie herangezogen werden (30,

Nach der Applikation unterliegt der Wirkstoff starken dosisabhangigen Schwankungen.
Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften lagert sich mTHPC im Blut vor allem an die
Plasmaproteine an (bis zu 87 % laut Herstellerangaben) und wird so durch den
gesamten Organismus transportiert. Erst nach mehreren Stunden steigt der
Serumspiegel von mTHPC wieder an und dieses kann seine Wirksamkeit entfalten. Die
Spanne zwischen Applikation und Belichtung (Drug Light Interval, DLI) ist hierbei von
besonderer Bedeutung. Erst wenn eine ausreichend hohe Konzentration des
Photosensibilisators im vorgesehenen Gewebe kumuliert ist, kann eine Behandlung
durchgefihrt werden.

Sobald mTHPC die Zielzellen erreicht, findet gemal3 Ma et al. eine lineare Aufnahme in
die Zelle statt “?®. Dort liegt mTHPC diffus im Zytoplasma vor, ohne in den Zellkern
einzudringen 31 132 Innerhalb der Zelle konnte mTHPC an verschiedenen Organellen
nachgewiesen werden. So fand man es in Lysosomen, den Mitochondrien, dem
endoplasmatischen Retikulum und in dem Golgi-Apparat (' 3133 Wie zuvor
beschrieben, kann die Zerstérung dieser Strukturen zum Tod der Zelle flhren. Eine
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Schadigung der DNA in Folge einer PDT-Behandlung kann ausgeschlossen werden, da
mTHPC erwiesenermalen nicht in den Zellkern eindringt und der Diffusionsweg von
extranuklear generierten Singulettsauerstoff in den Zellkern zu groB ist. Auf
Gewebeebene reichert sich mTHPC verstarkt in GefaBwanden und malignen
Gewebsveranderungen an 3#. Die Anreicherung verlauft meist selektiv, ist jedoch
abhangig von der Art des Tumors. In einer klinischen Studie konnte eine bis zu 14-fach
erhohte Photosensibilisatorkonzentration in Tumoren, im Vergleich mit Normalgewebe,
bestimmt werden (1%,

Obwohl mTHPC viele Eigenschaften eines optimalen Photosensibilisators aufweist, treten
wahrend einer Behandlung Nebenwirkungen auf, die vor allem der Struktur und den
chemischen Eigenschaften des Photosensibilisators zugeschrieben werden konnen.
Aufgrund seiner schlechten Wasserldslichkeit muss, wie zuvor beschrieben, der
Injektionslosung Ethanol/Propylenglykol zugesetzt werden. Dies kann zur Reizung der
Injektionsvene fihren und wird als Brennen beschrieben, dass sich wahrend oder kurz
nach der Applikation ereignet. Daneben prazipitiert der Photosensibilisator an der
Injektionsstelle und macht eine langsame Gabe der Infusion erforderlich. Eine haufige
Nebenwirkung nach erfolgter mTHPC-PDT ist eine Uberempfindlichkeit der Haut. Im
Normalfall klingt diese nach zwei bis vier Wochen ab. Im Bereich der Injektionsvene
kdnnen aber darlber hinaus noch Empfindlichkeiten auftreten, die auf den
prazipitierten Photosensibilisator zurtickgefiihrt werden kdnnen.

Zur Reduktion von Nebenwirkung bei einer Photodynamischen Therapie und zur
selektiveren Akkumulation des Photosensibilisators in den Zielzellen wird seit den letzten
Jahren an der Entwicklung von nanopartikularen Tragersystemen fur die PDT geforscht
(135,136 Die ersten untersuchten Systeme basierten auf liposomalen Formulierungen. Jori
et al. 37 untersuchten bereits 1986 die in vivo pharmakokinetischen Eigenschaften von
liposomal-transportierten HpD gegentber dem freiem Wirkstoff. Obwohl sich das
entwickelte System nur langsam in den Tumoren von MS-2 Fibrosarkom-tragenden
Mausen einlagerte, konnte eine gesteigerte intratumorale Konzentration verglichen mit
dem freien Wirkstoff detektiert werden. Im Laufe der Jahre kamen immer mehr neue
Tragersysteme hinzu. Heute wird zwischen passiven und aktiven Nanopartikeln
unterschieden 3. Die passiven Nanopartikeln fungieren als Tragersystem und
vermitteln die Aufnahme in die Zielstruktur. Neben biodegradierbaren Partikeln,
basierend auf PLGA und PLA, werden nicht biodegradierbare (z. B. Keramik und Gold)
Partikelsysteme in Hinblick auf ihre Effektivitat und die Wirkstofffreisetzung untersucht
(38 Aktive Nanopartikel sind an den Prozessen einer photodynamischen Behandlung
beteiligt. Die Nanopartikel fungieren hierbei selber als Photosensibilisator und geben die
eingestrahlte Energie direkt an den umgebenden Sauerstoff ab (z. B. Cadmiumselenid
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(CdSe)-Nanopartikel (39) oder sie vermitteln eine Energielbertragung auf den
transportierten Photosensibilisator. Chen und Zhang (zitiert aus D. Chatterjee (3%)
beschrieben eine Kombination aus Strahlen- und Photodynamischer Therapie (Self
Lighting Photodynamic Therapy, ,Selbst beleuchtende” PDT, SLPDT), bei welcher ein
Nanopartikel eingehende Rontgenstrahlung aufnimmt und in Form von Lumineszenz an
den Photosensibilisator weitergibt. Die Kombination aus beiden Therapieformen
ermoglicht die Reduktion der eingesetzten Rontgenstrahlung und den Schutz des
umliegenden Gewebes. Weiterhin zahlen upconverting nanoparticles (UCN) zu der
letzten genannten Gruppe von Partikeln. UCN verfligen Uber die besondere Eigenschaft,
energetisch hoheres Licht aus energetisch niedrigerer Bestrahlung zu generieren. Diese
Energie kann im Anschluss auf einen assoziierten Photosensibilisator Gbertragen werden
und diesen aktivieren (140,

Die Nanotechnologie bietet, wie hier beschrieben, die Maoglichkeiten die Neben-
wirkungen von Photosensibilisatoren zu reduzieren, indem diese in oder an
nanopartikulare Tragesysteme gebunden werden. Kiesslich et al. 4" konnten eine
reduzierte Dunkeltoxizitat bei gleichbleibender Aktivitat von mTHPC in einer gebun-
denen liposomalen Formulierung (Foslip® demonstrieren. Weiterhin kann durch den
Einsatz von Nanopartikeln eine gerichtete Akkumulation Uber den EPR-Effekt in
tumordses Gewebe erfolgen und eine Verbesserung der Anreicherung zwischen Tumor-
und Normalgewebe hin zum Tumorgewebe erfolgen.
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1.3 Zielsetzung

Die Anspriche an moderne Arzneistoffe steigen stetig an. Daher stellt die Weiter- und
Neuentwicklung von Wirkstoffen heutzutage ein groBes Forschungsgebiet der
Pharmaindustrie dar. Ein besonderes Augenmerk liegt hierbei auf der Reduktion von
unerwinschten Nebenwirkungen. Die Verwendung von nanoskaligen Tragersystemen
hat dabei immer mehr an Bedeutung gewonnen. Nanopartikel schitzen den
transportierten Wirkstoffes vor Degradation, dem Transport in besonderes Gewebe und
der dortigen Freisetzung. Sie kdénnen durch eine optimierte Bioverfligbarkeit
Nebenwirkungen reduzieren und so zu einer Verbesserung der Therapie beitragen. Die
Nanotechnologie hat aufgrund der genannten Aspekte auch Zugang zu der
Photodynamischen Therapie gefunden. Hier ist die Applikation des gut untersuchten
und wirkungsvollen Photosensibilisators mTHPC mit einer Vielzahl von Komplikationen
und daraus resultierenden Nebenwirkungen gekennzeichnet. Die Verwendung von
Nanopartikeln als Tragersystem flr Photosensibilisatoren kann einen entscheidenden
Beitrag zur Optimierung von Applikation und Behandlung leisten.

Das Ziel dieser Arbeit war die praklinische Testung von unterschiedlichen
nanopartikularen  Tragersystemen flur den Zelltyp-spezifischen Transport des
Photosensibilisators mTHPC in verschiedene Kolonkarzinomzellen.

In einem ersten Schritt sollte die zellulare Vertraglichkeit (Zytotoxizitat) der entwickelten
Tragersysteme untersucht werden. Die Analysen sollten demzufolge an Nanopartikeln
basierend auf Gold (AuNP), humanem Serumalbumin (HSA) sowie Polymilch-co-
glykolsaure (PLGA) durchgefihrt werden. Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen
sollten als Grundlage flr weitere zellbiologische Experimente dienen. Im Anschluss an
die Zytotoxizitatstests sollte die zellulare Akkumulation der unterschiedlichen
nanoskaligen Systeme genauer evaluiert werden. Erst wenn eine zellulare Interaktion
nachgewiesen werden konnte, sollte der Wirkstofftransport genauer bestimmt werden.
Hierbei sollte neben dem Transport des Wirkstoffes mTHPC durch die unterschiedlichen
Formulierungen auch dessen Freisetzung in die untersuchten Zellen analysiert werden.
Um die Wirksamkeit von gebundenem bzw. komplexierten mTHPC in Vergleich mit der
freien Substanz bestimmen zu kdnnen, sollte die Photozytotoxizitat und Dunkeltoxizitat
sowie die Induktion von Apoptose untersucht werden. DarUber hinaus sollten in ersten
Experimenten multizellulare Tumormodelle (Spharoid) etabliert werden. Hierbei sollten
der Wirkstofftransport und die Wirksamkeit von mTHPC-beladenen Nanopartikeln an
einem realistischeren Modell, als dem vorliegenden Monolayer-Zellkulturmodell,
bestimmt werden.
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Im Anschluss an die Arbeiten mit dem Wirkstoff mTHPC sollte die Zelltyp-spezifische
Anreicherung von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln Gber den Antikorper
Cetuximab (anti-EGFR) untersucht werden. Der Antikdrper sollte dabei eine Zelltyp-
spezifische Akkumulation in Zielzellen ermoglichen. Die zielgerichtete und spezifische
Akkumulation der entwickelten Nanopartikel sollte in vitro an unterschiedlich EGFR-
exprimierenden Zellen bestimmt werden.

Zuletzt sollte eine finale Praparation, die nebem dem Antikorper Cetuximab® auch den
Photosensibilisator mTHPC tragen sollte, untersucht und deren Wirksamkeit bestimmt
werden. Durch die in vitro Testung der unterschiedlichen nanopartikularen Systeme
sollten die untersuchten Nanopartikel hinsichtlich ihrer Starken charakterisiert werden.
Ziel war es eine Formulierung zu bestimmen, die spezifisch den untersuchten
Photosensibilisator in die Zellen transportierte und dort ihre Wirksamkeit entfalten
konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die in den nachfolgend beschriecbenen Arbeiten benutzten Chemikalien hatten
analytischen Reinheitsgrad. Alle eingesetzten Materialien fir das Arbeiten mit
Zellkulturen waren vom Hersteller steril verpackt oder durch Autoklavieren sterilisiert

worden.

2.1.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Materialien Hersteller
p-Dishes (Petrischalen) Ibidi, Minchen

Aluminiumfolie

Aspirationspipetten

Ausgussform zum Einmalgebrauch
Deckglaser
Einmal-Pasteurpipetten
Einmalpipetten (2/ 5/ 10 & 25 ml)

Eppendorf-ReaktionsgefalRe (0,5/1,5 & 2 ml)

FACS-Ro6hrchen
Glasobjekttrager mit Kammern (2/ 4 & 8)
Glaswaren

Hi-Q4 Petrischalen

Kantulen

Kryo-Rohrchen (2 ml)
Kuvetten, UVette 220-1600 nm
Lochplatten (6/ 12/ 24 & 96)
Objekttrager (silanisiert)
Pap-Pen (Fettstift)

Parafilm

Petrischalen (2,5 & 10 cm)
Pipetten

Plastikpetrischalen
Reagenz-Reservoir
Reagenzreservoir (50 ml)

Spritzen (verschiedene Grol3en)
Sterilfilter (0,2 um, Polyethersulfon)
ZellkulturgefalBe (T25, T75 & T175)
Zentrifugenréhrchen (15 & 50 ml)

Gerate

Analysenwaage, CP64
Begasungsbrutschrank, BBD6220
BioStation IMg

Critical Point Drying Apparatus CPD 7501
Durchflusszytometer, FACS Calibur
F-4500 Fluoreszenz Spektrophotometer
Feststellknopf mit Skala

Fireboy

Gefriermikrotom, CM3050

Gefrierschrank (-20 )

VWR International GmbH, Darmstadt
Greiner Bio-One, Frickenhausen
VWR International, Darmstadt
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Schott, Mainz

Ibidi, Miinchen

B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
VWR International, Darmstadt
American National Can. Co., Chicago
(USA)

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
B. Braun, Melsungen

VWR International, Darmstadt
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Hersteller

Sartorius, Gdppingen

Thermo Scientific, Langenselbold

Nikon, Tokyo (Japan)

Quorum Technologies, Guelph (Kanada)
Becton Dickinson, Heidelberg

Hitachi, Tokyo (Japan)

Conrad Electronic, Wernberg-Kablitz
Integra Biosciences, Fernwald

Leica Microsystems, Nussloch

Liebherr, Biberach a. d. Riss
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Geldokumentationssystem
High-Power LED (1 W, rot, LXHL-ND94)

Horizontales Elektrophorese-System Midi easy cast
Kryo-Einfriergerate (Mr. Frosty)

Kihlschrank (4 C)

Lambda 950 UV/VIS Spektrometer

Laserstrahl- & Spektralmessgerat (LaserCheckTM)

LED-Konverter (Dimmbar, fur High-Power LEDS)

LSM510-Meta-NLO

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse 2
Mikroskop CKX 31, inverses Durchlicht-Mikroskop mit
Phasenkontrastfilter

Mikroskop 1X70, inverses Durchlicht-Mikroskop mit
Phasenkontrast- und Fluoreszenzfilter & SIS CC12
CLR Farbkamera

Mikrowelle, MW 723

MTS 4 Mikrotiterplattenschuttler

PCR Thermoblock UNO Il

Powermeter

Prazisions-Potentiometer POTI 100K TYP 249

Rasterelektronenmikroskop LEO 435 VP

Schuttel-/Mischgerat, REAX top
SMD-Kihlkorper

Spannungsquelle, PP 3000

Spektrometer, SpectraFluor

Sputter-Coater 108 auto

Thermocyler, UNO I

Thermomixer, Compact 5350

Tiefkiihlschrank (-80 ), HFU 486 HERA freeze
Wasserbad

Zellzahlbestimmung, CASY-TT

Zentrifuge, Biofuge Pico

Zentrifuge, Biofuge R

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien
Chemikalien/Reagenzien

Aceton

Agarose

APOPercentage Apoptose Assay
BSA, Fraktion V

CASYton

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)
Cell Proliferation Reagent WST-1
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
DAPI-Reagenz

DMEM/F-12

DMSO

Einbettmedium fur Gefrierschnitte
Eindeckmedium mit und ohne DAPI
Ethanol (absolut)

FACS-Flow, -Clean, -Rinse
Fluoresceindiacetat (FDA)

Fotales Kélberserum (FKS)

22

Intas, Gottingen

Luxeon Star (Quadica Developments Inc.),
Ontario (Canada)

PeqgLab, Erlangen

VWR Internationale, Darmstadt

Liebherr, Biberach a. d. Riss

Perkin EImerm, Waltham (USA)
CVI+Melles Griot, Bensheim

Lumotech, Heerhugowaard (The
Netherlands)

Carl Zeiss Microlmaging, Jena
BDK, Sonnenbihl-Genkingen
Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

Ciatronic, Kempen

IKA®-Werke, Staufen

Biometra, Géttingen

Coherent, Santa Clara (USA)
Conrad Electronic, Wernberg-Kdblitz
LEO Elektronenmikroskope GmbH,
Oberkochen

Heidolph Instruments, Schwabach
Conrad Electronic, Wernberg-Kdablitz

Biometra, Géttingen

Tecan, Crailsheim

Cressington, Watford (UK)
Biometra, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Therm o Scientific, Langenselbold
Julabo Labortechnik, Seelbach
Innovatis, Reutlingen

Thermo Scientific, Langenselbold
Thermo Scientific, Langenselbold

Hersteller

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Peqlab, Erlangen

Biocolor, Carrickfergus (UK)

PAA, Marburg

Innovatis, Reutlingen

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Jung (Leica instruments GmbH), Nussloch
Vectashield Vecta Lab., Burlingame (USA)
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA, Marburg
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Glutaraldehyd
Hexamethyldisilazan (HMDS)
HyClone Wasser in Molekularbiologie-Qualitat
Isopropanol

Leitsilber

LookOut® Mycoplasma PCR Detection Kit
McCoys 5 A

Methanol (absolut)
Natrium-Cacodylat
Natriumchlorid

Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd

Penizillin/ Streptomyzin
Phospahtpuffer (PBS)
Poly-HEMA

Propidiumiiodid (PI)
Schwefelsaure (2 N)
Stiftprobenteller

Tanninsaure

Taq Polymerase

Triton X-100

Trypsin/EDTA (10x)
Uranylacetat
Wasserstoffperoxid (H,O,, 30 %)
Ziegensesrum
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Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Thermo Scientific, Langenselbold
Merck, Darmstadt

Plano GmbH, Wetzlar
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PromoCell , Heidelberg
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Plano, Wetzlar
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
VWR Internationale, Darmstadt
Plano, Wetzlar

Plano, Wetzlar
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Plano, Wetzlar

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

2.13 Medien, Lésungen und Antikorper

Zellkulturmedien
HT29-Medium: McCoys 5A Medium
FKS 10 %
Streptomyzin 50 pg/ml
Penizillin 50 U/ml
DiFi-Medium: DMEM/F-12 Medium ohne L-Glutamin
FKS 10 %
Streptomyzin 50 pg/ml
Penizillin 50 U/ml
Einfriermedium: DMSO 10 %
FKS 90 %
Losungen
Fixator-Losung: Glutaraldehyd 1,8 %

Na-Cacodylatpuffer 0,1 M
in PBS gelost; pH 7,4

Osmiumtetroxid-Losung: ~ Osminumtetroxid 2 %
Cacodylatpuffer 0,15 M

Tanninsaure-Losung: Tanninsaure

1%

in destilliertem Wasser, sterilfiltriert
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Uranylacetat-Losung:

FACS-Fix:

Block-Losung |

Block-Losung |l

Antikorper-Losung:

Antikorper

Uranylacetat 1 %

in destilliertem Wasser gelost, sterilfiltriert

Paraformaldehyd 1 %

Natriumchlorid 0,85 %
in PBS gelost; pH 7,4
Ziegenserum 10 %

BSA 1%
in PBS gelost; pH 7,4

Ziegenserum 5%
Triton X-100 0,3 %
in PBS gelost; pH 7,4

BSA 10 %
Triton X-100 0,3 %
in PBS gelost; pH 7,4

Tab. 1: Verwendete Primar- und Sekundarantikorper.
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Antikorper Wirt Konjugation Hersteller
Cetuximab® Human/Maus keine Merck, Darmstadt
Anti-Human Ziege Alexa Fluor Invitrogen,
Sekundarantikorper 9 488 Karlsruhe
. . . Cellsignaling,

Anti-PARPcaved Kaninchen keine Danvers (USA)
Anti-Kaninchen Ziege Alexa Flur Invitrogen,
Sekundarantikorper 9 488 Karlsruhe

. Invitrogen,
Isotyp-Kontrolle (IgG) Human keine Karlsruhe

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Laser sowie Emissionsfilter zur Detektion von Fluorochromen

und Nanopartikein.

Probe/Fluorochrom

Anregung

Emissionsfilter

DAPI

Titan:Saphir: 780 nm

390-465 nm BP

Alexa Fluor 350

Titan:Saphir: 780 nm

390-465 nm BP

Alexa Fluor 488

Argon-lonen: 488 nm

500-550 nm BP

Alexa Fluor Tetramethylrhodamine

Helium-Neon: 543 nm

560 nm LP

Lumogen Yellow®

Argon-lonen: 488 nm

500-550 nm BP

HSA-Nanopartikel

Argon-lonen: 488 nm

500-550 nm BP

mTHPC

Argon-lonen: 488 nm

650-710 nm BP

Propidiumiodid (PI)

Argon-lonen: 514 nm

560 nm LP

Fluoresceindiacetat (FDA)

Argon-lonen: 488 nm

500-550 nm BP

BP: Bandpassfilter LP: Langpassfilter
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter aseptischen Bedingungen, um
Kontaminationen durch Bakterien, Pilze und sonstige Mikroorganismen zu vermeiden.
Die eingesetzten Zelllinien wurden in regelmaBigen Abstanden auf eine Mykoplasmen-
Kontamination hin untersucht.

2.2.1.1  Kultivierung von humanen Kolonkarzinom-Zellen

FUr alle Untersuchungen wurden die humanen Kolonkarzinomzelllinien DiFi (ATCC; LGC
Standards GmbH, Wesel) und HT29 (zur Verflgung gestellt von PD Dr. Kerstin David,
Indivumed, Hamburg) verwendet. Die Kultivierung von DiFi-Zellen erfolgte bei 37 °C,
7,5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. HT29-Zellen wurden bei 37 °C, 5 %
CO,, 95 % relative Luftfeuchtigkeit in einem Begasungsbrutschrank kultiviert. Das
Medium der Zellen wurde dreimal pro Woche unter sterilen Bedingungen gewechselt.
Hierzu wurden die Flaschen unter der Sterilbank gedffnet und das Medium mittels einer
sterilen Einmalaspirationspipette am Rand der Flasche entfernt. AnschlieBend wurde
vorsichtig vorgewarmtes (37 °C) frisches Medium am Rand der Flasche den Zellen
zugegeben.

2.2.1.2 Passagieren von adhédrenten Zellen

Die Zellen wurden einmal pro Woche zwecks Subkultivierung bzw. nach Erreichen der
Konfluenz passagiert. Hierzu wurde das vorliegende Medium mittels einer sterilen
Einmalaspirationspipette am Rand der Flasche entfernt. AnschlieBend wurde der
Zellrasen vorsichtig mit PBS gewaschen, bevor Trypsin/EDTA (1x) auf den Zellrasen
gegeben und fir ca. 5 min bei 37 °C inkubiert wurde. Nach einem kraftigen Schlag
(,Shake-Off") gegen den Flaschenrand wurden die Zellen unter dem Mikroskop
kontrolliert und der Abldsevorgang verfolgt. Zum Abstoppen des enzymatischen
Verdaus wurde frisches Kulturmedium zugegeben und die Zellen vom Flaschenboden
gespllt. Die erhaltene Zellsuspension wurde in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt
und 5 min bei 1000 rpom und RT sedimentiert. Nach Verwerfung des Uberstandes und
Resuspendierung in einem entsprechenden Volumen Kulturmedium erfolgte die
Verteilung von Zellsuspensionsaliquoten auf bereits vorbereitete Zellkulturgefale.

2.2.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden unter leichtem Schwenken in einem
37 °C vorgewarmten Wasserbad rasch aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen fir
1 min bei 1.000 rpm und RT pelletiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde im Anschluss in
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eine Kulturflasche mit ausreichend Zellkulturmedium Uberfihrt. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel, um eventuell vorliegende DMSO-Reste sowie Zelldebris zu entfernen.
Zwecks einer moglichen Dauerkultivierung und Langzeitlagerung von Zellen erfolgte die
Ablosung mittels Trypsin/EDTA vom Zellboden. Nach erfolgter Trypsinierung wurde die
Zellzahl mittels eines Zellzalgerates (CASY TT) bestimmt und die gewtinschte Zellzahl in
einem Zentrifugenrohrchen pelletiert. Der Uberstand konnte verworfen und die
sedimentierten Zellen in einem angemessenem Volumen eiskaltem Einfriermedium
aufgenommen werden. Die jeweiligen Volumina wurden in bereits vorbereitete
Kryorohrchen verteilt, in eine mit Isopropanol geflllte Box (Kryo-Einfriergerat, Mr. Frosty)
gestellt und fir mindestens 4 h bei -80 °C gelagert. Die endgultige Lagerung erfolgte im
Anschluss in flissigem Stickstoff.

2.2.1.4 Probenvorbereitung fiir die Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird ein Elektronenstrahl Uber eine Probe geleitet
(gerastert). Dies ermdglicht die Generierung von Bildern mit sehr hoher Auflosung,
bedingt durch die hohe Wechselwirkung der Elektronen mit der Probe. Aufgrund der
geringen Beschleunigungsspannung dringen die Elektronen nicht tief (im Vergleich zu
TEM) in die zu untersuchende Probe ein. Die rlckgestreuten Elektronen konnen zur
Bildgebung genutzt werden. Die am haufigsten auftretenden Sekundarelektronen (SE)
weisen nur eine geringe Energie auf und kénnen die Probenoberflache nur im geringen
MaBe verlassen (10-100 nm). Sie eignen sich daher zur Erstellung von topografischen
Abbildungen. Die Ruckstreuelektronen (RE) werden mit einem nur geringen
Energieverlust von der Probe zurlickgestreut und kénnen daher noch in relativ gro3en
Tiefen generiert werden. Die resultierenden Bilder weisen eine geringe Auflésung auf,
eignen sich jedoch zur Darstellung von Materialeigenschaften. Die Streuung ist hierbei
von der Ordnungszahl der Probe abhangig, wobei schwere Elemente starker streuen
und als helle Bereiche in den Analysen auftreten. Biologische Proben weisen
Uberwiegend Atome niedriger Ordnungszahl (C, H, N, O) auf und stellen aufgrund ihrer
Beschaffenheit schlechte elektrische Leiter dar. Die Proben missen daher einer speziellen
Schwermetallkontrastierung unterzogen werden, um einen starkeren Kontrast zu
erhalten.

FUr REM-Aufnahmen wurden jeweils 250.000 Zellen in 2,5 cm Petrischalen (u-Dishes)
fur 24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Die Bodenstarke der p-Dishes entsprach
der Dicke eines Deckglases und ermdglichte die spatere Herauslosung der kontrastierten
Zellen aus der Schale. Nach Erlangung einer adaquaten Konfluenz wurden die Zellen 2x
mit 1 ml PBS gewaschen, mittels Fixator-Losung bei 4 °C fixiert und bis zur weiteren
Praparation in Fixator-Losung bei 4 °C gelagert. Zu Beginn der Praparation wurden die
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Proben 3x mit 0,15 M Cacodylatpuffer gewaschen. Alle anschlieBenden Kontras-
tierungsfarbungen mussten unter Lichtausschluss und, aufgrund der Toxizitat der
verwendeten Reagenzien, unter einem Abzug durchgefiihrt werden. Die Proben wurden
anfanglich 1 h mit einer 2 % Osmiumtetroxid-Losung inkubiert. AnschlieBend wurden
die Proben mit destilliertem Wasser gewaschen, bis sich eine klare Losung ergab. Nach
einer 1-stindigen Inkubation mit 1 % Tanninsaure-Losung, gefolgt von mehreren
Waschschritten mit dest. Wasser, folgte eine 20-minttige Behandlung mit 1 %
Uranylacetat-Losung. Die Proben wurden zuletzt mehrfach mit dest. Wasser gewaschen
und bis zur weiteren Praparation in Wasser bei 4 °C gelagert. Zur weiteren
Probenvorbereitung und zur Erhaltung der zelluldren Oberflachenstrukturen wurden die
Proben einer kritischen-Punkt-Trocknung (critical point drying, CPD) unterzogen. Hierzu
wurden die Proben schrittweise mittels einer Ethanolreihe (30, 50, 70, 80, 90 und
100 %) entwassert. Die Proben wurden jeweils 15 min mit einer ansteigenden
Alkoholkonzentrationen bei RT inkubiert und es wurde darauf geachtet ein Austrocknen
der Proben zu vermeiden. Im letzten Schritt wurde reines Ethanol durch 100 % Aceton
ersetzt. Die finale Trocknung der Proben sowie die Befreiung von Aceton erfolgten im
Anschluss mittels CPD. Hierbei wurde Aceton durch flissiges CO, ersetzt. Durch
Erhéhung der Kammertemperatur kam es zu einem Anstieg des Kammerinnendrucks.
Bei Erreichung des kritischen Punkts geht CO, ohne Phasengrenze in die Gasform Uber
und infiltriert die komplette Probe. Zum Schluss wurde das gasformige CO, langsam aus
der Proben-Druckkammer abgelassen, um eine Rekondensation der Probe zu vermeiden.
Die getrockneten Proben wurden auf REM-Trager aufgeklebt und Leitsilber wurde zur
Signalweiterleitung aufgetragen. AnschlieBend wurden die Proben mit Gold bedampft
und mittels eines Rasterelektronenmikroskops (LEO 435 VP) untersucht. Dies erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn Rainer Lilischkis an der Fachhochschule Kaiserslautern
(Standort Zweibricken, Mikrosystemtechnik & Applied Life Science).

2.2.1.5 3D-Tumormodell (Spharoid): Spharoidherstellung

Poly-HEMA Beschichtung

FUr die Oberflachenbeschichtung von 96-Lochplatten (flr Suspensionszellen) wurde eine
2 %ige Poly-HEMA (Poly(2-hydroxyethylmethacrylat)) Losung in einem Gemisch aus
Aceton und Ethanol (50:50) angesetzt. Je 100 ul der Poly-HEMA-L6sung wurden in die
einzelnen Kavitaten Uberfihrt und dort fir mindestens 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Losung entfernt und die Platten Uber Nacht bei RT getrocknet.
Der entstandene feste Poly-HEMA-Film verhinderte im Folgenden die Anhaftung von
Zellen. Die einzelnen Platten wurden 2x mit sterilem PBS gewaschen und bis zur
Verwendung bei 4 °C gelagert.
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Sphéroidherstellung mittels ,Hanging Drop“-Technik

Zur Herstellung von 3D-Aggregaten bzw. Tumorspharoiden aus HT29 wurden die Zellen
durch Trypsinierung geerntet und die Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl wurde auf 250.000
Zellen pro ml Zellkulturmedium eingestellt. AnschlieBend wurden 20 pl Tropfen auf den
umgedrehten Deckel einer 100 mm Petrischale in ausreichend groBen Abstand
aufgetragen und der Deckel kopflber auf eine mit PBS beflillte Schale gelegt (Abb. 7).
Durch Adhasionskrafte blieben die Tropfen an dem Deckel haften und liefen nicht
zusammen. Die Inkubation erfolgte bei Standardbedingungen fir zwei Tage. Wahrend
dieser Zeit agglomerierten die Zellen und bildeten Spharoide. Nach zwei Tagen in der
.Hanging Drop"”-Kultur wurden die Spharoide einzeln in 96-Lochplatten (Poly-HEMA
beschichtet) Uberfihrt, mit neuem Medium versehen und bis zum Versuch bei
Standardbedingungen kultiviert. Die mittlere GroBe der Spharoide wurde alle sieben
Tage fur insgesamt 21 Tage bestimmt.
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REM-Praparation von 3D-Sphéaroiden

Die Spharoide wurden 2x mit PBS gewaschen und in Zellkultureinsatze (Transwell)
dberflhrt. Zur Erhaltung und Visualisierung der zellularen Strukturen wurden die
Spharoide einer Fixierung und Schwermetallkontrastierung, wie bereits fir
Zellmonolayer beschrieben (Punkt 2.2.1.4), unterzogen. Anstelle einer CPD wurden die
Spharoide unter Verwendung von Hexamethyldisilazan (HMDS) getrocknet. Durch
seinen geringen Dampfdruck verdampft das infiltrierte HMDS so langsam, dass keine
das Gewebe schadigenden Oberflachenspannungen entstehen und die Oberflachen-
strukturen erhalten bleiben. Die Proben wurden entsprechend mittels einer Ethanolreihe
(30, 50, 70, 80, 90, 96 und 100 %) entwassert. Alle Entwasserungsschritte wurden
unter leichtem Schwenken auf Eis durchgefiihrt. In einem letzten Schritt wurde Ethanol
(100 %) durch 100 % HDMS ersetzt. Die HMDS-bedeckten Proben wurden unter einem
Abzug Uber Nacht zum Abdampfen belassen. Am nachsten Tag wurden die Spharoide
in neue Zellkultureinsatze Uberfdhrt und bis zur weiteren Untersuchung bei
Raumtemperatur gelagert.

Vitalitatstest (Lebend-Tot-Farbung)

Der FDA/PI-Vitalitatstest, auch Lebend-Tot-Farbung genannt, ermdglicht die
Identifizierung und Unterscheidung von lebenden und toten Zellen. Die Spharoide
wurden hierzu mit einer Vitalitatstest-Losung (Fluoresceindiacetat, FDA: 30 upg/ml;
Propidiumiodid, Pl: 40 yg/ml) fGr 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die
3D-Aggregate 2x mit PBS gewaschen und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.
Das lipidlosliche FDA, ein nicht-fluoreszierendes Molekul, wird im Zytoplasma lebender
Zellen durch Esterasen in den grin fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein gespalten.
Dieser ist nicht-lipidldsliche und reichert sich somit ausschlieBlich im Zytoplasma vitaler
Zellen an. Propidiumiodid, ein Nukleinsaureinterkalator, kann hingegen die intakte
Zellmembran nicht durchqueren. In Folge von Zelltod kann der Farbstoff die perforierte
Zellmembran durchdringen und sich in die DNA einlagern. Lebende Zellen erschienen
daher grin und konnten von toten Zellen, die eine rote Fluoreszenz aufwiesen,
unterschieden werden.

Anfertigung von Gefrierschnitten

Von den Spharoiden wurden, zwecks einer verbesserten Dokumentation, Gefrierschnitte
angefertigt. Diese wurden von Frau Judith Bungert angefertigt. Hierzu wurden die
eingefrorenen Spharoid-Proben auf einem gekuthlten Probentrager angebracht. Im
Anschluss wurden mittels eines Gefriermikrotoms 7 um dicke Schnitte angefertigt, diese
auf silanisierten Objekttragern (Marienfeld) aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.2.2 Herstellung und Charakterisierung von Nanopartikeln

Die Herstellung und Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel,
erfolgte durch Nico Reum (Gold-Nanopartikel; Universitat des Saarlandes), Thomas
Knobloch (PLGA-Nanopartikel) und Matthias Wacker (HSA-Nanopartikel). Herr Knobloch
und Herr Wacker arbeiteten im Arbeitskreis von Prof. Dr. Klaus Langer; ehemals Institut
fur Pharmazeutische Technologie-Goethe-Universitat Frankfurt am Main, jetzt Institut fir
Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie-Westfalischen Wilhelms- Universitat
Munster.

Die verwendeten Nanopartikel wurden hinsichtlich ihrer GroBe, Gehalt, Polydispersitat
sowie einer eventuellen Beladung oder Oberflachenmodifizierung untersucht. Alle
Nanopartikel wurden unter sterilen Bedingungen generiert und konnten somit fir
Zellkulturarbeiten verwendet werden.

2.2.2.1 Nanopartikel basierend auf Gold

Nanopartikelherstellung und Charakterisierung

Die Synthese von unmodifizierten Gold-Nanopartikeln (AuNP) erfolgte durch Reduktion
von Tetrachlorgoldsaure mit Natriumcitrat in wassriger Losung 4% 43, Hierzu wurde eine
Losung bestehend aus Tetrachlorgoldsaure-Trihydrat zum Sieden erhitzt. AnschlieBend
wurde eine wassrige Trinatriumcitrat-Dihydrat-Losung im Schuss zum Ansatz gegeben
und 20 min unter starkem Ruhren in der Siedehitze gehalten. Nach Abkulhlung der
Losung auf Raumtemperatur (RT) wurde die PartikelgroBe mittels Transmissionen-
elektronenmikroskopie (TEM) bestimmt.

Oberflachenmodifizierung mittels ,,Layer-by-layer”-Technik

Die Oberflache der Gold-Nanopartikel wurde mit einer leicht abgewandelten Layer-by-
layer Technik (LbL-Technik; in Ahnlehnung an Decher "4 und Krol 49) modifiziert, die
die elektrostatische Anziehung von geladenen Polymeren (Polyelektrolyten; positiv
geladenes PAH: Polyallylamin-Hydrochlorid; negativ geladenes PSS: Polystyrolsulfonat) an
die Oberflache von AuNP nutzt. Die modifizierten Nanopartikel wiesen eine aul3ere PSS-
Schicht auf und wurden fur die folgenden Zytotoxizitatstests verwendet. Die Einfihrung
und Komplexierung des Photosensibilisators mTHPC auf die Oberflache von AuNPs
wurde ebenfalls unter Verwendung der LbL-Technik verwirklicht. Hierzu erfolgte die
Anlagerung von PAH- und PSS/mTHPC-Schichten auf die citratstabilisierten Nanopartikel
(146) - Als abschlieBende Hullschicht wurde einfaches PSS verwendet. Die synthetisierten
Nanopartikel wurden im Folgenden hinsichtlich ihrer GroBe, Beladung und dem
Zetapotential, als Indiz fUr die auBere Schicht, untersucht.
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2.2.2.2 Nanopartikel basierend auf humanen Serumalbumin (HSA)

Nanopartikelherstellung und Charakterisierung

Die Synthese von unmodifizierten HSA-Nanopartikel erfolgte gemaRB einer bekannten
Desolvatationstechnik (47149 Hierzu wurde humanes Serumalbumin (HSA) in
Natriumchlorid gelost, die Losung filtriert und der pH-Wert auf 8 eingestellt.
AnschlieBend wurden der Losung, unter standigem Rihren auf einer Magnetrihrplatte,
tropfenweise Ethanol zugesetzt. Dies fuhrte zur Entstehung von unstabilen Kolloiden.
Durch Zugabe von Glutaraldehyd wurden die unstabilen Kolloide quervernetzt und es
bildeten sich stabile Nanopartikel. Die Suspension wurde zwecks Stabilisierung 1 h
gerthrt und im Anschluss aufgereinigt. AnschlieBend wurde mittels Photonen-
korrelationsspektroskopie (PCS) die hydrodynamische PartikelgroBe sowie die
GroBenverteilung (Polydispersitat) der Nanopartikel ermittelt. Die Bestimmung der
Partikelkonzentration erfolgte via Mikrogravimetrie.

Kovalente Bindung von mTHPC an HSA-Nanopartikel

Die kovalente Anbindung des Photosensitizers mTHPC an die HSA-Nanopartikel-
oberflache erfolgte Gber zwei Reaktionen. In einem ersten Schritt wurden die Partikel,
wie bereits beschrieben, Uber Desolvatation hergestellt. AnschlieBend erfolgte die
kovalente Anbindung von mTHPC (gelést in Hydroethanol) unter Verwendung von
1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimid (EDC). Die Bestimmung der gebundenen
mTHPC-Menge erfolgte photometrisch nach Verdau der synthetisierten Nanopartikel.

Spezifische Oberflachenmodifizierung von HSA-Nanopartikeln

Fir eine spezifische Oberflachenmodifizierung von HSA-Nanopartikeln mit dem
monoklonalen Antikdrper (AK) Cetuximab® wurde sowohl die Nanopartikeloberflache
als auch der verwendete AK in einem ersten Schritt gemaR eines etablierten Protokolls
(75.150) gktiviert (Abb. 8). Hierzu wurde fir die Nanopartikel der heterobifunktionale NHS-
PEG5000-Mal Crosslinker verwendet. Die Aktivierung der Antikdrper erfolgte Uber eine
Thiolierung mittels 2-Iminothiolan (Trauts-Reagenz). Nach erfolgreicher Aktivierung
wurde der thiolierte Antikorper Uber eine Konjugationsreaktion kovalent an die
aktivierte Nanopartikeloberflache gebunden (HSA-Cetuximab-Nanopartikel). Neben der
Generierung von spezifischen HSA-Cetuximab-Nanopartikeln wurden unspezifische
Kontrollnanopartikel hergestellt. Hierzu wurde zum einen ein unspezifischer IgG-
Antikorper (HSA-lgG-Nanopartikel) verwendetet. Dieser wurde ebenfalls unter
Verwendung von 2-Iminothiolan thioliert und an die aktivierten Nanopartikel kovalent
gebunden. Die Bestimmung von gebundenem Antikorper (IgG oder Cetuximab) erfolgte
indirekt mittels Gelpermeationschromatographie (GPC). Dazu wurde im Uberstand der
Anteil von nicht-gebundenem Antikorper ermittelt und der gebundene Antikorper
indirekt bestimmt.
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Abb. 8: Oberflachenmodifizierung von HSA-Nanopartikein.

Stabilisierte HSA-Nanopartikel wurden mittels verschiedener Crosslinker aktiviert. Thiolierte Antikdrper
konnten anschlieBend Uber eine Konjugationsreaktion an NHS-PEG-Mal-aktivierte Nanopartikel gebunden
werden.

Antikorper-modifizierte und mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel

Die Generierung von oberflachenmodifizierten und mTHPC-beladenen Nanopartikeln
erfolgte Uber einen zwei Schritte beinhaltenden Syntheseweg. Zuerst wurden die
mTHPC-beladenen Nanopartikel, wie zuvor beschrieben, Uber eine kovalente Anbindung
des Photosensibilisators an die HSA-Nanopartikel hergestellt. Im Anschluss wurden diese
Uber einen Crosslinker aktiviert und mit dem thiolierten Antikorper inkubiert. Die spatere
Charakterisierung erfolgte Uber die bereits beschriebenen Methoden.

2.2.2.3 Nanopartikel basierend auf Polymilch-co-glykolsdure (PLGA)

Nanopartikelherstellung und Charakterisierung

Die Synthese von unmodifizierten PLGA-Nanopartikel erfolgte mittels einer Emulsions-
Diffusions-Evaporations-Technik 8 15V Hierzu wurde das PLGA-Polymer (Resomer® RG
502H; Boehringer) in Ethylacetat, einem organischen und mit Wasser in Teilen
mischbaren Ldsungsmittel, gelost. Die organische Phase wurde mit Hilfe eines Ultra-
Turrax in eine wassrige Phase (PVA-Losung) emulgiert. AnschlieBend wurden der
entstandenen Emulsion unter Rdhren weitere PVA-LOsung zugesetzt. Die PVA-Zugabe
unterstitzte die Diffusion des flliichtigen, organischen Losungsmittels Ethylacetat in die
wassrige externe Phase und bedingte, aufgrund der Wasserunloslichkeit des Polymers,
die Generierung von PLGA-Nanopartikeln. Die Nanopartikel-haltige Suspension wurde
weitere 12 h bei RT gerlhrt, um verbleibendes Ethylacetat aus der Probe abzudampfen.
Die resultierende Nanopartikelsuspension wurde durch Zentrifugation, Verwerfen des
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Uberstandes und anschlieBendem Resuspendieren in  MilliQ-Wasser unter zur
Hilfenahme von Ultraschall aufgereinigt. AnschlieBend wurde mittels Photonen-
korrelationsspektroskopie (PCS) die hydrodynamische PartikelgroBe sowie die GroBen-
verteilung (Polydispersitat) der Nanopartikel ermittelt. Die Bestimmung der Partikel-
konzentration erfolgte via Mikrogravimetrie.

Inkorporation von mTHPC in PLGA-Nanopartikel

mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel wurden ebenfalls Gber die Emulsions-Diffusions-
Evaporations-Technik synthetisiert. PLGA und mTHPC wurden hierzu in Ethylacetat
geldst und mit der wassrigen Phase mittels Ultra-Turrax emulgiert. Die Nanopartikel-
herstellung erfolgte analog zu den unbeladenen Partikeln. Die Entfernung von adsorptiv
gebundenem mTHPC auf der Partikeloberflache erfolgte durch zusatzliche Waschschritte
mit PVA-Losung. Im Anschluss erfolgte analog zu der Beschreibung von unbeladenen
Partikeln eine Aufreinigung.

Spezifische Oberflachenmodifizierung von PLGA-Nanopartikeln

Die Generierung von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln erfolgte Uber eine
Modifizierung von unbeladenen PLGA-Nanopartikeln. Zuerst wurden die Nanopartikel
Uber die zuvor beschriebene Emulsions-Diffusions-Evaporations-Technik synthetisiert.
Nach Aufreinigung und EinfGhrung einer Aminogruppen uber eine Carbodiimidreaktion
wurde die Modifizierung der Oberflache analog zu den HSA-Nanopartikeln
durchgefiihrt. Die spatere Charakterisierung erfolgte Uber die bereist beschriebenen
Methoden.

2.23 Bestimmung der zytotoxischen Eigenschaften von Nanopartikeln

Zur Evaluierung von zytotoxischen Ereignissen, induziert durch die Zugabe von
Nanopartikeln basierend auf unterschiedlichen Materialien, wurden Standard-
zytotoxizitatstests durchgefthrt. Die Durchflhrung der einzelnen Tests erfolgte in
unabhangigen Triplikaten unter der Verwendung von drei internen Kontrollen (drei
Kavitaten pro Ansatz pro Platte).
Untersuchte Proben:

- Gold-Nanopartikel: 0, 1, 10, 50 und 100 pg/ml; 4, 24, 48 und 72 h

- HSA-Nanopartikel: 0, 1, 10 und 100 pg/ml; Wasserkontrolle; 24, 48 und 72 h

- PLGA-Nanopartikel: 0, 1, 10 und 100 pg/ml; Wasserkontrolle; 24, 48 und 72 h

2.2.3.1 Bestimmung der Zellviabilitat (WST-1-Assay)

Die Bestimmung der Zellviabilitat nach erfolgter Inkubation mit den zu testenden
nanopartikularen Formulierungen erfolgte mittels des WST-1-Assays (Cell proliferation
reagent WST-1, Roche). Es handelt sich hierbei um die kolorimetrische Bestimmung der
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Aktivitat des Enzyms mitochondriale Dehydrogenase (MDH). In aktiven Zellen wird das
Tetrazoliumsalz  WST-1  ((4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3-
Benzendisulfonat) durch die aktiven intramitochondrialen Dehydrogenasen zu einem
farbigen Formazan abgebaut. Hierbei sind das gebildete Formazan und dessen
Farbintensitat direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen.

FUr den Test wurden 10.000 HT29-Zellen geldst in 100 pl Zellkulturmedium in 96-
Lochplatten ausgesat und fir 24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Das Medium
wurde abgenommen und durch 100 pl Nanopartikel-haltiges Medium (1-100 pg/ml)
ersetzt und fir weitere 4 bis 72 h (entsprechend Versuchansatz) inkubiert. AnschlieBend
wurden die Ansatze 1x mit Medium gewaschen und 10 yl des Farbreagenz WST-1
verdunnt in 100 pl Zellkulturmedium zu den Zellen pipettiert. Die Absorption wurde alle
30 min fUr maximal 4 h mittels eines Photometers (450 nm; Referenz: 690 nm)
gemessen. Als Kontrollen dienten Zellen inkubiert mit Zellkulturmedium (Positivkontrolle)
bzw. 2 % Triton X-100 gel6st in Medium (Negativkontrolle). Die ermittelte MDH-
Aktivitat der Kontrollzellen wurde auf 100 % und alle Messwerte in Relation hierzu
gesetzt:

MDH-Aktivitat [%] = (Messwert Probe / Messwert Positivkontrolle) x 100

2.2.3.2 Bestimmung der Zellproliferation (BrdU-Assay)

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte mittels eines kolorimetrischen
Immunoassays (Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche), basierend auf dem
Nachweis von inkorporierten 5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) anstelle von Thymidin
wahrend der DNA-Neusynthese. Dieses kann nach Fixierung und Permeabilisierung der
Zellen durch einen geeigneten Peroxidase-gekoppelten anti-BrdU-Antikorper gebunden
und detektiert werden. In einer anschlieBenden Enzym-Substrat-Reaktion erfolgte die
Umsetzung des Substrates (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) zu einem blau gefarbten
Reaktionsprodukt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 M Schwefelsaure gestoppt
und die Absorption mittels eines Photometers bei 450 nm (Referenz: 690 nm)
gemessen.

FUr den Test wurden 10.000 HT29-Zellen gelost in 100 pl Zellkulturmedium in 96-
Lochplatten ausgesat und fur 24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Das Medium
wurde abgenommen und durch 100 pl Nanopartikel-haltiges Medium (1-100 pg/ml)
ersetzt und fUr weitere 4 bis 72 h (entsprechend Versuchansatz) inkubiert. Nach einem
weiteren Mediumwechsel erfolgte die Zugabe von 10 M BrdU fir 2 h. Nach dem BrdU-
Einbau durch proliferierende Zellen wurde das Kulturmedium entfernt und es folgte die
Fixierung und Permeabilisierung durch Zugabe einer Fixierungs/Denaturierungslésung
(FixDenat-Losung) fur 30 min bei RT. Im Anschluss wurde die anti-BrdU Antikorper-
|6sung zugegeben. Vor Zugabe des Substrats wurden die Zellen 3x mit Waschpuffer
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gewaschen, um nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen. 100 pl Substratldsung
wurden zugegeben und die Platte 5 min bei 500 rpm leicht geschuttelt, bis ein blauer
Farbumschlag zu verzeichnen war. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 pul 1 M
Schwefelsaure gestoppt. Die ermittelte BrdU-Inkorporation der Kontrollzellen
(Positivkontrolle) wurde als 100 % und alle Messwerte in Relation dazu gesetzt. 2 %
Triton-X 100 behandelte Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet und
unbehandelte Zellen dienten als Positivkontrolle:

BrdU-Inkorporation [%] = (Messwert Probe / Messwert Positivkontrolle) x 100

2.2.3.3 Bestimmung der Membranintegritat (LDH-Assay)

Neben der Bestimmung der Zellviabilitat wurde der Einfluss von Nanopartikel auf die
Zellmembran bzw. deren Membranintegritat untersucht. Hierzu wurde der sensitive
Lactat-Dehydrogenase (LDH)-Assay (Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Roche)
durchgefiihrt. Der LDH-Test basiert auf der Detektion des zytosolischen Enzyms Lactat-
Dehydrogenase (LDH) im ZellkulturUberstand, das nur aus beschadigten oder gar
zerstorten Zellen freigesetzt werden kann. Durch LDH wird die Oxidation von Lactat zu
Pyruvat, unter gleichzeitiger Reduktion von NAD* zu NADH+H*, vermittelt. In einem
zweiten enzymatischen Schritt (Diaphorase) wird das Proton von NADH+H* auf das
Tetrazoliumsalz INT Ubertragen, das dadurch zu Formazan reduziert wird und seine
Farbe wechselt. Je toxischer eine Substanz wirkt, desto groBer ist die LDH-Freisetzung
und umso intensiver der Farbumschlag. Dieser Farbumschlag kann im Anschluss mittels
eines Photometers (490 nm; Referenz: 620 nm) gemessen werden.

FUr den Test wurden 10.000 HT29-Zellen gelost in 100 pl Zellkulturmedium in 96-
Lochplatten ausgesat und fur 24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Das Medium
wurde abgenommen und durch 100 pl Nanopartikel-haltiges Medium (1-100 pug/ml)
ersetzt und flr weitere 4 bis 72 h (entsprechend Versuchansatz) inkubiert. Als
Negativkontrolle dienten Zellen inkubiert in Zellkulturmedium. Mit 2 % Triton X-100
Losung lysierte Zellen dienten als Positivkontrolle. Nach erfolgter Inkubation wurden
100 pl Zellkulturberstand in eine neue 96-Lochplatte Uberfihrt und mit weiteren
100 yl der Katalysator-/Farbelosung versetzt. Der Ansatz wurde mittels eines
Mikrotiterplattenschuttlers gemischt und abgedunkelt fir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels eines Mikrotiterplatten-Readers bei 490 nm.
Die LDH-Freisetzung ergibt sich als Quotient wie folgt aus.

LDH-Freisetzung [%] = (Messwert Probe / Messwert Positivkontrolle) x 100
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2.2.4 Zellulare Akkumulation von Nanopartikeln

Die Untersuchung der zellularen Akkumulation der verschiedenen Nanopartikel erfolgte
Uber verschiedene Analysewege. HSA- und PLGA-Nanopartikel konnten aufgrund einer
vorliegenden Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-abhangigen Methoden untersucht werden.
Die Untersuchung von Gold-Nanopartikeln erfolgte Gber Hellfeldmikroskopie, REM
sowie Multiphotonen-basierter Raster-Lasermikroskopie (MP-LSM).

2.24.1 Hellfeldmikroskopie

Die Akkumulation von Gold-Nanopartikeln (AuNP) auf HT29-Zellen wurde beginnend
mittels Hellfeldmikroskopie visualisiert, da die agglomerierten Nanopartikel eine
Rotfarbung aufwiesen und somit detektiert werden konnten. HT29-Zellen (125.000)
wurden hierzu in 24-Lochplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen an AuNP (1-
100 pg/ml) far 24, 48 und 72 h inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend gewaschen
und untersucht.

2.2.4.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

AuUNP eigneten sich aufgrund der sehr gut leitenden Eigenschaften hervorragend fir
diese Untersuchungen. Fir die REM-Aufnahmen wurden 250.000 HT29-Zellen in 2,5 cm
Petrischalen (u-Dishes) flr 24 h bei Standardbedingungen kultiviert und im Anschluss
mit Gold-Nanopartikeln (100 pg/ml) far maximal 72 h inkubiert. Nach erfolgter
Inkubation wurden die Zellen 2x mit 1 ml PBS gewaschen und anschlieBend bei 4 °C
fixiert. Die weitere Praparation erfolgte, wie unter Punkt 2.2.1.4 beschrieben.

2.2.4.3 Multiphotonen-basierte Raster-Lasermikroskopie
(multiphoton-based laser scanning microscop; MP-LSM)

Die intrazellulare Akkumulation von Gold-Nanopartikeln konnte mittels einer
Kombination aus konfokaler Raster-Lasermikroskopie (CLSM; siehe 2.2.4.5) sowie MP-
LSM untersucht werden. Die Untersuchung basiert auf der Moglichkeit, kolloidales Gold
mittels Multiphotonenanregung zu visualisieren (152:153)

125.000 HT29-Zellen wurden in FKS-beschichteten (2 h, 37 °C) 2-Kammer-Glas-
objekttragern kultiviert und fir 24 h mit Gold-Nanopartikeln (100 pg/ml) inkubiert.
Nachdem die Zellen gewaschen und die Zellmembran mit einem Concanavalin A-Derivat
(Alexa Fluor 488-gekoppelt; 50 pg/ml) gefarbt wurde, erfolgte die Fixierung (0,4 % PFA;
7 min) und die Einbettung mit Vectashield HardSet Mounting Medium. Die Analyse
wurde mittels eines konfokalen Raster-Lasermikroskops (Axiovert 200 M Mikroskop mit
einer 510 NLO Meta Einheit, Zeiss, Jena, Germany) mit einem Argon-lonen- und
Chameleon-Laser (generiert fs-Laserpulse mit einer Wiederholungsrate von 80 MHz bei
einer Wellenlange A& =820 nm zur AuNP Exzitation) und der LSM Image Examiner
Software durchgefihrt.
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2.2.4.4 Durchflusszytometrie

Die zellulare Bindung von Polymer-basierten-Nanopartikeln (HSA- und PLGA-
Nanopartikel) wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert. Diese beruht auf der
Emission von optischen Signalen induziert durch eine Laserquelle. In Suspension
befindliche Zellen werden hierbei durch eine Kapillare geleitet und einzeln an einem
Laserstrahl vorbeigefihrt. Die resultierenden Signale werden in einem Sensormodul
detektiert und an einen Computer Ubermittelt. In dieser Arbeit wurden die
durchflusszytometrischen Versuche an einem FACS Calibur durchgefihrt, das die
Detektion von vier unterschiedlichen Fluoreszenzbereichen unter Verwendung von zwei
separaten Laserquellen ermdoglicht.

Entsprechend wurden 250.000 HT29-Zellen in 24-Lochplatten kultiviert und mit
unbeladenen Nanopartikeln (0,1 mg/ml) fir 4 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA geldst und in FACS-
Rohrchen Uberflhrt. Nach zwei Waschschritten mit PBS erfolgte die Fixierung mit FACS-
Fix. FUr die durchflusszytometrische Analyse wurden im Folgendem 10.000 Zellen pro
Probe gezahlt und mit Hilfe der Software CellQuest Pro ausgewertet. Flr die Detektion
der Nanopartikel konnte die herstellungsbedingte griine Autofluoreszenz der HSA-
Nanopartikel bzw. die Fluoreszenz des in die PLGA-Matrix inkorporierten Lumogen
Yellow® verwendet werden.

2.2.4.5 Konfokale Raster-Lasermikroskopie
(confocal laser scanning microscopy, CLSM)

Die intrazellulare Akkumulation und subzellulare Verteilung von HSA- und PLGA-
Nanopartikeln wurde mit Hilfe der konfokalen Raster-Lasermikroskopie (confocal laser
scanning microscopy, CLSM) ermittelt. Hierbei wird eine Probe von einem Laserstrahl
(Dauerstrichlaser) punktweise abgerastert, wobei der Laser mittels beweglicher Spiegel
Uber das Praparat geleitet wird und in der Fokusebene der Probe maximal fokussiert ist
(Abb. 9A). Die im Fokus befindlichen Fluoreszenzmolekule emittieren Photonen, die Gber
dasselbe Objektiv (konfokales Prinzip) eingefangen werden. Im Anschluss treffen die
Photonen nach Durchquerung eines Strahlteilers und fokussierender Linsen auf einen
Detektor. Um zu verhindern, dass Signale aus Ebenen ober- und unterhalb der
Fokusebene detektiert werden, wird eine angepasste Lochblende (Pinhole) dem Detektor
vorgesetzt. Die Verwendung von gepulsten Lasern (Pulslaser) ermdglicht die Anregung
der Probe ausschlieBlich in der Fokusebene und benétigt daher keine Lochblende
(Abb. 9B).
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Abb. 9: Messaufbau eines konfokalen Laser-Rastermikroskops.

Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Dauerstrich- (A) und Pulslaser (B) in einem konfokalen
Mikroskop. Der Laser wird Uber Spiegel auf das Praparat gelenkt. Die emittierenden Photonen gelangen
Uber dasselbe Objektiv und Spiegel auf einen Detektor, dem im Falle des Dauerstrichlasers eine
Lochblende vorgeschaltet ist (modifiziert gemaR Zeiss.de 1>4).

FUr die Untersuchungen wurde ein LSM510-Meta-NLO mit verschiedenen Lasern (Tab. 3)

sowie einem 20x Neoplan Fluor Objektiv bzw. einem Plan-Neofluar 40x/1.3
Olimmersionsobjektiv verwendet.
Tab. 3: Spezifizierung der verwendeten Laser
Laser Lasertyp Wellenlange
Titan-Saphir Pulslaser 720-930 nm
Argon-lonen Dauerstrichlaser 458, 477, 488, 514 nm
Helium-Neon Dauerstrichlaser 543 nm

HT29-Zellen wurden auf FKS-beschichteten (2 h, 37 °C) Kammer-Glasobjekttragern
kultiviert und mit unbeladenen Nanopartikeln (0,1 mg/ml) fir 4 h bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurde der Nanopartikel-haltige Uberstand entfernt, die Zellen 2x mit PBS
gewaschen und die Zellmembran mit einem fluoreszenzmarkierten Membranfarbstoff
(Concanavalin A Alexa Fluor 350; 50 ug/ml) fur 2 min gefarbt. Nach weiteren
Waschschritten mit PBS erfolgte die Fixierung mit 0,4 % PFA fUr 7 min bei RT. Die
Proben wurden anschlieBend in Vectashield-HardSet-Mounting-Medium eingebettet
und die Rander nach dessen Aushartung mit Nagellack verschlossen. Fir die Detektion
der Nanopartikel konnte die herstellungsbedingte griine Autofluoreszenz der HSA-
Nanopartikel bzw. die Fluoreszenz des in die PLGA-Matrix inkorporierten Lumogen
Yellow® verwendet werden.
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Die CLSM-Aufnahmen wurden im Folgenden einer Bearbeitung unterzogen, um eine
moglichst genaue Abbildung der Ergebnisse zu erhalten. Hierzu wurden alle Aufnahmen
einer Versuchsreihe (inklusive aller Kontrollen) mit der LSM Image Examiner Software
(Zeiss) geoffnet. An einer Aufnahme, bei der die vorliegenden Intensitaten besonders
gering ausfielen, wurden die Helligkeit (H) und der Kontrast (K) exemplarisch eingestellt.
Die veranderten Werte wurden notiert und die folgenden Abbildungen mit den neuen
entsprechenden Einstellungen versehen. Die bearbeiteten Bilder wurden als Tiff. Dateien
gespeichert und mit der Software MS Visio gruppiert und beschriftet. Die Bildzus-
ammenstellung wurde als Tiff mit einer Auflésung von 300 x 300 dpi gespeichert und in
die Arbeit eingefligt. Die veranderten Parameter innerhalb einer Auswertung werden in

der Bildunterschrift bei der entsprechenden Fluoreszenz aufgefihrt.

2.2.5 Zellulare Akkumulation des Photosensibilisators mTHPC

Der in dieser Arbeit verwendete Photosensibilisator mTHPC wurde von der Firma Biolitec
(Jena) zur Verflgung gestellt. Die nachfolgend beschriebenen Arbeiten mit mTHPC
sowie der mTHPC-beladenen nanopartikularen Formulierungen wurden unter
Lichtausschluss durchgefihrt. Es wurde darauf geachtet, dass die Proben nach Beginn
und Beendigung der Inkubationen keinem direkten Licht oder anderen Lichtquellen
ausgesetzt wurden.

Zeitabhadngige zellulare Bindung

Die zeitabhangige zellulare Bindung wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert.
Jeweils 250.000 HT29-Zellen wurden in 2,5 cm Petrischalen kultiviert und mit einer
konstanten mTHPC-Konzentration (1 ug/ml) fir 5, 10, 15, 30, 60, 120 und 240 min bei
37 °C inkubiert. Die anschlieBende Aufbereitung wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4
beschrieben, durchgefihrt. Fir die Detektion des Photosensibilisators mTHPC konnte die
rote Autofluoreszenz genutzt werden.

Konzentrationsabhéngige zellulére Bindung

Die konzentrationsabhangige zellulare Bindung wurde ebenfalls mit Hilfe der
Durchflusszytometrie evaluiert. 250.000 HT29-Zellen wurden hierzu in 24-Lochplatten
kultiviert und mit ansteigenden Konzentrationen mTHPC (0/0,1/0,125/0,25/0,5/1/3/5
und 10 pg/ml) fir 1 h bei 4 und 37 °C inkubiert. Die anschlieBende Aufbereitung
wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben, durchgefihrt.

Intrazellulare Akkumulation und subzelluldre Verteilung

Die intrazellulare Akkumulation und subzellulare Verteilung von freiem mTHPC wurde
mit Hilfe der konfokalen Raster-Lasermikroskopie (CLSM) ermittelt. HierfGr wurden



Material & Methoden 40

HT29-Zellen auf FKS-beschichtete Kammer-Glasobjekttragern kultiviert und mit
ansteigenden Konzentrationen mTHPC (0,1-10 pg/ml) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die
anschlieBende Aufbereitung und konfokale Raster-Lasermikroskopie wurde, wie unter
Punkt 2.2.4.5 beschrieben, durchgefihrt. Die rote Eigenfluoreszenz von mTHPC konnte
fur die Detektion verwendet werden.

2.2.6 mTHPC-beladene Nanopartikel

2.2.6.1 Bestimmung der Absorptionsspektren
Die Bestimmung der Absorptionsspektren von freiem und gebundenem mTHPC erfolgte
mit Hilfe eines UV/Vis/NIR-Absorptionsspektrometers (200 — 3.300 nm). Die Formulierun-
gen (mTHPC-Konzentration: 0,5 pg/ml) wurden hierzu in Ethanol (freies mTHPC) sowie
Wasser (nanopartikulare Formulierung) gelost und die Absorption zwischen 350 und
750 nm aufgenommen.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ohne Lumogen Yellow®, PLGAMTHPC)

2.2.6.2 Zellulare Anreicherung
Die Aufnahme bzw. zellulare Anreicherung von freiem mTHPC und den
nanopartikularen Formulierungen wurde unter Verwendung eines Fluoreszenz-
spektrometers durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte fir 1, 4 und 24 h mit
einer eingesetzten Photosensibilisator-Konzentration von 1 pg/ml  (freies und
gebundenes mTHPC). Die Zellen wurden im Anschluss mehrfach gewaschen, geerntet
und pelletiert. Die erhaltenen Zellpellets wurden zum Zellaufschluss Gber Nacht bei
-20 °C eingefroren. Zum Schluss wurde der Photosensibilisator in 1 ml Ethanol eluiert
und im Ultraschallbad resuspendiert (5 min). Zum Entfernen restlicher Zellfragmente
erfolgte ein Zentrifugationsschritt (10.000 rpm, 5 min) und der Uberstand wurde
vermessen (Exitation: 488 £5 nm; Emission: 652 = 10 nm). Fur die Bestimmung der
Konzentration wurde mit Hilfe von verschieden konzentrierten mTHPC-Ldsungen (1, 10
und 100 pg/ml, in EtOH) eine Eichgerade erstellt, mittels derer die jeweilige
Probenkonzentration bestimmt werden konnte.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ochne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)
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2.2.6.3 Zelluldre Bindung
Die zellulare Bindung von mTHPC-beladenen Nanopartikeln wurde mittels
Durchflusszytometrie evaluiert. 250.000 HT29-Zellen wurden in 24-Lochplatten kultiviert
und mit ansteigenden Nanopartikelkonzentrationen (entsprechend ansteigenden
mTHPC-Konzentrationen: 0,1-10 ug/ml) far 1h bei 4 und 37 °C inkubiert. Die
anschlieBende Aufbereitung wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben, durchgefihrt.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ochne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)

2.2.6.4 Intrazelluldre Akkumulation und subzelluldre Verteilung
Die intrazellulare Akkumulation und subzellulare Verteilung von mTHPC-beladenen
Nanopartikeln wurde mit Hilfe der konfokalen Raster-Lasermikroskopie (CLSM) bzw. in
Kombination mit MP-LSM (flr Gold-Nanopartikel) ermittelt. Hierfar wurden HT29-Zellen
auf FKS-beschichtete Kammer-Glasobjekttragern kultiviert und mit der nanopartikularen
Formulierung (HSA- und PLGA-Nanopartikel; entsprechend einer mTHPC-Konzen-
trationen von 1 pg/ml) far 1h bei 37°C inkubiert. Die eingesetzte mTHPC-
Konzentration betrug bei AuNP 3 bzw. 9 pg/ml und die Inkubationszeit 24 h. Die
anschlieBende Aufbereitung und CLSM-Analysen wurden, wie unter Punkt 2.2.4.3
sowie 2.2.4.5 beschrieben, durchgefihrt.
Untersuchte Proben:

- mTHPC-beladene Gold-Nanopartikel (AUNPMTHPC)

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (mit Lumogen Yellow®, PLGAMTHPC)

2.2.7 Bestimmung der Photozytotoxizitat

Im Folgenden wurde von freiem mTHPC und den neu entwickelten nanopartikularen
Systemen die induzierte Phototoxizitat bzw. Photozytotoxizitat untersucht. Die
eingesetzten Volumina bezogen sich auf die eingesetzte Photosensibilisator-
Konzentration.

2.2.7.1  Entwicklung einer Bestrahlungseinheit

Zur Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitat des Photosensibilisators mTHPC
sowie der neu entwickelten nanopartikularen Systeme musste zuvor eine
Bestrahlungseinheit konzipiert und erstellt werden (Abb. 10).
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Abb. 10: Aufbau der Bestrahlungseinheit zur Bestrahlung von Proben.

Wahrend einer PDT-Behandlung wurden die Proben mit einer Bestrahlungseinheit beleuchtet. Diese
bestand aus sechs 1 W starken roten LEDs (Luxeon) (A). Durch einen justierbaren Adapter (verschiedene
Modelle einsetzbar) wurden die Proben gehalten. Die Beleuchtung (B) konnte folglich unter Ausschluss
von Sonnenlicht (C) durchgefihrt werden.

Ziel war die Erstellung einer Einheit, die die gleichmaBige Beleuchtung der Proben mit
einer konstanten Leistung bei gleich bleibender Wellenlange gewahrleistet. Als
Strahlungsquelle wurden 1 W starke rote LEDs (Luxeon) verwendet. Diese wurden in
Reihe geschaltet und mit einer Stromquelle verbunden. Weiterhin wurde eine
Dimmerfunktion integriert und die Kuhlung der LEDs durch die Verwendung eines
adaquaten Kduhlers gewahrleistet. Mit Hilfe eines tragbaren Laserstrahl- und
Spektralmessgerats  (LaserCheck™) konnte vor jedem Versuch die vorliegende
Lichtleistung (W oder mW) bestimmt und die bendtigte Zeit (t, sec) zur Erreichung der
entsprechenden Bestrahlungsdosis (J) ermittelt werden.

Bestrahlungsdosis [J] = Leistung [W] x Zeit [t]

Neben den illuminierten Proben wurden Photosensibilisator-behandelte, jedoch nicht
bestrahlte Proben mituntersucht. Diese gaben Auskunft Gber eine eventuell vorliegende
Dunkeltoxizitat des eingesetzten Photosensibilisators bzw. des eingesetzten Systems.

2.2.7.2 Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitat

Sowohl die Photo- als auch eine eventuell vorliegende Dunkeltoxizitat, von freiem als
auch nanopartikular gebundenem mTHPC, wurden mit Hilfe von Standard-
zytotoxizitatstests evaluiert. Untersucht wurden mTHPC-behandelte und illuminierte
sowie mTHPC-behandelte, jedoch nicht bestrahlte Zellen hinsichtlich der vorliegenden
Zellviabilitat (WST-1-Assay, siehe Punkt 2.2.3.1), Zellproliferation (BrdU-Assay, siehe
Punkt 2.2.3.2) und Membranintegritat (LDH-Assay, siehe Punkt 2.2.3.3). Fur die Tests
wurden jeweils 10.000 HT29-Zellen geldst in 100 pl in 96-Lochplatten ausgesat und far
24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Das Medium wurde abgenommen und mit
ansteigenden Nanopartikel-Konzentrationen (entsprechend einer ansteigenden mTHPC-
Konzentration von 0,1-10 pg/ml) flr weitere 1, 4 oder 24 h inkubiert. Als Kontrollen
dienten unbehandelte als auch mit Losungsmittel (Wasser; bezogen auf Nanopartikel-
Solvent) behandelte Zellen sowie Zellen, die mittels einer 2 % Triton X-100 Ldsung
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lysiert wurden. Nach erfolgter Inkubation wurde bei den Platten zur Bestimmung der
Zellviabilitat und —proliferation ein Mediumwechsel durchgefihrt und je eine Platte
beleuchtet (652 nm, 5 J/cm?) und die zweite als Dunkelkontrolle im Dunkeln bewahrt.
Die Platten zur Bestimmung der Membranintegritat wurden ohne vorherigen
Mediumwechsel illuminiert bzw. als Dunkelkontrolle gelagert. Die Assays wurden im
Folgenden, wie bereits beschrieben, durchgefihrt und sowohl die Photo- als auch die
Dunkeltoxizitat bestimmt.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ochne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)
Die Analyse von mTHPC-beladenen Gold-Nanopartikeln wurde ausschlieBlich anhand
eines Viabilitatstests (WST-1-Assay) durchgeflhrt. Die Zellen (15.000 HT29-Zellen)
wurden hierzu in 96-Lochplatten kultiviert und mit freiem als auch komplexierten
mMTHPC (eingesetzte mTHPC-Konzentration: 3 pg/ml) fir 4 und 24 h bei 37 °C inkubiert
und illuminiert (652 nm, 5 J/cm?) bzw. als Dunkelkontrolle verwahrt. Als Kontrollen
dienten Zellen, die mittels einer 2 % Triton X-100 Losung lysiert wurden. Der Assay
wurde im Folgenden, wie bereits beschrieben, durchgeflhrt und sowohl die Photo- als
auch die Dunkeltoxizitat bestimmt.

2.2.7.3 Nachweis von apoptotischen Ereignissen

Neben der Bestimmung von photozytotoxischen Effekten mit Hilfe von Standardassays
wurde die Induktion bzw. das Vorhandensein von Apoptose evaluiert. Hierzu wurde
zum einen ein Zielenzym (PARPceaed), das wahrend der Apoptose gespalten wird,
immunhistochemisch nachgewiesen. Zum anderen wurden Anderungen in der
Zellmembran, in Folge der apoptotischen Kaskade, nachgewiesen. Beide
Untersuchungen wurden an mTHPC-behandelten HT29-Zellen vorgenommen.

Nachweis von Membranfluktuationen (APOPercentage Apoptose Assay)

Nach Induktion von Apoptose treten neben charakteristischen morphologischen
Veranderungen auch veranderte Membraneigenschaften auf, die eine Detektion von
apoptotischen Zellen ermoglichen. Hierbei spielt die Expression von Phosphatidylserin
auf der Zellmembranoberflache eine entscheidende Rolle. In gesunden Zellen ist dieses
Molekl ausschlieBlich auf der Innenseite der Plasmamembran zu finden (Abb. 11). Im
Verlauf der Apoptose wird dieses durch einen sogenannten , flip-flop”-Mechanismus
auf die AuBBenseite befordert und dort von Makrophagen identifiziert. Der Transfer von
Phosphatidylserin auf die auBere Membranseite ermdglicht nun den Eintritt der
APOPercentage Farbelosung in die Zelle. Die Aufnahme erfolgt ausschlieBlich
unidirektional und bedingt eine Anreicherung des Farbstoffs in apoptotischen Zellen.
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Abb. 11: Detektion von Membran-
anderungen induziert durch
Apoptose

(APOPercentage Apoptosis Assay).

In  lebenden  Zellen liegt eine
asymmetrische Zellmembran vor, deren
Erhaltung Uber das Enzym Flippase
gewahrleistet wird. In apoptotischen
Zellen  hingegen ist das Enzym
Scramblase  (Floppase) Uberwiegend
aktiv und bedingt die Aufhebung der
Asymmetrie. Der Transfer von Phos-
phatidylserin auf die AuBenseite der
Membran erlaubt den Transport des
APOPercentage Farbstoffs in die Zelle.

Die Aufnahme des Farbstoffs st
unidirektional und flhrt zu einer

Akkumulation des Farbstoffs (gemaR
(155)).
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Zum Nachweis von apoptotischen Zellen nach einer erfolgten PDT-Behandlung wurden
25.000 HT29-Zellen in 96-Lochplatten kultiviert und mit mTHPC (1 ug/ml; frei und
nanopartikular-gebunden) fir 1, 4 und 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen und die Zellen beleuchtet (652 nm, 5 J/cm?) bzw. als
Dunkelkontrolle gelagert. Nach einer Ruhephase von 60 min wurde die APOPercentage
Farbelosung (1:20) zu den einzelnen Ansatzen pipettiert und flr weitere 30 min
inkubiert. Als Kontrolle wurden HT29-Zellen mit 2,5 M H,O; flr 1 h bei 37 °C behandelt
und ebenfalls 30 min vor Beendigung der Inkubation mit der Farbeldsung versetzt. Alle
Proben wurden nach erfolgter Inkubation mit PBS gewaschen, bis sich keine
Farbeldsung mehr von den Zellen abwaschen lieB. Die Zellen wurden im Anschluss unter
einem Lichtmikroskop untersucht und Aufnahmen im Hellfeld von den Ansatzen
aufgenommen. Die quantitative Auswertung der Apoptoseinduktion wurde mit Hilfe der
GIMP-Software vorgenommen. Hierzu wurden die Pixelwerte des akkumulierten
Reagenz bestimmt und aufgetragen.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ochne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)
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Immunhistochemischer Nachweis von PARP caved
HT29-Zellen wurden 24 h auf FKS-beschichteten 2-Kammer-Glasobjekttragern kultiviert
und mit einer konstanten mTHPC-Konzentration (1 pg/ml; frei und nanopartikular-
gebunden) fir 1, 4 und 24 h bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nachdem der Uberstand
durch frisches Kulturmedium ersetzt worden war, erfolgte die Bestrahlung (652 nm,
5 J/cm?) und Aktivierung von mTHPC. Nach einer Ruhephase von 1 h bei 37 °C wurden
die Zellen mit 0,4 % PFA fur 20 min fixiert. Nach Entfernung des PFA durch zweimaliges
Waschen mit PBS wurden die Proben mit Block-Losung Il fir 60 min bei RT behandelt.
Direkt im Anschluss wurde der Primarantikorper (anti-PARPceaed, 1:200), geldst in der
Antikorper-Losung, Uber Nacht bei 4 °C zugegeben. Am folgenden Tag wurde die
Losung entfernt und die Zellen 2x mit PBS gewaschen, bevor mit dem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper (Ziege Anti-Hase, Alexa Fluor 488, 1:200) far
weitere 2 h bei RT inkubiert wurde. Die Zellen wurden zuletzt 3x mit PBS, gefolgt von 1x
dest. Wasser gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wurden die Proben mit
Vectashield-HardSet-Mounting-Medium + DAPI eingebettet. Nach Aushartung wurden
die Rander des Deckglases mit Nagellack verschlossen und die Proben analysiert.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ochne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)

2.2.7.4 Zellulare Akkumulation in Tumorspharoiden

Zur Uberprifung der zellularen Anreicherung von freiem mTHPC sowie von mTHPC-
beladenen Nanopartikeln (HSA und PLGA) wurden die Spharoide mit den
unterschiedlichen Formulierungen (eingesetzte mTHPC-Konzentration 3 pg/ml) fur 24 h
bei 37 °C kultiviert. Im Anschluss wurden die Spharoide in 1,5 ml Reaktionsgefal3e
gesammelt und 2x mit PBS gewaschen. Die gewaschenen Spharoide wurden in
beschriftete Einbettschallchen Gberfihrt und das verbleibende PBS entfernt, bevor die
Spharoide mit Einbettmedium fir Gefrierschnitte (Jung) bedeckt wurden. Die Spharoide
wurden durch vorsichtiges Ruhren gleichmalBig verteilt und unverztglich bei -80 °C
eingefroren.

Bestimmung der zelluldren Akkumulation

Fir die Bestimmung der zellularen Akkumulation und Eindringtiefe der zu
untersuchenden Substanzen wurde die konfokale Raster-Lasermikroskopie verwendet.
Die inkubierten und geschnittenen Proben wurden hierzu fur 2 h bei RT aufgetaut und
mit Vectashield-HardSet-Mounting-Medium + DAPI eingebettet. Nach Aushartung
wurden die Rander des Deckglases mit Nagellack verschlossen. Die Analyse der Proben
erfolgte unter Verwendung eines 20x Neoplan Fluor Objektives. Die Anreicherung des
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Photosensibilisators mTHPC konnte Uber die rote Eigenfluoreszenz verfolgt werden. Der
Nanopartikelnachweis wurde durch die herstellungsbedingte Eigenfluoreszenz (HSA-
Nanopartikel) bzw. die Inkorporation von Lumogen Yellow® (PLGA-Nanopartikel)
ermoglicht.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ochne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)

Nachweis von apoptotischen Ereignissen
Zum Nachweis von apoptotischen Ereignissen nach einer PDT-Behandlung wurden die
Spharoide mit den unterschiedlichen Formulierungen (eingesetzte mTHPC-Konzentration
3 ug/ml) fir 24 h bei 37 °C kultiviert. Im Anschluss wurde ein Mediumwechsel
durchgefliihrt und die Spharoide illuminiert (652 nm, 10 J/cm?). Nach einer 1-stindigen
Ruhephase wurden die Spharoide in 1,5 ml ReaktionsgefaBe gesammelt und 2x mit PBS
gewaschen. Nachfolgend wurden die Spharoide, wie unter Punkt 2.2.8.3 beschrieben,
eingefroren und geschnitten. Die geschnittenen Proben wurden aufgetaut und einer
immunhistochemischen Farbung unterzogen. Hierzu wurde der zu farbende Bereich
mittels eines Fettstiftes (Pap-Pen) markiert. Der Stift erzeugt eine wasserabweisende
Barriere und halt die verwendeten Losungen innerhalb der gekennzeichneten Flache. Die
Spharoide wurden im Anschluss gemal Punkt 2.2.7.3 einer Farbung zum Nachweis von
PARPeaved UNterzogen.
Untersuchte Proben:

- Freies mTHPC

- mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC)

- mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel (ohne Lumogen Yellow®; PLGAMTHPC)

2.2.8 Zelltyp-spezifische nanopartikuldre Anreicherung

2.2.8.1 EGFR-Obrflachenexpression

FUr die Bestimmung der EGFR-Oberflachenexpression der verwendeten humanen
Kolonkarzinomzelllinien wurden durchflusszytometrische sowie immunhistochemische
Analysen vorgenommen.

Durchflusszytometrische Analyse der EGFR-Oberflachenexpression

HT29- und DiFi-Zellen wurden zur Bestimmung ihrer EGFR-Oberflachenexpression
abgelost, ihre Zellzahl bestimmt und je 500.000 Zellen in FACS-Rohrchen Uberfihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und mit ansteigenden
Konzentrationen des monoklonalen Antikorpers Cetuximab (0,001-20 pg/ml) fir 30 min
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bei 4 °C inkubiert. Nachdem die Zellen 2x mit PBS gewaschen wurden (5 min,
1200 rpm, 4 °C), erfolgte eine Inkubation mit einem Alexa Fluor 488-konjugierten Ziege
anti-Human-Sekundarantikorper (1:100 Verdinnung) fur weitere 30 min bei 4 °C. Die
Zellen wurden nach erfolgter Inkubation 2x mit PBS gewaschen und mittels FACS-Fix fr
die folgende Messung fixiert. Als Kontrolle wurden HT29- und DiFi-Zellen mit
ansteigenden IgG-Konzentrationen (IgG human, 0,001-20 pyg/ml) inkubiert. Die
durchflusszytometrische Analyse wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben,
durchgefihrt.

Bestimmung der EGFR-Oberfldchenexpression mittels Inmunhistochemie

Die zu untersuchenden Zellen der humanen Kolonkarzinomlininen HT29 und DiFi
wurden 24 h auf FKS-beschichteten Glasobjekttragern kultiviert, mit PBS gewaschen
und im Anschluss mit eiskaltem Methanol (abs.) fir 10 min fixiert und permeabilisiert.
Gleichzeitig erfolgte die Kernfarbung mit Propidiumiodid (5 pg/ml, geldst in Methanol).
Die Proben wurden 2x mit PBS gewaschen und 20 min bei RT mit Block-Losung |
inkubiert. Im Anschluss wurde der Primarantikorper (Cetuximab, 5 pg/ml) ohne
vorheriges Waschen zu den Proben gegeben und fir 1 h bei RT inkubiert. Nachdem die
Zellen 2x mit PBS gewaschen worden waren, um restlichen Antikorper zu entfernen,
wurden die Proben eine weitere Stunde bei RT mit einem Alexa Fluor 488-konjugierten
Ziege anti-Human-Sekundarantikorper (1:400 Ver-dinnung) gefarbt. Dieser wurde
durch 2x Waschen mit PBS entfernt. Als Kontrolle wurden HT29- und DiFi-Zellen mit mit
einem Alexa Fluor 488-konjugierten Ziege anti-Human-Sekundarantikérper (1:400
Verdinnung) inkubiert Die anschlieBende Aufbereitung und CLSM-Analyse wurde, wie
unter Punkt 2.2.4.5 beschrieben, durchgefihrt.

2.2.8.2 Zytotoxizitat von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln
Die Bestimmung einer eventuellen Zytotoxizitat von Cetuximab- bzw. IgG-modifizierten
Nanopartikeln (HSA und PLGA) erfolgte mittels des WST-1-Assays. DiFi- und HT29-Zellen
wurden folglich in einer mittleren Zelldichte (10.000 Zellen pro Vertiefung) in 96-
Lochplatten far 24 h kultiviert. AnschlieBend wurden die unterschiedlichen
nanopartikularen Formulierungen (IgG- & Cetuximab-modifizierte Nanopartikel;
5-500 yg/ml) far 2 und 24h zu den Zellen pipettiert. Die anschlieBende
Probenaufbereitung und Messung wurde, wie unter Punkt 2.2.3.1 beschrieben,
durchgeflhrt.
Untersuchte Proben:

- Oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel (HSA-IgG- und HSA-Cetuximab-NP)

- Oberflachenmodifizierte PLGA-Nanopartikel (ohne Lumogen Yellow®; PLGA-IgG-

und PLGA-Cetuximab-NP)
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2.2.8.3  Zelluldre Akkumulation von Cetuximab-modifizierten Nanopartikeln

Konzentrationsabhéangige spezifische Bindung
Die spezifische zellulare Bindung von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln (IgG- &
Cetuximab-modifizierte Nanopartikel) wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert.
Hierzu wurden je 250.000 Zellen in 24-Lochplatten kultiviert und mit ansteigenden
Nanopartikel-Volumina (entsprechend einer ansteigenden Antikdrper-konzentration;
HSA-NP: 0,1-20 yg/ml; PLGA-NP: 0,1-10 yg/ml) fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die
anschlieBende Aufbereitung wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben, durchgefihrt.
Fur die Detektion der Nanopartikel konnte die herstellungsbedingte grine
Autofluoreszenz der HSA-Nanopartikel sowie das in PLGA-Nanopartikeln inkorporierte
Lumogen Yellow® verwendet werden.
Untersuchte Proben:

- Oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel (HSA-IgG- und HSA-Cetuximab-NP)

- Oberflachenmodifizierte PLGA-Nanopartikel (mit Lumogen Yellow®, PLGA-IgG-

und PLGA-Cetuximab-NP)

Zeitabhangige spezifische Bindung
Die spezifische zellulare Bindung von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln (IgG- &
Cetuximab-modifizierte Nanopartikel) wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert.
Hierzu wurden je 250.000 Zellen in 24-Lochplatten kultiviert und mit unterschiedlich
oberflachenmodifizierten ~ Nanopartikeln  (konstante  Nanopartikel-Konzentration:
0,1 mg/ml) fir 0,5-24 h bei 37 °C inkubiert. Untersucht wurde die spezifische zellulare
Bindung von Cetuximab-modifizierten Nanopartikeln gegenlber einer unspezifischen
Bindung von IgG-modifizierten Kontrollpartikeln. Die anschlieBende Aufbereitung
wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben, durchgefihrt. Fir die Detektion der
Nanopartikel konnte die herstellungsbedingte grine Autofluoreszenz der HSA-
Nanopartikel sowie das in PLGA-Nanopartikeln inkorporierte Lumogen Yellow®
verwendet werden. Eine statistische Auswertung erfolgte mit dem Students-T-Test. Die
Unterschiede waren statistisch signifikant bei P-Werten von p < 0,05, sehr signifikant bei
P-Werten von p < 0,01 und extrem signifikant bei Werten von < 0,001.
Untersuchte Proben:

- Oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel (HSA-IgG- und HSA-Cetuximab-NP)

- Oberflachenmodifizierte PLGA-Nanopartikel (mit Lumogen Yellow®, PLGA-IgG-

und PLGA-Cetuximab-NP)
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Hemmung der spezifischen Bindung
In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss des freien Antikorpers Cetuximab® auf
die zellulare Bindung der unterschiedlichen nanopartikularen Formulierungen
untersucht. DiFi- und HT29-Zellen (je 250.000 Zellen) wurden in 24-Lochplatten
kultiviert und mit den unterschiedlich antikdérpermodifizierten Nanopartikeln (NP-
Cetuximab; konstante Nanopartikel-Konzentration: 0,1 mg/ml) fir 0,5-24 h bei 37 °C
inkubiert. Zusatzlich wurde den Ansatzen 5 pg/ml Cetuximab beigefligt. Die
anschlieBende Aufbereitung wurde, wie unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben, durchgefiihrt
und die Eigenfluoreszenz der HSA Nanopartikel sowie das inkorporierte Lumogen
Yellow® (PLGA-Nanopartikel) fir die Detektion genutzt. Eine statistische Auswertung
erfolgte mit dem Students-T-Test. Die Unterschiede waren statistisch signifikant bei P-
Werten von p < 0,05
Untersuchte Proben:

- Oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel (HSA-Cetuximab-NP)

- Oberflachenmodifizierte PLGA-Nanopartikel (mit Lumogen Yellow®;, PLGA-

Cetuximab-NP)

Intrazellulare Akkumulation und subzelluldre Verteilung
Die intrazellulare Akkumulation und subzellulare Verteilung von spezifisch modifizierten
Nanopartikeln wurde mittels CLSM ermittelt. Hierflrr wurden Zellen der beiden Zelllinien
(HT29 und DiFi) auf FKS-beschichtete Kammer-Glasobjekttragern kultiviert und mit
Nanopartikeln (0,1 mg/ml) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die anschlieBende Aufbereitung
und CLSM-Untersuchung wurde, wie unter Punkt 2.2.4.5 beschrieben, durchgefihrt.
Untersuchte Proben:

- Oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel (HSA-IgG- und HSA-Cetuximab-NP)

- Oberflachenmodifizierte PLGA-Nanopartikel (mit Lumogen Yellow®, PLGA-IgG-

und PLGA-Cetuximab-NP)

Automatische Bildgebung der zeitabhdngigen Anreicherung von Oberfldachen-
modifizierten Nanopartikeln (Time-Laps-Analyse)

Neben der konfokalen Analyse der =zelluldaren Akkumulation von spezifischen
Nanopartikeln gegenlber unspezifischen Kontrollpartikeln wurde die Anreicherung Uber
einen Zeitraum von 24 h visuell beobachtet. DiFi- und HT29-Zellen wurden in einer
mittleren Zelldichte (200.000 Zellen pro Quadrant) in spezielle Multi-Experiment
Petrischalen (Hi-Q* ausgesat und flr 24 h kultiviert. Die Multi-Experiment Petrischalen
wiesen vier gleich groBe Quadranten auf und zeichneten sich durch sehr gute optische
Eigenschaften aus. Nachdem die Zellen ausreichend Zeit zum Adharieren hatten, wurde
die Nanopartikelinkubation gestartet. Hierzu wurden die zu untersuchenden
nanopartikularen Formulierungen in einer konstanten Konzentration (NP-IgG- &
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NP-Cetuximab-Nanopartikel; 0,1 mg/ml) in den jeweiligen Zellkulturmedien angesetzt
und in die entsprechenden Quadranten Uberfihrt. Die vorbereiteten Petrischalen
wurden unverzuglich in die bereits vorgewarmte Inkubationskammer (BioStation IMQ
mit integrierten Sensoren fir Luftfeuchtigkeit und Temperatur) transferiert und fir die
darauf folgenden Stunden untersucht. Alle 15 min wurde von zuvor markierten
Bereichen sowohl ein Phasenkontrast- als auch Fluoreszenzbild (grin) aufgenommen
und gespeichert. Die Auswertung wurde im Folgenden mit der freien GIMP-Software
vorgenommen und grafisch aufgetragen.
Untersuchte Proben:

- Oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel (HSA-IgG- und HSA-Cetuximab-NP)

- Oberflachenmodifizierte PLGA-Nanopartikel (mit Lumogen Yellow®, PLGA-IgG-

und PLGA-Cetuximab-NP)

2.2.9 Antikorper-modifizierte & mTHPC-beladene Nanopartikel

AbschlieBend wurden die entstandenen Vollpraparationen (Antikorper-modifiziert &
mTHPC-beladen) hinsichtlich ihrer zellularen Bindung an HT29- und DiFi-Zellen getestet
und ihre phototoxische Wirksamkeit evaluiert. Die modifizierten HSA-Nanopartikel
wiesen folglich auf ihrer Oberflache den kovalent gebundenen Antikorper als auch den
kovalent gebundenen Photosensibilisator mTHPC auf.

2.2.9.1  Zelluldre Bindung

Die zellulare Bindung wurde mittels Durchflusszytometrie evaluiert. Je 250.000 HT29-
und DiFi-Zellen wurden in 24-Lochplatten kultiviert und mit HSAMTHPC-IgG- &
HSAmMTHPC-Cetuximab-Nanopartikeln (eingesetzte Antikorper-Konzentration: 5 pg/ml)
fur 2 h bei 37 °C kultiviert. Die nachstehende Aufbereitung wurde, wie unter Punkt
2.2.4.4 beschrieben, durchgefihrt.

2.2.9.2 Bestimmung der Photozytotoxizitat

In der Folge wurden die neuen antikdrpermodifizierten nanopartikularen Systeme
(HSAMTHPC-IgG, HSAMTHPC-Cetuximab) hinsichtlich einer induzierten Phototoxizitat
verglichen. Die eingesetzte Photosensibilisatorkonzentration betrug fir alle Ansatze und
Formulierungen 1 pg/ml.

Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitat

Sowohl die Photo- als auch eine eventuell vorliegende Dunkeltoxizitat wurden mit Hilfe
von Standardzytotoxizitatstests evaluiert. Untersucht wurden mTHPC-behandelte und
belichtete, sowie mTHPC-behandelte jedoch nicht illuminierte Zellen hinsichtlich der
vorliegenden Zellviabilitat (WST-1-Assay, siehe Punkt 2.2.3.1), Zellproliferation (BrdU-
Assay, siehe Punkt 2.2.3.2) und Membranintegritat (LDH-Assay, siehe Punkt 2.2.3.3). Far
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die Tests wurden jeweils 15.000 HT29-Zellen sowie 20.000 DiFi-Zellen gelost in 100 pl in
96-Lochplatten ausgesat und flr 24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Die
jeweiligen Proben wurden am nachsten Tag zugegeben. Nach weiteren 2 bzw. 24 h
Inkubation bei 37 °C erfolgte die Bestrahlung von je einer Platte (652 nm, 5 J/cm?),
wobei die zweite als Dunkelkontrolle verwahrt wurde. Die Assays wurden im Folgenden,
wie bereits beschrieben, durchgefihrt und sowohl die Photo- als auch die
Dunkeltoxizitat bestimmt. Als Kontrollen dienten unbehandelte als auch mit
Losungsmittel (Wasser; bezogen auf Nanopartikel-Solvent) behandelte Zellen, sowie mit
2 % Triton X-100 Loésung lysierte Zellen.

2.2.9.3 Bestimmung von Membranfluktuationen

Zum Nachweis von Membranfluktuationen als Hinweis einer einsetzender Apoptose
erfolgte die Inkubation mit der APOPercentage Apoptose Reagenz (siehe Punkt 2.2.7.3).
Hierzu wurden 30.000 HT29-Zellen und 40.000 DiFi-Zellen in 96-Lochplatten kultiviert
und mit dem nanopartikular gebundenem mTHPC (eingesetzte Photosensibilisator-
Konzentration: 1 pg/ml) fr 2 bzw. 24 h kultiviert. Nachstehend wurde ein Teil der
Proben illuminiert (652 nm, 5 J/cm?) bzw. der verbleibende Anteil als Dunkelkontrolle
gelagert und die Aufbereitung, wie unter Punkt 2.2.7.3 beschrieben, durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologische Charakterisierung von Kolonkarzinomzelllinien

Zu Beginn der Arbeit wurden die verwendeten Zelllinien hinsichtlich ihrer Morphologie
und ihres Wachstum vergleichend charakterisiert. Die humanen Kolonkarzinomzelllinien
DiFi und HT29 zeigten in Kultur ein unbeschranktes Wachstum und mussten daher
zwecks Subkultivierung einmal pro Woche passagiert werden. Die Zellen unterschieden
sich in vitro weiterhin hinsichtlich ihres Wachstums und ihrer Morphologie. Zellen der
Linie HT29 zeigten ein schnelles Wachstum und bildeten Kolonien (Abb. 12B), aus
denen heraus sie die KulturgefaBe besiedelten. Nach Erreichen der Konfluenz (Abb.
12A) zeigten die epithelialen HT29-Zellen einen dichten Zellmonolayer. Die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde herangezogen, um die Zellen weiter zu
charakterisieren (Abb. 12B,C). Die Kolonien wiesen innerhalb ihrer Strukturen mitotisch
aktive Zellen auf (Abb. 12B), die sich durch ihre abgerundete Morphologie
auszeichneten. Eine weitere VergroBerung der Zelloberflache visualisierte Flimmer-
harchen auf der Oberflache der Darmkrebszellen (Abb. 12C).

Die verwendete Zelllinie DiFi zeigte ein differenziertes Wachstum (Abb. 12D-F). Die
Zellen wuchsen in zwei Ubereinander liegenden Zellschichten (Zelllayern). Der untere
Layer zeichnete sich durch eine spindelférmige Morphologie aus. Zellen des darlber
befindlichen Layers erschienen stark abgerundet. Mittels einer REM-Untersuchung
konnten die verschiedenen Zellmorphologien wiedergefunden und genauer visualisiert
werden (Abb. 12E,F). Die spindelférmigen Zellen wiesen ebenfalls kleine Harchen auf
der Zelloberflache auf, die jedoch weniger stark ausgepragt als bei HT29 auftraten
(Abb. 12E).
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Abb. 12: Morphologie von HT29- und DiFi-Zellen im Monolayer.

Phasenkontrastaufnahmen eines konfluenten HT29 (A) und DiFi (D) Layers. REM-Aufnahmen von HT29-
(B, ) und DiFi-(E, F) Zellen: (B) Ubersicht Uber HT29 Kolonie; (C) Mikrovillistrukturen auf HT29
Zellmembran; (E) VergréBerung des oberen Doppellayer einer DiFi-Kolonie; (F) VergréBerung des unteren
Doppel-Layer einer DiFi-Kolonie.

3.2 Nanopartikelcharakterisierung

Die in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel wurden hinsichtlich ihrer
physikochemischen Eigenschaften sowie der Beladung mit dem Photosensibilisator
mTHPC untersucht. Die Untersuchungen zur Charakterisierung der einzelnen
Formulierungen wurden durch Nico Reum (Gold-Nanopartikel, UdS), Matthias Wacker
(HSA-Nanopartikel, JWG) und Thomas Knobloch (PLGA-Nanopartikel, JWG)
durchgefihrt.

3.2.1 Gold-Nanopartikel

Die Synthese von Gold-Nanopartikeln (AuNP) erfolgte gemaR der Methode nach Frens
(42 und Turkevich @3 Im Anschluss wurden die citratstabilisierten AuNP mit
Polyelektrolytschichten modifiziert. Die mTHPC-beladenen und unbeladenen Gold-
Nanopartikel wiesen einen Kerndiameter von 14 nm auf (Tab. 4). Die Wirkstoff-
unbeladenen AuNP wiesen zwei Polyelktrolytlayer auf der Oberflache auf. Es handelte
sich bei dem auBeren um Polystyrolsulfonat (PSS), das sich in einem negativen
Zetapotential von -46 mV niederschlug. Die Modifizierung mit mTHPC Uber die
adaptierte Layer-by-Layer-Technik (49 f(ihrte zu Nanopartikeln mit einem auBeren PSS-
Layer und einem ebenfalls negativen Zetapotential (-41 mV). Die Beladung mit mTHPC
betrug 9 pg/mg. Nachdem die beladenen als auch unbeladenen AuNP in
Zellkulturmedium geldst wurden, kam es in beiden Fallen zu einer Reduktion des
ermittelten Zetapotentials. Dieses betrug in beiden Fallen -10 mV.
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Tab. 4: Physikochemische Charakterisierung von Gold-Nanopartikeln.

Gold- Kern- Anzahl an AuRere Zeta- Zeta- Wirkstoff-
. diameter . . potential W potential M beladung
Nanopartikel Schichten Schicht
[(nm] [mV] [mV] [Mg/mg]
unbeladen 14 2 PSS -46 -10
+ mTHPC 14 4 PSS -41 -10 9
W: gel6st in Wasser; ZM: geldst in Zellkulturmedium
3.2.2 Nanopartikel basierend auf humanem Serumalbumin (HSA)

Nanopartikel basierend auf humanem Serumalbumin (HSA) wurden mittels der gut
beschriebenen Desolvatationstechnik (147149 synthetisiert. Die unbeladenen Nanopartikel
wiesen eine mittlere GroBe von 227,57 + 23,85 nm auf (Tab. 5). Der Polydispersitats-
index betrug 0,042 +£0,02 und verdeutlichte eine monodisperse PartikelgroBen-
verteilung. In Folge der kovalenten Anbindung des Photosensibilisators mTHPC nahm die
mittlere GroBe nur gering zu und betrug 228,00 + 54,76 nm. Die Wirkstoffbeladung
betrug 22,93 +£4,59 yg/mg HSA-Nanopartikel und die Polydispersitat lag bei
0,026 £0,01. Die kovalente Anbindung des Antikorpers Cetuximab wurde
entsprechend dem beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Cetuximab-modifizierten
HSA-Nanopartikel (HSA-Cetuximab) sowie die dazugehorigen IgG-modifizierten
Kontroll-Partikel (HSA-IgG) wiesen eine durchschnittliche NanopartikelgroBe von
241,514, 7 nm bzw. 239,5+ 22,7 nm und eine Polydispersitat von unter 0,1 auf
(HSA-Cetuximab: 0,068 + 0,06; HSA-IgG: 0,073 + 0,02). Die Cetuximab-Beladung der
Partikel lag durchschnittlich bei 20,8 £ 1,9 ug Antikérper pro mg Nanopartikel. Die
unspezifischen Kontrollnanopartikel wiesen 16,7 £ 2,8 yg Antikdrper pro mg
Nanopartikel auf. Die groBten Nanopartikel wiesen eine kovalente mTHPC-Anbindung
sowie eine Antikorpermodifizierung auf der Oberflache auf. Diese Nanopartikel
verflgten Uber eine mittlere GroBe von 264,4 + 3,2 nm (Cetuximab-Modifizierung) bzw.
265,8 + 1,2 nm (IgG-Modifizierung). Die Polydispersitat von beiden Systemen lag
deutlich unter 0,1 und die Formulierungen lagen somit monodispers in Losung vor. Die
Beladung mit dem Photosensibilisator mTHPC betrug 20,53 + 1,72 ug (HSAmMTHPC-
Cetuximab) bzw. 20,77 £1,81 yg (HSAMTHPC-lgG) pro mg Nanopartikel. Eine
entsprechende Antikdrperkopplung konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Der
gebundene Anteil Cetuximab betrug hierbei 21,87 + 4,43 upg/mg Nanopartikel sowie
17,21 £ 4,51 ug/mg fur den unspezifischen Kontrollantikorper IgG.
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Tab. 5: Physikochemische Charakterisierung von HSA-Nanopartikel.

HSA- PartikelgroRe Polydis- ASE bS] AT
Nanopartikel [nm] persitat potential beladung beladung
[(mV] [g/mg] [g/mg]

unbeladen 227,57 +23,85 0,042 +0,02 n.b.
+ mTHPC 228,00 +54,76 0,026 + 0,01 n.b. 22,93 +4,59
+ Cetuximab 241,5+14,7 0,068 + 0,06 n.b. 20,8+1,9
+19G 239,5+£22,7 0,073 £ 0,02 n.b. 16,7+2,8
+£I$(Ii3r§af; 264,4 £ 3,2 0,022 +0.008 n.b. 20,53+1,72 21,87+ 4,43
+ MTHPC & IgG 265,8+1,2 0,008 +0.009 n.b. 20,77+181 17,21+ 4,51

n. b.: nicht bestimmt

3.23 Nanopartikel basierend auf Polymilch-co-glykolsdure (PLGA)

Die mittels Emulsions-Diffusions-Evaporations-Technik 7& > hergestellten unbeladenen
PLGA-Nanopartikel wiesen eine mittlere GroBe von 275,73 +7,81 nm und eine
Polydispersitat von 0,03 + 0,01 auf (Tab. 6). Die Inkorporation von Lumogen Yellow®
(LY) in die Partikelmatrix bedingte eine Reduktion der PartikelgroBe auf 261,67 + 7,45
nm bei gleich bleibender Polydispersitat. Die starkste GroBenzunahme konnte bei
mTHPC-beladenen Nanopartikeln (mit und ohne LY) beobachtet werden. Die GroBe lag
hier bei 283,2 + 20,4 nm (ohne LY) bzw. 282,9 + 24,9 nm (mit LY). Die ermittelten
und die Wirkstoffbeladung betrug
24,5+ 2,0 pyg (ohne LY) bzw. 24,3+ 1,7 yg pro mg Nanopartikel. Die kleinsten
Nanopartikel

Polydispersitatswerte lagen immer unter 0,1

wiesen eine  Oberflachenmodifizierung mit  spezifischen  bzw.
unspezifischen Antikorpern auf. Die mittlere GroBe von Cetuximab-modifizierten

Nanopartikel betrug 253,8 + 2,26 nm und die entsprechende Polydispersitat lag unter

0,1. Der Anteil an gebundenem Antikorper betrug 10,3 +£0,01 pg/mg PLGA-
Nanopartikel.  IgG-modifizierte ~ Nanopartikel ~ wiesen  die  geringste  GroBe
(258,1 = 2,83 nm) auf. Der ermittelte Polydispersitatswert lag unter 0,1 und der Anteil

an gebundenem unspezifischem Antikorper lag bei 10,84 1,84 ug pro mg
Nanopartikel. Alle synthetisierten Nanopartikel wiesen ein negatives Zetapotential auf.
Dieses betrug fur unbeladene PLGA-Partikel im Durchschnitt -19,2 + 4,4 mV. Durch die
MTHPC (22,7 £ 3,1 mV) Antikorper

-38,2 + 4.2 mV, IgG: -37,2 + 3,6 mV) konnte es weiter reduziert werden.

Einflhrung von bzw. der (Cetuximab:
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Tab. 6: Physikochemische Charakterisierung von PLGA-Nanopartikel.

PLGA- PartikelgroRe Polydis- ASE | YJVIIthOﬁ' AQ tllk(()jrper-
Nanopartikel [nm] persitat potentia eladung cladung
[mV] [Mg/mg] [Hg/mg]

unbeladen 275,73+7,81 0,030+0,01 -19,2+4,4
unbeladen (LY) 261,67+7,45 0,034+0,02 -202+2,6
+mTHPC 283,2+20,4 0,053+0,03 -22,7+3,1 245+2,0
+ mTHPC (LY) 282,9+249 0,063+0,04 -238+16 243+1,7
* g_eYt;‘X'mab 253,8+226 0,076+0,01 -382+4.2 10,3+ 0,01
+1gG (LY) 258,1+2,83 0,061+0,02 -37,2+3,6 10,84 + 1,84
LY: Lumogen Yellow® (0,20 + 0,01 pg/mg)
3.3 Bestimmung der Eigenschaften von Nanopartikeln

3.3.1 Zytotoxizitat

Alle in dieser Arbeit verwendeten nanopartikularen Formulierungen wurden zu Beginn
hinsichtlich eines zytotoxischen Potentials untersucht. Hierzu wurden unterschiedliche
Standardtests zur Evaluierung, eventuell durch Nanopartikel induzierter Effekte,
durchgefiihrt. Die Untersuchungen umfassten die Bestimmung der Zellviabilitat
(mitochondriale Dehydrogenase (MDH)-Aktivitat; WST-1-Assay), der Zellproliferation
(BrdU-Inkorporation;  BrdU-Assay)  sowie  eines  vorliegenden  Verlust  der
Zellmembranintegritat (Lactat Dehydrogenase (LDH)-Freisetzung; LDH-Assay). Alle Tests
wurden nach verschieden anhaltenden Inkubationszeiten mit ansteigenden
Nanopartikel-Konzentrationen durchgefihrt. Sofern die Ergebnisse eine unbedenkliche
zellulare Interaktion aufzeigten, wurden die nanopartikularen Formulierungen fur
weitere Untersuchungen hinsichtlich einer zellularen Akkumulation verwendet.

3.3.1.1  Gold-Nanopartikel

Eventuell vorliegende zytotoxische Eigenschaften von Gold-Nanopartikeln wurden nach
einer Langzeitinkubation (4-72 h) an HT29-Zellen determiniert (Abb. 13). Die Inkubation
erfolgte hierbei mit ansteigenden Konzentrationen (1-100 pg/ml) bei 37 °C. Eine
Losungsmittelkontrolle  konnte vernachlassigt werden, da die Nanopartikel in
Zellkulturmedium hergestellt wurden. Fur alle untersuchten Gold-Nanopartikel-
Konzentrationen sowie Inkubationszeiten konnten keine stark veranderten
Zellviabilitatswerte evaluiert werden (Abb. 13A). Es traten leichte Schwankungen
innerhalb der ersten 48 h auf, die sich jedoch um weniger als 20 % von der Kontrolle
unterschieden und daher nicht als starker Effekt angesehen wurden. Zellen, die nach
einer 4 und 72 h Inkubation untersucht wurden, zeigten nur geringfligig veranderte
Viabilitatswerte verglichen mit unbehandelten Kontrollzellen.
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Die Inkubation mit 2 % Triton X-100, als Positivkontrolle, induzierte bei allen
untersuchten Inkubationen eine nur noch marginal detektierbare Vitalitat. Im Anschluss
wurde die Zellproliferation nach erfolgter Partikel-Zugabe analysiert (Abb. 13B). Die
Zellproliferation zeigte flr die beiden kurzen Inkubationszeiten (4 und 24 h) keine
Veranderungen. Die ermittelten Werte lagen alle im Bereich der Kontrollen und den
entsprechenden Fluktuationen. Nach einer 48 bzw. 72-stiindigen Inkubation konnte ein
konzentrationsabhangiger Rickgang in der DNA-Neusynthese verzeichnet werden. In
beiden Fallen konnte eine maximale Reduktion der Zellproliferation auf ca. 40 % (48
und 72 h, 100 pg/ml) verglichen mit unbehandelten Zellen beobachtet werden. Die
starkste Reduktion konnte aufgrund der Triton X-100-Behandlung in der Positivkontrolle
abgelesen werden. Zuletzt konnte mittels des sensitiven LDH-Assays ein eventueller
Verlust der Zellmembranintegritat verfolgt werden (Abb. 13C). Die untersuchten Gold-
Nanopartikel zeigten bei keiner zugesetzten Konzentration eine stark erhohte LDH-
Freisetzung. Eine leichte Zunahme der LDH-Freisetzung konnte zeitabhangig detektiert
werden. Alle ermittelten Werte lagen jedoch unter 10 %. Die Auswertung der Daten
verdeutlichte, dass keine Zytotoxizitat von den unbeladenen AuNP nach kurzzeitigen
Inkubationszeiten ausging und diese nur einen gewissen Einfluss auf die Proliferation in
Folge lang anhaltender Exposition hatten. Daher konnten die weiteren Untersuchungen
fortgesetzt werden.

Im Anschluss an die ersten Untersuchungen wurden die Zellen hinsichtlich auftretender
Folgeerscheinung nach einer Kurzeitinkubation mit unbeladenen AuNP untersucht. Die
Zellen wurden 4 h mit ansteigenden AuNP-Konzentrationen (1-100 pg/ml) inkubiert,
anschlieBend gewaschen und flr weitere 24-72 h bei 37 °C kultiviert (Abb. 14). Die
entsprechenden Kontrollen fir die jeweiligen Tests zeigten die erwarteten Effekte und
werden daher nicht genauer erlautert. Die ermittelte Zellviabilitdt blieb fir den
Uberwiegenden Anteil der untersuchten Proben auf einem konstanten Niveau (Abb.
14A). Erst die Applikation von hohen AuNP-Konzentrationen (100 pg/ml) und einer
entsprechenden Ruhephase bedingte einen Anstieg der Zellviabilitat (48 h, 50 pg/ml:
131 %). Die anschlieBende Analyse der Zellproliferation zeigte zwei Reaktionen der
Zellen nach einer Inkubation auf (Abb. 14B). Zum einen zeigten die Zellen 24 sowie 72 h
nach der Inkubation keine veranderten Werte. Es konnte ausschlielich in Proben der
48 h andauerernden Ruhephase eine nicht konzentrationsabhangige erhohte
Zellproliferation detektiert werden. Zuletzt wurde die Integritat der Zellmembran von
HT29-Zellen untersucht (Abb. 14C). Hierbei konnten nur die Kontrollzellen einen
leichten Anstieg vorweisen. Die weiteren Proben zeigten nur eine marginale LDH-
Freisetzung in den Zellkulturtberstand.
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Abb. 14: Bestimmung von Folge-
erscheinung in Anschluss an
Kurzzeitinkubation mit Gold-
Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit anstei-
genden Gold-Nanopartikel-Konzen-
trationen (AuNP; 0-100 pg/ml) fir
4 h bei 37 °C inkubiert, gefolgt von
einer Ruheperiode von 24 h bis 72 h.
Im Anschluss wurde die Zellviabilitat
(A;  WST-1-Assay), die Zellproli-
feration (B; BrdU-Assay) und die
Membranintegritdt (C; LDH-Assay)
mittels der beschriebenen Assays
bestimmt. Jeder Messwert stellt den
Mittelwert + Standardabweichung
(SD) von drei  unabhadngigen
Experimenten dar. Als Kontrollen
wurden unbehandelte Zellen (0)
bzw. mit 2 % Triton X-100 (2 %TX)
behandelte Zellen mit untersucht.
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Die untersuchten Gold-Nanopartikel wiesen somit weder eine zytotoxisches Potential in
Folge einer Langzeitkultivierung noch Folgeerscheinungen nach einer AuNP-Exposition
auf und eigenen sich fir die weiteren Untersuchungen.

3.3.1.2 Nanopartikel basierend auf humanem Serumalbumin (HSA)
Nanopartikel basierend auf humanem Serumalbumin (HSA) wurden ebenfalls
hinsichtlich ihres Potentials zu einer Induktion von toxischen Effekten untersucht (Abb.
15). Hierzu wurden HT29-Zellen mit ansteigenden Konzentrationen (1-100 pg/ml) fUr bis
zu 72 h bei 37 °C kultiviert. Ferner wurde eine Positivkontrolle (Triton X-100), als auch
eine Losungsmittelkontrolle (Wasser) mituntersucht. Das Wasser diente hierbei als
Referenz flr das verwendete Nanopartikel-Losungsmittel. Alle Untersuchungen
erfolgten nach einem Mediumwechsel, beginnend mit der Bestimmung der Zellviabilitat
(Abb. 15A). Hierbei konnte ausschlieBlich eine konzentrationsabhangige, leichte
Erhdhung der Zellviabilitat in Folge einer 24 h Inkubation ermittelt werden. Dies konnte
auch fur die Losungsmittelkontrolle bestimmt werden. Eine Erhohung der Inkubations-
zeit auf 48 bzw. 72 h bedingte keine weitere Erhdhung, jedoch eine geringe Reduktion
der Zellviabilitat. Die Positivkontrolle zeigte in allen Proben nur noch eine sehr gering
detektierbare Viabilitat (24 h: 0,12 %; 48 h: 0,08 %; 72 h: 0,15 %). AnschlieBend
wurde die Zellproliferation in Folge der Nanopartikel-Inkubation evaluiert (Abb. 15B).
HT29 zeigten hierbei nur eine geringe, zum Teil konzentrationsabhangige Reduktion der
Zellproliferation in Anwesenheit von HSA-Nanopartikeln. Es konnten keine expliziten
Unterschiede zu den Kontrollzellen detektiert werden. Die starkste Reduktion erfolgte
nach einer Inkubation mit 100 pg/ml fir 48 h und bedingte eine Reduktion der
Zellproliferation auf etwa 80 %. Die zuletzt evaluierte LDH-Aktivitat bzw. Freisetzung in
Folge einer anhaltenden Exposition mit HSA-Nanopartikeln zeigte eine leichte Erhéhung
der LDH-Freisetzung zu allen Inkubationszeitpunkten (Abb. 15C). Die Freisetzung
erfolgte hierbei weder zeit- noch konzentrationsabhangig und betrug maximal 10 % in
Anlehnung an die Positivkontrolle (48 h, 100 pg/ml: 9,45 %).

Die gewonnenen Ergebnisse implizieren eine zellulare Vertraglichkeit von HSA-
Nanopartikeln. Daher konnten die weitergehenden Untersuchungen vorgenommen
werden.
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Abb. 15: Bestimmung der Zyto-
toxizitat in Folge einer Langzeit-
inkubation mit HSA-Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit ansteigenden
HSA-Nanopartikel-Konzentrationen (HSA-
NP; 0-100 pg/ml) fir 24, 48 und 72 h bei
37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die
Zellviabilitat (A,  WST-1-Assay),  die
Zellproliferation (B; BrdU-Assay) und die
Membranintegritat (C; LDH-Assay) mittels
der beschriebenen Assays bestimmt.
Jeder Messwert stellt den Mittelwert =
Standard-abweichung (SD) von drei
unabhan-gigen Experimenten dar. Als
Kontrollen wurden unbehandelte Zellen
(0), mit Wasser (H.O) bzw. mit 2 %
Triton X-100 (2 %TX) behandelte Zellen
mituntersucht.
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3.3.1.3  Nanopartikel basierend auf Polymilch-co-glykolsdure (PLGA)

Die Evaluierung einer von PLGA-Nanopartikeln (1-100 pg/ml) induzierten zellularen
Toxizitat erfolgte im Anschluss an unterschiedliche Inkubationszeiten (24-72 h; Abb. 16).
Als Kontrolle wurden in allen Tests 2 % Triton X-100 behandelte Zellen als auch mit
entsprechenden Volumina Wasser versetzte Zellen (Losungsmitelkontrolle) untersucht.
Im Folgenden traten in den Kontrollen die zu erwartenden Effekte (Positivkontrolle) bzw.
ein fortlaufend konstantes Niveau (Wasserkontrolle) auf. Die anfanglich untersuchte
Zellviabilitat zeigte eine konzentrations- als auch zeitabhangige Reduktion (Abb. 16A).
Hierbei fiel die ermittelte Viabilitat auf ca. 50 % nach einer 48- und 72-stiindigen
Inkubation. Die einzige Ausnahme bildete hierbei die kirzeste Applikation von 24 h, die
einen leichten, jedoch gleich bleibenden Anstieg aufzeigte. Fur die Zellproliferation
konnte ein ahnlicher Trend detektiert werden (Abb. 16B). Die Zellen zeigten eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Zellproliferation, die fir kirzere Inkubations-
zeiten am geringsten ausfiel. Die maximale Reduktion der ermittelten Proliferation
betrug nach 48-stundiger Inkubation 33 % und 27 % nach 72 h Inkubation mit einer
Konzentraion von 100 pg/ml. Die zuletzt durchgeflhrte Analyse der LDH-Freisetzung, als
Hinweis auf eventuell vorliegende Zellmembranschadigungen, verdeutlichte einen
Anstieg von freigewordenem LDH (Abb. 16C). Diese Freisetzung war zum einen
konzentrationsabhangig, zum anderen zeitabhangig. Langere Inkubationen mit hohen
PLGA-Konzentrationen induzierten eine Freisetzung von etwa 20 % (48 h; 100 pg/ml).
Die untersuchten PLGA-Nanopartikel wiesen zwar einen Einfluss auf die Zellen auf,
dieser manifestierte sich jedoch erst bei hoheren Konzentrationen und langer
anhaltenden Inkubationszeiten.
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Abb. 16: Bestimmung der Zyto-
toxizitat in Folge einer Langzeit-
inkubation mit PLGA-Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit ansteigenden
PLGA-Nanopartikel-Konzentrationen
(PLGA-NP; 0-100 pg/ml) fir 24, 48 und
72 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurde die Zellviabilitat (A; WST-1-Assay),
die Zellproliferation (B; BrdU-Assay) und
die Membranintegritat (C; LDH-Assay)
mittels  der  beschriebenen  Assays
bestimmt. Jeder Messwert stellt den
Mittelwert + Standardabweichung (SD)
von drei unabhangigen Experimenten dar.
Als  Kontrollen wurden unbehandelte
Zellen (0), mit Wasser (H,0) bzw. mit 2 %
Triton X-100 (2 %TX) behandelte Zellen
mituntersucht.
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3.3.2 Zellulare Bindung und subzellulére Verteilung

Nach Uberprifung der unterschiedlichen nanopartikularen Formulierungen hinsichtlich
einer Zytotoxizitat wurde die zellulare Bindung als auch die subzellulare Akkumulation
Uberprift. Der Nachweis wurde hierbei zum einen mittels durchflusszytometrischen
Analysen zur Bestimmung der zellularen Bindung erbracht. Es erfolgten ebenfalls
Untersuchungen mittels verschiedener Mikroskopietechniken in Abhangigkeit des
untersuchten nanopartikularen Systems.

3.3.2.1 Gold-Nanopartikel

Die Untersuchung der zellularen Akkumulation von Gold-Nanopartikeln erfolgte mittels
unterschiedlicher Methoden. Zu Beginn konnte die Akkumulation der Nanopartikel
mittels Hellfeldmikroskopie beobachtet werden. HT29-Zellen wurden hierzu mit einer
konstanten Konzentration (100 pg/ml) bis zu 72 h inkubiert und die nanopartikulare
Anreicherung untersucht (Abb. 17). Es konnte eine zeitabhangige Akkumulation von
Gold-Nanopartikeln in HT29-Zellen ermittelt werden (siehe Anhang, Abb. A1). Diese
konnte an den rot gefarbten Ansammlungen abgelesen werden. Die Anreicherung
erfolgte bereits nach 4 h und eine starke Sattigung konnte nach 24 h beobachtet
werden. Eine weitere Erhéhung der Inkubationszeit flhrte zu keiner visuell sichtbaren
Verstarkung der Gold-Nanopartikel-Akkumulation.

Kontrolle - ’ AuNP e 1
Abb. 17: Zellulare Bindung von Gold-Nanopartikeln an HT29-Zellen.

HT29-Zellen wurden mit Gold-Nanopartikeln (AuNP; 100 ug/ml) fir 72 h inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen im Hellfeld mikroskopisch dokumentiert. Akkumulierte Gold-Nanopartikel erscheinen rot.
Nachdem die =zellulare Akkumulation der Gold-Nanopartikel lichtmikroskopisch
beobachtet werden konnte, wurde diese mittels Rasterelektronenmikroskopie tGberpruft.
Aufgrund der sehr guten optischen und elektronenleitenden Eigenschaften waren die
Gold-Nanopartikel hierflr sehr gut geeignet. Zu diesem Zweck wurden HT29-Zellen fir
24-72 h  mit Nanopartikeln einer Konzentration von 100 ug/ml kultiviert und
anschlieBend einer etablierten Schwermetallkonstrastierung zur Optimierung der
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leitenden Eigenschaften unterzogen. Nach der Kontrastierung erfolgte die kritische
Punkttrocknung (CPD) der Proben zur Erhaltung der zellularen Strukturen. Die Analyse
der untersuchten Proben flhrte zur Bestatigung der Beobachtungen, die mittels
Hellfeldmikroskopie erhalten wurden. Die Gold-Nanopartikel konnten auf den Zellen als
akkumulierte Aggregate detektiert werden (Abb. 18). Durch die Detektion zweier
unterschiedlicher Elektronensignale konnte die Zellmorpholgie als auch die
Materialeigenschaften sichtbar gemacht werden. Die Detektion der emittierenden
Sekundarelektronen (SE) ermdoglichte die Darstellung der zellularen Morphologie. Diese
stimmte mit zuvor erhaltenen Beobachtungen von unbehandelten Kontrollzellen
Uberein. Jedoch fielen auf den Zellen aufliegende Cluster auf. Durch die Wahl eines
zweiten Detektors, der die tiefer liegenden Ruickstreuelektronen (RE) detektiert, konnten
die Cluster als angesammeltes Gold von der umliegenden zellularen Struktur abgehoben
werden. Die Goldcluster zeichneten sich durch einen starken Kontrast aus und konnten
auf der Zelloberflache detektiert werden. Die Erhdhung der Inkubationszeit von 24 auf
72 h  bedingte keine weitere GroBenzunahme der Nanopartikelcluster. Die
Beobachtungen mittels Hellfeldmikroskopie konnten somit bestatigt werden.

Kontrolle 24 h Inkubation 48 h Inkubation 72 h Inkubation

Morphologie (SE)

Material (RE)

Abb. 18: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von Gold-Nanopartikeln an HT29-
Zellen.

HT29-Zellen wurden flr 24-72 h mit Gold-Nanopartikeln (100 pg/ml) inkubiert und im Anschluss
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Darstellung von Sekundarelektronen (SE) zwecks Zell-
morphologie und von Riickstreuelektronen (RE) zwecks Materialeigenschaft.

Im Anschluss an die vorangegangenen Untersuchungen blieb die Frage offen, ob sich
die Gold-Nanopartikel nur auBerhalb der Zellen befinden oder ob diese auch durch die
Zellen aufgenommen werden. Um diese Frage zu beantworten, wurden HT29-Zellen mit
100 pg/ml Gold-Nanopartikeln fir 24 h inkubiert und im Anschluss die Zellmembran zur
Visualisierung gefarbt (Abb. 19). Die Lokalisation und Detektion der Nanopartikel
innerhalb der Zelle wurde mit Hilfe einer Multiphotonen-basierten Analyse (MP-LSM)
durchgefihrt. Hierbei wurde ein gepulster Laser der Wellenlange 820 nm Uber die Probe
geflhrt und die Reflektion aufgenommen. Nach Reduktion des Glashintergrund-Signals,



Ergebnisse 66

blieb das vielfach starkere Signal der Gold-Nanopartikel sichtbar (Abb. 19A). In einem
zweiten Schritt wurde die angefarbte Zellmembran unter Verwendung des konfokalen
Prinzips visualisiert. Die Uberlagerung beider Messergebnisse zeigte, dass die Gold-
Nanopartikel auch innerhalb der Zellen lokalisiert waren. Zur Kontrolle der erhaltenen
Ergebnisse wurde von bestimmten Positionen eine Hellfeldaufnahme (Abb. 19B)
angefertigt und die Positionen der Gold-Nanopartikel miteinander verglichen. Diese
lagen genau Ubereinander (Abb. 19C). Es konnte somit bestatigt werden, dass es sich
bei den Reflektionssignalen um die akkumulierten Nanopartikel handelte. Zudem konnte
auch bestatigt werden, dass die Gold-Nanopartikel sowohl auf der Zelloberflache als
auch im Zellinneren lokalisiert waren.

Abb. 19: Subzelluldre Verteilung von Gold-Nanopartikeln in HT29-Zellen.

HT29-Zellen wurden mit Gold-Nanopartikeln (100 pg/ml) fir 24 h bei 37 °C inkubiert. Zur Visualisierung
wurde die Zellmembran mittels eines Concanavalin A-Derivats (Alexa Fluor 488-gekoppelt; grin-H/K: 55)
gegengefarbt und die Probe mittels CLSM und MP-LSM untersucht. (A) Detektion von Gold-Nanopartikeln
via MP-LSM (rot), (B) Hellfeldaufnahme der Zellen und akkumulierten Nanopartikel, (C) Uberlagerung von
(A) und (B). Pfeile in (A-C) deuten auf nanopartikulare Cluster. (D) Intrazellulare Akkumulation von Gold-
Nanopartikeln in HT29-Zellen (AuNP: rot-H: 45).
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3.3.2.2 Nanopartikel basierend auf humanem Serumalbumin (HSA)

Die Bestimmung der Bindung von unbeladenen HSA-Nanopartikeln erfolgte mittels
Durchflusszytometrie als auch CLSM. Im Folgenden konnte aufgrund der grinen
Autofluoreszenz von HSA-Nanopartikeln auf eine Modifizierung verzichtet werden, um
die zellulare Bindung verfolgen zu kénnen. In einem ersten Schritt wurde Uberprift, ob
die Nanopartikel an die Zellen binden. Hierzu erfolgte eine 4 h anhaltende Inkubation
mit 100 pg/ml HSA-Nanopartikel und die anschlieBende durchflusszytometrische
Analyse von 10000 Zellen. 12,70 % der untersuchten Zellen zeigten hierbei die
spezifische Fluoreszenz der Nanopartikel (Abb. 20A).
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Abb. 20: Zellulare Bindung und Akkumulation von HSA-Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit unbeladenen HSA-Nanopartikeln (100 pg/ml) fir 4 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die zellulare Bindung mittels Durchflusszytometrie (A) sowie konfokaler Raster-
Lasermikroskopie (B, C) untersucht. (A) Durchflusszytometrische Quantifizierung der zelluldren Bindung.
Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mituntersucht. Die Daten sind sowohl als Histogramm sowie als
Tabelle mit der entsprechenden Prozentzahl positiver Zellen sowie der MFI (mittleren Fluoreszenzintensitat)
dargestellt. Ein Experiment aus drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten ist dargestellt. (B, C) Fir
die visuelle Detektion ist die Membran mittels eines Concanavalin A-Derivates (Alexa Fluor
Tetramethylrhodamin-gekoppelt; orange-H/K: 55) gegengefarbt worden. Die Nanopartikel konnten
aufgrund der griinen Autofluoreszenz (H/K: 55) detektiert werden, (C) VergroBerung aus (B) (weiBen
Quadrat).

Eine zellulare Bindung von HSA-Nanopartikeln konnte bestatigt werden, jedoch konnte
noch keine Aussage Uber die Lokalisation der nanopartikularen Formulierung getroffen
werden. Daher wurde die Akkumulation mikroskopisch Uberprift. Die Inkubation der
Zellen erfolgte hierbei analog der durchflusszytometrischen Analyse. Fur eine

Visualisierung und flr die Bestimmung des Aufenthaltsorts der Nanopartikel, wurde die
Zellmembran  mit  einem  Fluoreszenz-gekoppelten  Concanavalin  A-Farbstoff
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(Tetramethylrhodamin, orange) gefarbt. Diese Farbung ermoglichte es spater eine
Aussage zu treffen, ob die Partikel sich innerhalb oder auBerhalb der gefarbten Zelle
befinden. Die Analyse mittels CLSM ergab, dass die gebundenem Nanopartikel sich im
Innern von HT29-Zellen befanden (Abb. 20B). Die Nanopartikel konnten hierbei deutlich
als griine Aggregate detektiert werden.

3.3.2.3 Nanopartikel basierend auf Polymilch-co-glykolsdure (PLGA)

Die Untersuchung der zellularen Bindung bzw. subzellularen Akkumulation von
unbeladenen PLGA-Nanopartikeln erfolgte analog zu den vorherig untersuchten HSA-
Nanopartikeln. Fur die folgenden Untersuchungen wurden Lumogen Yellow®
modifizierte PLGA-Nanopartikel verwendet, um die zellulare Bindung nach verfolgen zu
konnen. Die Analyse im Durchflusszytometer ergab eine, verglichen mit HSA-
Nanopartikeln, gesteigerte zellulare Bindung von 97,79 % (Abb. 21A).
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Abb. 21: Zellulare Bindung und Akkumulation von PLGA-Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit Lumogen Yellow®-modifizierten PLGA-Nanopartikeln (100 pug/ml) fir 4 h bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die zelluldre Bindung mittels Durchflusszytometrie (A) sowie
konfokaler Raster-Lasermikroskopie (B, C) untersucht. (A) Durchfluss-zytometrische Quantifizierung der
zellularen Bindung. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mituntersucht. Die Daten sind sowohl als
Histogramm sowie als Tabelle mit der entsprechenden Prozentzahl positiver Zellen Zellen sowie der MFI
(mittleren Fluoreszenzintensitat) dargestellt. Ein Experiment aus drei unabhdngig durchgeflhrten
Experimenten ist dargestellt. (B, C) Fir die visuelle Detektion ist die Membran mittels eines Concanavalin
A-Derivates (Alexa Fluor Tetramethylrhodamin-gekoppelt; orange) gegengefarbt worden. Die Nanopartikel
wiesen aufgrund des inkorporierten Lumogen Yellow® eine grline Fluoreszenz auf, (C) VergroBerung aus
(B) (weiBen Quadrat).
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Die PLGA-Nanopartikel lagen ebenfalls im Innern der Zellen vor (Abb. 21B). Dies konnte
durch eine CLSM-Analyse bestatigt werden. Die Lumogen Yellow® bedingte Fluoreszenz
konnte in einer Vielzahl von HT29-Zellen detektiert werden. Die zuvor sehr hohe
Bindung von PLGA-Nanopartikel an HT29-Zellen konnte somit verifiziert und darlber
hinaus als eine intrazellulare Akkumulation beschrieben werden.

Sowohl fur die Gold-Nanopartikel als auch fur die polymerbasierten HSA- und PLGA-
Nanopartikel konnte eine zellulare Bindung und subzellulare Akkumulation in HT29-
Zellen beobachtet werden. Die zellulare Akkumulation fiel hierbei in Abhangigkeit der
verwendeten nanopartikularen Formulierung unterschiedlich stark aus.

3.4 Zelluldre Bindung von freiem mTHPC

Nachdem die unterschiedlichen nanopartikularen Formulierungen hinsichtlich einer
vorliegenden zellularen Toxizitat sowie ihrer zellularen Bindung und Akkumulation
untersucht worden waren, erfolgte die Untersuchung des Photosensibilisators mTHPC.
In vorangehenden Studien konnte der hydrophobe Photosensibilisator mTHPC flr eine
Vielzahl von Zelllinien in vitro charakterisiert werden. Fir die folgenden
Charakterisierungen wurde die zellulare Bindung und intrazellulare Akkumulation in
HT29-Zellen untersucht. Alle Untersuchungen wurden unter Lichtausschluss
durchgefliihrt. Dies geschah, um eine madgliche Aktivierung des Photosensibilisators zu
unterbinden.

Zeitabhadngige zellulare Bindung

In einem ersten Experiment wurde die zeitabhangige zelluldre Bindung von freiem
MTHPC an HT29-Zellen untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit einer konstanten
Konzentration des Photosensibilisators (1 pg/ml) fir 5 bis 240 min bei 37 °C inkubiert.
Die anschlieBende Analyse ergab eine linear ansteigende Anreicherung von mTHPC in
HT29-Zellen (Abb. 22A). Mit ansteigender Expositionszeit erfolgte eine Zunahme der
mTHPC-positiv detektierten Zellen. Diese schlug sich vor allem in einem Anstieg der
ermittelten Fluoreszenzintensitat nieder. Diese wird im weiteren Verlauf der Arbeit als
MFI  (mittlere Fluoreszenzintensitdt) angegeben und gibt Auskunft Uber die
geometrischen Mittelwerte (Geo Mean) verschiedener Fluoreszenzintensitaten einer
untersuchten Zellpopulation. Bereits wenige Minuten Exposition reichten hierbei aus, um
die Mehrzahl der Zellpopulation deutlich anzufarben. Fir die folgenden Versuche wurde
die Inkubationszeit mit mTHPC auf eine Stunde festgelegt.

Konzentrations- und temperaturabhéangige zellulare Bindung

Nachdem die relativ schnelle Bindung von mTHPC an HT29-Zellen determiniert werden
konnte, erfolgte die Untersuchung der zu verwendenden mTHPC-Konzentration. Hierzu
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wurden HT29-Zellen mit ansteigenden mTHPC-Konzentrationen (0,1-10 pg/ml) inkubiert
und nach 1 h Inkubation untersucht. Die Zugabe erfolgte sowohl unter Standard-
kultivierugsbedingungen bei 37 °C als auch bei einer reduzierten Inkubationstemperatur
von 4°C zur Inhibierung von aktiven Aufnahmemechanismen. Die Auswertung der
Ergebnisse ergab eine starke Zunahme der MFI in Abhangigkeit von der eingesetzten
mTHPC-Konzentration (Abb. 22B). Die Zugabe von bereits 0,25 pg/ml war hierbei
ausreichend, um nahezu die komplette untersuchte Population anzufarben. Ausgehend
von diesen Beobachtungen konnte eine mTHPC-Konzentration ausgesucht werden, die
fur die weiteren Versuche herangezogen werden konnte. Diese lag bei 1 pg/ml. Durch
Reduzierung der Kultivierungstemperatur auf 4 °C konnte eine stark reduzierte
Fluoreszenz beobachtet werden. Die Messwerte lagen hierbei um das 10-Fache
erniedrigt vor.

>

Zeit
500

e}

Konzentration & Temperatur

2000
m 4°C
@ 37°C

as|
40|
35

400 |30
2|
20 I
15 L
i

1600

300 | 1200

x
51 -

800

Mittlere Fluoreszenzintensitat [MFI]

Mittlere Fluoreszenzintensitat [MFI]

200
{ 400 {
100 I
EJ- o wes # i x *
0 e
0 50 100 150 200 250 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Inkubationszeit [min] mTHPC-Konzentration [pg/ml]

Abb. 22: Bestimmung der zelluldren Bindung und intrazellularen Akkumulation von freiem
mTHPC in HT29-Zellen mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Raster-Lasermikroskopie.

HT29-Zellen wurden zum einen mit einer konstanten mTHPC-Konzentration (1 pg/ml) bei 37 © zwischen
5 und 240 min (A, Zeit) sowie mit ansteigenden mTHPC-Konzentrationen (0-10 pg/ml) fir 1 h bei 4 und
37 °C (B, Konzentration & Temperatur) inkubiert und durchflusszytometrisch zur Bestimmung der
zellularen Bindung untersucht. Die Messung der zellularen mTHPC-Bindung wurde an unabhangigen
Triplikaten durchgefiihrt. Jeder Messwert stellt den Mittelwert + Standardabweichung (SD) dar. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Zellen (0) mituntersucht. (C-F) HT29-Zellen wurden mit ansteigenden
Konzentrationen mTHPC (0,1-10 pug/ml) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Visualisierung wurde die
Zellmembran mit einem Concanavalin A-Derivat (Alexa Fluor 350-gekoppelt, blau-H/K: 55) gefarbt. Die
rote Autofluoreszenz von mTHPC konnten fir die Detektion verwendet werden.
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Intrazellulare Akkumulation und subzelluldre Verteilung

Zuletzt erfolgte eine visuelle Uberprifung der zellularen Bindung und subzelluldren
Verteilung des freien Photosensibilisators mTHPC. HT29-Zellen wurden mit ansteigenden
mTHPC-Konzentrationen (0,1-10 pg/ml) flr 1 h inkubiert. Im Anschluss an einen
Zellmembranfarbung (Concanavalin A-Derivat, Alexa Fluor 350-gekoppelt, blau) erfolgte
die Analyse mittels konfokaler Raster-Lasermikroskopie. Der aufgenommene Photo-
sensibilisator konnte, aufgrund der induzierbaren Autofluoreszenz, im Innern der Zellen
detektiert werden (Abb. 22C-F). Die Inkubation mit relativ geringen Konzentration
(0,1 pg/ml) bedingte zwar eine Farbung der kompletten Zelle, jedoch fiel diese gering
und zudem diffus aus (Abb. 22C). Eine Erhohung der verwendeten mTHPC-
Konzentration bedingte eine deutlichere und lokal nachweisbare Anreicherung. Die
Zellen zeigten hierbei eine Verteilung des Photosensibilisators in der gesamten Zelle,
jedoch nur im Zytoplasma und nicht im Nukleus (Abb. 22D-F). Die Zugabe von 1 pg/ml
MTHPC reichte hierbei aus, um alle untersuchten Zellen ausreichend anzufarben (Abb.
22D). Eine weitere Erhohung der verwendeten Photosensibilisator-Konzentration
bedingte keine weitere Verbesserung (Abb. 22E,F). Daher wurde die einzusetzende
mTHPC-Konzentration fir CLSM basierte Analysen ebenfalls kinftig mit 1 pg/ml gesetzt.

3.5 mTHPC-beladene Nanopartikel

mTHPC-beladene Nanopartikel wurden hinsichtlich ihrer zellularen Akkumulation sowie
des Transports des Photosensibilisators untersucht. Eine Untersuchung des Absorptions-
spektrums sowie die Bestimmung der intrazellularen mTHPC-Akkumulation konnte
aufgrund der begrenzten Nanopartikelvolumina fir modifizierte Gold-Nanopartikel nicht
durchgefiihrt werden.

3.5.1 Absorptionsspektren

Die Polymer-basierten nanopartikularen Systeme bzw. das von ihnen transportierte
mTHPC wurde spektroskopisch untersucht, um die Absorption bestimmen und eine
Aussage Uber eine spatere Wirksamkeit treffen zu konnen. Freier und nanopartikular-
gebundener Photosensibilisator wurden in Ethanol bzw. Wasser gelést und das
Absorptionsspektrum zwischen 350 und 750 nm aufgenommen (Abb. 23). Die
Auswertung der verschiedenen Spektren belegte, dass es sich in allen Fallen um ein
transportiertes Chlorin handelte. Freies mTHPC zeichnete sich durch die ausgepragte
Soretbande (417 nm) sowie vier folgende Q-Banden (516, 542, 596 und 651 nm) aus.
Die fur die Photodynamische Therapie Ublicherweise herangezogene vierte Q-Bande
(651 nm) konnte deutlich im roten Wellenlangenbereich detektiert werden. Die
Untersuchung von PLGA-transportierten mTHPC zeigte die charakteristischen
Eigenschaften von mTHPC. Sowohl die Soret-Bande (423 nm) als auch die vier
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folgenden Q-Banden (519, 546, 597 und 652 nm) konnten detektiert werden. Diese
fielen jedoch nicht so ausgepragt aus wie bei freiem mTHPC. Zudem war die Absorption
im Vergleich reduziert und in den bathochromen Bereich verschoben. Die Soretbande
wies hierbei ihr Maximum bei 423 nm und die vierte Q-Bande bei 652 nm auf. Zuletzt
wurden mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel bzw. der transportierte Photosensibilisator
untersucht. Hierbei fiel besonders die stark reduzierte Absorption auf. Die Soretbande
(425 nm) war verglichen mit dem freien Photosensibilisator in ihrer Absorption um die
Halfte reduziert. Die folgenden drei Q-Banden (519, 545 und 597 nm) konnten nur
noch als leichte Erhdhungen und nicht als distinkte Banden abgelesen werden. Die fir
die PDT wichtige Q-Bande im bathochromen Wellenlangenbereich (653 nm) lag noch als
explizite Bande vor und ermdglicht somit die Aktivierung des Photosensibilisators mit

rotem Licht.
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3.5.2 Zellulére Anreicherung

Nachdem die Photosensibilisatoren hinsichtlich ihrer Absorptionsspektren untersucht
worden waren, erfolgte die Bestimmung der intrazellularen mTHPC-Konzentration.
HT29-Zellen wurden hierzu mit 1 yg/ml mTHPC bzw. angepassten Nanopartikel-
Volumina fur 1, 4 und 24 h inkubiert. Nach dem Lysieren der Zellen und dem
Herauslosen des intrazellularen mTHPCs erfolgte die Bestimmung der Konzentration
unter Verwendung einer Eichgerade. Die Analyse ergab eine zeitabhangige
Anreicherung von freiem mTHPC in HT29-Zellen (Abb. 24). Nach einer Stunde konnten
37 ng/ml mTHPC detektiert werde. Dieser Gehalt betrug nach 24 h bereits 358 ng/ml.
Sowohl fir HSA- als auch PLGA-transportiertes mTHPC konnte ein ahnlicher
zeitabhangiger Verlauf beobachtet werden. Dieser fiel jedoch fir mTHPC, das mittels



Ergebnisse 73

HSA-Nanopartikel (HSAMTHPC) transportiert wurde, um ein Vielfaches geringer aus, als
fur PLGAMTHPC. PLGA-transportiertes mTHPC zeigte ebenfalls einen zeitabhangigen
Verlauf mit einer maximalen intrazellularen mTHPC-Konzentration von 209 ng/ml (24 h).
Diese betrug fir HSA lediglich 37 ng/ml.
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3.53 Zellulare Bindung und subzelluldre Verteilung

3.5.3.1 mTHPC-beladene Gold-Nanopartikel

Die Analyse der subzellularen Akkumulation und zellularen Freisetzung von mTHPC
wurde mittels CLSM sowie MP-LSM untersucht. In vorangegangenen Studien konnte
MP-LSM als Methode zum Nachweis von AuNP innerhalb von Zellen evaluiert werden
(Abb. 19). HT29 wurden hierzu mit den entsprechenden Formulierungen (eingesetzte
mTHPC-Konzentration: 3 und 9 pg/ml) fir 24 h kultiviert und im Anschluss einer Analyse
unterzogen. Als Kontrollen wurden Zellen mituntersucht, die zuvor mit den
entsprechenden Konzentrationen an freiem Photosensibilisator inkubiert wurden. Die
Evaluierung der mTHPC-Freisetzung verdeutlichte einen Transport des Photosen-
sibilisators durch die Gold-Nanopartikel in die untersuchten Zellen (Abb. 25). Innerhalb
der Zellen bzw. innerhalb des Zytoplasmas konnte die charakteristische mTHPC-
Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 25B,E). Die MP-LSM gestutzte Detektion der Gold-
Nanopartikel verdeutlichte eine Akkumulation der Nanopartikel an der Zellmembran
(Abb. 25D) als auch innerhalb der gefarbten Zellen (Abb. 25A). Es konnte keine
Uberlagerung von Gold-Nanopartikeln  und mTHPC detektiert werden. Die
Kontrollzellen, also Zellen die mit freiem mTHPC inkubiert wurden, wiesen ebenfalls die
charakteristische Fluoreszenz innerhalb des kompletten Zytoplasmas auf (Abb. 25H).
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Jedoch zeigten die Zellen eine veranderte Morphologie (Abb. 25G). Die Zellen
erschienen abgerundet und aus dem Zellverband herausgelost. Der Vergleich mit Zellen,
die zuvor mit nanopartikular-gebundenem mTHPC versetzt wurden, zeigte die
Veranderung deutlich auf. Diese behielten ihre Struktur und bildeten einen soliden
Monolayer. Aufgrund einer zytotoxischen Wirkung von freiem mTHPC in hohen
Konzentrationen (9 pg/ml) konnten keine Aufnahmen von entsprechend kultivierten
Zellen aufgenommen werden. Die Zellen waren ganzlich vom Untergrund geldst und
konnten daher nicht untersucht werden. Zusammenfassend konnte mTHPC in allen
Proben nachgewiesen werden. mTHPC-beladene Gold-Nanopartikel transportierten
dieses zu den Zellen und ermdglichten die dortige Freisetzung in die Zellen. Die
Morphologie und die Monolayer-Struktur blieben in Folge der Inkubation erhalten.
Dagegen erschienen die mit entsprechenden mTHPC-Konzentrationen (frei) inkubierten
Zellen in ihrer Morphologie und zellularen Anordnung verandert.

3 pg/mL 20y

B C
20 pm

Abb. 25: Zellulare Aufnahme und intrazelluldre Verteilung von freiem und nanopartikular
gebundenem mTHPC (Gold-Nanopartikel).

9 pg/mL

HT29-Zellen wurden auf Glasobjekttragern kultiviert und mit freiem mTHPC (G, H; 3 pg/ml) sowie mit
mTHPC-beladenen Gold-Nanopartikeln (A-C: 3 pg/ml mTHPC-Konzentration; D-F: 9 yg/ml mTHPC-
Konzentration) flr 24 h bei 37 °C inkubiert. Fir die Detektion wurde die Zellmembran mittels eines Alexa
Fluor 488-gekoppelten Concanavalin A-Derivats (griin-H/K:60) gefarbt. Die rote Autofluoreszenz (H/K: 60)
des Photosensibilisators und die Multiphotonen-induzierte Reflektion von Gold-Nanopartikel (AuNP, weiB-
H/K: 40/60) wurden fir die Visualisierung verwendet. (A-F) Akkumulation von mTHPC-beladenen AuNP,
(G, H) Akkumulation von freiem mTHPC, (B, E, H) rote Autofluoreszenz von mTHPC sowie (C, F)
akkumulierte AuNP (weiB).
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3.5.3.2 mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel

Die Untersuchung der =zellularen Akkumulation von mTHPC-beladenen HSA-
Nanopartikeln erfolgte an HT29-Zellen, die auf Glasobjekttragern kultiviert und mit der
entsprechenden Formulierung (eingesetzte mTHPC-Konzentration: 1 ug/ml) fir 1 h bei 4
und 37 °C inkubiert worden waren. Neben dem nanopartikular-gebundenem
Photosensibilisator wurde auch freies mTHPC (1 pg/ml) zur Inkubation eingesetzt. Nach
Anfarben der Zellmembran erfolgte die CLSM-Analyse. Zellen, die bei 4 °C mit den
unterschiedlichen Formulierungen inkubiert wurden, zeigten keine Fluoreszenzsignale
innerhalb des Zytoplasmas (Abb. 26). Es konnte nur die gefarbten Zellmembranen
visualisiert werden. Die Inkubation bei 37 °C bedingte eine Anfarbung des kompletten
Zytoplasmas mit mTHPC. Sowohl freies als auch nanopartikular-gebundenes mTHPC
flllte die ganze Zelle aus. Es konnten keine nanopartikularen Cluster innerhalb der
gefarbten Zellen ermittelt werden. Zusammenfassend konnte die Anreicherung von
mTHPC durch Reduktion der Temperatur beeinflusst werden.

4°C

37 °C

Neben der visuellen Untersuchung der zellularen Anreicherung mittels CLSM wurde die

Abb. 26: Intrazelluldre Akku-
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gezogen werden.
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zellulare Bindung auch unter Verwendung von durchflusszytometrischen Analysen
untersucht. Dementsprechend wurden HT29-Zellen mit ansteigenden mTHPC-
Konzentrationen (freies als auch nanopartikular-gebundenes; 0-10 pg/ml) fir 1 h bei 4
und 37 °C inkubiert und anschlieBend die Bindung ermittelt. Freies mTHPC zeigte eine
konzentrationsabhangige Anreichung sowohl bei 4 als auch bei 37 °C (Abb. 27; Tab. 7).
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Abb. 27: Durchflusszytometrische Bestimmung der zelluldren Bindung von freiem mTHPC und
mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln.

Zur Bestimmung der zelluldren Bindung von freiem mTHPC sowie nanopartikular-gebundenem mTHPC
(HSA-Nanopartikel) wurden HT29-Zellen mit ansteigenden  Photosensibilisator-Konzentrationen
(0-10 pg/ml) fir 1 h bei 4 und 37 °C inkubiert und anschlieBend die Bindung durchflusszytometrisch
bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Dargestellt sind die Daten als Histogramme des
Fluoreszenzkanals (Autofluoreszenzbereich des Photosensibilisators). Dargestellt ist ein Experiment aus drei
unabhdangig durchgefiihrten Versuchen.

Durch Reduktion der Inkubationstemperatur auf 4 °C konnte die zellulare Bindung
jedoch stark reduziert werden. Sowohl der Anteil an positiv detektierten Zellen als auch
die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) zeigten eine deutliche Reduktion (Tab. 7). Die
Inkubation mit mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln bei 37 °C bedingte ebenfalls eine
konzentrationsabhangige Anreichung (Abb. 27). Diese fiel jedoch deutlich geringer aus

als eine Vergleichbare mit freiem mTHPC.

Tab. 7: Bestimmung der zelluldiren Bindung von freiem mTHPC und mTHPC-beladenen HSA-
Nanopartikeln mittels Durchflusszytometer (n=3).

mTHPC- L 37T
Konzentration ) iti 0 iti
g MEme o ey
0 2,52 +1,05 6,83+ 1,36 1,83+0,11 5,35+ 0,60
(d> 0,1 5,12+ 2,35 7,07 +1,18 43,67 + 31,04 6,17 + 0,16
I:E 0,5 28,92 + 18,98 7,83 +1,00 92,30 + 8,65 13,71 +6,34
E 1 46,65 + 30,14 8,31+ 0,64 97,69 +2,19 20,22 +9,94
'g 5 96,89 + 2,38 28,26 + 15,45 99,81 +0,15 322,36 + 136,90
- 10 99,40 + 0,28 71,30 + 8,90 99,81 +0,11 1045,15+435,21
@ T 0 1,81+0,16 7,08 +0,44 1,84 +£0,19 6,68 + 0,25
% 'g 0,1 2,87 +1,04 7,79 +0,48 8,81 + 5,60 7,82 +1,03
g 2 0,5 2,68 +0,61 7,68 + 0,62 16,30 £ 12,33 7,29 + 0,09
E_I) cZ’T_s 1 3,10+1,21 7,88 + 0,50 35,90 + 13,24 7,67 +0,05
|:|_: %I 5 8,06 + 3,44 9,49+ 2,11 90,22 + 8,82 15,12 +1,60
ET 10 16,87 +£ 9,86 10,43 +1,68 96,79 +4,14 24,22 +2,21

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat
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Nach Erniedrigung der auBeren Temperatur auf 4°C und der anschlieBenden
Bestimmung der zellularen Bindung konnte nur noch bei hohen Konzentrationen des
partikel-gebundenen Wirkstoffs (5 und 10 yg/ml; Abb. 27; Tab. 7) eine Bindung
detektiert werden. Die anderen untersuchten Proben zeigten keinerlei zellulare
Interaktion.

3.5.3.3 mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel

Zur Untersuchung der zellularen Akkumulation von mTHPC-beladenen PLGA-
Nanopartikel wurden HT29-Zellen auf Glasobjekttragern kultiviert und mit der
entsprechenden Formulierung (eingesetzte mTHPC-Konzentration: 1 ug/ml) fir 1 h bei 4
und 37 °C inkubiert. Die Nanopartikel wiesen ferner inkorporiertes Lumogen Yellow® in
ihrer Matrix auf, das im spateren Verlauf die Detektion der Nanopartikel ermdglichte.
Neben dem nanopartikular-gebundenen Photosensibilisator wurde auch freies mTHPC
(1 pg/ml) zur Untersuchung eingesetzt. Nach Anfarben der Zellmembran erfolgte die
CLSM-Analyse. Zellen, die bei 4 °C mit den unterschiedlichen Formulierungen inkubiert
wurden, zeigten keine charakteristische mTHPC-Fluoreszenz innerhalb des Zytoplasmas
(Abb. 28). Es konnten ausschlieBlich die gefarbten Zellmembranen sowie vereinzelte
PLGA-Nanopartikel visualisiert werden. Die Inkubation bei 37 °C bedingte eine
Anfarbung des kompletten Zytoplasmas mit mTHPC. Sowohl freies als auch
nanopartikular-gebundenes mTHPC fullte die ganze Zelle aus. Ferner konnten distinkte
nanopartikulare  Cluster innerhalb der gefarbten Zellen ermittelt werden.
Zusammenfassend zeigte PLGA-transportiertes mTHPC eine deutliche zellulare
Interaktion, die durch Reduktion der Temperatur verringert werden konnte.
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Abb. 28: Intrazelluldre Akku-
mulation von mTHPC und
mTHPC-beladenen PLGA-Na-
nopartikeln in HT29-Zellen
bei 4 &37 °C.

HT29-Zellen wurden mit einer
konstanten mTHPC-Konzen-
tration (1 pyg/ml) fir 1 h bei 4
und 37°C inkubiert. Zur
Visualisierung wurde die Zell-
membran mit einem Concana-
valin A-Derivat (Alexa Fluor 350
gekoppelt; blau-H/K: 55)
gefarbt. Die rote Autofluores-
zenz von mTHPC (H/K: 55)
konnte zur Detektion heran-
gezogen werden. Die Nano-
partikel wiesen aufgrund des
inkorporierten  Lumogen eine
grlne Fluoreszenz auf.

freies mTHPC

mTHPC-beladene
PLGA-Nanopartikel

Zur Bestimmung des Aufenthaltsorts von mTHPC-beladenen PLGA-Nanopatikeln wurde
von ausgewahlten Bereichen eine Schnittfolge in Z-Richtung erstellt. In einem Abstand
von 1 pum wurde der entsprechende Bereich analysiert und die erhaltenen Signale
Ubereinander gelegt (Abb. 29). Entsprechend den vorangegangenen Untersuchungen
konnte der Photosensibilisator mTHPC gemaR seiner roten Autofluoreszenz innerhalb
der ganzen Zellen detektiert werden. Der Nukleus blieb entsprechend ungefarbt. Neben
der charakteristischen mTHPC-Farbung konnten vereinzelte PLGA-Nanopartikel-Cluster
visualisiert werden. Diese befanden sich innerhalb der angefarbten Zellmembran und
somit im Innern der Zelle.
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Abb. 29: Zelluldre Akkumulation von PLGAMTHPC in HT29.

HT29-Zellen wurden mit mTHPC-beladenen PLGA-Nanopartikeln (konstante mTHPC-Konzentration von
1 pg/ml) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die rote Autofluoreszenz des Photosensibilisators mTHPC (H/K: 55)
und die griine Fluoreszenz des inkorporierten Lumogen Yellow® wurden fir die Detektion verwendet. Die
Zellmembran wurde mit einem Concanavalin A-Derivat (Alexa Fluor 350-gekoppelt; blau-H/K: 55) gefarbt.
In einem Abstand von 1 pm in Z-Achse wurde eine Schnittfolge erzeugt.

AnschlieBend erfolgte die Ermittlung der zelluldren Bindung mittels Durchfluss-
zytometrie. Hierzu wurden HT29-Zellen mit ansteigenden Konzentrationen an freiem als
auch nanopartikular-gebundenem mTHPC (0-10 pg/ml) fir 1 h bei 4 bzw. 37 °C
inkubiert und untersucht. Der freie Photosensibilisator zeigte sowohl bei 4 als auch bei
37 °C eine konzentrationsabhangige zellulare Bindung (Abb. 30), die jedoch durch die
Erniedrigung der Inkubationstemperatur auf 4 °C deutlich reduziert werden konnte
(Abb. 30; Tab. 8). Das nanopartikular-gebundene mTHPC zeigte einen identischen Trend
bei 4 als auch 37 °C (Abb. 30). Mit ansteigenden mTHPC- bzw. Nanopartikel-
Konzentrationen konnte eine Verschiebung der untersuchten Fluoreszenz, als Indiz fur
eine verstarkte Bindung, beobachtet werden (0,1 pg/ml: MFI 7,38 + 1,32; 10 pyg/ml: MFI
326,55 = 132,82). In Folge der Temperaturerniedrigung auf 4 °C konnte die zellulare
Bindung ebenfalls reduziert werden (Abb. 30; Tab. 8). Nur noch die Zugabe von hohen
Konzentrationen (5 und 10 pyg/ml) von nanopartikular-transportierten  Wirkstoff
ermoglichte eine Detektion von zellular gebundenem mTHPC.



Ergebnisse 80
freies mTHPC mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel
A s g g g
° 4°c| ° areg| 4°c| ° 37°C
| 8 2 8 g
©
= g 8 8 8
o
N| g g s g
‘0 o TR Y 0t 00 10" 10° 10° o
Fluoreszenz
0 pg/mL — 0,1pg/mL — 05pg/mL — 1pg/mL — 5pg/mL — 10 pg/mL -

Abb. 30: Durchflusszytometrische Bestimmung der zelluldaren Bindung von freiem mTHPC und
mTHPC-beladenen PLGA-Nanopartikeln.

Zur Bestimmung der zellularen Bindung von freiem mTHPC sowie nanopartikular-gebundenem mTHPC
(PLGA-Nanopartikel) wurden HT29-Zellen mit ansteigenden Photosensibilisator-Konzentrationen
(0-10 pg/ml) ftr 1 h bei 4 und 37 °C inkubiert und anschlieBend die Bindung durchflusszytometrisch
bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Dargestellt sind die Daten als Histogramme des
Fluoreszenzkanals (Autofluoreszenzbereich des Photosensibilisators). Dargestellt ist ein Experiment aus drei
unabhangig durchgefiihrten Versuchen.

Tab. 8: Bestimmung der zelluldren Bindung von freiem mTHPC und mTHPC-beladenen PLGA-
Nanopartikeln mittels Durchflusszytometer (n=3).

mMTHPC- 4T 37T
Konzentration 0 iti 0 iti
g % Bgsine G
0 2,52 +1,05 6,83 +1,36 1,83+0,11 5,35+ 0,60
8 0,1 5,12+2,35 7,07 £1,18 43,67 £31,04 6,17 £ 0,16
I:E 0,5 28,92 £ 18,98 7,83 +1,00 92,30 £ 8,65 13,71 +6,34
E 1 46,65 + 30,14 8,31+ 0,64 97,69 +2,19 20,22 £9,94
'g 5 96,89 + 2,38 28,26 + 15,45 99,81 £ 0,15 322,36 £136,90
- 10 99,40 £ 0,28 71,30 £ 8,90 99,81 £0,11 1045,15 £ 435,21
o 0 1,94 +0,12 7,75+1,83 2,00 £ 0,03 7,05+1,26
% . E 0,1 1,29+0,34 8,35+2,14 14,44 + 5,63 7,38 £1,32
g 5 % 0,5 3,47 + 0,57 7,87 £2,08 89,51 +£9,88 12,82 + 3,79
%)'_ i §' 1 9,52 +9,78 9,29 + 2,27 98,40 £ 1,43 28,76 £ 11,14
E 3 5 85,42 + 8,84 11,22 +1,70 99,63 +£0,10 160,90 + 65, 38
S 10 95,88 + 3,35 15,79 £+ 2,27 99,61 +£0,14 326,55 +132,82

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat

Zusammenfassend zeigten freies als auch nanopartikular-gebundenes mTHPC (HSA und
PLGA) eine konzentrationsabhangige Anreicherung in HT29-Zellen. Diese Bindung
konnte durch die vorliegende Temperatur (4 oder 37 °C) beeinflusst werden. Die
untersuchten nanopartikularen Systeme transportierten den untersuchten Photo-
sensibilisator somit effektiv in die untersuchten Zellen.
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3.6 Bestimmung der Photozytotoxizitat

Im Anschluss an die Bestimmung des Wirkstofftransportes durch die verschiedenen
nanopartikularen Systeme und der Freisetzung von mTHPC aus diesen in die Zellen,
wurden die entwickelten Arzneistoff-Tragersysteme hinsichtlich ihrer Effektivitat
untersucht. Zur Bestimmung der Effektivitait wurden neben der induzierten
Photozytotoxizitat auch apoptotische Ereignisse nachgewiesen.

3.6.1 Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitat

Die Untersuchung bezlglich der Effektivitat des Photsensibilisators mTHPC bzw. der
entwickelten Arzneistoff-Tragersysteme und die daraus resultierende Photozytotoxizitat
erfolgte mittels Standardzytotoxizitatstests. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen
beleuchtet und die jeweiligen Untersuchungen durchgefihrt.

Freies mTHPC

Zu Beginn wurde die Effektivitat sowie eine eventuell vorliegende Dunkeltoxizitat des
freien Photosensibilisators mTHPC bestimmt. Hierzu wurden HT29-Zellen mit
ansteigenden Konzentrationen mTHPC (0-10 pyg/ml) fir 1, 4 und 24 h bei 37 °C
inkubiert, ein Teil der Proben anschlieBend belichtet (652 nm, 5 J/cm?) und der
verbleibende Teil als Dunkelkontrolle gelagert. Die Bestimmung der induzierten
Photozytotoxizitat als auch die der Dunkeltoxizitat wurden anschlieBend mittels der
bereits beschriebenen Standardzytotoxizitatstests (BrdU-, LDH- und WST-1-Assay)
durchgefiihrt. In allen durchgeflihrten Untersuchungen konnte eine gewisse Toxizitat
des freien Photosensibilisators ohne Belichtung nachgewiesen werden (Dunkeltoxizitat;
Abb. 31A,C;E). Diese fiel zum einen konzentrations- als auch zeitabhangig aus. Die
ermittelte Zellviabilitat bzw. die daran assoziierte MDH-Aktivitat zeigte vor allem nach
einer Inkubation von 24 h eine starke Reduktion auf ~4 % (10 ug/ml; Abb. 31A)
verglichen mit unbehandelten Zellen. Jedoch zeigte auch die untersuchte Losungs-
mittelkontrolle (Ethanol) diesen Trend. Klrzere Inkubationszeiten bedingten nur eine
leichte und vernachlassigbare Fluktuation. Die Proliferation (BrdU-Inkorporation) zeigte
starke Veranderungen bezogen auf unbehandelte Kontrollzellen (Abb. 31C). Die
Reduktion der Proliferation fiel hierbei auch zeit- und konzentrationsabhangig aus.
Bereits eine 1-stindige Inkubation mit 5 pg/ml freiem mTHPC bedingte eine Reduktion
der Proliferation auf etwa 70 %. Eine Erhéhung der eingesetzten Konzentration
(10 yg/ml) verstarkte diese Entwicklung auf ca. 50 %. Die Verlangerung der
Inkubationszeit bedingte eine Verstarkung der zuvor beobachteten Effekte. Bereits
geringe Konzentrationen (0,5 pg/ml) fihrten nach einer lang anhaltenden Kultivierung
zu einer verminderten Proliferation (63 %).
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Abb. 31: Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitdt von freiem mTHPC.

HT29-Zellen wurden mit ansteigenden mTHPC-Konzentrationen (0-10 pg/ml) fir 1, 4 und 24 h inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen beleuchtet (652 nm, 5 J/cm?; B, D, F) und die Zellviabilitdt (WST-1-Assay;
A, B), die Zellproliferation (BrdU-Assay; C, D) sowie die Membranintegritat (LDH-Assay; E, F) ermittelt.
Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert + Standardabweichung (SD) von drei unabhéangig
durchgefiihrten Experimenten dar. Als Kontrollen wurden unbehandelte (Opy; illuminiert:  Oy),
Losungsmittel-behandelte (EtOH) sowie 2 % Triton X-100 (2 %TX) behandelt Zellen mituntersucht.
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Neben einer reduzierten Zellviabilitat als auch Zellproliferation konnte auch ein Verlust
der Zellmembranintegritat (LDH-Freisetzung) mit andauernder Exposition verzeichnet
werden (Abb. 31E). Hierbei traten vor allem bei der langsten Inkubationszeit (24 h)
starke Erhohungen der ermittelten LDH-Freisetzung auf (24 h, 10 pg/ml: 55,95 %).

Die illuminierten Proben zeigten den erwartungsgemaBen Verlauf (Abb. 31B,D,E). Nach
Beleuchtung und Aktivierung erfolgte eine kontinuierliche Abnahme der Zellviabilitat
(Abb. 31B) als auch der Zellproliferation (Abb. 31D). Diese fielen umso starker aus, je
langer inkubiert wurde (24 h> 4 h> 1 h) bzw. je hoher die eingesetzte Konzentration
war. Die Membranintegritat zeigte verglichen mit der Dunkelkontrolle einen ahnlichen
Verlauf (Abb. 31F). Die starkste LDH-Freisetzung erfolgte nach 24 h Exposition mit
10 pg/ml und betrug in etwa 55 %. Zusammenfassend stellt mTHPC einen effektiven
Photosensibilisator dar, der bereits bei geringen Konzentrationen und kurzen
Inkubationszeiten eine starke induzierte Photozytotoxizitat aufweist. DemgegenUber
weist mTHPC jedoch auch betrachtliche dunkeltoxische Effekte auf.

mTHPC-beladene Gold-Nanopartikel

Die Untersuchung der induzierten Photozytotoxizitat von mTHPC-beladenen Gold-
Nanopartikeln erfolgte aufgrund der limitierten Probenvolumina ausschlieBlich mittels
eines Viabilitatstests (WST-1-Assay). HT29-Zellen wurden hierzu mit freiem als auch
nanopartikular-gebundenem mTHPC (eingesetzte Photosensibilisator-Konzentration:
3 pg/ml) fir 4 und 24 h bei 37 °C inkubiert. In Anschluss an einem Mediumwechsel
wurde eine Platte illuminiert (652 nm, 5J/cm?) und die verbleibende Platte als
Dunkelkontrolle gelagert. Die Auswertung der jeweiligen Platten ergab, dass der freie
Photosensibilisator mTHPC nach 24 h eine Dunkeltoxizitat aufwies (Abb. 32A). Eine 4 h
andauernde Inkubation hatte keinen Einfluss auf die untersuchten Zellen. HT29-Zellen,
die mit der nanopartikularen Formulierung versetzt wurden, wiesen nach 4 h eine leicht
erhohte Zellviabilitat auf. Mit anhaltender Inkubation (24 h) nahm diese ab und betrug
letztendlich 83 % (24 h). Das nanopartikulare System wies somit einen geringeren
Einfluss auf die Zellen auf als der freie Photosensibilisator.

Nach Belichtung (Abb. 32B) konnten in der mTHPC-behandelten Proben nur noch ein
marginaler Anteil an viablen Zellen (4 h: 8 %; 24 h: 7 %) detektiert werden. Die
illuminierten Kontrollzellen (Ky) wiesen hingegen nur eine gering reduzierte Aktivitat
auf. Die ermittelte Viabilitat bzw. induzierte Phototoxizitat von mTHPC-beladenen Gold-
Nanopartikeln betrug nach 4-stindiger Inkubation 105 %. Erst eine langer anhaltende
Inkubationszeit von 24 h bedingte eine Reduktion der Viabilitat auf 48 %. Die
Beleuchtung flrhrte somit zu einer weiteren Reduzierung der Zellviabilitat um ca. 35 %.
Zusammenfassend konnten die untersuchten mTHPC-beladenen AuNP eine toxische
Wirkung in den untersuchten Zellen nach Belichtung entfalten.
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Abb. 32: Bestimmung der induzierten Phototoxizitdt von mTHPC-beladenen Gold-Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit freiem und nanopartikuldar gebundenem mTHPC (entsprechend einer mTHPC-
Konzentration von 3 pg/ml) fir 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 5 J/cm?)
und die Zellviabilitdt (WST-1-Assay) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =+
Standardabweichung (SD) von drei durchgeflihrten Experimenten dar. Als Kontrollen wurden
unbehandelte Zellen (Kpy: Dunkelkontrolle; Ky: illuminierte Kontrolle) sowie mit 2 % Triton X-100 (2 %
TX) behandelte Zellen mituntersucht.

Durch die Komplexierung des Photosensibilisators an die Goldpartikel konnte deren
dunkeltoxische Wirkung zum Teil reduziert werden. Die entwickelten Partikel stellen
somit ein viel versprechendes System dar, das jedoch noch weiteren Untersuchungen

unterzogen werden muss.

mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel

Die Evaluierung einer eventuellen Dunkeltoxizitat sowie Photozytotoxizitat wurde
entsprechend dem freien Wirkstoff mTHPC durchgefiihrt. Die Zellen wurden hierzu mit
ansteigenden Volumina mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln (entsprechend einer
steigenden mTHPC-Konzentration: 0-10 pg/ml) fir 1, 4 und 24 h inkubiert, illuminiert
(652 nm, 5 J/cm?) und untersucht. Anfanglich wurden die Zellen der Dunkelkontrolle
untersucht (Abb. 33A,C,E). Die Auswertung der Zellviabilitat ergab einen konstanten
Verlauf der ermittelten MDH-Aktivitat fur die Dunkelkontrolle (Abb. 33A). Es konnten
fur alle getesteten Konzentrationen als auch Inkubationsintervalle nur marginale
Schwankungen detektiert werden. Ebenso verhielt es sich fir die untersuchte
Zellproliferation (Abb. 33C). Die Dunkelkontrolle zeigte hierbei nur Schwankungen nach
einer 24-stindigen Exposition mit geringen Konzentrationen (0,1 yg/ml: 84 %;
0,5 yg/ml: 76 %). Zellen, die mit hoheren Konzentrationen (1-10 pg/ml) inkubiert
wurden, wiesen wiederum eine nahezu unveranderte Proliferation auf und verliefen auf
einem konstanten Niveau. Die ermittelte LDH-Freisetzung zeigte flr alle
Inkubationszeiten der Dunkelkontrolle eine leichte Steigerung (Abb. 33E). Diese fiel
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konzentrationsabhangig aus und erreichte ihren maximalen Wert nach 24 h Inkubation
mit 10 pg/ml (25 %).

Die illuminierten Proben wiesen nach der Bestrahlung eine reduzierte MDH-Aktivitat,
Zellproliferation und gleich bleibende LDH-Freisetzung auf (Abb. 33B,D,F). Die Viabilitat
stieg nach einer 1 bzw. 4 h andauernden Inkubation und Bestrahlung in Vergleich mit
unbehandelten Zellen fir alle Proben leicht an (Abb. 33B). Erst eine zuvorige Inkubation
von 24 h bedingte einen konzentrationsabhangigen Ruickgang der Zellviabilitat. Die
Inkubation mit hohen mTHPC-Konzentrationen (5 und 10 pg/ml) und die anschlieBende
Beleuchtung bewirkten eine Reduktion der Viabilitat auf ca. 3 %. Die zellulare
Proliferation nahm bereits nach kurzen Inkubationszeiten ab (Abb. 33D). Bereits nach
einer 1-stindigen Inkubation konnte dies beobachtet werden. Die Zellen zeigten bei
geringen Konzentrationen (0,5 pg/ml) eine reduzierte BrdU-Inkorporation (1 h: 81 %;
4 h: 69 %; 24 h: 33 %). Die starkste Reduktion konnte nach einer Inkubation fir 24 h
abgelesen werden. Die Zellen wiesen nach einer Inkubatiion mit 0,5 pg/ml bereits nur
noch 32,91 % proliferierende Zellen auf. Dieser Trend setzte sich fur die weiteren
Konzentrationen weiter fort und es konnten letztendlich nur noch 21,81 % (10 pug/ml)
proliferierende Zellen detektiert werden. Die ermittelte LDH-Freisetzung im Anschluss an
eine Bestrahlung zeigte flr alle Zeiten einen Anstieg entsprechend der eingesetzten
HSAMTHPC-Konzentration (Abb. 33F). Die hochste ermittelte LDH-Freisetzung betrug
nach 24 h Inkubation mit 10 yg/ml 17 % (1 h: 14 %; 4 h: 16 %).

Zusammenfassend zeichneten sich die Proben durch eine reduzierte Dunkeltoxizitat
gegenlber dem freien Photosensibilisator mTHPC aus (siehe Abb. 31). Aus den
Ergebnissen lasst sich ablesen, dass die Effektivitat von mTHPC erhalten blieb. Besonders
nach langer andauernden Inkubationszeiten konnte dieses seine volle Wirksamkeit
entwickeln.
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Abb. 33: Bestimmung der induzierten Phototoxizitdt von mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit ansteigenden HSAMTHPC-Konzentrationen (entsprechend einer mTHPC-
Konzentration von 0-10 pyg/ml) far 1, 4 und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen illuminiert
(652 nm, 5 J/cm?; B, D, F) und die Zellviabilitat (WST-1-Assay; A, B), die Zellproliferation (BrdU-Assay; C, D)
sowie die Membranintegritat (LDH-Assay; E, F) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert +
Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten dar. Als Kontrollen wurden
unbehandelte (0; illuminiert: O_ill), Lésungsmittel-behandelte (H.O) sowie 2 % Triton X-100 (2 %TX)
behandelte Zellen mituntersucht.
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mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel

Zuletzt wurden die synthetisierten mTHPC-beladenen PLGA-Nanopartikel den
Untersuchungen unterzogen, um ihre Photozytotoxizitat (Abb. 34B,D,F) und
Dunkeltoxizitat (Abb. 34A,C,E) bestimmen zu konnen. Wie bereits zuvor fur
HSAMTHPC-Nanopartikel beschrieben, erfolgte eine unterschiedlich andauernde
Inkubation (1-24 h) mit ansteigenden mTHPC-Konzentrationen (0-10 pg/ml). Die
untersuchte Losungsmittelkontrolle (Wasser) wies fur die jeweiligen Untersuchungen
geringe Fluktuationen auf, die innerhalb der jeweiligen Kontrollmessungen lagen. Die
Proben der Dunkelkontrolle zeigten sowohl fur die Viabilitat als auch fir die LDH-
Freisetzung einen gleichbleibenden Verlauf flr alle getesteten Konzentrationen und
Zeiten (Abb. 34A,E). Innerhalb der Messungen traten nur kleine Schwankungen auf.
Eine Reduktion der ermittelten Proliferation konnte vor allem fir die langste Inkubation
(24 h) evaluiert werden (Abb. 34C). Hierbei konnte eine Verminderung auf 55 %
beobachtet werden. Flr die kurzeren Inkubationszeiten von 1 und 4 h betrug dieser
lediglich 80 % bzw. 78 %. Die Bestrahlung bedingte einen erwartungsgemalBen
Ruckgang der Viabilitat und Proliferation bei gleichbleibender LDH-Freisetzung (Abb.
34B,D,F). Besonders die langeren Inkubationen (4 und 24 h) mit hohen PLGAMTHPC-
Konzentrationen bedingten einen starken RlUckgang der Viablitat (Abb. 34B) und
Proliferation (Abb. 34D). Die ermittelte LDH-Freisetzung in Folge an eine Inkubation und
Bestrahlung zeigte fir alle Inkubationszeiten einen gleich bleibenden Verlauf (Abb. 34F).
Fir mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel gab es keine Hinweise fir eine vorliegende
Dunkeltoxizitat. Alle Untersuchungen belegten nahezu unveranderte Werte in Vergleich
mit unbehandelten Zellen. Die Bestrahlung per se hatte keinen Einfluss auf die Zellen. In
Folge der Illuminierung konnte eine starke Photozytotoxizitat beobachtet werden, die
sowohl zeit- als auch konzentrationsabhangig ausfiel. mTHPC-beladene PLGA-
Nanopartikel wiesen sich durch eine verstarkte Phototoxizitat bei deutlich verminderter
Dunkeltoxizitat aus. Sie stellten somit ein effektives Tragersystem flr den hydrophoben
Photosensibilisator mTHPC da, ohne dass dieser seine Wirksamkeit verlor.

FUr alle synthetisierten Arzneistoff-Tragersysteme sowie den freien Wirkstoff konnte die
funktionelle Effektivitat im Anschluss an eine Beleuchtung demonstriert werden. Um
Aussagen bezlglich einer Induktion von Apoptose treffen zu konnen, wurde das
Vorhandensein entsprechender Marker in den folgenden Versuchen untersucht.
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Abb. 34: Bestimmung der induzierten Phototoxizitit von mTHPC-beladenen PLGA-
Nanopartikeln.

HT29-Zellen wurden mit ansteigenden PLGAMTHPC-Konzentrationen (entsprechend einer mTHPC-
Konzentration von 0-10 pyg/ml) far 1, 4 und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen illuminiert
(652 nm, 51J/cm?) und die Zellviabilitdt (WST-1-Assay), die Zellproliferation (BrdU-Assay) sowie die
Membranintegritat (LDH-Assay) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =+
Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgefihrten Experimenten dar. Als Kontrollen wurden
unbehandelte (0; illuminiert: O_ill), Losungsmittel-behandelte (H,0) sowie 2 % Triton X-100 (2 %TX)
behandelte Zellen mituntersucht.
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3.6.2 Nachweis von apoptotischen Ereignissen

Als Apoptose wird im Allgemeinen der programmierte Zelltod einer Zelle bezeichnet. Im
Gegensatz zur Nekrose findet diese in geordneten Bahnen statt und bedingt keine
Entzindungsreaktion der umliegenden Gewebsflache. Nach Induktion der Apoptose
erfolgt die Aktivierung von Signaltransduktionswegen, die u.a. zur Degradation der
nuklearen DNA, einer veranderten Zellmembranzusammensetzung und Spaltung von
Zielproteinen flhren.

Nachweis von Membranfluktuationen

Ein sogenannter Membran-,, Flip-Flop” stellt einen Marker der Apoptose dar. Hierbei
wird das normalerweise intrazellular exprimierte Phospholipid Phosphatidylserin auf die
auBere Seite der Plasmamembran transloziert. Hier fungiert es als Erkennungsmerkmal
apoptotischer Zellen fir Makrophagen. Die Apoptose wurde unter zu Hilfenahme des
APOPercentage Apoptosis Assay quantifiziert. Hierzu wurden HT29-Zellen bis zu 24 h
mit den jeweiligen Formulierungen (freies und nanopartikular-gebundenes mTHPC;
eingesetzte Konzentration: 1 pg/ml) inkubiert, bestrahlt (652 nm, 5 J/cm?) oder fir eine
spatere Bestimmung einer Dunkeltoxizitat verwahrt. Als Kontrolle und fir eine spatere
Quantifizierung wurden Wasserstoffperoxid-behandelte Zellen (2,5 mM) in die
Untersuchung  miteinbezogen. Durch die Akkumulation des rot-gefarbten
APOPercentage Reagenz erschienen apoptotische Zellen im Laufe der Untersuchung rot
und konnten flr eine Bestimmung herangezogen werden. Flr eine genauere
Quantifizierung der induzierten Apoptose wurde die Anzahl an apoptotischen Zellen
ermittelt und mit den Kontrollen verglichen. Die Quantifizierung erfolgte Uber die
Bestimmung der Pixelanzahl des intrazellularen Reagenz mit Hilfe der frei zuganglichen
Software GIMP. Von allen erhaltenen Aufnahmen wurden dementsprechend der
Pixelwert ermittelt und gegeneinander aufgetragen (Abb. 35). In allen nicht-illuminierten
Proben (Dunkelkontrolle) konnten nur vereinzelte apoptotische Zellen detektiert und
somit ausgewertet werden. Diese traten auch bei den untersuchten unbehandelten
Kontrollen auf. AusschlieBlich Zellen der Positivkontrolle wiesen eine starke Rotfarbung
und somit erhohte Pixelzahl als Indiz flr Apoptose auf (Abb. 35A; siehe Anhang Abb.
A2A). Sowoh!| die unbehandelten als auch die Photosensibilisator-behandelten Zellen
wiesen nur im geringen MaB das gesuchte Reagenz auf. Im Schnitt lag die ermittelte
Pixelanzahl unter 10.000. Im Vergleich dazu betrug die Pixelnummer von
Wasserstoffperoxid-behandelten Zellen GUber 500.000. AnschlieBend erfolgte die
Auswertung der Photosensibilisator-behandelten und illuminierten Proben (Abb. 35B).
Alle Photosensibilisator-behandelten und illuminierten Proben wiesen apoptotische
Zellen innerhalb des Zelllayers auf (siehe Anhang Abb. A2B). Es konnte flur alle
getesteten Formulierungen eine zeitabhangige Induktion ermittelt werden. Nach einer
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1-stindigen Inkubation waren vereinzelt apoptotische Zellen innerhalb der Proben zu
verzeichnen. Mit ansteigender Inkubationszeit nahm der Anteil an apoptotischen Zellen
deutlich zu, bis nach 24 h eine Vielzahl an Zellen die charakteristische Farbung aufwies.
Freies mTHPC (1 h: 40.000 + 7.000; 24 h: 695.000 + 92.000) und PLGA-assoziiertes
mTHPC (1 h: 2.300 = 1.300; 24 h: 615.000 + 14.000) zeigten hierbei die starksten
Reaktionen. Die ermittelten Werte lagen hierbei im Bereich der Positivkontrolle
(400.000 + 16.000). Die durch HSA-Nanopartikel bzw. des daran gebundenen mTHPC
induzierte  Apoptose fiel am geringsten aus (1 h: 2.500+ 1.380; 24 h:
110.000 + 20.000). Unbehandelte, aber bestrahlte Zellen wiesen nur vereinzelte Zellen
innerhalb des Layers auf. Eine Bestrahlung allein, also ohne die Anwesenheit eines
Photosensibilisators, flhrte somit nicht zur Induktion von Apoptose.

A Dunkelkontrolle B [llluminiert
1000000 1000000
750000 750000
500000 i 500000 i l
= T = T
© ©
& S
& 75000 & 200000
Q Q
X X 150000
o 50000 o
100000
25000
50000
0
0
1.4 24 1.4 24 1.4 24 1.4 24 1.4 24 1.4 24 1.4 24 1.4 24
Inkubation [h] Inkubation [h]

[ Kontrolle [l mTHPC [ HSAmTHPC [ PLGAmTHPC N H.O;

Abb. 35: Quantifizierung der Apoptoseinduktion mittels APOPercentage Apoptosis Assay und
Pixelwertbestimmung.

Zum Nachweis von Apoptoseinduktion sind HT29-Zellen mit 1 pg/ml freiem mTHPC sowie mTHPC-
beladenen Nanopartikeln (HSA und PLGA, 1 ug/ml mTHPC-Konzentration) fir 1, 4 und 24 h inkubiert und
anschlieBend fir 30 min mit der APOPercentage Reagenz (rot) behandelt worden. Unbehandelte Zellen
dienten als Negativkontrolle und H,O,- (2,5 mM) behandelte Zellen als Positivkontrolle. Bestimmung der
inkorporierten APOPercentage Reagenz (Pixelanzahl) ohne (A, Dunkelkontrolle, siehe Anhang Abb. A2A)
und mit (B, llluminiert, siehe Anhang Abb. A2B) PDT-Behandlung. Jeder Messwert stellt den jeweiligen
Mittelwert + Standardabweichung (SD) von drei durchgefiihrten Experimenten dar.
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Immunhistochemischer Nachweis von PARP caved

Das korpereigene Enzym Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) ist an der Reparatur von
DNA-Schaden beteiligt. Im Rahmen der Apoptoseinduktion und den daran beteiligten
Signaltransduktionsprozessen wird PARP proteolytisch durch Caspase-3 gespalten
(PARPgeaveq). Dieser Schritt kann daher als Marker fir eine bereits stattfindende Apoptose
herangezogen werden.

Zum qualitativen Nachweis der Spaltung von PARP zu PARPeaeds Wurden HT29-Zellen
ausgesat und mit den verschiedenen Formulierungen (freies und nanopartikular-
gebundenes mTHPC; eingesetzte mTHPC-Konzentration: 1 pg/ml) far 1, 4 und 24 h
inkubiert und entweder bestrahlt (652 nm, 5 J/cm?) oder als Dunkelkontrolle verwahrt.
Die fixierten und permeabilisierten Proben wurden anschlieBend auf die Prasenz von
PARPeaves immunhistochemisch untersucht.

Zellen, die zuvor mit freiem mTHPC inkubiert worden waren, zeigten nach Bestrahlung
die Anwesenheit von PARPgeaes (Abb. 36). In allen untersuchten Proben konnte die
grine Flureszenz des verwendeten Sekundarsantikorpers detektiert werden. Mit
steigender Inkubationszeit nahm der Anteil an PARPeaed-positiven Zellen zu. Die Zellen
wiesen eine starke Farbung der Zellkerne bzw. der entstandenen intranuklearen
Zwischenraume auf. Unbehandelte als auch unbestrahlte Zellen zeigten nur vereinzelt
PARPgeavea-poOsitive Zellen innerhalb des Zellrasens. Vereinzelt konnte in Zellen, die 24 h
mit mTHPC versetzt worden waren, Reste des Photosensibilisators detektiert werden.
Klrzer inkubierte Proben wiesen dies nicht mehr auf. Langere Inkubationszeiten
bedingten hierbei eine starkere zellulde Anreicherung des Photosensibilisators. Die
durchgeflihrten Waschschritte reichten hierbei nicht aus, um den Photosensibilisator
ganzlach zu entfernen. Daher konnten v. a. bei langer inkubierten Proben Reste von
mTHPC detektiert werden.
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Abb. 36: Nachweis von PARPeaves Nach Behandlung mit freiem mTHPC.

HT29-Zellen wurden mit einer konstanten mTHPC-Konzentration (1 pg/ml) fir 1, 4 und 24 h behandelt.
Im Anschluss wurde ein Teil der Zellen illuminiert (652 nm, 5 J/cm?), der verbleibende Anteil als
Dunkelkontrolle beibehalten und PARPeaed Nachgewiesen. Zur Visualisierung wurden die Zellkerne mit
DAPI (blau-H/K: 60) gegengefarbt und die Proben mit einem Alexa Fluor 488-gekoppelten
Sekundarantikorper (grin-H/K: 55) zum Nachweis von PARPeaed inkubiert. Als Kontrolle wurden H,0.-
behandelte sowie unbehandelte Zellen mituntersucht. Reste des Photosensibilisators erscheinen aufgrund
der Autofluoreszenz rot.

Neben freiem mTHPC wurde dann die Apoptoseinduktion nach einer Inkubation mit
mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln untersucht. Hierbei konnten vereinzelt Reste von
mTHPC in den Proben ermittelt werden (rot; Abb. 37). Diese befanden sich vorwiegend
zwischen den Zellen. Es konnten nur vereinzelt PARPceaed-positive Zellen (nach 1 h und
24 h Inkubation) visualisiert werden. Eine Zeitabhangigkeit, wie zuvor bei freiem mTHPC
ermittelt, konnte nicht bestatigt werden. Die Bestrahlung bzw. die Inkubation mit dem

Arzneistoff-Tragersystem fuhrte zu einer leichten Apoptoseinduktion.
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Abb. 37: Nachweis von PARPc.ves Nach Behandlung mit mTHPC-beladener HSA-Nanopartikel.

HT29-Zellen wurden mit einer konstanten mTHPC-Konzentration (1 ug/ml; gebunden an HSA-
Nanopartikel) fir 1, 4 und 24 h behandelt. Im Anschluss wurde ein Teil der Zellen illuminiert (652 nm,
5 J/cm?), der verbleibende Anteil als Dunkelkontrolle beibehalten und PARPgeaea Nachgewiesen. Zur
Visualisierung wurden die Zellkerne mit DAPI (blau_H/K: 60) gegengefarbt und die Proben mit einem
Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundarantikorper (grin-H/K: 55) zum Nachweis von PARPceaed inkubiert.
Als  Kontrolle wurden H,0,-behandelte sowie unbehandelte Zellen mituntersucht. Reste des
Photosensibilisators erscheinen aufgrund der Autofluoreszenz rot.

AbschlieBend erfolgte die Untersuchung von mTHPC-beladenen PLGA-Nanopartikeln
(Abb. 38). Wie zuvor beschrieben, konnten Reste des Photosensibilisators zwischen den
Zellen  bzw. in  den Interzellularraumen detektiert werden. Das ermittelte
PARP.eaea-Signal zeigte einen zeitabhangigen Anstieg in seiner Intensitat. Nach 1 h
Inkubation konnten nur vereinzelt, schwache Loci detektiert werden, die mit
zunehmender Inkubationsdauer (4 h) an GroBe und Intensitat zunahmen. Eine
Inkubation von 24 h flhrte zu einer zahlreichen proteolytischen Spaltung und

Aktivierung von PARP.
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Abb. 38: Nachweis von PARPc.v.s Nach Behandlung mit mTHPC-beladener PLGA-Nanopartikel.

HT29-Zellen wurden mit einer konstanten mTHPC-Konzentration (1 pg/ml; gebunden an PLGA-
Nanopartikel) fir 1, 4 und 24 h behandelt. Im Anschluss wurde ein Teil der Zellen illuminiert (652 nm,
5 J/cm?), der verbleibende Anteil als Dunkelkontrolle beibehalten und PARPgeaeds Nachgewiesen. Zur
Visualisierung wurden die Zellkerne mit DAPI (blau-H/K: 60) gegengefarbt und die Proben mit einem Alexa
Fluor 488-gekoppelten Sekundarantikorper (grin-H/K: 55) zum Nachweis von PARPgeaed inkubiert. Als
Kontrolle  wurden H,O,-behandelte sowie unbehandelte Zellen mituntersucht. Reste des
Photosensibilisators erscheinen aufgrund der Autofluoreszenz rot.

Die Auswertung der erhaltenen Ergebnisse bekraftigt die Wirksamkeit der neu
entwickelten nanopartikularen Formulierungen hinsichtlich einer Photozytotoxizitat und
Aktivierung von Apoptose. Obwohl die mTHPC-beladenen Gold-Nanopartikel eine sehr
viel versprechende Tendenz aufwiesen, musste aufgrund der limitierenden
Probenmengen auf weitere Untersuchungen zugunsten der anderen kolloidalen Systeme

verzichtet werden.
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3.6.3 3D-Tumormodell

Neben den Untersuchungen bezuglich einer zellularen Anreicherung sowie einer
induzierten photozytotoxischen Wirksamkeit wurde das Verhalten der synthetisierten
Arzneistoff-Tragersysteme an einem realistischeren 3D-Tumormodell (Spharoid)
untersucht. In der Folge wurde ein Protokoll zur Herstellung von Tumor-Spharoiden aus
HT29-Zellen etabliert.

3.6.3.1 Wachstumsverhalten von Spharoiden

Die Herstellung von Spharoiden aus der Zelllinie HT29 erfolgte mittels der ,Hanging-
Drop“-Technik. Die erhaltenen Spharoide wiesen nach einer Kultivierungsdauer von
sieben Tagen eine mittlere GroBe von 830 + 68 uym auf (Tab. 9). Diese nahm mit
voranschreitender Kultivierungsdauer weiter zu (14 Tage: 1021 + 46 pym; 21 Tage:
1247 £ 112 ym).

Tab. 9: Wachstumszunahme von HT29-Spharoiden, die mittels ,Hanging-Drop”-Technik
hergestellt wurden.

Tag GrofR3e [um] Anzahl
7 829 + 68 50
14 1021 + 46 14
21 1247 £112 11

Neben der Volumenzunahme konnte eine Veranderung der auBeren Erscheinung
verzeichnet werden. Anfanglich wiesen die Spharoide zwei distinkt voneinander zu
trennende Bereiche auf (Abb. 39). Der duBere Spharoidbereich erschien im Vergleich
zum dunklen Spharoidinnern hell und vereinzelte Strukturen waren sichtbar. In Folge der
Kultivierung nahm dieser Bereich zugunsten eines wachsenden Zentrums ab. Nach
21 Tagen wiesen die Spharoide ein vergleichsweise groBes, dunkles Zentrum mit einer
reduzierten auBeren Hulle auf.
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Tag 7 Tag 14 Tag 21

500 pm 500 pm

Abb. 39: Wachstum und Vitalitatsnachweis von HT29-Sphéaroiden.

Aus HT29-Zellen hergestellte Spharoide wurden alle sieben Tage hinsichtlich ihrer GroBe (Phasenkontrast-
Aufnahmen) und Vitalitat (Lebend-Tot-Farbung) untersucht. Lebende Zellen erscheinen griin (FDA) und
tote Bereiche aufgrund des inkorporierten Propidiumiodids (PI) rot.

Durch eine Farbung mit Fluoresceindiacetat (FDA; lebend) in Kombination mit
Propidiumiodid (PI; tot) konnte die Viabilitat (Lebend-Tot-Farbung) der Zellen innerhalb
des 3D-Aggregats nachgewiesen werden. Die generierten Spharoide wiesen an allen
untersuchten Kultivierungstagen im Innern eine schwache Anreicherung von toten/Pl-
positiven Zellen auf (Abb. 40). Die grine Fluoreszenz von FDA, die lebende Zellen
anzeigte, konnte Uber den gesamten Spharoid detektiert werden. Hierbei viel v. a. der
auBere Randbereich der 3D-Aggregate auf. Dieser zeichnete sich durch ein intensiveres
FDA-Signal aus.

Weiterhin wurde die Morphologie der erhaltenen Spharoide rasterelektronen-
mikroskopisch evaluiert. Neben sieben Tage alten Proben wurden Spharoide, die bereits
21 Tage kultiviert wurden, untersucht (Abb. 40). Die untersuchten Spharoide wiesen
nach sieben Tagen eine kompakte Form mit vereinzelt noch sichtbaren Zellen auf (Abb.
40A). Eine weitere VergroBerung bestatigte die erhaltene Beobachtung (Abb. 40C). Die
Zellen wiesen eine raue Oberflache auf. Ferner konnten einzelne Strukturen innerhalb
der Oberflache identifiziert werden. HT29-Spharoide, die sich bereits 21 Tage in Kultur
befanden, wiesen auch eine kompakte Form auf (Abb. 40B). Hierbei konnten durch eine
weitere VergroBerung (Abb. 40D) ebenfalls die einzelnen Zellen und assoziierten
Strukturen illustriert werden.
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Abb. 40: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von HT29-Sphéroiden.

Sieben Tage alte HT29-Spharoide (A, C), und 21 Tage alte Spharoide (B, D), wurden mittels einer
Schwermetallkontrastierung behandelt und mittels REM untersucht.

Fir die folgenden Versuche wurde, basierend auf den erhaltenen Ergebnissen, eine
Kultivierungsdauer von sieben Tagen, zur Generierung von Spharoiden, herangezogen.
Die Spharoide wiesen eine ausreichende GroBe und passende Verteilung an lebenden
und toten Zellen auf.

3.6.3.2 Zelluldre Akkumulation von freiem und nanopartikular gebundenem
mTHPC in HT29-Sphéaroiden

Nachdem ein Protokoll zur Herstellung von Spharoiden aus HT29 etabliert werden
konnte, sollte im weiteren Verlauf die zellulare Akkumulation des freien Wirkstoffs und
der neu entwickelten nanopartikularen Formulierungen erfolgen. Sechs Tage alte
Spharoide wurden mit den zu untersuchenden Substanzen (freies mTHPC; mTHPC-
beladene HSA/PLGA-Nanopartikel; eingesetzte mTHPC-Konzentration: 3 pg/ml) fir 24 h
unter Lichtausschluss kultiviert, eingefroren und 7 um dicke Schnitte angefertigt. Eine
Aufnahme des Photosensibilisators konnte fur alle Proben demonstriert werden (Abb.
41). Die starkste Anreicherung und Verteilung konnte neben dem freien Wirkstoff fr
das Transportsystem basierend auf PLGA detektiert werden. Hier konnte eine starke
Fluoreszenz im auBeren Randbereich ermittelt werden, die zum Zentrum hin in ihrer
Intensitat abnahm.
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Abb. 41: Nachweis von freiem mTHPC und mTHPC-beladenen Nanopartikeln (PLGA & HSA) in
HT29-Spharoiden.

Nach sechs Tagen Kultivierung wurden die Sphéroide mit freiem mTHPC sowie mTHPC-beladenen
Nanopartikeln (HSA und PLGA) (mTHPC-Konzentration: 3 pg/ml) fir 24 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Spharoide geschnitten und die Akkumulation mittels Raster-Lasermikroskopie
untersucht. Die Zellkerne wurden zwecks Visualisierung mit DAPI (blau) gegengefédrbt. Die rote
Autofluoreszenz von mTHPC sowie die grliine Autofluoreszenz von HSA-Nanopartikeln wurden zur
Detektion verwendet. PLGA-Nanopartikel konnten Uber das inkorporierte Lumogen Yellow® (griin)
detektiert werden (alle Kanéle auf H/K: 55 eingestellt).
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Das mittels HSA-Nanopartikeln transportierte mTHPC wies dagegen nur eine schwache
Farbung des Spharoids auf. Diese fiel vornehmlich gleich verteilt Gber den ganzen
Schnitt aus und wies vereinzelt punktuelle Intensitatsmaxima in den Randbreichen auf.
Der Nachweis der Nanopartikel konnte Uber die HSA-eigene Autofluoreszenz bzw. das
inkorporierte Lumogen Yellow® fir PLGA-Nanopartikel erfolgen. Fir HSA konnten keine
Signale innerhalb der Schnitte detektiert werden. Die Aufnahmen wiesen den gleichen
schwachen Hintergrund wie die unbehandelten Kontrollschnitte und mTHPC-
behandelten Proben auf. Ein Signal konnte ausschlieBlich flir Spharoide ermittelt
werden, die mit PLGA-Nanopartikeln inkubiert wurden. Hierbei konnte eine sich Gber
den ganzen Schnitt verteilte Fluoreszenz mit lokalen Intensitdtsmaxima ausfindig
gemacht werden. Die Kontrolle wies weder eine Rot- noch eine Griin-Farbung auf.

Die Nanopartikel waren somit fahig, den gebundenen Photosensibilisator in die
Spharoide zu transportieren und dort freizusetzen. PLGA-assoziiertes mTHPC wies dabei
eine ebenso gute Anreicherung wie der freie ungebundene Wirkstoff auf.

3.6.3.3 Nachweis von apoptotischen Ereignissen

In einem weiteren Experiment sollte die Fahigkeit der jeweiligen Formulierung zur
Apoptoseinduktion in HT29-Spharoiden determiniert werden. Dies erfolgte Uber den
immunhistochemischen Nachweis von PARPqeaed. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte
analog zu den zuvor beschriebenen Proben, mit der Ausnahme, dass die Zellen nach
erfolgter Inkubation zur Aktivierung der aufgenommen Photosensibilisatoren bestrahlt
(652 nm, 10J/cm?) wurden. In allen Proben konnte PARPueaed zentrumsnah
nachgewiesen werden (Abb. 42). Die Kontrollen, unbehandelte jedoch bestrahlte
Spharoide sowie H,0,-behandelte Proben, wiesen keine weiteren Signale auf. In Folge
der Wasserstoffperoxid-Behandlung waren die erhaltenen Spharoide weniger kompakt
sowie instabil und wiesen Risse beim Anfertigen der Schnitte auf. Die mTHPC-
behandelten Proben wiesen neben den PARPeaes-Signalen im Inneren der Spharoide
noch Signale im Randbereich auf. Diese Bereiche betrafen im Allgemeinen nur die
abschlieBende Zellschicht und ummantelten den gesamten Spharoid. Die Induktion fiel
besonders stark fur freies als auch PLGA-gebundenes mTHPC aus. Fir HSA-
transportiertes mTHPC konnten nur vereinzelte PARPeaes-pOsitive Zellen detektiert
werden. Zum Vergleich und zur Bestatigung der Anwesenheit von mTHPC in den Proben
wurden Photosensibilisator-behandelte und bestrahlte, jedoch nicht gefarbte Schnitte
analysiert. Hierbei konnte die zuvor bereits beschriebene Lokalisation des
Photosensibilisators vor allem in den duBeren Randbereichen bestatigt werden. Da in
allen mTHPC-behandelten Proben PARPeaes Nachgewiesen werden konnte, konnte die
Effektivitat der jeweiligen Formulierungen auch am Tumormodell bestatigt werden.
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mTHPC-beladene
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Abb. 42: Nachweis von PARPcaveq in Spharoiden nach einer PDT-Behandlung.

Sphéroide, hergestellt aus HT29-Zellen, wurden mit freiem und nanopartikular-gebundenem mTHPC
(HSA- und PLGA-Nanopartikel; konstante mTHPC-Konzentration 3 pg/ml; rot) fir 24 h behandelt. Im
Anschluss wurden die Spharoide illuminiert (652 nm, 10 J/cm?) und PARPeaeds immunhistochemisch
nachgewiesen. Zur Visualisierung wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt und die Proben mit
einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundarantikdrper (grin) inkubiert. Als Positivkontrolle wurden
H,0,-behandelte sowie unbehandelte Zellen sowie zum Nachweis von mTHPC (rot) bestrahlte, aber nicht
PARPeaes-gefarbte Schnitte mituntersucht (alle Kanale auf H/K: 55 eingestellt).
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3.7 Zelltyp-spezifische nanopartikuldre Anreicherung

Neben dem Photosensibilisator mTHPC sollten die neu entwickelten Formulierungen
einen Zelltyp-spezifischen Liganden aufweisen, der eine spezifische Anreicherung im
Zielgewebe ermaoglichte. Durch ein Zelltyp-spezifisches Targeting kann der spezifische
Transport eines Arzneistoffs in das gewUlnschte Zielgewebe ermdglicht werden. Zur
Evaluierung einer Zelltyp-spezifischen nanopartikularen Akkumulation war zunachst der
Expressionsstatus des zu bindenden Rezeptors zu Uberprifen. Als Target diente der in
vielen Tumoren Uberexprimierte, epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR).
Anfanglich wurde der vorliegende Status der verwendeten Zelllinien Uberprift (HT29
und DiFi), bevor die nanopartikularen Formulierungen getestet wurden.

3.71 EGFR-Oberflachenexpression

Die Untersuchung der EGFR-Oberflachenexpression wurde mittels Durchflusszytometrie
(Abb. 43A) als auch Immunhistochemie (Abb. 43B-G) durchgefihrt. Die Zellen wurden
hierzu mit dem monoklonalen Antikorper Cetuximab bzw. einem unspezifischen 1gG-
Antikorper versetzt und die Bindung nachgewiesen. DiFi-Zellen zeigten hierbei einen
konzentrationsabhangigen Anstieg der Cetuximab-Bindung, wohingegen HT29-Zellen
bereits ab geringen Antikorper-Konzentrationen (0,1 pg/ml) einen Sattigungseffekt
erfuhren (Abb. 43A). Weder fUr HT29 noch flr DiFi-Zellen konnte eine gesteigrte
Interaktion mit dem unspezifischen IgG-Antikorper nachgewiesen werden.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung mittels konfokaler Raster-Laser-
mikroskopie demonstrierte eine starke EGFR-Farbung von DiFi-Zellen (Abb. 43B, E).
Diese zeigten eine intensive Farbung der gesamten Zelloberflache, das ein verstarktes
Vorhandensein des EGFR betonte. Im Gegensatz dazu wiesen HT29-Zellen nur eine
schwache und zum Teil diffuse Farbung auf (Abb. 43E, G). Das erhaltene Signal war
punktuell Gber die Zelle hinweg verteilt. Die Analyse verdeutlichte somit, dass es sich bei
HT29-Zellen um EGFR-schwach exprimierende Zellen handelte, wohingegen DiFi-Zellen
diesen Rezeptor in einer hohen Kopienzahl auf der Zelloberflache exprimierten. Als
Kontrolle wurden Zellen untersucht, die mit dem verwendeten Sekundarantikorper
inkubiert wurden (Abb. 43D, G). Wiederum blieben die Kontrollen ohne Befund.
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Abb. 43: Bestimmung der EGFR-Expression von DiFi- und HT29-Zellen mittels
Durchflusszytometrie und Immunhistochemie.

(A) DiFi- und HT29-Zellen wurden mit ansteigenden IgG- und Cetuximab-Konzentrationen (0-20 ug/ml)
fr 2 h bei 37 °C inkubiert und durchfluBzytometrisch zur Bestimmung der zelluldren Bindung untersucht.
Die Messung der zelluldaren Cetuximab-Bindung wurde an unabhangigen biologischen Triplikaten
durchgefihrt. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mituntersucht (0). (B-G) DiFi- und HT29-Zellen
wurden auf Glassobjektragern kultiviert und mit dem spezifischen Antikérper Cetuximab flr 1 h bei RT
inkubiert. Zur Visualisierung wurde die Zellmembran mit einem Alexa Fluor 488-gekoppeltem
Sekundarantikorper (grin) sowie die Zellkerne mit Propidiumiodid (rot) gefarbt. (B, D) DiFi-Zellen, (B)
GesamtUbersicht, (C) VergroBerung aus B (weiBes Quadrat), (D) Kontrolle (Sekundarantikorper). (E, G)
HT29-Zellen, (E) Gesamtlbersicht, (F) VergréBerung aus E (weiBes Quadrat), (G) Kontrolle
(Sekundarantikorper).

3.7.2 Spezifische HSA-Nanopartikel

Die Uberpriifung der Spezifitdt von Cetuximab-modifizierten HSA-Nanopartikel erfolgte
Uber verschiedene Untersuchungen, die durchflusszytometrische und mikroskopische
Ansatze umfassten.

3.7.2.1  Zytotoxizitat

Zu Beginn der Untersuchungen wurden die entwickelten Nanopartikel hinsichtlich ihres
Einflusses auf die MDH-Aktivitat bzw. damit assoziierte zellulare Viabilitat untersucht.
HT29- und DiFi-Zellen wurden entsprechend mit ansteigenden Nanopartikel-
Konzentrationen (5-500 pg/ml Nanopartikel =2 0,1-10 pg/ml Cetuximab) fur 2 und 24 h
inkubiert und anschlieBend die Aktivitat bestimmt (Abb. 44). Die ermittelte Viabilitat fur
DiFi-Zellen nahm nach einer 2 h Inkubation fur alle untersuchten Nanopartikel (HSA-IgG
und HSA-Cetuximab) und eingesetzten Konzentration zu. Nach Erhohung der
Expositionsdauer auf 24 h konnte eine konzentrationsabhangige Verminderung der
MDH-Aktivitat detektiert werden. Die starkste Reduktion (58 %) wurde hierbei fir die
hochste HSA-Cetuximab-Konzentration (500 pg/ml) ermittelt. HT29-Zellen wiesen nach
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2 h Inkubation mit den Kontrollpartikeln (HSA-IgG) eine gleichbleibende Viabilitat auf.
Diese nahm fur alle getesteten Konzentrationen mit Anstieg der Inkubationsdauer leicht
ab. Zellen, die mit HSA-Cetuximab Nanopartikeln inkubiert wurden, verfligen Uber eine
reduzierte Viabilitat, die jedoch unabhangig von der jeweiligen Inkubationszeit war.
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Abb. 44: Toxizitdt von oberflachenmodifizierten HSA-Nanopartikeln.

HT29- und DiFi-Zellen wurden mit ansteigenden HSA-Nanopartikel-Konzentrationen (HSA-IgG- & HSA-
Cetuximab-Nanopartikeln; 5-500 pg/ml) fir 2 und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellviabilitat
(WST-1 Assay) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert + Standardabweichung (SD) von
drei unabhangig durchgefihrten Experimenten dar. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen (0) sowie
mit 2 % Triton X-100 behandelte Zellen (2 % TX) mituntersucht.

3.7.2.2  Zelluldre Bindung von oberflachenmodifizierten HSA-Nanopartikeln

Konzentrationsabhangige spezifische Bindung

Nach der Testung der Nanopartikel hinsichtlich einer eventuellen Zytotoxizitat erfolgte
die Analyse der spezifischen Bindung. Diesbezlglich wurden die Zellen (HT29 und DiFi)
mit den jeweiligen Formulierungen (HSA-IgG, HSA-Cetuximab; 0-20 pg/ml Antikorper)
far 2 h inkubiert und die Bindung via Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 45). Die
Auswertung der erhaltenen Ergebnisse flr HT29 verdeutlichte eine gesteigerte Bindung
der Cetuximab-modifizierten HSA-Nanopartikel gegendber den unspezifischen IgG-
Kontrollpartikeln (Abb. 45; Tab. 10). Diese wiesen selbst bei Erhdhung der eingesetzten
Antikorperkonzentration keine gesteigerte Bindung auf. Der maximale Anteil an Zellen,
die positiv fUr eine Bindung mit HSA-IgG Nanopartikeln detektiert wurden, betrug
541 £2,12 % (20 pg/ml; Tab. 10). Die zellulare Bindung der Cetuximab-modifizierten
Nanopartikel fiel hingegen spezifisch aus und schlug sich in einer Erhdhung des Anteils
positiv detektierter Zellen nieder. Der Anteil an positiven Zellen stieg von anfanglich
10,51 £5,13 % (0,1 pg/ml) auf 34,76 £ 18,13 % (20 yg/ml) an. Bereits ab einer
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eingesetzten Konzentration von 5 pg/ml konnte nur noch eine schwache Steigerung der
Bindung, trotz steigender Antikdrper-Konzentration, beobachtet werden (Abb. 45;
Tab. 10). Durch die Bindung des spezifischen Antikorpers Cetuximab an HSA-
Nanopartikel konnte die zellulare Bindung von HSA-Nanopartikeln gegenuber
unspezifischen HSA-Nanopartikeln gesteigert werden.

Weiterhin wurde die zellulare Bindung der entwickelten Nanopartikel an DiFi-Zellen
getestet. Diese wiesen eine hohe EGFR-Expression auf ihrer Zelloberflache auf (siehe
Abb. 44) und sollten somit eine gute Interaktion mit Cetuximab-modifizierten HSA-
Nanopartikeln zeigen. Mit der anschlieBenden Analyse konnte diese Hypothese
verifiziert werden. Durch Steigerung der eingesetzten Antikorperkonzentration konnte
die Anzahl an positiv detektierten Zellen konzentrationsabhangig erhoht werden (Abb.
45). Die unspezifischen IgG-Kontrollpartikel zeigten eine leichte Bindungstendenz, die
sich trotz Erhohung der eingesetzten Antikdrperkonzentration jedoch nicht weiter
verstarken lieB (Abb. 45). Die spezifische Bindung von Cetuximab-modifizierten HSA-
Nanopartikeln fiel um ein Vielfaches starker aus als eine Vergleichbare mit HSA-IgG
Nanopartikeln. Die Zellen erfuhren eine konzentrationsabhangige Steigerung an positiv
detektierten Zellen.
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Abb. 45: Spezifische zelluldre Bindung Cetuximab-modifizierter HSA-Nanopartikel.
HT29- und DiFi-Zellen wurden mit ansteigenden Nanopartikelkonzentrationen (HSA-IgG und HSA-
Cetuximab Nanopartikel entsprechend einer Antikoérper-Konzentration: 0-20 pg/ml) fur 2 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde die zelluldre Bindung der verschiedenen nanopartikularen Formulierungen
mittels  Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt sind die Daten als Histogramm des
korrespondierenden Fluoreszenzkanals (Autofluoreszenz der Nanopartikel).
Zur besseren Erfassung der Ergebnisse wurden die erhaltenen Daten tabellarisch
zusammengefasst (Tab. 10). Die spezifische Bindung von Cetuximab-modifizierten HSA-
Nanopartikeln an DiFi erfuhr eine Steigerung von anfanglich 18,22 + 0,46 % (0,1 pg/ml
Cetuximab) auf 89,17 £ 5,90 % (20 ug/ml Cetuximab). Bereits ab einer eingesetzten
Antikorperkonzentration von 5 pg/ml konnte dieser Bindungsanteil an positiven Zellen
ermittelt werden, jedoch erfuhren die Zellen eine weitere Steigerung in der gemessenen

mittleren Fluoreszenzintensitat. Trotz eines relativ gleichbleibenden prozentualen Anteils
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stieg die Fluoreszenz (MFI) von 98,37 + 18,67 (5 pg/ml) Gber 166,72 + 47,56 (10 ug/ml)
auf 197,07 = 41,19 (20 pyg/ml) an. Dieser Anstieg zeigt, dass eine Vielzahl an Zellen eine
Steigerung der Anzahl an gebundenen HSA-Nanopartikel erfahren hat.

Tab. 10: Bestimmung der spezifischen zelluldren Bindung von Cetuximab- und IgG-modifizierten
HSA-Nanopartikel (n=4).

HSA-1gG-Nanopartikel

HSA-Cetuximab-Nanopartikel

Antikorper-
Konzentration 9 iti 9 iti
R S

0,1 2,65 +0,82 8,27+ 2,24 10,51 £5,13 10,07 £ 2,44

o 1 2,57 +1,02 8,76 +2,19 19,84 + 11,21 13,28 £5,95

o 5 4,82 +2,29 9,61+ 2,68 32,17 + 20,51 16,76 £ 9,47

- 10 6,52 + 3,23 10,40 £3,54 32,91 + 15,55 16,75 + 8,56
20 541+2,12 11,17 £ 3,48 34,76 + 18,13 19,52+£11,96

0,1 10,05 + 13,03 15,07 + 3,66 18,22 + 10,46 16,46 +1,83

1 32,74 + 27,46 16,76 £ 2,82 67,33 + 8,08 37,35+3,77
% 5 39,51 + 33,32 22,67 +9,06 87,20 + 7,05 98,37 + 18,67
10 42,71 + 37,82 27,18 + 16,52 87,33 +5,52 166,72 £ 47,56
20 45,60 + 37,47 32,71 +19,77 89,17 +5,90 197,07 £41,19

Unbehandelte HT29-Zellen dienten als Kontrolle mit einem mittleren Anteil von 1,73 £0,14 % positiven Zellen und einer
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von 8,30 + 2,46. Ebenfalls unbehandelte DiFi-Zellen wurden als Kontrolle mit einem
mittleren Anteil von 1,88 + 0,10 % positiven Zellen und einer mittleren Fluoreszenzintensitéat von 11,36 + 1,72 verwendet.

Zusammenfassend zeigten sowohl HT29- als auch DiFi-Zellen eine konzentrations-
abhangige Bindung von Cetuximab-modifizierten HSA-Nanopartikeln. Dabei zeigten
DiFi-Zellen, als Vertreter einer stark EGFR-exprimierenden Zelllinie, gegenuber den
schwach EGFR-exprimierenden HT29 eine erhohte zellulare Bindung. Die Bindung der
Kontrollpartikel fiel in beiden Zelllinien gering aus und verdeutlichte die Spezifitat des
entwickelten Systems.

Zeitabhangige spezifische Bindung

Zur genaueren Charakterisierung der zellularen Bindung wurde im Anschluss die
Zeitabhangigkeit dieser differenziert untersucht. Hierzu wurden HT29- und DiFi-Zellen
mit einer konstanten Nanopartikelkonzentration (0,1 mg/ml) fir maximal 24 h (sowie
30 min, 1 und 4 h) inkubiert und die Bindung durchflusszytometrisch evaluiert. Die
zellulare Bindung von Cetuximab-spezifizierten Nanopartikeln konnte in beiden Fallen
erhoht werden (Abb. 46). HT29-Zellen zeigten hierbei eine Steigerung an positiv
detektierten Zellen von 10 % (0,5 h) auf eine maximale Bindung von 29 % (24 h; Abb.
46A). Der Anteil an unspezifisch gebundenen Nanopartikeln stieg ebenfalls, erreichte
jedoch lediglich eine Bindungseffizienz von 16 % (24 h). Die Unterschiede in der
zellularen Bindung zwischen spezifischen HSA-Cetuximab- und unspezifischen HSA-IgG-
Nanopartikeln waren vor allem fir die mittleren Inkubationszeiten (1 und 4 h) signifikant
verschieden. Mit Erhdhung der Inkubationsdauer nahm der Anteil an unspezifisch
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gebunden  Nanopartikeln  zu und die zuvor signifikant unterschiedliche
Bindungsdifferenz ging verloren. DiFi-Zellen wiesen bereits nach 30 min Inkubation eine
signifikant erhdhte zellulare Bindung von Cetuximab-modifizierten Nanopartikeln (53 %)
gegenuber den Kontrollpartikeln (8 %) auf (Abb. 46B). Durch Verlangerung der
Inkubationszeit konnte der Anteil an positiv detektierten Zellen auf 93 % (24 h)
angehoben werden. Die Unterschiede in der zellularen Bindung zwischen HSA-
Cetuximab und HSA-IgG Nanopartikeln waren fur die kirzeren Inkubationszeiten (0,5-
4 h) signifikant. Zu diesen Zeiten lag die unspezifische HSA-IgG Bindung bei maximal
39 % (4 h). Der signifikante Bindungsunterschied ging, wie zuvor fir HT29 beschrieben,
mit Erhdhung der Nanopartikelexposition verloren.
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Abb. 46: Spezifische zelluldre Bindung von oberflachenmodifizierten HSA-Nanopartikein.

Schwach EGFR-exprimierende HT29-Zellen (A) und stark EGFR-exprimierende DiFi-Zellen (B) wurden mit
unterschiedlichen nanopartikularen Formulierungen (0,1 mg/ml) fir 0,5-24 h bei 37 °C inkubiert. Eine
zelluldre Bindung konnte im Anschluss durchflusszytometrisch bestimmt werden. Jeder Messwert stellt
den jeweiligen Mittelwert + Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgefihrten Experimenten
dar. Die Unterschiede in der zelluldren Bindung zwischen HSA-Cetuximab und HSA-IgG Nanopartikeln
sind signifikant (p < 0,05; *, Students T-Test), sehr signifikant (p < 0,01; **, Students T-Test) und extrem
signifikant (p < 0,001; ***, Students T-Test). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.

Hemmung der spezifischen Bindung

In den vorangegangen Experimenten konnte die Spezifitat der Cetuximab-modifizierten
Nanopartikel fur die unterschiedlichen Zelllinien demonstriert werden. Infolgedessen
sollte der Einfluss von freiem Cetuximab auf diese Bindung untersucht und quantifiziert
werden. Die Zellen wurden entsprechend mit einer konstanten HSA-Cetuximab
Konzentration (0,1 mg/ml) fUr 0,5-24 h inkubiert. Zusatzlich wurde einem Teil der
Proben freies Cetuximab (5 pg/ml) zugesetzt und die Bindung ermittelt. Die schwach
EGFR-exprimierenden HT29 zeigten, wie zuvor beschrieben, einen zeitabhangigen
Anstieg der zellularen Bindung (Abb. 47A). Durch Zugabe von freiem Cetuximab konnte
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diese in allen Untersuchungen reduziert werden. Die Verringerung der Bindung war
jedoch nur nach einer Inkubationszeit von 4 h signifikant. Die starkste Reduktion konnte
bei DiFi-Zellen beobachtet werden (Abb. 47B). Zu allen untersuchten Zeitpunkten waren
die Unterschiede in der spezifischen Bindung von HSA-Cetuximab-Nanopartikeln in der
An- und Abwesenheit von freiem Cetuximab signifikant reduziert. Die Bindung fiel
besonders nach kurzeren Inkubationszeiten gering aus. Ohne die Zugabe von Cetuximab
betrug die zellulare Bindung an DiFi-Zellen nach 1 h Inkubation in etwa 65 %, nach
Zugabe von freiem Cetuximab jedoch nur noch 22 %. Das freie Cetuximab konnte
somit die spezifische Bindung der Nanopartikel signifikant inhibieren. Die kompetetive
Hemmung, durch den freien Antikorper, flihrte letztendlich zu einer reduzierten
zellularen Bindung der oberflachenmodifizierten HSA-Nanopartikel.
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Abb. 47: Spezifische zelluldre Bindung von Cetuximab-modifizierten HSA-Nanopartikeln in der

An- und Abwesenheit von freiem Cetuximab.

Schwach EGFR-exprimierende HT29-Zellen (A) und stark EGFR-exprimierende DiFi-Zellen (B) wurden mit
Cetuximab-modifizierten HSA-Nanopartikeln (0,1 mg/ml) fir 0,5-24 h bei 37 °C in der An- (+) und
Abwesenheit (-) von freiem Cetuximab (5 pg/ml) inkubiert. Eine zelluldre Bindung konnte im Anschluss
durchflusszytometrisch  bestimmt werden. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =

Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgeflihrten Experimenten dar. Die Unterschiede in
der spezifischen Bindung von HSA-Cetuximab-Nanopartikeln in der An- und Abwesenheit von freiem
Cetuximab sind signifikant, wenn p < 0,05 (*, Students T-Test). Unbehandelte Zellen dienten zur
Einstellung der Messungen.

Intrazelluldre Akkumulation und subzelluldre Verteilung

Die intrazellulare Aufnahme und die subzellulare Verteilung der nanopartikularen
Formulierungen wurden mittels konfokaler Raster-Lasermikroskopie untersucht. HT29
(Abb. 48A-C) und DiFi (Abb. 48D-F) Zellen wurden sowohl mit Cetuximab-spezifischen
Nanopartikeln (HSA-Cetuximab) als auch mit unspezifischen IgG-modifizierten
Kontrollpartikeln (HSA-IgG) inkubiert (Abb. 48). HT29 wiesen keine unspezifische
Nanopartikel im Zellinnern auf (Abb. 48B). Die spezifischen Nanopartikel zeigten eine



Ergebnisse 108

starkere Bindung und befanden sich tberwiegend in oder an der Zellmembran (Abb.
48C). DiFi-Zellen wiesen sich dagegen durch eine starke intrazellulare Akkumulation von
spezifischen HSA-Nanopartikel aus (Abb. 48F). Die griine Autofluoreszenz der spezifisch
aufgenommenen HSA-Cetuximab-Nanopartikel war deutlich im Zellinneren zu
erkennen. Die unspezifischen Kontrollpartikel konnten dagegen nur im geringen Masse
in bzw. an den Zellen detektiert werden (Abb. 48E). Mittels der erhaltenen Ergebnisse
konnten die zuvor erlangten Beobachtungen bestatigt werden.

Kontrglle

-

<

Kontrolle

HSA-gG

Abb. 48: Untersuchung der zellulare Akkumulation von oberflichenmodifizierten HSA-
Nanopartikeln mittels konfokaler Raster-Lasermikroskopie.

HT29- (A-C) und DiFi- (D-F) Zellen wurden auf Glasobjekttragern kultiviert und mit unterschiedlichen
nanopartikularen Formulierungen (0,1 mg/ml) fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die griine Autofluoreszenz der
Nanopartikel sowie eine Membranfarbung (Concanavalin A Alexa Fluor Tetramethylrhodamin,
orange_H/K: 65) wurden zur Detektion verwendet. (A, D) unbehandelte Kontrollzellen; (B, E) mit HSA-IgG-
Nanopartikeln inkubierte Zellen; (C, F) mit HSA-Cetuximab-Nanopartikeln inkubierte Zellen.
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Automatisierte Analyse der zeitabhangigen Anreicherung (Time-Laps-Analyse)
In den vorangegangenen Untersuchungen konnte die Spezifitdat der entwickelten
nanopartikularen Systeme evaluiert und verifiziert werden. Zur weiteren Charakteri-
sierung der spezifischen zellularen Akkumulation in die untersuchten Zelllinien wurde
ein automatisiertes Bildgebungsverfahren (Time-Laps-Analysen) verwendet. Die Zellen
wurden in entsprechenden Kammern mit den unterschiedlichen nanopartikularen
Formulierungen (0,1 mg/ml) fir 24 h kultiviert und in 15-minUtigen Intervallen wurden
Aufnahmen (Phasenkontrast und Fluoreszenz) von zuvor markierten Bereichen
aufgenommen (Biostation M). AnschlieBend wurden unter Verwendung der Software
GIMP die Pixelwerte der einzelnen Bereiche in Hinblick auf die verwendeten
Nanopartikel bestimmt. Hierzu konnte die griine Autofluoreszenz der HSA-Nanopartikel
herangezogen und die entsprechenden Werte bestimmt werden. Die folgende
Auswertung ermoglichte somit die Untersuchung der noch nicht ausreichend
charakterisierten Zeitraume zwischen 4 und 24 h. Die Analyse ergab fir HT29 ein
differenziertes Ergebnis (Abb. 49A). Innerhalb der ersten acht Stunden konnte eine
gleichbleibend geringe zellulare Akkumulation beider Systeme beobachtet werden. Im
weiteren Verlauf nahm der ermittelte Pixelwert fur die spezifisch-modifizierten
Nanopartikel zu und verlief auf einem erhohten Plateau. Die unspezifischen Nanopartikel
zeigten ebenfalls einen Anstieg, der jedoch deutlich geringer ausfiel. Sowohl die
spezifischen als auch die unspezifischen Proben wiesen Uber einen Zeitraum von 4 h
(15,5-19,5 h) eine erniedrigte Fluoreszenz auf, der durch einen kurzzeitigen Ausfall der
Fluoreszenzlampe begrindet ist. Im Anschluss nahmen beide Proben den gleichen Wert
ein und verblieben auf diesem Niveau. DiFi-Zellen zeigten einen zeitabhangigen Anstieg
der ermittelten Pixelwerte fir beide nanopartikularen Systeme (Abb. 49B). Hierbei lag
die ermittelte Pixelnummer der spezifischen HSA-Cetuximab Nanopartikel deutlich Uber
den Werten der IgG-modifizierten Nanopartikel. Ab einer Inkubationszeit von vier
Stunden nahm die Differenz zwischen den Proben zu und verblieb bis zum Ende der
Messung auf einem unterschiedlich hohen Niveau.

Die spezifische Anreicherung von Cetuximab-modifizierten HSA-Nanopartikel gegentber
unspezifischen IgG-Partikeln konnte in unterschiedlichen Ansatzen demonstriert und
bestatigt werden. Hoch EGFR-exprimierende DiFi-Zellen zeigten hierbei die starkste
Interaktion mit dem neu entwickelten System.
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Abb. 49: Automatische Bildgebung der zeitabhangigen Anreicherung von spezifischen HSA-
Nanopartikeln (BioStation M).

HT29- (A) und DiFi- (B) Zellen wurden fir 24 h mit unterschiedlich oberflaichenmodifizierten HSA-
Nanopartikeln (0,1 mg/ml; HSA-Cetuximab: Cetuximab-modifizierter HSA-Nanopartikel, HSA-IgG: IgG-
modifizierter HSA-Nanopartikel) bei 37 °C inkubiert. Alle 15 min wurde von den Zellen sowohl eine
Phasenkontrast- als auch eine Fluoreszenz-Aufnahme (griner Kanal; Verwendung der herstellungs-
bedingten HSA-Autofluoreszenz) angefertigt. Die Fluoreszenzintensitat wurde ermittelt und als Pixelanzahl
gegen die jeweilige Inkubationsdauer aufgetragen. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =
Standardabweichung (SD) von vier MeBpunkten dar. Pfeil markiert in (A) den Ausfall der
Fluoreszenzlampe.

3.7.3 Spezifische PLGA-Nanopartikel

Im Anschluss erfolgte die Uberprifung der Spezifitat von Cetuximab-modifizierten
PLGA-Nanopartikel. Hierzu wurden die zuvor beschriebenen Methoden verwendet und
die zellulare Interaktion bestimmt.

3.7.3.1 Zytotoxizitat

Die Uberprifung einer toxischen Wirkung des nanopartikuldren Systems erfolgte Gber
die Bestimmung der MDH-Aktivitat (WST-1-Assay) in Folge einer Inkubation mit den
beiden Formulierungen. HT29- und DiFi-Zellen wurden hierzu mit ansteigenden

Nanopartikel-Konzentrationen (5-500 pg/ml Nanopartikel 2 0,05-5 pg/ml Cetuximab)
far 2 und 24 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die mitochondriale
Dehydrogenase-Aktivitat bestimmt (Abb. 50). HT29-Zellen wiesen nach einer
2-stindigen Inkubation fUr beide untersuchten Formulierungen eine leicht gesteigerte
Aktivitat auf. Diese nahm im weiteren Verlauf der Inkubation jedoch ab und lag in etwa
auf der Hohe der Kontrolle. Es konnte fir keine Inkubationszeit bzw. untersuchte
Konzentration eine toxische Wirkung auf die Zellen beobachtet werden. DiFi-Zellen
zeigten sowohl eine zeit- als auch konzentrationsabhangige schwache Reduktion. IgG-
modifizierte PLGA-Nanopartikel bewirkten lediglich eine geringe Reduktion der
gemessenen  MDH-Aktivitat, wohingegen diese bei  Cetuximab-modifizierten
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Nanopartikeln weiter abnahm. Hierbei zeigte die hdchste Konzentration die starkste
Reduktion (24 h, 500 pg/ml: ca. 72 %).
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Abb. 50: Toxizitdt von oberflachenmodifizierten PLGA-Nanopartikeln.

HT29- und DiFi-Zellen wurden mit ansteigenden PLGA-Nanopartikel-Konzentrationen (PLGA-IgG- & PLGA-
Cetuximab-Nanopartikeln; 5-500 pg/ml) fir 2 und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellviabilitat
(WST-1 Assay) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert + Standardabweichung (SD) von
drei unabhangig durchgefihrten Experimenten dar. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen (0) sowie
mit 2 % Triton X-100 behandelte Zellen (2 % TX) mituntersucht.

3.7.3.2  Zelluldre Bindung von oberflachenmodifizierten PLGA-Nanopartikeln

Konzentrationsabhangige zellulédre Bindung

Die Analyse der Ergebnisse ergab, dass die untersuchten PLGA-Nanopartikel erst bei sehr
hohen Konzentrationen einen toxischen Einfluss auf die untersuchten Zellen besaBen
(siehe Abb. 50). Da eine spater applizierte Konzentration geringer ausfallen wurde,
konnten die Proben hinsichtlich ihrer Bindung untersucht werden. Im Folgenden wurde
daher die zellulare Bindung der beiden Formulierungen mittels Durchflusszytometrie
evaluiert. Die Bestimmung der zellularen Bindung an HT29- und DiFi-Zellen erfolgte nach
2 h Inkubation bei 37 °C. HT29-Zellen zeigten nach einer Kultivierung mit den zu
untersuchenden Nanopartikeln einen konzentrationsabhangigen Bindungsanstieg der
spezifischen als auch unspezifischen Formulierungen (Abb. 51; Tab. 11). Die
Betrachtung der dazugehorigen MFI-Daten (Tab 11) wies leicht erhohte Werte der
Cetuximab-modifizierten Nanopartikel gegentber den unspizifischen Partikeln auf.
Mit Anstieg der eingesetzten Antikdrperkonzentration nahm die Differenz zwischen den
untersuchten Proben stetig zu.
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Abb. 51: Spezifische zelluldre Bindung Cetuximab-modifizierter PLGA-Nanopartikel.

HT29- und DiFi-Zellen wurden mit ansteigenden Nanopartikelkonzentrationen (PLGA-IgG und PLGA-
Cetuximab Nanopartikel entsprechend einer Antikdrper-Konzentration: 0-10 yg/ml) fir 2 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde die zelluldre Bindung der verschiedenen nanopartikuldren Formulierungen
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt sind die Daten als Histogramm des
korrespondierenden Fluoreszenzkanals (Fluoreszenz von Lumogen Yellow?®).

Neben HT29-Zellen wurden DiFi-Zellen untersucht (Abb.51, Tab. 11). Diese zeigten
ebenfalls eine konzentrationsabhangige Bindung der untersuchten Formulierungen. Im
Gegensatz zu HT29 konnte bei DiFi-Zellen bereits bei Betrachtung der Histogramm-
verlaufe eine starkere Bindung der Cetuximab-modifizierten Nanopartikel gegentber der
unspezifischen Kontrollpartikel beobachtet werden. Diese konnten auch in den
gemessenen MFI-Werten ermittelt werden und war fir die hochste eingesetzte
Konzentration am Deutlichsten (Tab. 12; 10 uyg/ml Antikorper; PLGA-IgG:

46,84 + 11,65; PLGA-Cetuximab: 75,87 + 18,55).

Tab. 11: Quantifizierung der spezifischen zelluliren Bindung von Cetuximab- und IgG-
modifizierten PLGA-Nanopartikel (n=2).

Antikdrper- PLGA-IgG-Nanopartikel PLGA-Cetuximab-Nanopartikel
Konzentration 9 iti ) iti
B el
0,1 75,12 + 30,97 12,62 + 2,26 75,22 + 26,95 11,72+ 3,29
a 1 97,99 +1,79 25,94 + 3,17 98,37 +1,01 34,33 £4,09
'f 5 99,33+ 0,03 66,75 £ 20,24 99,01 +£0,35 88,57 £ 23,09
10 99,18 + 0,04 85,84 + 29,58 99,03 0,29 110,69 + 32,46
0,1 30,94 + 14,28 14,82 +2,18 30,47 £10,81 14,74 + 1,69
i 1 57,58 £ 13,33 19,07 £1,92 69,08 * 8,09 21,88 +1,05
[a 5 87,92 +7,57 33,03+7,51 92,93 +2,36 54,33 + 6,97
10 94,49 £291 46,84 + 11,65 94,13 +3,44 75,87 £18,55

Unbehandelte HT29-Zellen dienten als Kontrolle mit einem mittleren Anteil von 1,88 + 0,01 positiver Zellen, und einer mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) von 7,57 + 2,93. Ebenfalls unbehandelte DiFi-Zellen wurden als Kontrolle mit einem mittleren Anteil
von 2,40 + 0,37 positiver Zellen und einer mittleren Fluoreszenzintensitat von 11,42 + 0,44 verwendet.
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Die Unterschiede in der spezifischen Bindung von Cetuximab-modifizierten PLGA-
Nanopartikeln gegentber den unspezifischen IgG-Nanopartikeln fielen zum Teil sehr
gering aus. Die unspezifischen Nanopartikel zeichneten sich ihrerseits durch eine
erhohte zellulare Bindung aus. Diese konnte fir beide untersuchten Zelllinien ermittelt
werden.

Zeitabhangige spezifische Bindung

FUr die Bestimmung der zeitabhangigen spezifischen Bindung wurden die Zellen (HT29
und DiFi) fir 0,5-24 h mit den zu untersuchenden Formulierungen (0,1 mg/ml) bei 37 °C
inkubiert. Im Anschluss wurde die zellulare Bindung durchflusszytometrisch bestimmt
(Abb. 52; Tab. 12). HT29-Zellen zeichneten sich hierbei durch eine erhdhte Bindung der
zu testenden Formulierungen gegenuber DiFi-Zellen aus. Die Bindung betrug fir beide
Formulierungen nach 30 min Inkubation bereits Uber 65 % (PLGA-IgG: 67,23 + 9,80 %;
PLGA-Cet: 69,84 + 13,40 %) und nahm stetig zu. Weiterhin konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den nanopartikularen Proben ermittelt werden. Die zellulare
Bindung fiel bei DiFi-Zellen deutlich geringer aus. Cetuximab-modifizierte Nanopartikel
zeigten hierbei gegentber den unspezifischen Kontrollpartikeln eine leicht gesteigerte
Bindung, diese war jedoch nicht signifikant erhdht. Die maximale Bindung betrug nach
1 h Inkubation etwa 60 %. Mit Voranschreiten der Kultivierung nahm der Anteil an
positiv detektierten Zellen fir beide Formulierungen ab und betrug nach einer 24 h
Inkubation letztendlich nur noch 34,96 + 2,99 % (PLGA-IgG) bzw. 42,40 £ 3,74 %
(PLGA-Cetuximab).
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Abb. 52: Zeitabhangige spezifische zelluldre Bindung von oberflichenmodifizierten PLGA-
Nanopartikeln.

Schwach EGFR-exprimierende HT29-Zellen und stark EGFR-exprimierende DiFi-Zellen wurden mit
unterschiedlichen nanopartikularen Formulierungen (0,1 mg/ml) fir 0,5-24 h bei 37 °C inkubiert. Eine
zelluldre Bindung konnte im Anschluss durchflusszytometrisch bestimmt werden. Dargestellt sind die
Daten als Histogramm des korrespondierenden Fluoreszenzkanals (Fluoreszenz von Lumogen Yellow®).
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Tab. 12: Zeitabhidngige spezifische zellulire Bindung von oberflichenmodifizierten PLGA-
Nanopartikeln (n=3).

PLGA-IgG PLGA-Cetuximab
Inkubation [h] o EEEInE MFI o SIS MFI
Zellen Zellen

0,5 67,23 +9,80 15,57 £1,32 69,84 + 13,40 15,81 £ 0,335
a 1 85,81 + 8,23 18,42 +1,58 82,76 +12,30 18,38 +2,63
l:|_: 4 91,84 +6,71 19,82 +1,07 93,31 +4,88 21,70 + 3,88

24 90,31 + 8,22 18,85+1,84 94,18 + 4,10 23,27 +4,35

0,5 44,71 + 4,66 17,04 £ 0,44 51,88 + 2,28 18,29 £ 0,51
i 1 48,89 + 8,36 17,80 +1,28 60,66 + 6,18 19,50 +£0,81
a 4 46,09 £5,00 16,91 +£0,16 54,39 +2,72 18,48 £ 0,32

24 34,96 + 2,99 15,70 £0,29 42,40 £ 3,74 16,71 +1,19

Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle mit einem mittleren Anteil von 1,86 + 0,17 % (HT29) / 1,78 £+ 0,26 % (DiFi) positiver
Zellen, und einer mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von 7,15 + 4,73 (HT29) / 12,08 £ 0,08 (DiFi).

Hemmung der spezifischen Bindung

FUr die verwendeten Zelllinien konnte in den vorangegangenen Versuchen eine
geringfligig verbesserte zellulare Bindung Uber das Cetuximab-modifizierte System
demonstriert werden. Diese war vor allem in den zugrunde liegenden MFI-Werten
abzulesen. Um die Interaktion genauer bestimmen zu kdnnen, sollte auch hier der
Einfluss von freiem Cetuximab auf die zellulare Bindung evaluiert werden. Zur Erfassung
einer eventuellen Hemmung der spezifischen Nanopartikel-Bindung (0,1 mg/ml PLGA-
Cetuximab) wurden den jeweiligen Ansatzen 5 pg/ml freier Antikorper zugesetzt und
die Bindung durchflusszytometrisch erfasst. HT29 zeichneten sich wiederum durch eine
erhohte zellulare Bindung der Partikel aus (Abb. 53A). Die Zugabe des Antikorpers
bedingte nur bei den langeren Inkubationen (4 und 24 h) eine geringe Reduktion der
zellularen Bindung (4 h: ca. 4 %; 24 h: ca. 8 %). Die ermittelte mittlere Fluoreszenz-
intensitat erfuhr in allen untersuchten Proben nur eine minimale Reduktion. Die
spezifische Bindung an DiFi-Zellen konnte durch die Zugabe von Cetuximab zu allen
Zeitpunkten reduziert werden (Abb. 53B). Die inhibierten Zellen wiesen einen ahnlich,
jedoch verringerten Anteil an positiven Zellen auf. Die MFI verlief fir alle untersuchten
Proben auf einem annahernd hohen Niveau. Der freie Antikorper konnte somit die
DiFi-Zellen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Messungen waren jedoch nicht signifikant.

zellulare Bindung bei hoch EGFR-exprimierenden reduzieren. Die



Ergebnisse 115
A HT29 B DiFi
100 100 100 100

= :’f'f """""""""""""""""""" } S
< 8of | 80 c 80 80
] ]
~ ~
£ =
& 60 60 © 60 - 60
Q - o he —
g = z = g ----------- =
S 2 £ {\ ____________ E =
Z Z 40 40
_":20 o 20 £ [FISEEE
€ ié . A R R R G B 5 . 7 E [ o E
c c
K 2 20 Ei el e e e el 20
S 10 = &
N N

0 0 0 0

0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Inkubation [h] Inkubation [h]

——Hl-- - Cetuximab; % Zellen - - @ -- - Cetuximab; Y Geo ~—-M-- + Cetuximab; % Zellen - - B -- + Cetuximab;Y Geo

Abb. 53: Spezifische zelluldre Bindung von Cetuximab-modifizierten PLGA-Nanopartikeln in der
An- und Abwesenheit von freiem Cetuximab.

Schwach EGFR-exprimierende HT29-Zellen (A) und stark EGFR-exprimierende DiFi-Zellen (B) wurden mit
Cetuximab-modifizierten PLGA-Nanopartikeln (0,1 mg/ml) fir 0,5-24 h bei 37 °C in der An- (+) und
Abwesenheit (-) von freiem Cetuximab (5 pug/ml) inkubiert. Eine zelluldre Bindung konnte im Anschluss
durchflusszytometrisch  bestimmt werden. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =
Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten dar. Unbehandelte Zellen
dienten zur Einstellung der Messungen.

Intrazellulare Akkumulation und subzelluldre Verteilung

Zur Evaluierung der intrazellularen Akkumulation und subzellularen Verteilung der
Formulierungen wurde eine CLSM-Analyse durchgefiihrt. Die Zellen (HT29 und DiFi)
wurden flr diesen Zweck mit den spezifischen zuzlglich den unspezifischen PLGA-
Nanopartikeln (0,1 mg/ml) fur 2 h bei 37 °C inkubiert und analysiert (Abb. 54). Sowohl
fir HT29 (Abb. 54A-C) als auch fur DiFi-Zellen (Abb. 54D-F) konnte eine intrazellulare
Akkumulation nachgewiesen werden. Die Unterschiede in der Aufnahme zwischen
spezifischen (Abb. 54C, F) und unspezifischen (Abb. 54B, E) Partikeln fielen flr beide
untersuchten Zelllinien gering aus. Sowohl die spezifischen als auch die unspezifischen
PLGA-Nanopartikel konnten im Zellinnern nachgewiesen werden. Die Aufnahme von
Nanopartikeln war bei HT29 im Vergleich mit DiFi-Zellen erhoht und bestatigte somit die
zuvor erhaltenen Daten.
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Abb. 54: Untersuchung der zelluliren Akkumulation von oberflachenmodifizierten PLGA-
Nanopartikeln mittels konfokaler Raster-Lasermikroskopie.

HT29- (A-C) und DiFi- (D-F) Zellen wurden auf Glasobjekttragern kultiviert und mit unterschiedlichen
nanopartikularen Formulierungen (0,1 mg/ml) fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die griine Fluoreszenz des
inkorporierten Lumogen Yellow® (H/K: 40) sowie eine Membranfarbung (Concanavalin A Alexa Fluor
Tetramethylrhodamin, orange-H/K: 60) wurden zur Detektion verwendet. (A, D) unbehandelte
Kontrollzellen; (B, E) mit PLGA-IgG-Nanopartikeln inkubierte Zellen; (C, F) mit PLGA-Cetuximab-
Nanopartikeln inkubierte Zellen.

Automatisierte Analyse der zeitabhangigen Anreicherung (Time-laps-Analyse)

Zur Verifizierung der zuvor erhaltenen Ergebnisse wurden Time-Laps-Aufnahmen einer
24 h andauernden Inkubation mit oberflachenmodifizierten PLGA-Nanopartikeln
angefertigt. Die Zellen wurden, wie zuvor fur HSA-Nanopartikel beschrieben, in spezielle
Kammern dberfihrt und mit den entsprechenden Formulierungen versetzt und
analysiert. Die Auswertung ergab flr die untersuchten Zelllinien ein differntiertes
Ergebnis und es konnten Unterschiede in der zellularen Bindung beobachtet werden
(Abb. 55). Hierbei wiesen HT29-Zellen wiederum die starkste Interaktion mit Cetuximab-
modifizierten Nanopartikeln auf (Abb. 55A). 4 h nach Versuchsbeginn konnten erste
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Unterschiede zwischen spezifischen und unspezifischen Nanopartikeln detektiert
werden. Ab einer Kultivierungsdauer von etwa 5 h zeichnete sich eine verstarkte
Akkumulation der spezifischen Partikel ab, wogegen sich die Bindung der unspezifischen
Formulierung nur in einem geringen MaBe verstarkte. Die groBten Springe und
Unterschiede in dem detektierten Nanopartikelwert/Fluoreszenz ereigneten sich nach
18 h. Ab diesem Zeitpunkt erfuhren beide untersuchten Proben Schwankungen. Die
Auswertung der Untersuchungen von DiFi-Zellen wies einen anfanglich ansteigenden
Verlauf sowohl der Cetuximab- als auch IgG-modifizierten Nanopartikel auf (Abb. 55B).
Die starksten Fluoreszenzsignale (und somit Pixelwerte) wurden nach 4 h Inkubation
ermittelt. Ab diesem Zeitpunkt fielen die Werte nicht nur fir die spezifischen
Nanopartikel, sondern auch fur die unspezifische Formulierung. Bis einschlieBlich 12 h
nach Beginn der Inkubation konnte ein geringfligig starkere Bindung von PLGA-
Cetuximab beobachtet werden, diese nahm jedoch ab, bis ab > 21 h wieder ein Anstieg
beider Fluoreszenzen ermittelt werden konnte.

A HT29 B DiFi
800000 300000
700000 1 I
A‘ J 250000
600000 I I I
— P — 200000 I
= 500000 = ”
g [ 41§ : {
& 400000 it ii J + & 150000 l i } $
[] ] l, %
X L X T
= 300000 A = - I
a I AI; 1l & 100000 ﬂ o — P li\
200000 ‘1[,‘ * il Q’IL%IL f
L4 i. - 4 \l l T =
100000 “&1 A‘A‘I s *tee, 0,. 20000 i { l }& % L s
esa0, » coeetetet o 'Y (O rT TIT VY =T
0 mm”t::::::II:-:::-:::::I:-IQQ-III--IlIlIIllll 0 é!!!l!!!!!!, E,Agggii;!!ﬂéii!;;!!t M§ sEmeEE
0 a4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Inkubation [h] Inkubation [h]

H Kontrolle @ HSA-IgG A HSA-Cetuximab

Abb. 55: Automatische Bildgebung der zeitabhdngigen Anreicherung von spezifischen PLGA-
Nanopartikeln (BioStation M).

HT29- und DiFi-Zellen wurden fir 24 h mit unterschiedlich oberflachenmodifizierten PLGA-Nanopartikeln
(0,1 mg/ml; PLGA-Cetuximab: Cetuximab-modifizierter PLGA-Nanopartikel; PLGA-IgG: IgG-modifizierter
PLGA-Nanopartikel) bei 37 °C inkubiert. Alle 30 min wurde von den Zellen eine Phasenkontrast- als auch
eine Fluoreszenz-Aufnahme (griner Kanal; Verwendung der Lumogen Yellow® Fluoreszenz) angefertigt.
Die Fluoreszenzintensitat wurde ermittelt und als Pixelnummer gegen die jeweilige Inkubationsdauer
aufgetragen. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert + Standardabweichung (SD) von vier
MeBpunkten dar.

Die Auswertung der erhaltenen Ergebnisse fir Nanopartikel aud Basis von HSA als auch
PLGA bekraftigte die Spezifitat der synthetisierten HSA-Nanopartikel. Diese wurden in
Abhangigkeit der EGFR-Expression verstarkt in die Zellen aufgenommen und eignen sich
als spezifische Arzneistofftragersysteme. PLGA-Nanopartikel reicherten sich nur zu
einem gewissen Anteil spezifisch Uber den kovalent gebundenem Antikdrper in den

Zellen an. Die unspezifische Anreicherung von PLGA-Nanopartikeln war stets vorhanden.



Ergebnisse 118

Aus diesem Grund wurde mit dem sehr spezifischen HSA-basierten System
weitergearbeitet.

3.8 Cetuximab-modifizierte und mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel

SchlieBlich wurden HSA-Nanopartikel untersucht, die zum einen mit dem spezifischen
Antikorper Cetuximab, als auch mit dem Photosensibilisator mTHPC modifiziert waren.
Die Nanopartikel wurden im Folgenden auf ihre Wirksamkeit an HT29- und DiFi-Zellen
untersucht.

3.8.1 Zellulare Bindung

FUr die Analyse der spezifischen Bindung wurden die Zellen mit den spezifischen und
unspezifischen Formulierungen (eingesetzte mTHPC-Konzentration: 1 pg/ml) fir 2 h bei
37 °C inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurde die Bindung des
Photosensibilisators durchflusszytometrisch evaluiert (Abb. 56). Beide untersuchten
Zelllinien zeigten hierbei eine verstarkte Anreicherung des transportierten mTHPC. Die
Anreicherung Uber das Cetuximab-modifizierte System fiel in beiden Fallen gegentber
dem unspezifischen System geringfligig verstarkt aus.
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Abb. 56: Durchflusszytometrische  Bestimmung der zellularen Bindung von
oberflichenmodifizierten und mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln.

Zur Bestimmung der zellularen Bindung von nanopartikular-gebundenem mTHPC (Cetuximab bzw. IgG-
modifizierte HSA-Nanopartikel) wurden HT29- und DiFi-Zellen den zu untersuchenden Formulierungen
(1 yg/ml eingesetzte Phs-Konzentration) fir 2 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die Bindung
durchflusszytometrisch bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Dargestellt sind die Daten als
Histogramme des FL3-H-Kanals (Autofluoreszenzbereich des Photosensibilisators; ein Experiment aus drei
unabhangig durchgefihrten Versuchen).

Die Auswertung der dazugehodrigen Histogrammdaten konnte eine erhdhte
Anreicherung der Cetuximab-modifizierten Albuminpartikel bestatigen (Tab. 13). Diese

fiel flr HT29 jedoch nicht sehr deutlich aus, da hier der Anteil an positiven Zellen
besonders groB fur die unspezifischen Nanopartikel ausfiel. Jedoch war bei den
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spezifischen HSA-Partikeln der ermittelte MFI-Wert groBer als bei dem unspezifischen
System (MFI HSA-IgG: 9,99 + 0,68; MFI HSA-Cet: 12,13 + 2,70). Fur DiFi-Zellen konnten
sowohl in der Anzahl an positiv ermittelten Zelen als auch im korrespondierenden MFI
eine erhohte Bindung der spezifischen HSA-Partikel ermittelt werden. Die Unterschiede
betrugen jedoch nur wenige Prozent. Somit konnten die bereits beschriebenen Daten
verifiziert werden.

Tab. 13: Bestimmung der spezifischen zelluliren Anreicherung von mTHPC iiber
oberflichenmodifizierte mTHPC-beladene HSA-Nanopartikel (n=3).

HT29 DiFi
[0) 1t 0, 1t
06 positive MEI % positive MEI
Zellen Zellen
Unbehandelt 1,90 + 0,23 5,17 + 0,91 6,54 +2,01 15,72 + 0,56
HSAMTHPC-IgG 93,05 + 8,66 9,99 + 0,68 77,61 +9,96 19,94 + 2,37
HSAMTHPC-Cet 91,35 + 11,27 12,13 +2,70 81,21 + 11,66 21,78 +3,75

3.8.2 Bestimmung der Photozytotoxizitat

Obwohl nur geringfligige Unterschiede in der Bindung des Photosensibilisators tber das
spezifische System ermittelt werden konnte, wurde die induzierte Photozytotoxizitat der
entwickelten Formulierungen untersucht. Die Zellen wurde hierbei mit den
Formulierungen (eingesetzte mTHPC-Konzentration: 1 pg/ml) fir 2 und 24 h bei 37 °C
inkubiert und im Anschluss beleuchtet (652 nm; 5 J/cm?) bzw. als Dunkelkontrolle
verwahrt. Im Anschluss wurde die MDH-Aktivitat (WST-1-Assay), die BrdU-Inkorporation
(BrdU-Assay) sowie die LDH-Freisetzung (LDH-Assay) untersucht. Die Untersuchung von
HT29-Zellen (Abb. 57) dokumentierte eine gleichbleibende MDH-Aktivitat der
Dunkelkontrolle fur alle untersuchten Proben und Inkubationen. Nach der Belichtung
und somit der Aktivierung von mTHPC erfolgte eine Verminderung der ermittelten
Aktivitat, insbesondere bei HSAMTHPC-Cetuximab (24 h: 78 %) inkubierten Zellen. Eine
2 h andauernde Inkubation (inkl. Belichtung) hatte keinen Einfluss auf die gemessene
MDH-Aktivitat. Die ermittelte BrdU-Inkorporation und somit die Zellproliferation ergab
eine Reduktion der Proliferation in Folge einer 2 und 24 h HSAmTHPC-Cetuximab
Inkubation, jedoch ohne vorherige Bestrahlung. Die weiteren Proben verhielten sich im
Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen unauffallig. Eine weitere Reduktion im
Nachweis von inkorporierten BrdU erfolgte im Anschluss an die Bestrahlung. Hierbei
nahm die Proliferation von HSAmMTHPC-Cetuximab inkubierten Zellen bis auf 48 % ab
(24 h). Eine weitere Reduktion konnte auch bei HSAMTHPC-IgG in Folge einer 24 h
Inkubation (65 %) festgestellt werden. Zuletzt wurde die Membranintegritat vor und
nach einer Bestrahlung untersucht.
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Abb. 57: Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitdt von oberflaichenmodifizierten und
mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln in HT29-Zellen.

HT29-Zellen wurden mit freiem sowie nanopartikular-gebundenem mTHPC (entsprechend einer mTHPC-
Konzentration von 1 ug/ml) fir 2 und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen illuminiert (652 nm,
5J)/cm?) und die Zellviabilitat (WST-1-Assay), die Zellproliferation (BrdU-Assay) sowie die
Membranintegritat (LDH-Assay) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =+
Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten dar. Als Kontrollen wurden
unbehandelte (Dunkelkontrolle: Kpy; illuminiert: Ky), Losungsmittel-behandelte (H.O) sowie 2 % Triton X-
100 (2 %TX) behandelte Zellen mituntersucht.
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Es konnten keine Unterschiede zwischen der Dunkelkontrolle und den illuminierten
Proben gemessen werden. In beiden Fallen lagen die ermittelten 2 h-Inkubationswerte
Uber denen der 24 h-Werte. Zusammenfassend induzierten Cetuximab-modifizierte
HSAMTHPC-Nanopartikel etwas starkere Effekte in HT29-Zellen nach Bestrahlung als die
vergleichbaren Kontrollpartikel (HSAMTHPC-IgG).

Neben HT29-Zellen wurden ebenfalls DiFi-Zellen hinsichtlich einer induzierten
Photozytotoxizitat untersucht (Abb. 58). Diese zeichneten sich durch verstarkte
Reaktionen gegenlber HT29 aus. Die zuerst untersuchte MDH-Aktivitat verblieb fir alle
untersuchten Proben der Dunkelkontrolle auf einem relativ konstanten Niveau. Nach
Belichtung erfolgte die Reduktion der ermittelten Werte bei HSAMTHPC-IgG (38 %) und
—Cetuximab (17 %), allerdings nur in Folge einer 24 h Dauerkultivierung. Eine 2 h
anhaltende Exposition hatte keinen Einfluss auf die MDH-Aktivitat. Die Proliferation von
DiFi-Zellen konnte durch die alleinige Zugabe (24 h, Dunkelkontrolle) der zu testenden
Substanzen auf 44 % (HSAMTHPC-Cetuximab) bzw. 64 % (HSAMTHPC-IgG) reduziert
werden.Eine kirzere Inkubation (2 h) hatte keinerlei Effekt auf die Zellen.

Nach der Beleuchtung erfuhren die Nanopartikel-behandelten Zellen einen weiteren
Ruckgang der Zellproliferation. HSAMTHPC-IgG Nanopartikel bedingten nach einer 2 h
andauernden Inkubationen einen ersten Rlckgang (2 h: 89 %) der Proliferation. Dieser
setzte sich nach 24 h Inkubation weiter fort (24 h: 58 %). Zellen, die mit der
spezifischen Formulierung (HSAMTHPC-Cet) inkubiert wurden, zeigten eine weitere
Reduktion der Proliferation. Diese fiel nach einer 2 h Inkubation von 98 %
(Dunkelkontrolle) auf 66 % (llluminiert). Nach einer 24 h andauernden Inkubation und
Belichtung konnten noch 30 % lebende Zellen detektiert werden. Eine Membran-
schadigung in Folge einer Inkubation (2 und 24 h) mit modifizierten und beladenen
HSA-Nanopartikeln konnte nicht ermittelt werden. Die Bestrahlung bedingte einen
Anstieg der LDH-Freisetzung nach einer Inkubation mit HSAmMTHPC-Cetuximab (24 h:
38 %). Jedoch wies diese Probe auch eine erhohte Standardabweichung auf. Die
Kontrollen verhielten sich flr die untersuchten Proben unauffallig. Allerdings wies die
Wasserkontrolle nach Belichtung sowohl in der ermittelten MDH-Aktivitat (24 h: 77 %)
als auch in der gemessenen Proliferation (2 h: 80 %) reduzierte Werte auf.
Zusammenfassend bewirkten Cetuximab-modifizierte HSAmMTHPC-Nanopartikel in DiFi-
Zellen nach einer Bestrahlung starkere Effekte als die vergleichbaren Kontrollpartikel
(HSAMTHPC-IgG). Allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede in den Proben
ermittelt werden.
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Abb. 58: Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitit von oberflaichenmodifizierten und
mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln in DiFi-Zellen.

DiFi-Zellen wurden mit freiem sowie nanopartikular-gebundenem mTHPC (entsprechend einer mTHPC-
Konzentration von 1 ug/ml) fir 2 und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen illuminiert (652 nm,
5J)/cm?) und die Zellviabilitat (WST-1-Assay), die Zellproliferation (BrdU-Assay) sowie die
Membranintegritat (LDH-Assay) ermittelt. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert =+
Standardabweichung (SD) von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten dar. Als Kontrollen wurden
unbehandelte (Dunkelkontrolle: Kpy; illuminiert: Ky), Losungsmittel-behandelte (H.O) sowie 2 % Triton X-
100 (2 %TX) behandelte Zellen mituntersucht.
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Zuletzt wurde die Induktion von apoptotischen Ereignissen mittels des APOPercentage
Apoptose Assay vor und nach Bestrahlung bestimmt. Die Inkubation der Proben erfolgte
analog zu den bereits beschriebenen Zytotoxizitatsstudien. Die Auswertung ergab eine
erhdhte Apoptoseinduktion in DiFi-Zellen gegenudber HT29 (Abb. 59). In allen
untersuchten Proben blieben die Dunkelkontrollen unauffallig. Weder nach einer 2 h
andauernden Inkubation noch nach einer Dauerexposition (24 h) mit den zu
untersuchenden Substanzen konnte ein Anstieg an apoptotischen Zellen ermittelt
werden. Daneben fiel ein Unterschied in der Intensitat bzw. Pixelnummer zwischen 2
und 24 h auf. Die 24 h Pixelwerte lagen vor allem bei der Zelllinie DiFi deutlich Gber den
2 h Werten (Abb. 59B). Bei HT29-Zellen lagen die Werte ebenfalls, wenn auch nur
leicht, erhoht vor (Abb. 59A). Nach Beleuchtung nahm die Pixelanzahl fir die mTHPC-
behandelten Proben zu. HT29-Zellen wiesen eine erhdhte Induktion nach Inkubation mit
den spezifischen Nanopartikeln (HSAMTHPC-Cet) auf. Nach 2 h Inkubation konnte ein
Unterschied in der Aufnahme der Reagenz zwischen den unspezifischen (HSAMTHPC-
IlgG: 57) und den spezifischen (HSAMTHPC-Cet: 267) Proben ermittelt werden. Dieser
nahm nach 24 h Inkubation weiter zu und betrug fir die Kontrollpartikel 626 sowie
1395 fir die spezifischen Albuminpartikel.

DiFi-Zellen wiesen bereits nach einer 2 h Inkubation eine gesteigerte Apoptoserate in
einer Probe (2875) auf (Abb. 59B). Es handelte sich hierbei um die Probe, welche mit
den spezifisch-modifizierten und mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln inkubiert
worden war. Die Kontrollpartikel bedingten keinen Anstieg. Mit ansteigender
Inkubationszeit (24 h) nahm der Anteil an apoptotischen Zellen zu. Die Inkubation mit
lgG-modifizierten HSA-Nanopartikel bedingte nach der Beleuchtung eine leicht erhohte
Apoptoseinduktion (8358) in Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Die Inkubation
mit der spezifischen Formulierung bedingte eine weitere Erhdhung des Anteils an
apoptotischen Zellen (24 h: 15272).

Die Induktion von apoptotischen Ereignissen konnte also durch die Zugabe von
Cetuximab-modifizierten =~ HSAmMTHPC-Nanopartikeln ~ gegenlber  unspezifischen
Kontrollpartikeln (HSAmTHPC-IgG) gesteigert werden.

Die Unterschiede in den Formulierungen waren zwar nicht signifikant, es konnte aber
ein Trend aus den erhaltenen Ergebnissen abgelesen werden. Diese wies auf eine
spezifische Wirksamkeit der oberflachenmodifizierten und mTHPC-beladenen HSA-
Nanopartikel hin.
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Abb. 59: Quantifizierung der Apoptoseinduktion durch oberflachenmodifizierte und mTHPC-
beladene HSA-Nanopartikel mittels APOPercentage Apoptosis Assay und Pixelwertbestimmung.

Zum Nachweis einer Apoptoseinduktion sind HT29- (A) und DiFi- (B) Zellen mit 1 pug/ml freiem mTHPC,
sowie mTHPC-beladenen HSA-Nanopartikeln (IgG- und Cetuximab-modifiziert; 1 pyg/ml mTHPC-
Konzentration) fir 2 und 24 h inkubiert. Ein Teil der Platten wurde illuminiert (652 nm, 5 J/cm?) und
anschlieBend fir 30 min mit der APOPercentage Reagenz behandelt. Hellfeldaufnahmen von den Zellen
vor und nach einer PDT-Behandlung wurden aufgenommen und der Anteil an inkorporierten
APOPercentage Reagenz (Pixelanzahl) bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als Negativkontrolle und

H,0,-behandelte Zellen (2,5 mM) als Positivkontrolle. Jeder Messwert stellt den jeweiligen Mittelwert +
Standardabweichung (SD) von drei Experimenten dar.



Diskussion 125

4 Diskussion

Die Verwendung von Nanopartikeln als Arzneistofftragersysteme hat in den letzten
Jahrzehnten mehr und mehr an Bedeutung gewonnen ©2 156158 Heutzutage existiert
eine Vielzahl an bereits zugelassenen Produkten und kurz vor der Zulassung stehende
Formulierungen. Ein Hauptaugenmerk in der Verwendung kolloidaler Systeme liegt
unter anderem in der Reduktion von unerwtinschten Arzneistoffwirkungen begriindet.
Eine Vielzahl von Arzneistoffen ist durch Nebenwirkungen gekennzeichnet, da sie sich
zum einen unvorteilhaft im Korper verteilen, zum anderen unginstige pharmako-
kinetische Eigenschaften besitzen. Die Verwendung von Nanopartikeln kann helfen dies
zu umgehen. Somit kann zum einen die Applikation vereinfacht und der Patient
geschont werden. Zum anderen koénnen anfallende Folgekosten in Millionenhdhe
reduziert werden.

Drei Partikelsysteme zum Transport des Photosensibilisators mTHPC wurden synthetisiert
und in vitro hinsichtlich des Wirkstofftransports, ihrer Freisetzung und Wirksamkeit
charakterisiert. Es handelte sich neben Gold-Nanopartikeln (AuNP), um Systeme, die auf
humanen Serumalbumin (HSA) und Polymilch-co-glykolsaure (PLGA) basieren.
SchlieBlich wurde ausgehend aus dem erhaltenen Datensatz eine Formulierung, die
sowohl den Antikorper als auch den Photosensibilisator trug (Vollpraparation), zum
Zelltyp-spezifischen Transport untersucht und dessen Effektivitat bestimmt.

4.1 Charakterisierung der verwendeten Nanopartikel

Zu Beginn der Arbeit wurden die synthetisierten Nanopartikel (unbeladen, mTHPC-
beladen als auch oberflachenmodifiziert) im Hinblick auf ihre physikochemischen
Eigenschaften untersucht. Daneben wurden die unbeladenen Grundformulierungen in
Bezug auf eine eventuelle Zytotoxizitat, ihre zellulare Bindung und subzellulare
Akkumulation untersucht.

Gold-Nanopartikel wurden hierbei in Anlehnung an Frens und Turkevich (42 143
synthetisiert und Uber eine modifizierte Layer-by-Layer-Technik 144 145 mit Polyelektrolyd
(PE)-Schichten modifiziert. Als auBere Hulle und somit abschlieBende Schicht wiesen die
Partikel das negativ geladene Polystyrolsulfonat (PSS) auf. Das resultierende
Zetapotential war dementsprechend negativ und die GroBe der entwickelten AuNP
betrug ca. 14 nm. Die Inkorporierung des Arzneistoffs mTHPC erfolgte Uber eine
adaptierte Layer-by-Layer-Technik 4. Hierbei wurde mTHPC an PSS gebundenen und
als weiterer Layer auf bereits Polyallylamin-Hydrochlorid (PAH, positiv geladen)
modifizierte AuNP geschichtet. Die resultierenden Nanopartikel wiesen demzufolge eine
mTHPC-Schicht zwischen den verwendeten PE-Layern auf. AbschlieBend wurde mit
freiem PSS als auBere Hulle gearbeitet. Die so entstandenen mTHPC-beladenen AuNP
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wiesen eine GroBe von 14 nm und ein weiterhin negatives Zetapotential auf. Das Losen
der Nanopartikel in Zellkulturmedium, das fotales Kalbereserum enthielt, schlug sich in
einer Erhohung des Zetapotentials (von -41 mV auf -10 mV) nieder. Diese Erhohung

kann auf die Anlagerung von Proteinen an die Partikeloberflache zurlickgeflhrt werden
(159)

Die Synthese von auf HSA basierenden Nanopartikel erfolgte gemaB einer gut
beschriebenen Desolvatationstechnik 449 Im Anschluss an die Synthese erfolgte die
Beladung und/oder Modifizierung der Nanopartikel mit dem zu transportierenden
Photosensibilisator mTHPC sowie dem spezifischen Antikdrper Cetuximab. Die kovalente
Anbindung von mTHPC an HSA-Nanopartikel erfolgte hierbei Uber den bekannten
Crosslinker  1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimid (EDC), der eine Bindung
zwischen Amino- und Carboxylgruppen vermittelt %%, Der monoklonale Antikdrper
Cetuximab sowie eine unspezifische IgG-Kontrolle wurden entsprechend eines fir
Trastuzumab etablierten Protokolls @°% an die Oberflache konjugiert. Hierbei wurde der
zuvor thiolierte Antikdrper Gber einen heterobifunktionalen Crosslinker (NHS-PEG5000-
Mal) an die Aminogruppen der Partikeloberflache gebunden. Die synthetisierten und
unterschiedlich modifizierten Albuminpartikel wiesen eine GroBe zwischen 220 und
270 nm und einen Polydispersitatsindex kleiner 0,1 auf. Eine weitere Modifizierung mit
Fluorochromen flur eine spatere Detektion konnte vernachlassigt werden, da die
Albuminpartikel im grinen Wellenlangenbereich eine entsprechende Autofluoreszenz
aufwiesen 147,

Uber die Emulsions-Diffusions-Evaporations-Technik 8 15V konnten sowohl unbeladene
als auch mTHPC-beladene PLGA-Nanopartikel entwickelt werden. Ferner war eine
zusatzliche Inkorporierung des Farbstoff Lumogen Yellow® in die Partikelmatrix maglich.
Die Anbindung von Antikdrpern, ob spezifisch oder unspezifisch, an die Partikel-
oberflache erfolgte im Anschluss an die Einfihrung von Carboxylgruppen (lber EDC-
Reaktion) und wurde analog zu HSA-Nanopartikeln durchgeflhrt. Die entwickelten
Partikel wiesen mit einer mittleren GroBe von 260 bis 285 nm die groBten
Abmessungen auf. Die Polydispersitat lag bei diesem System und allen Modifizierungen
unter 0,1.

Die Untersuchung ergab in allen synthetisierten Formulierungen eine monodisperse
GroBenverteilung, welche sich in einer Polydispersitat kleiner 0,1 niederschlug ©V. Ferner
wurde die GroBe der Nanopartikel, die mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) sowie Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) ermittelt wurde, kleiner 300 nm
bestimmt. Die Partikel wiesen somit eine GroBe auf, die ein passives Drug Targeting
Uber den sogenannten EPR (enhanced permeability and retention) -Effekt ermdglichten
@27 - Aufgrund der rasanten Hypervaskularisierung wahrend der Angiogenese weisen
Tumore ein verandertes vaskulares System auf. Dieses ist zum einen durch eine
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gesteigerte Fenestrierung und zum anderen durch eine mangelnde Lymphdrainage
gekennzeichnet ?°.37, Die resultierenden Poren innerhalb der Gefal3e verfligen Uber eine
GroBe zwischen 200 und 600 nm und ermdglichen die Infiltration von Makromolekulen
wie Proteinen, Polymeren und Nanopartikel in den Tumor und die intratumoralen
Zwischenraume. Dort werden sie durch die vorliegenden Umgebungseigenschaften
zurlckgehalten und akkumulieren. Die synthetisierten Nanopartikel verfligten demnach
Uber ausreichende physikochemische Eigenschaften und konnten im Anschluss den in
vitro Untersuchungen unterzogen werden.

Zunachst wurde die zellulare Vertraglichkeit (Zytotoxizitat) der kolloidalen Systeme
untersucht, um eine Aussage treffen zu konnen, welche Auswirkungen die Nanopartikel
auf Zellen haben, und um spater die Wirksamkeit der entwickelten Formulierungen
besser beurteilen zu kdnnen. Die Bestimmung einer Nanotoxizitat ist in Hinblick auf eine
spatere Applikation von essentieller Bedeutung. Heute ist eine Vielzahl an Arbeits-
gruppen mit der Untersuchung einer durch Nanopartikel induzierten Toxizitat
beschaftigt ©> 161163 Daher wurden die Nanopartikel anfanglich einer genauen
Untersuchung unterzogen. Hierzu wurden die Zellen mit den unterschiedlichen
Formulierungen bis zu 72 h inkubiert und im Anschluss auf verschiedene Parameter
hinuntersucht. Hierbei wurden Gold-Nanopartikel einer besonders intensiven
Untersuchung unterzogen. Die Untersuchungen nach einer Langzeitinkubation sowie
die Analyse von Folgeerscheinungen nach einer AuNP-Inkubation belegten den nicht-
toxischen Charakter der synthetisierten AuNP. Die Ergebnisse in Bezug auf Zellviabilitat
und Membranintegritat stimmten mit vorangehenden Ergebnissen Uberein, in denen die
Vertraglichkeit von PSS modifizierten AuNP untersucht und belegt werden konnte /4.
Leonov und Kollegen konnten hierbei die detoxifizierende Wirkung von PSS
demonstrieren, indem eine toxische Wirkung von Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB) durch eine Beschichtung mit PSS negiert werden konnte. Kurzzeitinkubationen
induzierten keinerlei Anderungen in den Zellen, wohingegen langere Inkubationen einen
gewissen Einfluss auf die zellulare Proliferation austibten, der sich in einer Reduktion der
Proliferation niederschlug. Eine maogliche Erklarung kdnnte in der Arbeit von Li et al.
gefunden werden (%% Diese untersuchten den Einfluss von FKS-stabilisierten AuNP
(20 nm) auf die Proliferation von humanen Lungenfibroblasten und berichteten Uber
eine Herunter-Regulierung von Zellzyklusproteinen sowie einer Schadigung von DNA-
Reparatur und Genomstabilitat assoziierter Gene nach einer 72 h andauernden AuNP-
Exposition. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die untersuchten AuNP
auch Einfluss auf die besagten Gene hatten. Dies mUsste aber in weiteren Studien genau
untersucht werden, bevor eine Aussage getroffen werden kann.

Albuminpartikel Ubten auf die Zellen keinerlei toxischen Effekt aus. In zurtickliegenden
Arbeiten konnte die Biokompatibilitat sowie die Biodegradierbarkeit hervorgehoben
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werden 7. Die gewonnen Ergebnisse bestatigten dies und die Untersuchungen konnten
weiter fortgesetzt werden.

Die Untersuchung von PLGA-Nanopartikeln implizierte eine gewisse erklarbare und
somit akzeptable Toxizitat der Partikel in Folge von Langzeitinkubationen (> 48 h). Eine
Ursache konnte in der passiven Hydrolyse oder dem enzymatischen Verdau der PLGA-
Partikel zu Milch- und Glykolsaure liegen %%, Die entstehenden Abbauprodukte wirden
anfanglich eine pH-Wert-Erniedrigung hervorrufen, bevor sie ganzlich Uber den
Citratzyklus zu CO; bzw. durch Enzyme zu Glycin metabolisiert werden. Da es sich bei
den Abbauprodukten um zellulare Komponenten handelt, die durch die Zelle abgebaut
werden konnen, kdnnen die induzierten Effekte als Randerscheinungen betrachtet und
die Partikel weiter untersucht werden.

Nachdem die zellulare Akzeptanz flr die unterschiedlichen Formulierungen demonstriert
werden konnte, erfolgte die Uberprifung der zelluldaren Bindung. Aufgrund der
vorliegenden Fluoreszenz fur die polymerbasierten Partikel (Autofluoreszenz bei HSA,
Lumogen Yellow® Inkorporation in PLGA-Matrix) konnten fluoreszenzabhangige
Analysemethoden zur Quantifizierung der nanopartikularen Bindung herangezogen
werden. Die Untersuchungen ergaben eine Bindung beider Formulierungen an HT29-
Zellen, die sich im weiteren Verlauf als intrazellulare Akkumulation genauer bestimmen
lieB. Die Akkumulation von PLGA-Partikeln fiel gegeniber Albuminpartikeln um ein
Vielfaches verstarkt aus. Die zellulare Akkumulation von HSA- und PLGA-Nanopartikeln
in Tumorzellen konnte bestatigt werden. Sie korrelierte mit friheren Arbeiten 7> 166),

Da AuNP weder ein inkorporiertes Fluorochrom noch eine Autofluoreszenz innehatten,
mussten andere Methoden zur Untersuchung der zellularen Bindung herangezogen
werden. Es handelte sich neben Hellfeld- und Rasterelektronenmikroskopie (REM) um
Multiphotonen-basierte Raster-Lastermikroskopie (MP-LSM). Hellfelduntersuchungen
ergaben eine clusterformige Anreicherung der Nanopartikel (Rotfarbung) an den Zellen.
Eine Agglomeration konnte ausgeschlossen werden, da dies zu einem Farbumschlag der
Partikel ins Schwarze geflihrt hatte. Da mittels dieser Methode jedoch keine Aussage
Uber die genaue Position getroffen werden konnte, erfolgten REM-Analysen. Aufgrund
der hohen Elektronenanzahl im Goldatom war diese Untersuchung maoglich. Die
Detektion von Sekundarelektronen (SE) gab hierbei Aufschluss Uber die Morphologie der
Zelle, da diese oberflachennah generiert werden. Auf den untersuchten Zellen konnten
hellere Bereiche abgebildet werden, bei denen es sich wohlmoglich um eine
Ansammlung von AuNP handelte. Eine weitere Kontrastierung der Proben konnte durch
die Detektion von Rickstreuelektronen (RE) erfolgen. Ein GroBteil der erzeugten REs
weist annahernd die Energie der eingestrahlten Primarelektronen (PE) auf und kann in
tieferen Probenregionen (in Abhangigkeit der vorliegenden Beschleunigungsspannung)
entstehen. Bei senkrecht einfallen PE treten die resultierenden RE auch senkrecht aus der
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Oberflache aus und liefern optimale Materialkontraste. Der Austritt ist hierbei abhangig
von dem involvierten Element. Schwere Elemente (z. B. Gold) erzeugen eine starkere
Ruckstreuung als leichte und tragen so zur Kontrastierung bei. Die zuvor schwach
erkennbaren Bereiche zeichneten sich durch Wechseln des Detektors und der damit
verbundenen Elektronen als helle weiBe Bereiche von der umliegenden Zelle ab.
Wiederum schienen die Cluster auf der Zellmembran zu liegen. Durch Variation der
anliegenden Elektronenvoltzahl wurden die Proben untersucht, die Lage der
Nanopartikel konnte jedoch nicht genauer geklart werden. Daher wurde eine MP-LSM
gestltzte Untersuchung in Kombination mit CLSM durchgefihrt. Die Untersuchung
beruht auf der Fahigkeit von kolloidalen Gold durch Multiphotonenanregung visualisiert
zu werden 52153 Die Analyse ergab eine zellulare Anreicherung der AuNP sowohl an
als auch in den Zellen. Somit konnte schlieBlich der Beweis flir eine zellulare Aufnahme
von PSS-modifizierten AuNP in HT29-Zellen erbracht werden.

Alle untersuchten unbeladenen nanopartikularen Formulierungen zeigten eine zellulare
Vertraglichkeit und intrazellulare Aufnahme. Die erzielten Ergebnisse lieBen den Schluss
zu, dass mit den Formulierungen weiter gearbeitet werden konnte und diese mit dem zu
untersuchenden Photosensibilisator mTHPC beladen werden konnte.

4.2 Nanopartikel zum Transport des Photosensibilisators mTHPC

Bevor die mTHPC-beladenen Nanopartikel im Hinblick auf ihre zellulare Bindung und
Effektivitat untersucht werden konnten, wurde die freie Substanz und deren zellulare
Bindung analysiert, um die Parameter fur die folgenden Messungen festzulegen. Fur die
Detektion konnte die charakteristische Autofluoreszenz von mTHPC herangezogen und
verwendet werden. Die Untersuchung bestatigte die subzellulare Verteilung von mTHPC
innerhalb des Zytoplasmas ¢”. Die Verteilung ist hierbei diffus, ohne in den Nukleus
einzudringen 128 131168 - \/orwiegend konnte mTHPC intrazelluldr in Lysosomen,
Mitochondrien, Golgi-Apparat sowie dem endoplasmatischen Retikulum @1 131133
nachgewiesen werden. Die Zerstorung dieser speziellen Organellen durch eine PDT-
Behandlung konnte zuvor mit der Initiation von Apoptose in Verbindung gebracht
werden (1% Ferner konnte eine rasante Bindung evaluiert werden, die durch Anderung
der duBeren Inkubationstemperatur zu reduzieren war. Ubereinstimmend mit friheren
Arbeiten demonstrierten diese Bebachtungen, dass der freie Photosensibilisator nicht
nur Uber freie Diffusion in die Zelle gelangt, sondern zum Teil aktive Prozesse daran
beteiligt sind %9, Die Anwesenheit von Serum und damit assoziierter Serumproteine im
Zellkulturmedium bedingt eine Verschiebung des Aufnahmewegs von passiver Diffusion
hin zu rezeptorabhangiger Endozytose. Das stark hydrophobe mTHPC bindet an
Serumbestandteile und wird mit diesen zusammen in die Zellen aufgenommen @79, Nur
freiem und nicht gebundenem mTHPC ist es somit moglich, Uber passive Diffusion, die
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auch bei einer AuBentemperatur von 4 °C stattfindet, die Zelle zu infiltrieren. Aufgrund
der erhaltenen Ergebnisse wurde fur folgende Versuche eine Photosensibili-
satorkonzentration von 1 pg/ml und eine ungefahre Inkubationszeit von 1 h gewahlt.
Diese Zeit und Konzentration reichten aus, um eine Vielzahl an Zellen ausreichend zu
farben und zu untersuchen.

Im Anschluss an die Untersuchungen wurde begonnen die Photosensibilisator-
beladenen Formulierungen zu charakterisieren. Prinzipiell kdnnen zu transportierende
Arzneistoffe Uber verschiedene Strategien an die Nanopartikel gebunden werden.
Neben der adsorptiven Bindung, die auf Wechselwirkungen zwischen Nanopartikel-
oberflache und Arzneistoff beruht, stehen noch die kovalente Bindung sowie die
Inkorporation in die Partikelmatrix zur VerfiUgung @' 2. In Abhangigkeit des
eingesetzten Systems lag mTHPC inkorporiert in die Partikelmatrix (PLGA), kovalent
gebunden (HSA) oder komplexiert innerhalb einer Hullschicht (AuNP) vor. Da einer der
limitierenden Faktoren die Probenverfligbarkeit ist, konnten nicht alle Untersuchungen
mit mTHPC-beladenen Gold-Nanopartikeln durchgefiihrt werden. Dementsprechend
wurden die ersten Prifungen nur an HSA- und PLGA-Nanopartikeln durchgefihrt. Die
erste Untersuchung befasste sich mit den Absorptionsspektren der unterschiedlichen
Formulierungen. Das geloste mTHPC wies die charakteristischen Banden sowohl im
blauen (Soretbande; 417 nm) als auch roten Wellenldngenbereich auf (27 128 Die fir
eine erfolgreiche PDT bendtigte letzte Q-Bande konnte bei 651 nm ermittelt werden. Fir
das nanopartikular-gebundene mTHPC konnte sowohl flr HSA- als auch flr PLGA-
Partikel das charakteristische Spektrum gemessen werden. Die Spektren unterschieden
sich von dem freien Photosensibilisator jedoch in ihrer Intensitdt und durch eine
Verschiebung in den bathochromen Bereich. Von HSA transportiertes und somit
kovalent gebundenes mTHPC erfuhr hierbei die starkste Reduktion und Verschiebung.
Die kovalente Anbindung an die Partikeloberflache flihrte demzufolge zu veranderten
optischen Eigenschaften, die zuvor schon fir den Photosensibilisator Pheophorbid A
beschrieben werden konnten 7V, Eine erfolgreiche PDT-Behandlung sollte dies jedoch
nicht behindern, da die notige Q-Bande im roten Bereich noch als distinkte Bande zu
erkennen war und somit zur Verfligung stand.

Nachdem die Absorption der unterschiedlichen Systeme demonstriert werden konnte,
wurde die zellulare Anreicherung von mTHPC Uber die Nanopartikel untersucht. PLGA-
assoziiertes mTHPC zeichnete sich hierbei durch eine starkere Anreicherung gegenuber
HSA-transportiertem mTHPC aus. Fir PLGA konnte eine zeitabhangige zellulare
mTHPC-Anreicherung analog zu freiem mTHPC beobachtet werden. Dieses fiel flir HSA
deutlich geringer aus. Die Ergebnisse deuten zum einen daraufhin, dass das
inkorporierte mTHPC schneller aus der PLGA-Matrix in die Zellen entlassen wurde, als
dies fur das kovalent-gebundene mTHPC der Fall war. Im Falle des inkorporierten



Diskussion 131

Photosensibilisators befindet sich dieser innerhalb der porésen Partikelmatrix, die nun
eine relativ schnelle Diffusion aus dem Partikel in die Zelle ermoglicht. Kovalent
gebundenes mTHPC muss, bevor es in die Zelle entlassen werden kann, von dem
Partikel gespalten werden. Dies geschieht durch die Hydrolyse der kovalenten Bindung.
Weiterhin kann auf die gesteigerte Nanopartikel-Zell-Interaktion verwiesen werden, die
entsprechend starker flr PLGA-Nanopartikel als fir Albuminpartikel ausfiel.

Um eine Aussage Uber den Transport von mTHPC durch die verschiedenen Systeme
treffen zu kdnnen, wurden die Zellen mit den entsprechenden Formulierungen inkubiert
und die Bindung und die zellulare Anreicherung untersucht. Da AuNP, wie besagt, keine
Fluoreszenz aufwiesen, erfolgte ausschlieBlich eine mikroskopische Auswertung, in der
CLSM und MP-LSM kombiniert wurden. Hierbei konnte eine zellulare Anreicherung von
mTHPC im Zytoplasma und von AuNP sowohl auf der Zellmembran als auch innerhalb
der Zelle ermittelt werden. Somit konnte der erfolgreiche Transport von mTHPC Uber
modifizierte Gold-Nanopartikel demonstriert werden. Aufgrund der verlangerten
Inkubationszeit (24 h) und der vergleichbar hohen mTHPC-Konzentrationen (3 pg/ml)
wurden Zellen zudem mit dem freien Wirkstoff inkubiert und kontrolliert. Diese Proben
wiesen neben der starken intrazellularen mTHPC-Fluoreszenz eine veranderte
Morphologie auf. Der abgerundete Phanotyp in Kombination mit einem Herauslosen aus
dem Zelllayer deutete auf einen toxischen Effekt durch freies mTHPC hin 72, Partikel-
inkubierte Zellen zeigten keinerlei Veranderung und behielten ihre urspringliche native
Gestalt bei. Dies legt die Vermutung nahe, dass durch die Partikel eine toxische Wirkung
von mTHPC reduziert werden konnte. Die gewonnen Einblicke gehen mit friiheren
Erkenntnissen einher, in denen gezeigt wurde, dass durch Verpackung eines toxischen
Wirkstoffs (z. B. Zytostatika) in ein kolloidales System unerwtnschte Nebenwirkungen
reduziert werden konnen (73, Die zellulare Anreicherung von mTHPC wurde auch fir
die Polymer-basierten Nanopartikel Gberprift. Hierbei konnte sowohl flr HSA als auch
fur PLGA der erfolgreiche Transport demonstriert werden. Aufgrund der klrzeren
Inkubationszeit (1 h) konnten auch Inkubationen bei 4 °C durchgefiihrt werden, deren
Ergebnisse einen aktiven Aufnahmeprozess der Nanopartikel durch die Zellen belegten.
Die Anreicherung konnte sowohl flr das HSA- als auch fur das PLGA-basierte System
durch Inhibierung aktiver Aufnahmeprozesse deutlich reduziert und flr geringe
Konzentrationen inhibiert werden. Weiterhin konnte ein konzentrationsabhangiger
Anstieg der detektierten intrazellularen mTHPC-Fluoreszenz fir beide nanopartikularen
Formulierungen ermittelt werden. Die Zellen erfuhren bei 37 °C einen Anstieg in der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI). Dementsprechend erfolgte eine Anreicherung von
mTHPC Uber die verschiedenen nanopartikularen Systeme in den untersuchten Zellen.
Nachdem der Transport des Photosensibilisators in die Zelle Uber die verschiedenen
Formulierungen demonstriert werden konnte, wurde in einem nachsten Schritt deren
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Effektivitat und Wirksamkeit untersucht. Die Untersuchungen umfassten hierbei die
Bestimmung der induzierten Photozytotoxizitat, Dunkeltoxizitat und den Nachweis von
apoptotischen Ereignissen.

Zunachst wurde die Phototoxizitat/Dunkeltoxizitat des ungebundenem Wirkstoffs
bestimmt. mTHPC zeichnete sich an dieser Stelle durch seine starke Wirksamkeit nach
Bestrahlung bereits bei geringen Konzentrationen aus, die in friheren Arbeiten schon
beschrieben wurden (74177 Allerdings konnte flr den freien Wirkstoff eine sichtliche
Dunkeltoxizitat ermittelt werden, die zum einen zeit- und zum anderen
konzentrationsabhangig ausfiel. Dieses Phanomen konnte bereits flr Zellen eines
humanen epidermoiden Karzinoms (A431) gezeigt werden (78  Eine erhohte
Dunkeltoxizitat von mTHPC in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration wurde
zuvor bei Gallenblasen- und Gallengangskarzinomzellen festgestellt 4", Ab einer
Inkubationszeit von 20 h und einer eingesetzten Photosensibilisatorkonzentration
> 2 yg/ml konnten dunkeltoxische Effekte gemessen werden. Ein weiterer wichtiger
Punkt in Bezug auf eine Photosensibilisator-assoziierte Dunkeltoxizitat ist die vorliegende
Inkubationszeit. Versuche mit Fibroblasten zeigten eine zeitabhangige Steigerung der
Aufnahme von mTHPC in die Zellen (2% Eine verlangerte Inkubationszeit hatte
dementsprechend eine erhohte mTHPC-Konzentration in den Zellen zur Folge. Diese
wurde die Wahrscheinlichkeit dunkeltoxische Effekte zu induzieren, unter der Annahme
einer Konzentrationsabhangigkeit, erhéhen. Die durch mTHPC induzierte Dunkeltoxizitat
wies ferner Kennzeichen von Nekrose auf. Nekrose bezeichnet den pathologischen
Untergang einer Zelle, in deren Endstadium normalerweise intrazellular lokalisierte
Enzyme freigesetzt werden, die das umliegende Gewebe angreifen und eine
entziindliche Reaktion hervorrufen koénnen @79 Der Rilckgang in Viabilitat und
Proliferation verbunden mit einem Verlust der Zellmembranintegritat verdeutlichten dies.
Um diese Vermutung jedoch genauer zu untersuchen, musste in einem spateren
Experiment der zugrunde liegende Mechanismus evaluiert werden. Die llluminierung an
sich hatte keinen Einfluss auf die untersuchten Zellen und Parameter.

Die beobachteten dunkeltoxischen Effekte konnten nun durch Verwendung von
Nanopartikeln als Arzneistofftrager in Abhangigkeit des verwendeten Systems reduziert
und zum Teil eliminiert werden. Die Partikelsysteme wiesen neben einer starken
konzentrations- und zeitabhangigen induzierten Photozytotoxizitat nur noch eine
marginale Dunkeltoxizitat auf. Der transportierte Photosensibilisator verlor somit seine
Aktivitat nicht und konnte mit Licht geeigneter Wellenlange (652 nm) aktiviert werden.
Wie zuvor bereits flr andere Photosensibilisatoren bzw. Nanopartikel beschrieben,
konnten durch die Anbindung des mTHPC an die Partikelmatrix unerwinschte
Nebenwirkungen (in diesem Fall dunkeltoxische Effekte) umgangen werden. Kiesslich et
al. untersuchten die Effektivitdt von mTHPC im Vergleich zu einer wasserloslichen
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liposomalen mTHPC-Formulierung (Foslip®) an zwei Gallenblasenkrebszelllinien 147, Sie
konnten zeigen, dass das gebundene mTHPC im Gegensatz zu dem freien Wirkstoff
eine reduzierte Dunkeltoxizitat aufweist. Weiterhin wurde von Berlanda et al. in einer
vergleichenden Studie die Effektivitat verschiedener Photosensibilisatoren, darunter auch
ein PEGyliertes liposomales Derivat von mTHPC (Fospeg®), im Hinblick auf die
Wirksamkeit untersucht 17®. Die gebundene Formulierung war ebenfalls durch eine stark
reduzierte Dunkeltoxizitat und vergleichbare Phototoxizitat charakterisiert. Besonders im
Falle von HSA und PLGA konnte eine ausgepragte Photozytotoxizitat bei reduzierter
Dunkelaktivitdt beobachtet werden. Ein geringer Rickgang der Proliferation konnte
hierbei nach 24 h Inkubation mit hohen PLGAMTHPC-Konzentrationen beobachtet
werden. Da diese Partikel bewiesenermalBen den Photosensibilisator in hohen
Konzentrationen in die Zellen transportieren und dort ins Zytoplasma entlassen, handelt
es sich dabei wahrscheinlich um einen konzentrationsabhangigen Effekt. Daneben
konnte auch fir Gold-komplexiertes mTHPC eine reduzierte Dunkeltoxizitat bei
vorhandener Photozytotoxizitat demonstriert werden. Lediglich die 24 h Inkubation
erwies sich jedoch als effektiv. Eine 4 h andauernde Inkubation mit den zu
untersuchenden Nanopartikeln war nicht ausreichend, um eine ausreichend hohe
intrazellulare mTHPC-Konzentration in den Zellen zu bewirken. Dies kann zum einen in
einer verlangsamten Nanopartikel-Zell-Interaktion oder verlangsamten Wirkstoff-
freisetzung begrindet sein und musste noch genauer untersucht werden. Es gibt in der
Literatur allerdings Hinweise auf die Moglichkeit einer Diffusion von mTHPC durch die
vorliegende PSS/PAH-Schicht. De Geest et al. (18 180 berichteten in ihren Unter-
suchungen von einem pH-abhangigen Verhalten von PSS/PAH-Schichten. Bei hohen
pH-Werten (pH=9) war der Multilayer nicht permeabel und lag sehr kompakt vor. Eine
Diffusion von eingebetteten Substanzen war demzufolge nicht mdglich. Durch die
Erniedrigung des pH-Wertes (pH=7) wurde die Layerschicht permeabel und ermdglichte
die Diffusion von Molekulen durch sie hindurch. Im Tumor liegt ein zum Normalgewebe
erniedrigter pH-Wert vor. Die Multilayerschicht misste dementsprechend permeabel fir
mTHPC sein und dessen Freisetzung erlauben.

Im Anschluss wurde in weiteren Untersuchungen die Induktion von Apoptose
nachgewiesen. Der programmierte Zelltod ist durch verschiedene morphologische und
biochemische Charakteristika gekennzeichnet (8 18 7y den morphologischen
Merkmalen gehoren neben der Chromatinkondensation und nuklearen Fragmentierung,
das ,Membrane Blebbing”, die Reduktion der ZellgréBe (Schrumpfen), der
Adhasionsverlust (Abrunden) sowie die Bildung der apoptotischen Korperchen
(apoptotic bodies), die im weitern Verlauf durch Makrophagen oder benachbarte Zellen
phagozytiert werden. Auf biochemischer Ebene ereignet sich die Spaltung genomischer
DNA, die Externalisierung von Phosphatidylserin, die proteolytische Spaltung
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intrazellularer Substrate und somit die Aktivierung von Proteasen/Caspasen. Die
genannten Faktoren ermoglichen einen kontrollierten Zelltod ohne Schadigung des
umliegenden Gewebes/Zellen, wie es bei der Nekrose der Fall ist. Der bevorzugte Zelltod
von PDT-behandelten Zellen liegt somit in einer geordneten Apoptose und nicht in einer
»Chaotischen” Nekrose, die eine weitere Entziindung des umliegenden Gewebsareals
hervorrufen kdnnte. Der Nachweis von Apoptose wurde in zwei Schritten durchgefihrt.
Zunachst wurde der Verlust der Membranasymmetrie und die damit verbundene
Externalisierung von Phosphatidylserin untersucht. Unter Normalbedingungen ist dieses
ausschlieBlich auf der Innenseite der Plasmamembran lokalisiert und die Asymmetrie
wird durch Translokasen aufrechterhalten @8 Wahrend der Apoptose wird
Phosphatidylserin durch einen sogenannten ,flip-flop”-Mechanismus auf die AuBenseite
befordert und dort von Makrophagen identifiziert. Dieser Transfer auf die auBere
Membranseite ermoglicht nun den Eintritt von Farbeldsungen in die Zelle bzw. die
Detektion Uber spezifische Liganden (z. B. Annexin %), Die Induktion von Apoptose
wurde neben freiem mMTHPC auch fir beladene Polymer-basierte Nanopartikel
untersucht. Fur alle Formulierungen konnte ein zeitabhangiger Anstieg an apoptotischen
Zellen detektiert werden. Dieser fiel am starksten fUr mTHPC sowie PLGAMTHPC
behandelte Proben aus. HSA-behandelte Zellen erfuhren ebenfalls eine Zunahme an
positiv detektierten Zellen, die jedoch geringer ausfiel. Erst langere Inkubationszeiten
fuhrten zu einer ausreichenden Akkumulation des Photosensibilisators in den Zellen. Da
in friheren Untersuchungen eine zeitabhangige Akkumulation von Photosensibilisatoren
in Zellen gezeigt werden konnte (1?8, ist anzunehmen, dass es zu einem mTHPC-Anstieg
in den behandelten Zellen kam. Diese erhohte intrazellulare Konzentration bedingte eine
starkere Induktion von Apoptose, da sich der Photosensibilisator verstarkt an
Zielstrukturen (z. B. Mitochondrien %) anlagern konnte. Die resultierenden reaktiven
Sauerstoffspezies, wie Singulettsauerstoff, konnten mit diesen reagieren und zum Tod
der Zelle beitragen. Da die Freisetzung von mTHPC durch HSA geringer bzw.
zeitverzdgert verlief, konnte die Apoptose entsprechend nur abgeschwacht induziert
werden. Die so erhaltenen Ergebnisse stimmen mit zuvor gewonnenen Daten bezlglich
der intrazellularen mTHPC Konzentration Uberein. Hier konnte ebenfalls fir PLGA-
transportiertes mTHPC eine starkere Anreicherung gegentber HSA detektiert werden.
Die kovalente Anbindung von mTHPC an die Albuminpartikel sowie deren weniger
ausgepragte Nanopartikel-Zell-Interaktion flhrten zu einer geringere intrazellulare
mTHPC—Konzentration und so zu einer abgeschwachten Apoptoserate. Da die
Dunkelkontrollen in allen Proben unauffallig waren, konnte eine entsprechende Toxizitat
ausgeschlossen werden. Die zuvor untersuchten dunkeltoxischen Effekte von freiem
mTHPC konnten, unter der Annahme, dass mTHPC keine Apoptose induziert, somit zum
Teil nekrotischen Ereignissen zugeschrieben werden.
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Nachdem erste apoptotische Ereignisse demonstriert werden konnten, wurden die
Proben auch auf das Vorhandensein von PARPeaed hin untersucht. Es handelt sich bei
PARP (Poly [ADP-ribose] polymerase) um ein Enzym, dass in intakten Zellen an der
Reparatur von DNA-Schaden beteiligt ist 8. Die Caspase-abhangige Spaltung von PARP
(116 kDa) in zwei unterschiedliche groBe Fragmente (25 und 85 kDa) ist ein essentieller
Schritt wahrend der Apoptose 8. Der immunhistochemische Nachweis des 85 kDa-
Fragments kann im Folgenden als Nachweis herangezogen werden. Flr den freien
Wirkstoff und PLGA-transportiertes mTHPC konnte ein zeitabhangiger Anstieg an
PARPgeaves pOsitiven Zellen nach einer PDT-Behandlung ermittelt werden. Die Zellen
wiesen verstarkt apoptotische Zellen in dem Monolayer auf. Das erhaltene Signal war
hierbei ausschlieBlich innerhalb des Zellkerns bzw. zwischen den bereits entstandenen
Zellkernfragmenten lokalisiert. Eine Verlangerung der Inkubationszeit von 1 bzw. 4 h auf
24 h ging mit einer effizienteren Apoptoserate nach Bestrahlung einher. Bedingt durch
die langere Inkubationszeit konnte sich der Photosensibilisator an praferierten
Organellen (z. B. Golgi-Apparat, ER, Mitochondrien (' 3-133) anreichern und eine
entsprechende Kaskade einleiten. Wiederum konnten fir das PLGA-basierte System
starkere Effekte als fur HSA detektiert werden. Die Induktion verlief schwacher und
stimmte somit mit den zuvor erhaltenen Ergebnissen Uberein.

Die entwickelten nanopartikularen Systeme wiesen somit alle Anforderungen an einen
guten Photosensibilisator auf. Neben einem gerichteten Transport in das betroffene
Gewebe wurde die Loslichkeit in Wasser gewahrleistet und eine starke Phototoxizitat bei
reduzierter Dunkeltoxizitat demonstriert.

Um die Effektivitat der Formulierungen an einem realistischeren Modell zu bewerten,
wurden 3D-Tumormodelle aus HT29-Zellen hergestellt und zur Untersuchung
herangezogen. 3D-Modelle bieten die Mdglichkeit einen Wirkstofftransport in ein
multizellulares System zu beobachten und zu untersuchen. Sie reflektieren eine in vivo
Situation eines noch nicht vaskularisierten Tumors und weisen innerhalb ihrer Struktur
unterschiedliche Zellpopulationen auf. Innerhalb dieser Struktur befinden sich die
proliferierenden Zellen ausschlieBlich in der Randzone, gefolgt von quieszenten
(ruhenden, d.h. in der Go-Phase des Zellzyklus) Zellen im mittleren Abschnitt und
hauptsachlich nekrotischen Zellen im Innern ?®. Die Zellen weisen somit entsprechend
der Lage im Spharoid eine unterschiedliche Verteilung an Nahrstoffen und
Stoffwechselprodukten auf. Ferner nimmt das Sauerstoffangebot zum Zentrum eines
Spharoids, unter der Ausbildung von hypoxischen Bereichen, hin ab. Die Spharoide
wurden anfanglich im Hinblick auf ihr Wachstums sowie eine Verteilung von lebenden
und toten Zellen innerhalb des Modells untersucht. Eine Kultivierungsdauer von
insgesamt sieben Tagen bot sich hierbei optimal an, da die Spharoide vornehmlich aus
lebenden Zellen bestanden und nur einen geringen Teil nekrotischer Zellen im Innern
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aufwiesen. Nachdem keine Anderungen im Phanotyp in Folge der verénderten
Kultivierung gezeigt werden konnte, erfolgte die Inkubation mit den zu testenden
Substanzen. Die Inkubationszeit betrug aufgrund der jetzt groBeren Distanz, die
Uberwunden werden musste, 24 h und es wurde bedingt durch die groBere Zellzahl eine
angepasste und somit hohere mTHPC-Konzentration (3 pg/ml) untersucht. Die
untersuchten Spharoidschnitte wiesen flr alle untersuchten Proben die charakteristische
mTHPC-Fluoreszenz aus. Die starkste Fluoreszenz war auf den auBeren Randbereich der
Spharoide begrenzt und nahm zum Zentrum hin ab. Diese charakteristische Verteilung
konnte von Marchal et al. "8 fir den freien Photosensibilisator bereits demonstriert
werden. Die Verteilung fiel hierbei besonders stark flr freies und PLGA-gebundenes
mMTHPC aus. Neben dem transportierten mTHPC konnte im Falle von PLGA auch noch
die grtne Fluoreszenz von Lumogen Yellow® innerhalb des ganzen Schnittes mit lokalen
Intensitatsmaxima ermittelt werden, jedoch keine Kolokalisierung von Nanopartikeln
und Photosensibilisator festgestellt werden. Die unterschiedliche Verteilung kann
verschiedenen Tatsachen zugeschrieben werden: Zum einen ist es mdglich, dass sich das
hydrophobe mTHPC aus der porosen PLGA-Matrix wahrend der Passage der
intrazellularen Zwischenraume herausgelost hat und in die Zellen eingedrungen ist. Die
unbeladenen Partikel sind zum Teil noch weiter in den Spharoid eingedrungen und
bedingten somit eine Anreicherung im gesamten Spharoid. Zudem ist es moglich, dass
die beladenen Partikel vorwiegend in die Zellen des auBeren Bereichs aufgenommen,
dort in die einzelnen Bestandteile zersetzt wurden und das freigewordene Lumogen in
die anderen Zellen diffundierte.

Nachdem der erfolgreiche Transport des Photosensibilisators durch die unterschiedlichen
Formulierungen demonstriert werden konnte, wurde die Wirksamkeit nach einer PDT-
Behandlung untersucht. Neben mTHPC-kultivierten Proben wurden Wasserstoffperoxid-
behandelte Proben als Kontrollen auf die Existenz von PARPeaed Untersucht. Alle
untersuchten Proben wiesen eine Farbung des Zentrums auf. Durch das rasante
Spharoidwachstum kam es zur Ausbildung von nahrstoff- und sauerstoffunterversorgter
Hypoxie Regionen (Zentrum) und somit zum Absterben von Zellen. Diese Bereiche setzen
sich vornehmlich aus nekrotischen Zellen zusammen, kdonnen aber auch vereinzelt
apoptotische Zellen enthalten, die in den wachsenden Spharoiden im Zentrum
akkumulieren 8. 190 Dort kénnen die apoptotischen Fragmente nicht ausreichend
entfernt werden (z. B. durch Phagozyten) schwellen durch einstromende Flissigkeit an
und platzen auf (sekundare Nekrose 183).

In der Positivkontrolle (H,O,) konnten keine weiteren apoptotischen Zellen ermittelt
werden. Allerdings zerrissen die Proben beim Schneiden, da die Behandlung einen
Verlust der Stabilitat der Proben zur Folge hatte. Proben, die zuvor mit mTHPC
behandelt und bestrahlt wurden, wiesen weitere Bereiche von apoptotischen Zellen auf.
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Es handelte sich in allen Proben um die auBeren Randbereiche der Spharoide. Die
Wirkung war hier am gréBten, da in diesen Bereichen die hochste mTHPC-
Konzentration vorlag, die fur eine erfolgreiche Induktion notig war. Daneben waren die
auBeren Bereiche ausreichend mit Sauerstoff angereichert. Dieser ist essentiell flr eine
effektive Photodynamische Therapie. Zum Zentrum hin nahm die Sauerstoff-
konzentration unter der Ausbildung von hypoxischen Bereichen ab ©?®. Somit konnten in
diesen Bereichen keine ausreichend hohen Konzentrationen an reaktiven
Sauerstoffspezies generiert werden, die eine zelltétende Wirkung hatten entfalten
kédnnen. Wiederum waren mTHPC und PLGAMTHPC effektiver als HSAMTHPC.

Alle untersuchten mTHPC-beladenen nanopartikularen Formulierungen zeichneten sich
durch eine intrazellulare Akkumulation sowohl im Monolayer als auch im
3D-Tumormodell aus. Die Induktion von Apoptose als auch eine gesteigerte
Phototoxizitat bei reduzierter Dunkeltoxizitat konnten erfolgreich demonstriert werden.
Die erzielten Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass der Photosensibilisator erfolgreich
mittels HSA- und PLGA-basierter Formulierungen in die Zellen transportiert und dort
entlassen werden konnte, ohne seine Wirksamkeit zu verlieren. PLGA-Partikel erwiesen
sich gegenuber Albuminpartikeln in der abschlieBenden Betrachtung der generierten
Daten als die effektiveren Tragersysteme.

Zusammenfassend  stellen die entwickelten nanopartikularen  Formulierungen
interessante Arzneistofftragersysteme flr den Photosensibilisator mTHPC dar. In einem
nachsten Schritt mussten die entwickelten Formulierungen im Tiermodell hinsichtlich
ihrer Wirksamkeit und Spezifitat untersucht werden. Hierbei muisste in einem ersten
Experiment die Stabilitat der jeweiligen Formulierung unter in vivo Bedingungen
Uberprift und getestet werden. Weiterhin ware zu untersuchen, ob der nanopartikular-
gebundene Photosensibilisator die gleiche Wirkung hervorruft, wie der freie Wirkstoff.
Ein besonderes Augenmerk lage hierbei auf der durch freies mTHPC induzierten
Dunkeltoxizitat. Diese konnte, wie bereits beschrieben, durch die nanopartikularen
Tragersysteme deutlich reduziert werden. Darlber hinaus mussten weitere Parameter,
die fur eine erfolgreiche PDT-Behandlung notig sind, vergleichend Uberprift werden.
Hierzu zahlt neben der einzusetzenden Dosis auch die verwendete mTHPC-
Konzentration als auch die Zeit, die zwischen Wirkstoffapplikation und Bestrahlung
verstreicht.
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4.3 Zelltyp-spezifische Nanopartikel

In den vorangegangenen Versuchen konnte die Wirksamkeit von mTHPC-beladenen
Nanopartikel demonstriert werden. Die spatere Formulierung sollte neben dem
Photosensibilisator noch einen Zelltyp-spezifischen monoklonalen Antikorper tragen, um
das gewdlnschte Zielgewebe zu binden. Daher wurde in einem ersten Schritt die
Spezifitat von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln Uberprift. Als potentielle
bindende Substanzen, auch als Liganden bezeichnet, stehen eine Vielzahl von
Verbindungen zur Verfiigung. Neben kurzen RNA- und DNA-Sequenzen ©2, Peptiden ©3
3 sowie einer Gruppe von verschiedenen kleinen Molekdilen (z. B. Folate %, Hormone
G8) erfahren vor allem monoklonale Antikorper vielfache Anwendung ©749. In dieser
Arbeit wurde zum spezifischen Targeting der monoklonale Antikorper Cetuximab
verwendet. Cetuximab, ein humanisierter monoklonaler IgG1 Antikorper, bindet
spezifisch den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor
receptor, EGFR) und wurde 2004 flr die Therapie von Patienten mit Rezeptor-positivem
metastasierendem und therapierefraktaren Kolorektalkarzinom zugelassen ©& 59 Der
EGFR ist Mitglied der Erb-Familie, die sich durch extrazellulare Proteinliganden
auszeichnet @ 49 Es handelt sich bei dem EGF-Rezeptor um ein Transmembranprotein
mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat und einer extrazellularen Ligandenbindungs-
domane. In friheren Studien wurde die veranderte Expression von EGFR in malignen
Erkrankungen vielfach erdrtert. EGFR wird in verschiedenen Tumorarten, wie z. B.
Kolorektalkarzinom, Kopf- und Nackenkrebs, Brustkrebs, Eierstockskrebs, Prostatakrebs,
nicht-kleinzelliger Lungenkrebs sowie Glioblastomen Uberexprimiert “*>". Daher stellt
EGFR eine interessante Zielstruktur flr ein Zelltyp-spezifisches Targeting fir diese
Tumore dar.

Zur Testung lagen Nanopartikel basierend auf HSA und PLGA vor. Diese trugen
entweder den spezifischen Antikorper Cetuximab oder einen unspezifischen humanen
lgG-Antikorper als Kontrolle. Eingangs wurden die verwendeten Zelllinien hinsichtlich
ihrer EGFR-Expression Uberprift. Die Ergebnisse verdeutlichten einen starken
Unterschied zwischen den verwendeten Zelllinien HT29 und DiFi. HT29 wies nur eine
diffuse Immunfarbung und stagnierende Bindungskapazitat auf und verdeutlichte so
eine geringe EGFR-Expression 9V, Zellen der Linie DiFi waren dagegen durch eine starke
Immunfarbung und eine konzentrationsabhangig ansteigende Bindung beschrieben. Der
Rezeptor war demzufolge in hoher Kopienzahl auf der Oberflache von diesen Zellen
vertreten (192 193 Nachdem die Zellen hinsichtlich des vorliegenden EGFR-
Expressionsstaus charakterisiert waren, konnte die Testung der Nanopartikel erfolgen.
Zunachst wurden oberflachenmodifizierte HSA-Nanopartikel untersucht. Zunachst
wurde die Zytotoxizitat nach Inkubation mit ansteigenden Nanopartikel-Konzentrationen



Diskussion 139

mittels eines Viabilitatsassays (WST-1-Assay) bestimmt. Die schwach EGFR-
exprimierenden HT29-Zellen zeigten nach 24 h Inkubation eine gering reduzierte MDH-
Aktivitat. Die Reduktion war jedoch nicht partikel- oder konzentrationsabhangig. Im
Gegensatz dazu konnte eine veranderte Aktivitat bei DiFi-Zellen beobachtet werden.
Zunachst stieg die Viabilitat fir alle untersuchten Proben an. AnschlieBend nahm diese
mit steigender Inkubationszeit und in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration ab.
Die unspezifischen Kontrollpartikel fihrten zu einer nur geringen Abnahme innerhalb
der Kontrollschwankungen, wohingegen die spezifischen Nanopartikel eine starkere
Reduktion hervorriefen. Diese Reaktion wurde mit groBBter Wahrscheinlichkeit durch den
verwendeten Antikdrper Cetuximab hervorgerufen. Die Bindung des EGFR initiiert, wie
bereits beschrieben, eine Internalisierung des Rezeptors und die Hemmung von nach
geschalteten Signalkaskaden und schlieBlich zu der Hemmung von Zellzyklus und
Proliferation. Die Inhibierung der Viabilitdt durch Cetuximab, vor allen in Zellen mit
hoher EGFR-Kopienzahl und nicht in moderat exprimierenden Zellen, konnte zuvor
bestatigt werden (93195 und wies darauf hin, dass die Reduktion durch Cetuximab und
nicht durch den Partikel hervorgerufen wurde. Darlber hinaus unterstreichen die
gewonnen Erkenntnisse, dass der Antikorper in gebundener Form seine Wirksamkeit
nicht verliert. Da die Nanopartikel keine bzw. erklarbare Effekte induzierten, wurde
begonnen die zellulare Bindung genauer zu untersuchen. Durch durchflusszytometrische
Analysen konnte eine verstarkte spezifische =zellulare Bindung der Cetuximab-
modifizierten HSA-Nanopartikel gegenliber den unspezifischen Kontrollpartikeln an die
untersuchten Zellen demonstriert werden. Die unspezifischen Alouminpartikel reicherten
sich nur zu einem geringen MaBe an den Zellen an. Die spezifischen Partikel erfuhren
dagegen einen Anstieg der zellularen Bindung durch Erhohung der eingesetzten
Antikorperkonzentration. Hoch EGFR-exprimierende DiFi-Zellen wiesen eine besonders
starke Bindung auf, die sich vor allem in der gemessenen mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI) niederschlug. Die Nanopartikel zeigten somit in Abhangigkeit der verwendeten
Antikorper ein unterschiedliches Bindungsverhalten an den verwendeten Zelllinien.
Nachdem eine konzentrationsabhangige spezifische Bindung ermittelt werden konnte,
wurde die Bindung in Abhangigkeit der Inkubationszeit untersucht. Hierbei fiel vor allem
der Unterschied in der Bindungsintensitat zwischen HT29 und DiFi auf. Diese war flr
HT29 gegeniber DiFi um ein Vielfaches reduziert. Fir beide Linien konnte ein Anstieg
der Anzahl an Zellen mit Nanopartikeln mit steigender Inkubationszeit ermittelt werden.
Besonders Cetuximab-modifizierte Nanopartikel zeichneten sich durch eine verstarkte
und zum Teil signifikant erhohte Bindung aus. Mit steigender Kultivierungsdauer nahm
diese ab und es erfolgte ein Angleichen in der Bindung beider Formulierungen. Die
spezifische Bindung konnte durch Zugabe von freiem Cetuximab blockiert werden. Der
Einsatz von freiem Antikorper (entsprechend des zugrunde liegenden Targets) zur
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Hemmung der Nanopartikel-Zell-Interaktion ist eine addquate Methode zur Uberpriifung
einer Rezeptor-vermittelten Endozytose °%. Der freie Antikorper konkurriert mit dem
nanoskaligen System um die Bindung des Rezeptors und bedingt eine Reduktion an
freien Bindungsstellen. Fir alle Inkubationszeiten konnte fir DiFi-Zellen in der
Anwesenheit des freien Antikorpers ein signifikanter Bindungsunterschied evaluiert
werden. Dieser fiel fir HT29-Zellen entsprechend geringer aus. Da die zelluldre Bindung
in Anwesenheit des freien Antikorpers signifikant reduziert werden konnte, konnte eine
spezifische Aufnahme Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose bestatigt werden. Der
Antikorper blockierte die entsprechenden Bindungsstellen und verhinderte die Bindung
und Internalisierung der Nanopartikel. Neben der Durchflusszytometrie wurden CLSM-
Analysen durchgefthrt, um die Unterschiede in der Bindung zu untersuchen und um
Aussagen Uber den Aufenthaltsort der entsprechenden Formulierungen zu treffen.
Aufgrund der unterschiedlichen EGFR-Expression war die spezifische Bindung und
intrazellulare Akkumulation von HSA-Cetuximab fir DiFi-Zellen starker als fir HT29. Die
groBe Anzahl an Rezeptoren ermdglichte eine vielfache Bindung der entsprechenden
Formulierung, die im Folgenden internalisiert wurden. Die Bindung und Aufnahme von
HSA-Cetuximab erfolgte hierbei schnell und im hohen Mal3e. HT29 wiesen dagegen nur
Nanopartikelagglomerate auf der Zelloberflache auf, die wahrscheinlich erst nach
langerer  Zeit internalisiert werden. Eine clusterformige  Anreicherung der
Albuminpartikel konnte auf die diffuse EGFR-Expression von HT29 zurlckgefihrt
werden. Da diese den Rezeptor nur in moderater Form exprimieren, erfolgt in den
entsprechenden Bereichen der Zelloberflache die Bindung und Anreicherung der
spezifischen Albuminpartikel. In den untersuchten Proben konnten nur vereinzelte
unspezifische IgG-Partikel ermittelt werden. Durch die vorhergehenden Untersuchungen
konnte die Spezifitat der entwickelten Albuminpartikel gegentber den unspezifischen
Kontrollpartikeln demonstriert werden. Ferner war es moglich die Rezeptor-vermittelte
Endozytose zu hemmen sowie die intrazellulare Akkumulation zu spezifizieren. In einem
letzten Experiment wurde die zeitabhangige Akkumulation mittels Time-Laps-Analysen
genauer untersucht und die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien konnten weiter
differenziert werden. HT29-Zellen zeigten nur eine geringe Interaktion mit den
entsprechenden Kontrollpartikeln. Die spezifischen Partikel wurden verstarkt durch die
Zellen aufgenommen und reicherten sich bis zu dem Erreichen eines Sattigungsniveaus
in den Zellen an. Trotz Erhdhung der Inkubationszeit erfolgte keine weitere
Anreicherung. DiFi-Zellen wiesen eine stetige Zunahme an Albuminpartikeln Gber die
Zeit auf. Es erfolgte eine zellulare Anreicherung der spezifischen als auch unspezifischen
Albuminpartikel, wobei sich die spezifischen durch eine verstarkte Bindung
auszeichneten. Ein Sattigungseffekt konnte nicht beobachtet werden.
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Nachdem die Spezifitat flr oberflachenmodifizierte HSA-Partikel demonstriert werden
konnte, wurden die entsprechenden Versuche mit PLGA-Nanopartikeln durchgefihrt. Zu
Beginn konnte die zellulare Vertraglichkeit der oberflachenmodifizierten Nanopartikel
mittels eines WST-1-Assays bestatigt werden. Hierbei erfolgte, analog den untersuchten
HSA-Partikeln, eine minimale Reduktion der MDH-Aktivitat in Folge einer 24 h
Inkubation mit Cetuximab-tragenden Partikeln ausschlieBlich in DiFi-Zellen. Die weiteren
untersuchten Proben und Zellen blieben unauffallig. Die Wirksamkeit des Antikorpers
blieb somit auch in diesem System erhalten. Da unbeladene PLGA-Partikel, wie bereits
beschrieben, eine verstarkte zellulare Bindung aufwiesen, musste zur Bestimmung der
zellularen Bindung vor allem der jeweilige MFI-Wert beachtet werden. Die Auswertung
ergab, dass sowohl HT29- als auch DiFi-Zellen eine konzentrationsabhangige
Anreicherung beider Formulierungen aufwiesen. Hierbei konnte bei HT29- und DiFi-
Zellen auch ein konzentrationsabhangiger Anstieg im MFI beobachtet werden. Der MFI
von Cetuximab-modifizierten PLGA-Nanopartikeln lag jedoch fir alle untersuchten
Proben und Zellen Gber dem der unspezifischen Kontrollpartikel.

Eine zeitabhangige Steigerung der zellularen Bindung konnte in einem weiteren
Experiment nur fir HT29 demonstriert werden. Unspezifische Kontrollpartikel erfuhren
hierbei bereits ab einer Stunde Inkubation keine weitere Zunahme im MFI. Die
spezifischen Partikel steigerten diesen mit fortschreitender Inkubationszeit. Fir HT29-
Zellen konnte somit eine spezifische Anreicherung demonstriert werden. Jedoch muss
beachtet werden, dass DiFi-Zellen sowohl einen Rlckgang der spezifischen als auch
unspezifischen Bindung mit Erhohung der Kultivierungsdauer zeigten. Im Anschlu
wurde der Einfluss des freien Antikdrpers auf die Bindung untersucht. Die Auswertung
belegte flir HT29 eine leicht reduzierte Bindung, die jedoch nicht signifikant ausfiel.
Ferner konnten nur geringe Unterschiede in den ermittelten MFI-Werten festgestellt
werden. Demgegenuber konnte die zellulare Bindung von PLGA-Cetuximab bei DiFi-
Zellen in der Anwesenheit von freiem Cetuximab starker reduziert werden. Jedoch blieb
der ermittelte MFI unverandert. Die Bindung von PLGA-Cetuximab Partikeln an DiFi-
Zellen erfolgte dementsprechend vermehrt Uber den Rezeptor und konnte durch Zugabe
von freiem Antikorper inhibiert werden. Mittels CLSM basierten Analysemethoden
konnten die durchflusszytometrischen Ergebnisse bestatigt werden. Die Zellen wiesen
akkumulierte spezifische und unspezifische Partikel innerhalb der gefarbten Zellen auf.
Wieder konnte eine verstarkte zellulare Bindung an HT29 gegenuber DiFi-Zellen
beobachtet werden. Obwohl die Ergebnisse nur eine geringe Spezifitat der entwickelten
Partikel suggerierten, wurden die zellulare Akkumulation mittels Time-Laps-Aufnahmen
analysiert und ausgewertet. HT29 zeichnete sich wiederum durch eine verstarkte
Anreicherung der spezifischen Formulierungen aus. Unspezifische Nanopartikel zeigten
eine schwachere Interaktion mit den Zellen und erfuhren wahrend der Kultivierung eine
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leichte Zunahme. Die Interaktion der Partikel mit DiFi-Zellen entsprach den vorherigen
Untersuchungen. Die groBte Interaktion beider Partikel wurde nach 4 h ermittelt und
nahm im Anschluss ab. Die spezifischen Partikel zeigten eine leicht erhdhte Interaktion,
jedoch nahm auch dieser Anteil im Laufe der Zeit ab. Eine ausgepragte Spezifitat von
oberflachenmodifizierten PLGA-Nanopartikeln in Abhangigkeit der EGFR-Expression
konnte nicht demonstriert werden. Es konnte zwar eine Aufnahmesteigerung Uber das
spezifische System ermittelt werden, diese war jedoch fir beide Zelllinien nicht
signifikant. Die gesteigerte Aufnahme der unspezifischen Nanopartikel (PLGA-IgG) kann
auf die bereits beschriebene sehr hohe Aufnahmerate unmodifizierter Partikel
zurlckgefthrt werden. Die Einflhrung von Polyethylenglykol (PEG)-Ketten konnte ein
verandertes Verhalten hervorrufen, da die Partikel hydrophiler wirden. Diese Partikel
wurden eventuell Gber eine gesteigerte Anreicherung verfligen und musste jedoch noch
genauer untersucht werden. Daher wurde eine weitere Bearbeitung dieses System ab
diesem Zeitpunkt nicht weiter fortgesetzt.

4.4 Zelltyp-spezifische und Photosensibilisator-beladene Nanopartikel

Zum Schluss wurden auf HSA basierende Nanopartikel getestet, die neben den
Photosensibilisator mTHPC den spezifischen monoklonalen Antikorper Cetuximab auf
der Oberflache trugen. Der spezifische Transport von Arzneistoffen durch
oberflachenmodifizierte Nanopartikel stellt eine Moglichkeit dar, die Therapie und die
daran assoziierte Wirkstoffapplikation zu optimieren. Durch die gezielte Verabreichung
des Wirkstoffs tber die Nanopartikel in das betroffene Gewebe kénnen unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen reduziert werden (2. Ausserdem ist durch den Einsatz von
Nanopartikeln eine Reduktion der applizierten Wirkstoffdosis maglich 9. In den
vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits eine reduzierte Dunkeltoxizitat des
gebundenen Photosensibilisators sowie die spezifische Akkumulation Gber Cetuximab
demonstriert werden. Die oberflachenmodifizierten und mTHPC-beladenen HSA-
Nanopartikel (HSAMTHPC-Cet) wurden in einem ersten Schritt hinsichtlich ihres
Wirkstofftransports in die beiden Zelllinien untersucht. Die durchflusszytometrische
Untersuchung ergab nur eine leicht verbesserte Anreicherung des Wirkstoffs Uber das
spezifische System als Uber die unspezifische Kontrolle. Diese konnte vor allem in den
korrespondierenden MFI-Werten abgelesen werden. Eine mogliche Erklarung kénnte in
der Struktur bzw. dem Aufbau der untesuchten Partikel liegen. Diese trugen sowohl den
spezifischen Antikorper als auch den Photosensibilisator auf der Oberflache. Die
Anbindung von mTHPC an die Partikeloberlache kdnnte einen Einfluss auf die Spezifitat
und/oder Bindungseigenschaften von Cetuximab an EGFR gehabt haben. Somit konnte
Cetuximab seine volle Effektivitat nicht mehr entfalten und die spezifische Bindung
gegenuber der unspezifischen nahm deutlich ab.
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Daneben wurde die biologischen Wirksamkeit der Vollpraparation untersucht. Hierzu
wurden neben der Phototoxizitat auch apoptotische Ereignisse nachgewiesen. Beruhend
auf der verstarkten EGFR-Expression und einer dadurch bedingten hoheren
Nanopartikelinternalisierung konnten die starksten Effekte bei DiFi-Zellen bestimmt
werden. Zellen der Linie DiFi wiesen die groBten Veranderungen nach einer PDT-
Behandlung auf. Jedoch flhrten die Kontrollpartikel nach langeren Inkubationszeiten
(24 h) auch zu einer gewissen Reduktion in der zellularen Proliferation. In vorigen
Versuchen konnte die Zunahme an unspezifisch gebundenen Partikeln mit steigender
Inkubationszeit belegt werden und kann daher flur diese Reaktion verantwortlich
gemacht werden. Aufgrund der langen Inkubationszeit induzierten die Cetuximab-
modifizierten  Albuminpartikel eine Reduktion der Proliferation im Dunkeln
(Dunkeltoxizitat). Da bereits ein solcher Effekt beschrieben werden konnte, kann dieser
auf die Aktivitat des verwendeten Antikorpers zurickgefihrt und als Beleg fir dessen
Aktivitat angesehen werden. Die Einfihrung von mTHPC auf die Oberflache hatte somit
keinen Einfluss auf die Wirksamkeit des vorliegenden Antikorpers. Schwach EGFR-
exprimierende HT29-Zellen zeigten geringe Reaktionen nach Inkubation und Belichtung.
Hier erwiesen sich die spezifischen Nanopartikel (HSAMTHPC-Cet) als die effektivere
Formulierung gegenlber dem unspezifischen Partikelsystem. Die Reaktion war jedoch
nicht so ausgepragt, was auf das geringe Vorhandensein des Rezeptors zurtickzuflhren
ist. Der abschlieBende Beweis flr die spezifische Funktionalitat der Formulierung erfolgte
Uber den Nachweis von Apoptose nach einer PDT-Behandlung. In allen Proben
verblieben die Dunkelkontrollen unauffallig. Es existierte nur ein Unterschied in der
Intensitat der jeweiligen Pixelwerte. Nach Belichtung konnte in allen Proben ein Anstieg
des Pixelwerts ermittelt werden. HT29 zeichneten sich wiederum durch eine schwache
Reaktion aus. Nach 2 h konnte nur eine minimal erhdhte Induktion abgelesen werden,
diese stieg stetig mit anhaltender Inkubationszeit an und unterschied sich im Folgenden
deutlich von den anderen Werten. Aufgrund der erhdhten Inkubationszeit kam es zu
einer gesteigerten Anreicherung der Partikel in der Zelle. Dort konnte der
Photosensibilisator entlassen werden und sich in einer ausreichenden Konzentration an
Zielstrukturen ansammeln und nach Belichtung zum Tod der Zelle flihren. DiFi-Zellen
zeigten eine ahnliche, allerdings starkere Reaktion in Folge einer PDT-Behandlung.
Bereits nach 2 h konnte ein Unterschied ermittelt werden, der sich im Laufe der Zeit
noch vergroBerte. Die spezifischen Partikel wirkten hierbei als die effektivsten
Apoptoseinduktoren. Die gewonnen Ergebnisse gehen mit bereits ermittelten Daten
einher. Eine verstarkte Anreicherung von Albuminpartikeln Uber Cetuximab in DiFi-
Zellen, bedingt durch eine hohe EGFR-Kopienzahl, sowie eine induzierbare
phototoxische Wirkung nach langer andauernder Inkubation mit HSAMTHPC flhrte
durch die Vollpraparation zu einer verstarkten Apoptoserate. Zwar konnten keine
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statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Systemen ermittelt
werden, aber die Ergebnisse deuten auf eine erhdhte Apoptoseinduktion durch
Cetuximab-modifizierte HSAMTHPC-Nanopartikel hin, was auf die Oberflachen-
modifikation zurtickgeflihrt werden kann. Die Ergebnisse geben somit einen Hinweis auf
eine spezifische Wirkung von oberflachenmodifzierten Albuminpartikeln gegenuiber den
unspezifischen Partikeln.

Die zusammenfassende Analyse der erhaltenen Daten verdeutlichte die effektive
Wirksamkeit von unterschiedlichen Nanopartikeln als Wirkstofftransporter. Die
Untersuchungen mit Gold-Nanopartikeln befinden sich zurzeit noch in den Anfangen
und bedulrfen noch einer genaueren Analyse. Jedoch bieten diese aufgrund ihrer
besonderen optischen Eigenschaften sowie der geringen GroBe ein grofes
Einsatzgebiet. Eine weitere Erhohung der komplexierten mTHPC-Konzentration und
spezifische Modifizierung der Oberflache mit targetierenden Liganden sowie eine
PEGylierung waren in Zukunft denkbar. Die Anbindung von Cetuximab auf die
Oberflache von Gold-Nanopartikeln konnte von Patra et al. "®” demonstriert werden.
Diese Partikel wiesen weiterhin das Zytostatikum Gemcitabin auf. Die Applikation der
Formulierung bewirkte eine drastische Reduktion der Tumorzellproliferation in vitro und
des Tumorwachstums in vivo. Daneben konnte in ersten Studien der Transport von
unterschiedlichen Photosensibilisatoren (% gezeigt werden. Darlberhinaus belegen
Daten von Wieder et al. %@ eine erhdohte Ausbeute an Singulettsauerstoff in der
Anwesenheit von Gold-Nanopartikeln. Nach Aufnahme der Partikel durch die Zellen
konnten sie in den Zellen als Mediator zwischen dem einkommenden Lichtsignal und
dem Photosensibilisator als Akzeptor fungieren. In Zukunft ware eine Kombination aus
verschiedenen  Therapien denkbar. Hierbei konnte die partikelabhangige
Plasmonresonanz von kolloidalem Gold genutzt werden und zum Therapieerfolg
beitragen. Gold-Nanopartikel stellen wegen den vielfaltigen Anwendungsmaoglichkeiten
ein interessantes Forschungsgebiet dar, das noch weiteren Untersuchungen bedarf und
viele Moglichkeiten offen halt.

Als die effektivsten Wirkstoff-Tragersysteme erwiesen sich Nanopartikel basierend auf
Polymilch-co-glykolsaure (PLGA). Der Baustein PLGA erfreut sich seit vielen Jahren einer
vielfaltigen Anwendung im nanopartikularen Wirkstofftransport. Grund hierfir sind
seine Biokompatibilitat, seine Biodegradierbarkeit sowie seine Zulassung zur humanen
Anwendung und Nanomedizin durch die FDA ©2%)_|n vielen Studien konnte ein breites
Anwendungsspektrum demonstriert werden. So untersuchten Mu und Feng @V ein mit
Taxol (Paclitaxel) beladenes System. Die Enkapsulierungseffizienz betrug 100 % und eine
verlangsamte Wirkstofffreisetzung von bis zu 20 Tagen Uber Diffusion in Folge einer
Matrixschwellung konnte gezeigt werden. Eine verbesserte und verlangerte Applikation
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sowie eine Reduktion von Nebenwirkungen konnte flr eine Vielzahl weiterer
Arzneistoffe erbracht werden. Hierzu zahlen neben den bereits genannten Zytostatika
02 y.a. Hormone ©%) und Entzindungshemmer ?%¥. Die synthetisierten PLGAMTHPC-
Nanopartikel zeichneten sich durch einen effizienten Wirkstofftransport in die zu
untersuchenden Zellen aus und es konnten entsprechend hohe Konzentrationen an
mTHPC in den Zellen detektiert werden. Das wichtigste Auszeichnungsmerkmal dieser
Partikel war neben ihrer herausragenden Wirksamkeit (entsprechend dem freiem
Wirkstoff) eine stark reduzierte Dunkeltoxizitat. Eine Spezifizierung dieser Partikel war
mit den zugrunde liegenden Antikorper Cetuximab nur von geringem Erfolg. Eine
spatere applizierbare Formulierung konnte auch entsprechend ohne diese auskommen
und sich Uber ein passives Targeting Uber den bereits beschrieben EPR-Effekt in den
malignen Geweben ansammeln. Diese Formulierung sollte allerdings einer weiteren
Oberflachenmodifizierung mit hydrophilen Molekdilen, wie z. B. PEG (Polyethylenglykol)
unterzogen werden. Die Einfihrung von PEG oder ahnlichen Molekulen gewahrleistet
eine verlangerte Zirkulation von Nanopartikeln im Blutkreislauf, ohne dass diese von
Bestandteilen des retikuloendothelialen Systems (RES) erkannt und beseitigt werden.

Die weiterhin untersuchten Albuminpartikelpraparate wiesen zum einen im Vergleich
mit dem freien Arzneistoff eine reduzierte Dunkeltoxizitat auf und zum anderen eine
spezifische Anreicherung Uber die Einfihrung des monoklonalen Antikorpers
Cetuximab. Die Reduktion von Nebenwirkungen ist eines der Hauptziele bei der
Entwicklung von neuen Formulierungen. Eines der bekanntesten Beispiele stellt
Abraxane® dar. Die auf HSA basierende und Paclitaxel enthaltende nanopartikulare
Formulierung wurde 2005 von der FDA und drei Jahr spater von der EMA fir die
Behandlung von metastasierenden und therapierefraktaren Brustkrebs zugelassen. Die
Nanopartikel mit einer mittleren GroBe von 150 nm zeichneten sich durch eine
gesteigerte Wasserldslichkeit, reduzierte Nebenwirkungen und gesteigerte intra-
tumoralen Arzneistoffkonzentration aus ©¥. Obwohl| der mTHPC-Transport in seiner
Effektivitat und daran gebundenen Wirksamkeit nicht mit dem von PLGA verglichen
werden konnte, wurde ausgehend von diesen Partikeln eine Formulierung erstellt, die
neben mTHPC auch den Antikorper Cetuximab tragen sollte (Vollpraparation). Die
Freisetzung des mTHPC erfolgte zeitverzogert. Es konnten ausreichend hohe
intrazellulare Konzentrationen erreicht werden, um eine effektive Apoptose zu
induzieren. Die Kombination von Oberflachenmodifizierung und Wirkstoffbeladung
fUhrte zur Generierung von spezifischen Tragersystemen, die den Arzneistoff in die
ausgesuchten Zellen transportierten, dort entlieBen und nach Belichtung zum Tod der
Zelle fUhrten. Ausgehend von den erhaltenen Daten stellen Albuminpartikel einen
vielversprechenden Ansatzpunkt in der Entwicklung von zielgerichteten Arzneistoff-
formulierungen dar. Modifizierte HSA-Nanopartikel konnten schon flr den spezifischen
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Transport von Doxorubicin in  HER2-Uberexpremierende Mammakarzinomzellen
entwickelt und deren Funktionalitat evaluiert werden ©7. Darlber hinaus wurden
Studien zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke an Apolipoprotein E modifizierten
Nanopartikeln durchgeflhrt. Hierbei konnten modifizierte Albuminpartikel in vivo in
verschiedenen Hirnregionen detektiert werden, wobei die PEGylierten Kontrollpartikel zu
dieser Uberwindung nicht fadhig waren und in den Endothelzellen zurlickgehalten
wurden ©@%),
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5 Ausblick

Der Einsatz von Nanopartikeln in Industrie und Forschung schreitet weiter voran. Heute
werden nanopartikulare Formulierungen in einer Vielzahl von Prozessen, aber auch in
alltaglichen Produkten verwendet, um diese bzw. deren Eigenschaften zu optimieren.
Der kontrovers betrachtete Einsatz von Nanotechnologie in der medizinischen Forschung
umfasst vor allem die Diagnostik, aber auch die Therapie von malignen Erkrankungen.
Nanopartikulare Systeme werden hierbei unter anderem als Arzneistoff-Transporter
verwendet, um eine Optimierung der Arzneistoffeigenschaften und deren gezielten
Applikation in das entsprechende Gewebe zu erhalten. Dem Einsatz in der Medizin
stehen jedoch eine Vielzahl von Tests und Analysen bevor. Neben den toxischen
Einflissen der Nanopartikel auf die Zellen muss die Aufnahme und Wirkstoff-
bereitstellung Uberprift werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Verwendung von Nanopartikel als Tragersystem
sowie deren spezifische Akkumulation in Zielzellen Uber Liganden demonstriert werden.
Die einzelnen Systeme unterschieden sich hierbei in ihrer zellularen Bindung und
Akkumulation, in der Wirkstoffbereitstellung und Wirksamkeit sowie einer spezifischen
Akkumulation Uber die Bindung eines monoklonalen Antikorpers.

FUr die jeweiligen Formulierungen ergaben sich hierbei Aspekte an die in weiteren
Untersuchungen angeknUpft werden kann.

Gold-Nanopartikel weisen besondere einstellbare optische und elektronische
Eigenschaften auf, die sie fir eine breite Verwendung interessant machen. Die in dieser
Arbeit getesteten Nanopartikel mussten noch in weiteren Studien in Hinblick auf
Wirkstofftransport und Induktion von Apoptose untersucht werden. Hierflr mussten die
Nanopartikel jedoch mit einer groBeren Wirkstoffkonzentration beladen und in groBeren
Volumina synthetisiert werden.

Das effektivste Tragersystem wurde in mTHPC-beladenen PLGA-Nanopartikeln
gefunden. Die Nanopartikel wiesen sich durch eine hohe intrazellulare Wirkstoff-
freisetzung und Induktion von Apoptose aus. Daneben konnte das System zur
Reduktion von dunkeltoxischen Effekten des freien Wirkstoffs beitragen. Eine weitere
Modifizierung der Partikel mit Polyethylenglykol oder anderen hydrophilen Substanzen
ware in Zukunft denkbar. Die so entstehenden Formulierungen wirden demnach Gber
eine erhohte Hydrophilizitat verfigen, wirden vermutlich lange im Blut zirkulieren und
konnten Uber den EPR-Effekt im tumordsen Zielgewebe akkumulieren. Eine weitere
Oberflachenmodifizierung kénnte an diesen PEGylierten Partikeln durchgefihrt werden.
Es ware denkbar, dass sich hierbei starkere Unterschiede in der Akkumulation zeigen.
Dies musste jedoch in Folgeuntersuchungen evaluiert werden.
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Das am intensivsten untersuchte System stellen Albuminpartikel dar. Fur diese
Formulierung konnten neben einem effektiven Wirkstofftransport auch eine
Spezifizierung Uber Cetuximab demonstriert werden. Die finale Praparation verflgte
zwar Uber eine spezifische Wirkung, diese konnte jedoch noch gesteigert werden. Die
Ergebnisse suggerieren, dass der kovalent gebundene Photosensibilisator die Effektivitat
und Spezifitat des verwendeten Antikorpers zum Teil blockiert. Daher ware die
Einbettung des Photosensibilisators in die Partikelmatrix denkbar. Somit wirde sich nur
noch der Antikdrper auf der Oberflache befinden und kdnnte vermehrt binden. Die
Effektivitat der Inkorporation und die daraus resultierende Wirkstofffreisetzung mussten
in einem ersten Schritt bestimmt werden, bevor der Antikorper gebunden werden kann.
Hierbei ware zu klaren, ob der Wirkstoff in ausreichender Konzentration eingebettet
werden kann, ohne dass die Partikel ihre Eigenschaften verlieren.

Die erhaltenen Daten weisen auf die Funktionalitat und ein breit gefachertes
Einsatzgebiet der untersuchten Nanopartikel hin. Neben einem verbesserten
Wirkstofftransport in die zu untersuchenden Zellen konnte eine spezifische
Akkumulation Uber Zielproteine demonstriert werden. Die untersuchten nano-
partikularen Formulierungen stellen interessante Systeme dar, deren Weiterentwicklung
und in vitro Testung weiter vorangetrieben werden sollte. Durch jeweilige
Optimierungen konnten Systeme entwickelt werden, bei denen eine in vivo Testung,
nach entsprechend ausfuhrlichen in vitro Untersuchungen, erwogen werden konnte.
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Abb. A 1: Zeit- und Konzentrations-abhangige zelluldre Anreicherung von Gold-Nanopartikeln
in HT29-Zellen.

HT29-Zellen wurden mit ansteigenden Gold-Nanopartikel-Konzentrationen (AuNP; 1-100 ug/ml) fir 4 bis
72 h inkubiert. AnschlieBend wurde von den Zellen Hellfeld-Aufnahmen aufgenommen. Akkumulierte
Gold-Nanopartikel erscheinen rot. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.
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Abb. A 2: Nachweis von Apoptoseinduktion durch freies und nanopartikuldr-gebundenes
mTHPC mit und ohne Illluminierung.
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Zum Nachweis von Apoptoseinduktion sind HT29-Zellen mit 1 yg/ml freiem mTHPC, sowie mTHPC-
beladenen Nanopartikeln (HSA und PLGA, 1 pg/ml mTHPC-Konzentration) fir 1, 4 und 24 h inkubiert, ein
Teil der Platten illuminiert (652 nm, 5 J/cm?) und anschlieBend fir 30 min mit der APOPercentage Reagenz
(rot) behandelt worden. Hellfeldaufnahmen von HT29 Zellen nach PDT-Behandlung. Unbehandelte Zellen
dienten als Negativkontrolle und H,0, behandelte Zellen (2,5mM) als Positivkontrolle. (A)
Dunkelkontrolle: Behandelte Zellen ohne Beleuchtung. (B) Behandelte und illuminierte Zellen.
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