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Zusammenfassung

Die Diagnose Dunndarmkarzinom wird meist von einer schlechten Prognose begleitet, da
bereits etwa 59 % der Patienten Metastasen im Korper gebildet haben. Die Behandlung erfolgt
in diesen Fallen meist nur palliativ, durch den Einsatz von chirurgischer Resektion in
Kombination mit einer Chemotherapie. Zur Erhéhung der Heilungschancen des Patienten,
werden dringend neue Therapieformen bendtigt. Eine Mdoglichkeit ist der Einsatz der
photodynamischen Therapie bei der ein photoaktivierbarer Arzneistoff (Photosensibilisator) in
Kombination mit Licht einer spezifischen Wellenlange zur Behandlung von Krebszellen
eingesetzt wird. Photosensibilisatoren haben im allgemeinen meist stark hydrophobe
Eigenschaften, die zu einer schlechten Bioverfigbarkeit fihren. Zum Transport des
Photosensibilisators zum Wirkort wurden daher unterschiedliche nanopartikulare
Arzneistofftragersysteme auf Basis von Polymilch-co-glykolsaure (PLGA) und Liposomen
entwickelt. Diese wurden zundchst mit standardisierten In-vitro-Testsystemen unter
Verwendung von 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéoriden auf ihre Wirksamkeit
und auf unerwinschte toxische Effekte untersucht. Zudem ist die Akkumulation des
Photosensibilisators in den Zellen ein wichtiger Faktor, da diese ausschlaggebend fir eine
effektive anti-tumorale Wirksamkeit ist. Um diese zu quantifizieren, wurde eine analytische
HPLC-Methode entwickelt und nach den Angaben der ICH-Guideline validiert. Im nachsten
Schritt lag der Fokus der Untersuchungen darauf, die mukoadhasiven und mukopermeablen
Eigenschaften der zu entwickelnden Arzneistofftragersysteme zu testen. Diese sind nétig, um
ein gezieltes Tumor-Targeting zu erreichen. Zur Untersuchung dieser spezifischen
Eigenschaften wurden neue praklinische Testmodelle entwickelt: (i) Ein mikrofluidischer
Mukus-Chip zur Untersuchung der Mukopermeation; (ii) ein mikrofluidisches Darmtumor-
Modell zur Erforschung der mukoadhasiven Eigenschaften in einem peristaltischen Fluss und
(iii) ein vaskularisiertes Darmtumor-Modell zur Uberprufung der Arzneistoff-Akkumulation und
der biologischen Wirksamkeit. Anhand dieser Testsysteme war es moglich, wirksame
Photosensibilisatoren und deren nanopartikulare Formulierungen zu identifizieren, die ein
hohes Potential zur Behandlung von Diunndarmkarzinomen aufweisen. Zudem stellen die
entwickelten spezifischen praklinischen Testmodelle ein hilfreiches Werkzeug zur
Untersuchung der Eigenschaften von Nanopartikeln in dynamischen fluidischen Systemen

dar.



Summary

The diagnosis of small intestine carcinoma is usually followed by a poor prognosis as about
59 % of patients have already developed metastases in the body. In these cases, treatment is
usually palliative, using surgical resection in combination with chemotherapy. To increase the
patient's chances of recovery, new therapies are needed. One option is the use of
photodynamic therapy in which a photoactivatable drug (photosensitizer) is used in
combination with light of a specific wavelength to treat cancer cells. In general,
photosensitizers have highly hydrophobic properties which lead to poor bioavailability.
Therefore different nanoparticulate drug delivery systems based on poly(lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) and liposomes were developed to transport the photosensitizer to the site of
action. The efficacy and undesired toxic effects of these were first investigated with
standardized in vitro test systems using 2D monolayer cell cultures and 3D tumor spheroids.
In addition, the accumulation of the photosensitizer in the cells is an important factor, as it is
decisive for effective anti-tumoral efficacy. To quantify this an analytical HPLC method was
developed and validated according to the ICH guideline. In the next step the focus of the
investigations was on testing the mucoadhesive and mucopermeable properties of the drug
delivery systems to be developed. These are necessary to achieve targeted tumor targeting.
New preclinical test models were developed to investigate these specific properties: (i) a
microfluidic mucus chip to study mucopermeation; (ii) a microfluidic intestinal tumor model to
study mucoadhesive properties in a peristaltic flow; and (iii) a vascularized intestinal tumor
model to test drug accumulation and biological efficacy. With these test systems it was possible
to identify effective photosensitizers and their nanoparticulate formulations with a high potential
for the treatment of small intestine carcinoma. In addition, the specific preclinical test models
developed represent a useful tool for investigating the properties of nanoparticles in dynamic

fluidic systems.



Abkurzungsverzeichnis

°C
02
102
2D
3D
30,
AUC
bar
BLC
bzw.
cm?2

CNC

CO2
CP
d

DAD-Detektor

DIN
DMEM
DMSO
DNA
DPPC
DPPG
dyn / cm2
EDTA
EG
EMEM
EN

EPR-Effect

F127
FACS
FDa

FDA

FKS
Freier PS
g

h

HEPES

HPLC

Grad Celcius

Molekularer Sauerstoff

Singulett-Sauerstoff

Zweidimensional

Dreidimensional

Triplett-Sauerstoff

Flache unter der Kurve (Area Under the Curve)
Druck

Biolitec

Beziehungsweise

Quadratzentimeter

Rechnergestitzte numerische Steuerung (Computerized Numerical
Control)

Kohlenstoffdioxid

Carbopol

Kultivierungstag
Diodenarray-Detektor

Deutsches Institut fir Normung
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Dipalmitoylphosphatidylcholin
Dipalmitoylphophatidylglycerol

Dyn pro Quadratzentimeter
Ethylendiamintetraessigsaure
Europaische Gemeinschaft

Eagle's Minimum Essential Medium

Européische Norm

Erhohter Permeabilitdts- und Retentions-Effekt (Enhanced Permeability
and Retention Effect)

Pluronic® F127

Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting)
Fluoresceindiacetat

Behorde fur Lebens- und Arzneimittel (Food and Drug Administration)
Foétales Kéalberserum

Freier Photosensibilisator

Zentrifugalbeschleunigung

Stunde

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure

Hochleistungsflussigkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatography)



HSA
HTS

ICH

ISO

J/cm?2

kDa

LC
LOD
LOQ

LP

LrP

mol / L
mbar
MDa
mg

min

mL

mm

mM /L
mm?
mTHPC
mTHPP
mw

NAD
NADP
nm
NP-PS
Pa-s
PAA
PBS
PDI
PDMS
PDT
PEG
PG
PGA
Pl
PLA
PLGA

Humanes Serum Albumin

Hochdurchsatz-Screening (High-Throughput-Screening)

Internationaler Rat fur Harmonisierung (International Council for
Harmonisation)

Internationale Organisation fir Normung (International Organization for
Standardization)

Joule pro Quadratzentimeter

Anzahl der technischen Replikate

Kilodalton

Flassigchromatographie (Liquid chromatography)
Nachweisgrenze der Detektion (Limit of Detection)
Nachweisgrenze der Quantifizierung (Limit of Quantitation)
Liposomale Nanopatrtikel

Lichtresponsives Polymer

Mol pro Liter (Molaritat)

Millibar

Megadalton

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimol pro Liter

Quadratmillimeter
Meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin
Meta-tetra(hydroxyphenyl)porphyrin

Milliwatt

Anzahl der unabhéangigen Versuche
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nanometer

Nanopartikularer Photosensibilisator
Pascalsekunde

Polyacrylsaure

Phosphatpuffer (Phosphate buffered saline)
Polydispersitatsindex

Polydimethylsiloxan

photodynamische Therapie

Polyethylenglykol

PrifgroRRe

Polyglycolsaure

Propidiumiodid

Polymilchs&ure
Poly(milchsaure-co-glykolsaure)



PPO Poly(propylenoxid)

PS Photosensibilisator

PVA Polyvinylalkohol

REM Rasterelektronenmikroskopie

ROS reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species)
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

Rz Retentionszeit

So Grundzustand

S1 Singulett-Zustand

ST Kalibrierstandards

TEM Transmissionenelektronenmikroskopie

TFA Trifluoressigsaure

TWEEN® 80 Polysorbat 80

U/ min Umdrehungen pro Minute

U/mL Units pro Milliliter

UpM Umdrehungen pro Minute

W Watt

W/O Wasser / Ol

W/O/W Wasser / Ol / Wasser

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)
ZP Zetapotential

a Signifikanzniveau

Mg / mL Mikrogramm pro Milliliter

um Mikrometer

pumol / L Mikromol pro Liter



Einleitung | 1

1 Einleitung

1.1 Die Entwicklung neuer Arzneistoffe

Tagtaglich werden eine Vielzahl potenzieller neuer Arzneistoffe durch die Verwendung neuer
chemischer Synthesemethoden, kombinatorischer Chemie oder die Optimierung von bereits
existierenden Arzneistoffen entwickelt [1-3]. Als Arzneistoff wird eine Substanz bezeichnet,
die von einem Patienten zur Therapie von Krankheiten und zum Erhalt der Gesundheit
eingenommen wird [4]. Die Entwicklung neuer Arzneistoffe gliedert sich nach den Angaben
der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) in funf Schritte (Abbildung 1). Der
erste Schritt beginnt auf der Ebene der chemischen Grundlagenforschung neuer Substanzen.
Hierzu werden rund 5000 bis 10000 potentielle Substanzen generiert [5]. Im zweiten Schritt
werden diese Substanzen in der praklinischen Forschung auf ihre biologische Effektivitat, aber
auch auf mogliche unerwiinschte toxische Effekte untersucht. Hierzu werden standardmaRige
In-vitro-Zell- und Tiermodelle verwendet, die die zu behandelnde Krankheit abbilden. Bevor
die Substanzen in Schritt 3 in klinischen Studien untersucht werden, missen diese die
praklinischen Untersuchungen bestehen. Die préklinischen Untersuchungen bilden daher die
Grenze zwischen der chemischen Grundlagenforschung und den klinischen Studien. Klinische
Studien werden eingesetzt, um Arzneistoffe an Patienten und gesunden Probanden zu testen.
Diese bilden die Vorrausetzung fir die behordliche Zulassung des Arzneistoffes. Nach den
erfolgreich durchgefiihrten klinischen Studien kdnnen die Daten aus allen drei Schritten bei
einer Zulassungsbehdrde zur Freigabe des Medikaments eingereicht werden. Dieser in Schritt
4 durchgefihrte Prozess fuhrt zu einer Zulassung oder Ablehnung des neuen Arzneistoffes.
Nach der Zulassung eines Arzneistoffes und dessen therapeutischen Einsatzes, ist der
Entwicklungsprozess und die behordlichen Kontrollen noch nicht abgeschlossen. Aufgrund der
breiten Anwendung eines Arzneistoffes und der Erfahrungen, die daraus gesammelt werden,
findet in Schritt 5 die Uberwachung der Arzneimittelsicherheit nach dem Inverkehrbringen statt
[6]. Der gesamte Prozess zur Entwicklung eines neuen Arzneistoffes dauert durchschnittlich
13 bis 15 Jahre [5,7]. Die Kosten zur Entwicklung eines neuen Medikaments unterliegen hohen
Schwankungen. Aus einer Umfrage bei 10 biopharmazeutischen Unternehmen von DiMasi et
al. im Jahre 2016 zu den Kosten eines neu entwickelten Arzneimittels, das zur Therapie von
Patienten zugelassen wurde, geht hervor, dass hierbei Kosten von rund 2,6 Milliarden US$
entstanden sind [8]. Hingegen liegen die Entwicklungskosten bei etwa 1,8 Milliarden US$ bei
der Entwicklung eines Medikaments, dessen aktive Substanz bisher noch nicht fiir den Markt
zugelassen wurde [9]. Aus einem weiteren systematischen Review zur Entwicklung eines
neuen Medikaments ergibt sich eine Kostenspanne von 92 Millionen US$ bis 1,8 Milliarden
US$ [10]. Als Griinde fir die hohen Schwankungen werden zum einen die fehlende

Transparenz der entstehenden Kosten sowie die gestiegene Komplexitat und die hohen
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Kosten fir die Durchfihrung von klinischen Studien genannt [8,10]. Zusétzlich steigen die
Hurden fur die Sicherheits- und Wirksamkeits-Prufungen fir ein neues Medikament
kontinuierlich [3,11]. Als weiterer hoher Kostenpunkt wird die Rate an Fehlversuchen mit
eingerechnet. Trotz der vorangegangenen praklinischen Untersuchungen, wurden
durchschnittlich 52 % der in klinischen Studien getesteten potentiellen Arzneistoffen aufgrund
von unzureichender Effektivitat und etwa 24 % aufgrund von unerwinschten toxischen

Effekten in den Jahren 2013-2015 als erfolglos getestete Arzneistoffe deklariert [12].

Behdrdliche
Erforschung und Préklinische } Klinische Behordliche Uberwachung
Entwicklung Forschung Forschung Prufung nach dem

Inverkehrbringen

5000 — 10 000

B e ©

Substanzen

6 - 7 Jahre ‘ ‘ 5 -6 Jahre ‘ ‘ 2 Jahre ‘
Grundlagen- Praklinische Klinische
forschung Studien Studien

Abbildung 1: Darstellung der einzelnen Schritte zur Zulassung eines Medikaments

Gemald regulatorischen Vorgaben besteht die Zulassung eines neuen Medikaments zur
therapeutischen Behandlung eines Patienten aus 5 Schritten. Des Weiteren ist die Anzahl der
potentiellen Substanzen und die Zeit der einzelnen Schritte angegeben [5,6].

Im Jahre 2018 wurden von der FDA 59 neue Medikamente zugelassen. Dabei enthielten 17
Medikamente neuartige pharmazeutische Wirkstoffe und 42 bereits lizenzierte bzw.
zugelassene Arzneistoffe [13]. Der 5-Jahresdurchschnitt, der durch die FDA zugelassenen
Arzneimittel, liegt bei 43 Medikamenten pro Jahr. Die Zulassungen im Jahre 2018 lassen sich
in 14 therapeutische Gebiete und die prozentuale Anzahl der Medikamente wie folgt einteilen:
Onkologie 16 %, ansteckende Krankheiten 12 %, Neurologie 8 %, Hamatologie 5 % und
jeweils 3% fir angeborene Defekte, die Lunge betreffende und gastroenterologische
Erkrankungen. Des Weiteren entfallen jeweils 2 % der zugelassenen Medikamente auf die
Rheumatologie und Reproduktionsmedizin sowie jeweils 1% auf die Ophthalmologie,
Suchterkrankungen, Transplantationsmedizin, Dermatologie und Kardiologie [14] (Abbildung
2). Betrachtet man die prozentuale Anzahl der zugelassenen Medikamente wird deutlich, dass
die Erforschung von neuen Krebs-Medikamenten eine grol3e Rolle spielt. In den Jahren 2014-
2018 wurden durchschnittlich pro Jahr 9 neue Medikamente flr die Onkologie zugelassen,

was einem prozentualen Anteil von rund 23 % entspricht [14—-18]. Im Jahre 2018 gab es laut
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Weltgesundheitsorganisation (WHO) rund 18,1 Millionen neue Krebspatienten und 9,6
Millionen Todesfalle. Daraus geht hervor, dass schatzungsweise jeder flinfte Mann und jede
sechste Frau im Laufe ihres Lebens an Krebs erkranken und jeder achte Mann und jede elfte
Frau daran sterben [19]. Die Erforschung und Entwicklung neuer Medikamente zur
Behandlung von Krebs stellt somit weltweit eine Herausforderung dar. Dabei beginnt die
Erforschung eines neuen Arzneistoffes meist mit der Identifikation des Ziel- bzw. Wirkortes im
Patienten [5,6].

= Onkologie

= Ansteckende Krankheiten
Neurologie
Hamatologie

= Angeborene Defekte

= Pneumologie

= Gastroenterologie

= Rheumatologie

= Reproduktionsmedizin

= Opthalmonologie

= Suchertkrankungen

= Transplantationsmedizin

= Dermatologie
Kardiologie

Abbildung 2: Zulassungen neuer Medikamente durch die FDA im Jahre 2018

Die von der FDA zugelassenen Medikamente wurden in die verschiedenen therapeutischen Gebiete
gegliedert. Die Anzahl der Medikamente je therapeutischem Gebiet wurden in Prozent angegeben.
(Modifiziert nach Mullard et al. [13])

1.2 Der Aufbau des Dinndarms und Dinndarmkarzinome

Im Falle eines Dunndarmkarzinoms befindet sich der Ziel- bzw. Wirkort eines zu entwickelnden
Medikaments im Dinndarm des Patienten. Der Begriff DiUnndarmkarzinom bezeichnet
bdsartige (maligne) Tumore des Diunndarms. Der Dinndarm gehoért zum Organsystem des
Gastrointestinaltrakts. Dieser umfasst die Abschnitte Oropharynx (Mund-Rachen-Raum),
Osophagus  (Speiserohre), Magen, Dinn- und Dickdarm. Die Aufgabe des
Gastrointestinaltrakts besteht darin, die aufgenommene Nahrung in einzelne resorbierbare
Substanzen zu zerlegen und diese Uber das Blut- und Lymphsystem im Korper zu verteilen.
Bereits wahrend der mechanischen Zerteilung der aufgenommenen Nahrung im Mund, wird
diese mittels verschiedener Verdauungssafte und Enzyme in ihre Bestandteile zerlegt [20]. Bei
der Verdauung und Absorption spielt der Dinndarm eine Ubergeordnete Rolle. Der Diinndarm

hat eine Lange von 3-5 m, was etwa 75 % der Gesamtlange des Gastrointestinaltrakts und
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etwa 90 % der Schleimhautoberflache des menschlichen Korpers entspricht [21-23]. Der
Dunndarm ist in der Bauchhéhle lokalisiert und ist groRtenteils durch das Mesenterium mit der
hinteren Bauchwand verbunden. Er kann in drei Abschnitte unterteilt werden, dem Duodenum
(Zwdlffingerdarm), Jejunum (Leerdarm) und dem lleum (Krummdarm) [22]. FlUr den Transport
und die Durchmischung des Nahrungsbreis im Dunndarm sind peristaltische Bewegungen
verantwortlich. Dabei kommt es zu Kontraktionen der Ring- und Langsmuskulatur der
Darmwand, die durch das enterische Nervensystem gesteuert werden [20]. Der Aufbau der

Darmwand ist bei allen drei Diinndarmabschnitten identisch (Abbildung 3).

Abbildung 3: Histologischer Schnitt eines porcinen Dinndarms

Die histologische Abbildung zeigt einen Dinndarmschnitt eines porcinen Darmpréparats. Dieses wurde
mittels Hamatoxylin, Eosin und Alcian blau geféarbt. Zu sehen sind die Abschnitte Tunica mucosa (M),
Tunica submucosa (SM), Tunica muscularis (TM), Tunica subserosa (TS) und Kerckring-Falten (K). Der
Messbalken entspricht 1 mm.

Vom Darmlumen aus betrachtet beginnt die Darmwand mit der Tunica mucosa (Schleimhaut).
Durch Kerckring Falten, Zotten (Vill) und Mikrovilli entsteht die stark vergroRerte
Resorptionsflache des Dunndarms (Abbildung 4) [23]. Die Zotten sind aus Epithel- und
Becherzellen aufgebaut und haben ein kapillares Netzwerk, welches aus Venen, Arterien und
Lymphgefal3en besteht. Die Becherzellen der Tunica mucosa produzieren die Mukusschicht,
die das Darmlumen auskleidet. Die Mukusschicht hat in erster Linie eine schitzende Funktion.
Dabei dient sie als physikalische Barriere, schitzt die Mukosa vor dem Austrocknen und vor
mechanischen Beschadigungen. Aufgrund der schmierenden Eigenschaften hilft der Mukus,
den Nahrungsbrei durch den Darmtrakt zu transportieren [24]. Des Weiteren spielt die
Mukusschicht eine wichtige Rolle als selektive Barriere fur Partikel und Molekile, in dem sie
die ungehinderte Penetration in die Epithelschicht verhindert [25]. Mukus ist ein Hydrogel, das
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zu etwa 95 % aus Wasser, 2-5% Mucinen sowie aus kleinen Mengen Lipiden, DNA,
Zellfragmenten und Salzen besteht [25,26]. Dabei bilden Mucine die strukturgebende Einheit
des Mukus. Mucine sind Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 0,5 bis 50 MDa [26—
28]. Sie bestehen aus einem Protein-Grundgerist, das Uber Prolin-, Threonin- und/oder
Serinreste durch O-verknlpfte N-Acetylgalactosamine sowie N-verknlpfte sulfathaltige
Glykane glykosyliert ist [29,30]. Durch den hohen Sialinsdaure- und Sulfatgehalt ist die
Oberflache stark negativ geladen [27]. Cysteinreiche Doméanen kdnnen nicht-kovalente
Dimere zwischen einzelnen Mukusfasern bilden, wodurch eine stabile Netzstruktur entsteht
[31]. Mucine werden im rauen endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat
synthetisiert und dort in Vesikel verpackt. Die Vesikel konzentrieren sich in der Néhe der
apikalen Membran, wo die Exozytose kontinuierlich stattfindet. Dies ist nétig, da sich die
Mukusschicht kontinuierlich erneuern muss, um ihre Funktionen ausiiben zu kdnnen [26,29].
Die Zeit zur Erneuerung variiert zwischen wenigen Minuten bis hin zu mehreren Stunden [26].
Die Schichtdicke des Mukus ist abhangig von der Region im Dinndarm und betragt zwischen
170 bis 480 pum, wobei der Wert in Richtung Dickdarm ansteigt [32].

Intestinales Lumen

Villi:
| Epithel und
Becherzellen | Tunica

mucosa (M)
Kapilares

Netzwerk

Vene
= = ~——=IArterien
@

—— — =X
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Darmwand

Die Zeichnung zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen Abschnitte der Darmwand.
Diese kann unterteilt werden in Tunica mucosa (M), Tunica submucosa (SM), Tunica muscularis (TM)
und Tunica subserosa (TS).
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Die Barriere-Eigenschaften von Mukus kdénnen nach Boegh et al. [26] in die Kategorien
dynamische, sterische und interaktive Barriere unterteilt werden. Als dynamische Barriere
hindert die Mukusschicht Substanzen daran die Epithelschicht zu erreichen. Dies ist mit der
kontinuierlichen Erneuerung der Mukusschicht, aber auch durch die peristaltischen
Bewegungen im Darm zu begriinden. Die sterischen Barriere-Eigenschaften sind zum einen
auf die Netzstruktur des Mukus zurickzufihren und zum anderen auf die Viskositat. Das
Mucin-Netzwerk agiert ahnlich wie ein GroRenausschlussfilter. Die MaschengrofRe betragt
etwa 100 nm bis hin zu mehreren Mikrometern. Dabei konnen Molekiile und Partikel, die
kleiner als der Maschenabstand zwischen den Mucinfasern sind, die Mukusschicht
Uberwinden, wahrend gréRere Molekile zuriickgehalten werden [33,34]. Eine weitere
Eigenschaft des Mukus-Netzwerks ist die Filterung durch Interaktionen, die zwischen den
Mucinfasern und den eindringenden Molekilen und Partikeln entstehen (Abbildung 5). Dabei
spielen elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen
und andere spezifische Bindungseinflisse eine Rolle. Diese fiihren dazu, dass Molekile und
Partikel entsprechend ihrer Oberflacheneigenschaften durch starke Interaktionen
zuriickgehalten werden. Schwache oder kaum vorhandene Interaktionen hingegen kdnnen zu
einer Permeation Uber die Mukusschicht fiihren [25]. Die Viskositat der Mukusschicht entsteht
durch nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen den hoch hydratisierten Mucinen [24,29].
Eine steigende Viskositat hangt nachweislich mit einer steigenden Mucin-Konzentration
zusammen, wodurch gleichzeitig die sterischen Eigenschaften verstarkt werden [35]. Die
interaktive Barriere der Mukusschicht flhrt zu Interaktionen zwischen Substanzen und der
Mukusoberflache. Dabei kann es zwischen dem Proteinkern des Mucins oder den enthaltenen
Lipiden und den Substanzen zu hydrophoben Wechselwirkungen kommen. Des Weiteren
kbnnen die Wasserstoffbriickenbindungen der Kohlenhydrate des Mucins als
Wasserstoffbindungsakzeptoren und -spender dienen oder auch zu ionischen
Wechselwirkungen fihren [26]. Dies verdeutlicht die Komplexitat der Mukusbarriere und die
Herausforderung, die sich fir den Transport von Molekilen tber die Mukusschicht ergeben.
Diese hat auch einen Einfluss auf den Transport von Medikamenten zur Behandlung von

DUnndarmkarzinomen.
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Abbildung 5: Schematische Struktur eines Mucin-Glykoproteins
Dargestellt ist eine schematische Zeichnung eines Mucin-Glykoproteins und seine potenziellen
mukoadhesiven Elemente. (Modifiziert nach Yang et al. [30])

Karzinome, die im Dinndarm entstehen, sind eine seltene Erkrankung, die eine globale
Inzidenz von etwa 1 Patienten pro 100 000 Einwohner im Jahr aufweist [36]. Als Grlinde flr
die geringe Anzahl Erkrankter wird unter anderem die kurze Verweildauer kanzerogener
Substanzen im Dinndarm und die schnelle Erneuerung der Darmschleimhaut genannt [21,37].
In Deutschland sind im Jahre 2014 1240 Manner und 1030 Frauen neu erkrankt, wobei das
mittlere Erkrankungsalter bei einem Median von 68 Jahren bei Mannern und 71 Jahren bei
Frauen liegt [38]. Dabei entstehen > 55 % der Diinndarmkarzinome im Duodenum, 11-25 %
im Jejunum und 7-17 % im lleum [39—-42]. Im Allgemeinen werden als mdégliche Risikofaktoren
zur Entstehung von Dinndarmkarzinomen ein erhéhter Alkoholkonsum und Rauchen genannt.
Des Weiteren scheint sich das Risiko durch einen erhdohten Konsum bestimmter
Nahrungsmittel wie Zucker, raffinierten Kohlenhydraten, rotem und gerducherten Fleisch zu
erhdhen. Wohingegen eine ausgewogene gesunde Erndhrung das Risiko senkt [43—46]. In
verschiedenen Studien konnten darlber hinaus genetische Pradispositionen identifiziert
werden, die einen Einfluss auf die Entstehung von Diunndarmkarzinomen haben. Darunter
zahlen die familidare adenomattse Polypsis [47,48], das Lynch-Syndrom [49-51], die
Neurofiboromatose Typ 1 [52] und das Peutz-Jeghers-Syndrom [53,54]. Auch bei den
chronische Erkrankungen Morbus Crohn [55] und Zoliakie [56,57] weisen erkrankte Patienten

ein erhohtes Dinndarmkrebsrisiko auf.
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Histologisch betrachtet koénnen Dinndarmkarzinome in vier Typen unterteilt werden
Adenokarzinome, neuroendokrine Tumore, gastrointestinale Stromatumore (Sarkome) und
Lymphome [58]. Wobei mit jeweils rund 40 % neuroendokrine Tumore und Adenokarzinome
am haufigsten vorkommen [39,40,59]. Pathologisch betrachtet entstehen maligne Tumore
durch genomische Mutationen, die zu einem unkontrollierten Wachstum von Zellen fihren [60].
Dabei entstehen neuroendokrine Tumore durch Mutationen in hormonproduzierenden Zellen
des endokrinen Systems des Darms [61]. Adenokarzinome im Dinndarm entwickeln sich
analog zu Dickdarmkarzinomen aus Polypen (Abbildung 6) [62]. Diese wachsen als
breitbasige oder gestielte Schleimhautvorwdlbung in das Darmlumen ein. Die Entwicklung
eines Darmkarzinoms aus einem Polypen erfordert eine Vielzahl genetischer Mutationen [20].
Diese l6sen ein unkontrolliertes Zellwachstum aus, durch das sich die Zellen in das
Darmlumen und tber die Darmwand in Form von Metastasen in andere Gewebe und Organe

ausbreiten [58].

(A)
Benigner Tumor Maligner Tumor
Mutation

Normales Frihes Intermediares  spates Ad I i
. Adenom pates Adenom ; nvasives
Epithel deno ./ Adenom Carcinoma Wachstum:
Dysplasie
Metastasen
(B)

Abbildung 6: Entwicklung eines Adenokarzinoms im Darm

(A) Die Stufen der Entwicklung eines malignen Tumors vom normalen gesunden Epithel bis zum
invasiven Wachstum der Tumorzellen tiber das Darmlumen hinaus. (B) Wachstum des Darmtumors im
Darmlumen.
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Aufgrund fehlender spezifischer Symptome wird das Dunndarmkarzinom meist erst in einem
spaten Stadium diagnostiziert. Dabei konnen Beschwerden wie Bauchschmerzen,
unbeabsichtigter Gewichtsverlust, gastrointestinale Blutungen sowie ein akuter mechanischer
Darmverschluss auftreten [63,64]. Die Diagnose eines Diinndarmkarzinoms erfolgt meist
zunachst mittels bildgebender Verfahren wie der Endoskopie, der Computertomographie und
der Magnetresonanztomographie [62]. Wie bei allen Krebserkrankungen ist eine frihe
Diagnose ausschlaggebend fir eine erfolgreiche Behandlung des Patienten. Die Behandlung
nach der Diagnose Diunndarmkarzinom ist abhangig davon, ob sich der Tumor lokal befindet
oder sich bereits Metastasen gebildet haben. Aus einer Studie der American Cancer Society
geht hervor, dass in den Jahren 2009 bis 2013 zum Zeitpunkt der Diagnose bei rund 32 % das
Dunndarmkarzinom lokal und somit auf den Entstehungsort begrenzt vorliegt. Bei tber 59 %
der neu diagnostizierten Patienten haben sich bereits Metastasen gebildet und sich auf
umliegende Organe ausgebreitet [63]. Bei einem lokalen Tumor kann eine vollstéandige
Resektion des Primartumors und den umgebenden Lymphknoten durchgeftihrt werden. Diese
stellt zur Zeit die einzige Mdglichkeit zur Heilung eines Patienten dar, wobei bei etwa 40 % der
Patienten erneut maligne Tumore auftreten [65]. Sobald Metastasen vorhanden sind, ist eine
Resektion des primaren Tumors nicht mehr zu empfehlen. In diesen Fallen wird eine Resektion
nur noch palliativ durchgefiihrt, wenn ein mechanischer Verschluss des Darms, Perforation
oder unkontrollierte Blutungen diagnostiziert werden. Eine weitere Moglichkeit zur palliativen
Behandlung stellt die Chemotherapie dar, allerdings ist die Datenlage hierzu sehr gering und
basiert nur auf Studien mit einer geringen Anzahl von Patienten [66]. Beispielsweise hat die
British Columbia Cancer Agency Daten aus den Jahren 1990 bis 2000 ausgewertet und eine
Uberlebensrate ermittelt. Dabei wurde festgestellt, dass bei einer Anzahl von 16 Patienten, die
unter einem bereits metastasierendem Adenokarzinom litten, eine palliative Chemotherapie
zu einer durchschnittlichen Uberlebensrate von 15,6 Monaten fiihrte. Im Vergleich zu
unbehandelten Patienten ergab dies eine Steigerung der Uberlebensrate von 7,9 Monaten
[67]. Allerdings sind hierbei die hohen Nebenwirkungen der Chemotherapie wie Ubelkeit und
Erbrechen, Appetitlosigkeit, Haarausfall und eine hohe Anfélligkeit fir Infektionen gegentiber
der Lebensqualitédt des Patienten abzuwagen [60]. Aufgrund der spéaten Diagnose und
mangelnder Therapieverfahren ist die Prognose von Patienten mit Dinndarmkarzinomen sehr
schlecht. In Deutschland betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate insgesamt 59 % [38]. Wobei aus
verschiedenen internationalen Studien, in Abhéngigkeit vom histologischen Tumortyp, eine 5-
Jahres-Uberlebensrate fir Adenokarzinome von 25 9%, fir Lymphome von 62 %, fur
neuroendokrine Tumore von 83 % und fir Sarkome von 45 % ermittelt werden konnte [39,68—
70]. Die aktuelle Datenlage zeigt, dass dringend neue Therapien fur die Behandlung des

Dunndarmkarzinoms benétigt werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Fakten zur Erkrankung Diinndarmkrebs
Ubersicht der Fakten zu Krebserkrankungen im DUnndarm von der Prognose, Inzidenz, den
Therapieformen und der Uberlebensrate.
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Diagnose

1.3 Die photodynamische Therapie

Eine potenzielle neue Therapieform zur Behandlung von Diinndarmkarzinomen stellt die
photodynamische Therapie (PDT) dar. Die PDT ist eine minimalinvasive Behandlungsmethode
bei der ein photoaktivierbarer pharmazeutischer Wirkstoff (Photosensibilisator) in Kombination
mit Licht und Sauerstoff einen zytotoxischen Prozess ausldsen kann. Chemisch betrachtet
sind Photosensibilisatoren Molekile, die meist aus einem Porphyrin-Grundgertist aufgebaut
sind. Das Porphyrin-Grundgertist besteht aus Pyrrol-Ringen, die durch Methinbrticken zyklisch

verbunden sind und konjugierte Doppelbindungen aufweisen (Abbildung 8) [71,72].

<«—— Pyrrol-Ring

Methinbriicke ——p

HN

)\/;\ Konjugierte

Doppelbindung

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Porphyrin-Grundgerists
Das Porphyrin-Grundgerist ist aus vier Pyrolringen aufgebaut, die zyklisch Gber Methinbriicken
verbunden sind. Des Weiteren weisen sie eine Vielzahl konjugierter Doppelbindungen aus.
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Abbildung 9: Modifiziertes Jablonski-Diagramm zur Darstellung der Aktivierung des
Photosensibilisators

Der Photosensibilisator wird mit Licht einer spezifischen Wellenlange bestrahlt und erreicht dadurch
einen angeregten Singulett-Zustand (Si). Nach dem Intersystem Crossing befindet sich der
Photosensibilisator in einem Triplett-Zustand (Sz2) und kann auf zwei Arten reagieren. Typ I-Reaktion:
Der Photosensibilisator reagiert mit Biomolekilen durch Wasserstoffatom-(Elektronen)-Transfer unter
Bildung von Radikalen. Typ-ll-Reaktion: Der Photosensibilisator reagiert direkt mit Sauerstoff durch
Energietransfer, um Singulett-Sauerstoffe und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu erzeugen.
(Modifiziert nach Calixto et al. und van Straten et al. [73,74])

Zur Aktivierung des Photosensibilisators wird Licht einer bestimmten Wellenlange eingesetzt.
Fur Porphyrinringe liegt der optimale Wellenlangenbereich um 415 nm. Weitere schwéachere
Intensitatsbanden befinden sich in einem Wellenlangenbereich zwischen 500 und 700 nm
[75,76]. Die Aktivierung des Photosensibilisators kann mit einem vereinfachten Jablonski-
Diagramm dargestellt werden (Abbildung 9). Durch die Bestrahlung mit Licht einer
spezifischen Wellenldnge gehen die Valenzelektronen des Photosensibilisator-Molekiils vom
Grundzustand (So) in einen angeregten Singulett-Zustand (S:) Gber. Dieser angeregte Zustand
hat eine Dauer von ca. 10° Sekunden, danach konnen die Elektronen durch Abgabe der
gewonnenen Energie in Form von Fluoreszenz wieder in ihren Grundzustand (So)
zuriickkehren oder es kommt zu einem Ubergang in den Triplettzustand (S.), der durch
Intersystem Crossing ausgelost wird. Dieser Triplettzustand ist eine Vorrausetzung fir die
Funktionalitat des Photosensibilisators und hat eine Dauer von mehreren Mikrosekunden bis
Millisekunden, die auf das Vorhandensein von konjugierten Doppelbindungen zuriickzufihren
ist [72]. Dabei treten zwei Reaktionswege auf, die als Typ I- und llI-Reaktion bezeichnet
werden. Bei der Typ I-Reaktion reagiert der Photosensibilisator im angeregten Triplettzustand
mit in der Zelle vorhandenen Biomolekiilen wie Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren. Dabei
werden Wasserstoffatome Ubertragen, die zu einer Bildung von freien Radikalen fithren. Die
Typ llI-Reaktion fuhrt zu einer direkten Reaktion des Photosensibilisators mit molekularem

Sauerstoff, wobei es zu einem Energietransfer und der Generierung von Singulett Sauerstoff
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(!O2) und weiteren reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) kommt. Die Typ lI-Reaktion ist die

Hauptreaktion der PDT [74,77].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Behandlung eines Patienten im Rahmen der PDT
Bei der photodynamischen Therapie (PDT) erfolgt die Arzneistoffgabe topisch oder durch intravendse
Injektion. Nach der systemischen Verteilung des Photosensibilisators kommt es zu einer Akkumulation
im Tumorgewebe. Der Tumor wird dann mit Licht einer geeigneten Wellenlange bestrahlt, was zu einer
Produktion von zelltoxischen reaktiven Sauerstoffspezies fihrt, die eine selektive Zerstdrung des
Tumorgewebes auslosen.

Bei der klinischen Behandlung des Patienten im Rahmen der PDT erfolgt zunachst die
topische oder systemische Gabe durch intravendse Injektion des Photosensibilisators
(Abbildung 10). Der Photosensibilisator verteilt sich daraufhin im Organismus, wobei es zu
einer passiven Akkumulation im Tumorgewebe kommt. Dieser Effekt wird als ,erhdhter
Permeabilitats- und Retentions-Effekt® (EPR-Effekt, engl. enhanced permeability and
retention) bezeichnet (Abbildung 11). Dem EPR-Effekt liegt die Struktur von malignen
Tumorgewebe zu Grunde. Aufgrund des schnellen Wachstums von Tumoren kommt es im
Vergleich zu gesundem Gewebe zu einer veradnderten Gewebearchitektur. Zum einen
entstehen durch Hypervaskularisierung kaum entwickelte BlutgefaRe, die nur sehr dinne
GefalBwande aufweisen. Des Weiteren fuihren Licken mit einer Grol3e von 600 bis 800 nm zu
vaskuldaren Leckagen, die eine Akkumulation von zirkulierenden Molekilen in das
Tumorgewebe foérdern [78]. Der Abtransport der Molekiile wird wiederum durch das Fehlen
von LymphgefaRen verhindert [79]. Fir die PDT kann daher der EPR-Effekt positiv genutzt
werden [80]. Nach einer vorgegebenen Inkubationszeit von 24-72 h, in der die Akkumulation
des Photosensibilisators im Tumorgewebe stattfindet, wird die Bestrahlung mit Licht einer

Wellenlange, die der Absorptionsbande des Photosensibilisators entspricht, durchgefihrt [81].



Einleitung | 13

Wobei die Effizienz der photodynamischen Therapie mal3geblich von der verwendeten
Bestrahlungswellenlange, die zur Aktivierung des Photosensibilisators eingesetzt wird,
abhangig ist. Die Penetrationstiefe von Licht in Gewebe ist durch absorbierende endogene
Chromophore wie Hamoglobin und Wasser limitiert. Daher liegt das sogenannte
stherapeutische Fenster in einem Wellenlangenbereich von 620 bis 850 nm [82,83]. Des
Weiteren kann durch die Fokussierung der Bestrahlungseinheit eine selektive Aktivierung des
Photosensibilisators ermoglicht werden. Die Bestrahlung und Aktivierung des Photo-
sensibilisators fuhrt zu einer Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies wie Singulett-
Sauerstoff. Diese sind stark zelltoxisch und fihren zu einem Abbau von Lipiden in der
Zellmembran, was zu nekrotischen Prozessen in der Zelle fiihrt. Des Weiteren werden durch
die Freisetzung des Cytochrom C apoptotische Prozesse eingeleitet. Die dadurch
entstehenden akut entzindlichen Reaktionen fuhren zu einer Aktivierung des Immunsystems
[84].

Lymphatisches System

Endothelzellen
des BlutgefaRes

Tumorgewebe

Abbildung 11: Erhdhter Permeabilitdts- und Retentions-Effekt (EPR-Effect, engl. enhanced
permeability and retention)
Im Vergleich zu gesundem Gewebe weisen die BlutgeféaRe von Tumoren eine veranderte Architektur
auf und verfugen nicht Uber ein effektives Lymphsystem. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von
Molekilen im Tumorgewebe.

Die PDT wurde erstmals im Jahre 1993 in Kanada zugelassen. Dies ermdéglichte die
Behandlung von Patienten mit Harnblasenkarzinomen unter Verwendung des
Photosensilbilisators Porfimer sodium (Photofrin®) [85]. Mittlerweile wird Photofrin® weltweit

zur Behandlung von Osophagus- und Lungenkrebs eingesetzt [73]. Danach wurde der
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Photosensibilisator Meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorine (mTHPC) als Medikament unter dem
Namen Foscan® zugelassen (Abbildung 12). Dieser stellt einen Photosensibilisator der zweiten
Generation dar und hat gegeniber Porfimer sodium den Vorteil, dass er Absorptionsbhanden
im hohen Wellenlangenbereich aufweist und zudem eine verbesserte Sicherheit aufgrund
einer verringerten systemischen Zirkulationszeit bietet [86]. Der Photosensibilisator mTHPC
wurde extensiv erforscht und hat sich als Krebsmedikament auf dem Markt etabliert. Daher
wird er haufig als Test- oder Beispielsubstanz zur Entwicklung neuer potentieller
Photosensibilisatoren und Formulierungen verwendet [87]. Die Verwendung von Foscan® in
Kombination mit Licht zur Behandlung von Basalzellkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen
im Kopf- und Nackenbereich wird als konventionelle Therapie eingesetzt. Sie hat die Vorteile,
dass sie wenig Einfluss auf die zugrundeliegenden Funktionsstrukturen hat und ein sehr gutes
kosmetisches Ergebnis liefert. Dabei liegt die Heilungsrate bereits nach zwei Behandlungen
zwischen 85 bis 96 %, wobei nach zwei Jahren bei nur etwa 25 % der Patienten erneut Kopf-
und Nackenkarzinome entstehen [88,89].
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Abbildung 12: Strukturformel und Absorptionsspektrum des Photosensibilisators mTHPC
(A) Strukturformel des Photosensibilisators Meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorine (mTHPC)(Modifiziert
nach [90]) und das (B) Absorptionsspektrum einer mTHPC-LAsung in Dimethylsulfoxid (DMSO).

Die Erfolge der PDT bei der Behandlung von oberflachlichen Karzinomen, wie
Basalzellkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen, ist unter anderem auf die leicht zu
bestrahlende Flache zuriickzufihren. Allerdings kdnnen auch innenliegende Karzinome, wie
das Harnblasenkarzinom, durch den Einsatz von Endoskopen in Kombination mit einer
Lichtquelle effektiv bestrahlt werden [91]. Daher wird auch das Potential der PDT zur

Behandlung von gastrointestinalen Tumoren untersucht [92]. Die meisten gastrointestinalen
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Tumore entstehen an der Mukosa, der zum Lumen liegenden Membran des gastrointestinalen
Traktes. Dies hat den Vorteil, dass die Bestrahlungsquelle direkt mittels eines flexiblen
Endoskops zum Tumor geflhrt werden kann (Abbildung 13). Dabei kann durch eine im
Endoskop integrierte Kamera und einer Lichtquelle zunachst der Tumor im Dinndarm
lokalisiert werden. In einen Instrumentenport kann eine weitere Lichtquelle im Endoskop
integriert werden, die eine fokussierte Bestrahlung des Tumors erméglicht. Des Weiteren ist
es dabei mdglich Biopsien mittels einer Schlinge zu enthnehmen, die fir die Untersuchung des
therapeutischen Effekts genutzt werden kénnen [93].

In einer Klinischen Studie von Hatogai et al. mit 113 Patienten konnte durch die Behandlung
von Osophaguskarzinomen mittels PDT eine komplette Remission des Tumors bei 58,4 % der
Patienten erzielt werden [94]. Klinische Studien zur Behandlung von Patienten mit Karzinomen
im kolorektalen Bereich des Gastrointestinaltraktes zeigen auch hier einen positiven anti-
tumoralen Effekt. Nach einer Studie von Krasner et al. konnte bei der Behandlung von 11
Patienten nach endoskopisch durchgefihrter PDT bei 3 Patienten eine vollstdndige Remission
dokumentiert werden [95].

Endoskop

Videokamera

Instrumenten Port

Abbildung 13: Photodynamische Behandlung eines Tumors im Gastrointestinaltrakt mittels
endoskopischer Bestrahlung

Nach der Akkumulation des Photosensibilisators im Tumorgewebe kann eine fokussierte Bestrahlung
des Diinndarmkarzinoms mittels Endoskop durchgefuhrt werden.

Ein groBer Nachteil der PDT zur Behandlung von gastrointestinalen Tumoren stellt die
intraventse Medikamentengabe dar. Diese kann zu Uberempfindlichkeitsreaktionen,

Allergien, Toxizitdt und zu einer unvorhersehbaren systemischen Verteilung fiuhren,
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insbesondere bei der wiederholten Verabreichung des Photosensibilisators [96]. Des Weiteren
kann es zu einer Akkumulation in unbeteiligten Geweben wie Augen und Haut fihren, wodurch
eine akute Phototoxizitat ausgelost wird, wenn Patienten Umgebungslicht ausgesetzt sind
[96,97]. Dabei kann die kutane Photosensibilitdt nach intravendser Gabe in Abhéngigkeit vom
verwendeten Photosensibilisator zwischen 1 bis hin zu 8 Wochen betragen [73,81,98]. Dies
fuhrt dazu, dass die Patienten fir mehrere Wochen Sonnenlicht meiden muissen, was einen
grol3en Einfluss auf die Lebensqualitat der Patienten hat [73]. Als Alternative zur intravendsen
Applikation wurde in einer klinischen Studie von Mikvy et al. der Photosensibilisator mTHPC
22 Patienten mit benignen und malignen Tumoren im Gastrointestinaltrakt, oral verabreicht.
Dabei konnte eine Tumorgréf3enreduktion um 20 bis 30 % nach der Behandlung festgestellt
werden. Daraus wurde geschlossen, dass Aufgrund eines mangelnden Transportes des
Photosensibilisators zum Wirkort nur ein geringer anti-tumoraler Effekt erzielt werden konnte
[99]. Ein weiterer grof3er Nachteil von hoch effektiven Photosensibilisatoren ist deren schlechte
Loslichkeit aufgrund von stark hydrophoben Eigenschaften. Die Effektivitdt der
photodynamischen Therapie ist maf3geblich von der Penetration des Photosensibilisators in
das Tumorgewebe abhangig. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften kann es zur Bildung
von Aggregaten kommen, die eine Tumorpenetration verhindern [100]. Dennoch ist eine orale
Medikamentengabe meist zu bevorzugen, da diese fur den Patienten eine vereinfachte
Einnahme aufweist und somit eine hohe ,Patientencompliance” erzielt werden kann. Um diese
zu ermdoglichen, ist es ndétig, neue Formulierungen flr den gezielten Transport des

Photosensibilisators zum Wirkort zu entwickeln.

1.4 Nanopartikulare Arzneistofftragersysteme

Der gezielte Transport von Medikamenten zum Wirkort ist relevant fir die Effektivitat und die
Verringerung von Nebenwirkungen. Nanopartikulare Arzneistofftrdgersysteme konnen
eingesetzt werden, um eine gezielte Akkumulation am Wirkort zu férdern und dadurch die
Nebenwirkungen zu vermindern [101]. Nanopartikel fir die medizinische Anwendung sind
feste, biologisch abbaubare Kolloide mit einem Durchmesser von 10 bis 1.000 nm, die
Arzneistoffe oder andere biologisch aktive Substanzen tragen kénnen [102,103]. Studien
zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der Grof3e der Nanopartikel, dem gezielten
Transport und der zellularen Anreicherung existiert. Beispielsweise konnte eine erhdhte
Akkumulation von Nanopartikeln in einem GroRRenbereich von 100 bis 200 nm in Tumoren
nachgewiesen werden, die auf den EPR-Effekt zurtickzufuhren ist [104]. Nanopartikel mit einer
Grol3e von < 10 nm werden durch die Niere herausgefiltert [105]. GréRere Nanopartikel mit
einem Durchmesser von mehr als 200 nm Iésen eine Aktivierung des Komplementsystems
aus, woraufhin es zu einer schnellen Eliminierung aus dem Blutkreislauf und einer

anschlielenden Akkumulation der Nanopartikel in der Leber und Milz kommt [104,106]. Die
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Standard-Struktur eines nanopartikularen Arzneistofftragersystems besteht meist aus einem
biokompatiblen Kern, der inkorporierten Substanz und einer beschichteten Oberflache. Als
Grundmaterialien werden aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitdt und Bioabbaubarkeit
verschiedene synthetische Polymere wie Polyvinylalkohol (PVA), Polymilchsdure (PLA),
Polyethylenglykol (PEG) und Poly(milchsaure-co-glykolsdure) (PLGA) sowie natirliche
Polymere wie Alginat, Humanes Serum Albumin (HSA) und Chitosan zur Herstellung von
Nanopartikeln eingesetzt [107,108]. Wobei PLGA haufig als Basismaterial verwendet wird, da
es neben seiner hohen Biokompatibilitat und guten Abbaubarkeit von der U.S. Food and Drug
Administration (FDA) fur die humane klinische Anwendung zugelassen wurde [109], ein hohes
Potential zur Veranderung der Oberflacheneigenschaften aufweist und sich fur den Einsatz in
verschiedenen Landern und Kulturen, in denen die Verwendung von tierischen Produkten
eingeschrankt ist, eignet (Abbildung 14, A) [110]. Eine wichtige Eigenschaft von PLGA-
Nanopartikeln ist die verzogerte Freisetzung des Wirkstoffes, die auf den hydrolytischen
Abbau von PLGA zurlckzufiihren ist [111]. Die chemischen Eigenschaften von PLGA
ermoglichen einen hydrolytischen Abbau der Esterbindungen, wodurch Polymilch- und
Polyglykolséuren entstehen. Die Polymere werden dann in monomeren Komponenten weiter
gespalten, wobei die Polymilchsdure im Cytratzyklus und die Polyglykolsduren durch die
Umwandlung zu Metaboliten abgebaut werden [110,111]. Allerdings hat auch die Gréf3e von
Nanopartikeln einen Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung. Kleinere Partikel haben ein gro3eres
Verhéltnis von Oberflache zu Volumen. Daher befindet sich ein GrofR3teil des inkorporierten
Wirkstoffes nah an der Oberflache, was zu einer schnelleren Wirkstofffreisetzung fiihrt. Im
Gegensatz dazu haben grol3ere Partikel groBe Kerne, die eine langsamere Freisetzung
ermdglichen [112]. Dadurch bietet die Optimierung der Partikelgré3e ein Mittel zur Anpassung
der Freisetzungsraten von Wirkstoffen. Zusatzlich kann die Abbaurate und damit die
Freisetzungsrate des Arzneistoffes durch Variation des Verhdltnisses von PLA und
Polyglycolsaure (PGA) beeinflusst werden. Wird beispielsweise der Anteil an PGA erhoht,
erfolgt die Degradation schneller als bei einem niedrigen PGA-Anteil [113,114]. Weitere
Optimierungen kénnen durch die Verwendung von PLGA in Kombination mit PVA und PEG
vorgenommen werden. Durch die Verwendung dieser kann die PartikelgroRe, die
Degradationsrate und die zellulare Aufnahme beeinflusst werden [115].

Ein weiteres vielversprechendes Tragermaterial fir den Transport von Arzneistoffen stellen
Liposomen dar (Abbildung 14, B). Liposomen bestehen aus zellmembran&hnlichen
Phospholipid-Doppelschichten. Aufgrund dieser Ahnlichkeit mit den Membranen von Zellen
kann die Aufnahme von Wirkstoffen in die Zelle erleichtert werden [116]. Zudem kénnen sie
durch die Inkorporation zur Stabilitdt von Wirkstoffen beitragen und ihre biologische Verteilung

verbessern. Dabei konnen sowohl hydrophile als auch hydrophobe Arzneistoffe inkorporiert
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werden. Analog zu PLGA-basierten Nanopartikeln sind sie biokompatibel und biologisch
abbaubar [101].

(A) (B)
PLGA Matrix

Hydrophiler Kern Lipophile Hulle

Oberflachen- Inkorporierte
beschichtung Substanz @ — Hydrophiler Kopf
§$ — Hydrophober Schwanz

Abbildung 14: Schematische Darstellung PLGA-basierender Nanopartikel und Liposomen
(A) Ein auf dem Polymer Poly(milchsaure-co-glykolsadure) (PLGA) basierender Nanopartikel, der eine
inkorporierte Substanz und eine Oberflachenbeschichtung zeigt. (B) Liposomaler Nanopartikel
bestehend aus amphiphilen Phospholipiden mit einem hydrophilen Kopf und einem hydrophoben
Schwanz, die als partikuléres System einen hydrophilen Kern und eine lipophile Hulle aufweisen.

Die Akkumulation der nanopartikularen Arzneistofftrager im Gewebe und damit die Aufnahme
des Wirkstoffes in die Zellen ist ein wichtiger Aspekt fir die Wirksamkeit eines
Krebsmedikamentes. Dabei kdnnen zwei Wege fir die Akkumulation von Nanopartikeln
unterschieden werden, passives Targeting basierend auf dem EPR-Effekt und das aktive
Targeting durch die Modifizierung der Oberflache [117]. Des Weiteren hangt die Art der
verwendeten nanopartikularen Formulierung und der Modifizierung zum einen vom Wirkstoff
aber auch vom Wirkort und von der Einnahme des Medikamentes ab. Im Falle des zu
behandelnden Dinndarmkarzinoms mittels PDT werden besondere Anforderungen in Bezug
auf die zu Uberwindende Mukusbarriere gestellt. Dinndarmkarzinome, die in das Lumen des
Darms einwachsen, sind von einer Mukusschicht umgeben [118-120]. Daher muss der zu
transportierende Wirkstoff tber die Mukusbarriere kommen, um den Wirkort zu erreichen.
Dabei kdnnen zwei Strategien angewendet werden, zum einen die Entwicklung
mukoadhéarierender und zum anderen mukopermeierender Arzneistofftragersysteme
(Abbildung 15).
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(A) Mukoadhesion (B) Mukopermeation
Kontakt- Konsolidie- Degradierung Kontakt- Permeations- Degradierung
phase rungsphase durch phase phase durch
. Hydrolyse . Hydrolyse

Abbildung 15: Aktives Targeting von Nanopartikeln mittels mukoadhesiver und mukopermeabler
Oberflachenmodifizierung

Nach dem Eintreten des Nanopartikels in das Darmlumen, kommt es zu einer Kontaktphase mit der
Mukusschicht. (A) Oberflachenmodifizierungen des Nanopartikels zur Mukoadhesion fuhren in der
Konsolidierungsphase zu einer Quellung der Polymerformulierung und einer Diffusion des
Nanopartikels in die Mukusschicht. Dort kommt es zur Freisetzung des Wirkstoffes aufgrund der
Degradierung des Nanopartikels durch Hydrolyse. (B) Eine Oberflaichenmodifizierung zur
Mukopermeation fuihrt nach der Kontaktphase zu einer Permeationsphase durch die Netzstruktur der
Mukusbarriere. Die Degradierung durch Hydrolyse findet an der Zelloberflache oder nach Aufnahme
des Nanopartikels in der Zelle statt. (Modifiziert nach Pillai et al. [121])

Bei der Mukoadh&sion kommt es zu einer Adhasion zwischen der Mukusschicht und einem
zweiten Material [122] (Abbildung 15, A). Fir die Entwicklung von nanopartikularen
Arzneistofftragersystemen bedeutet dies, dass die Oberflache eines Nanopartikels mit einem
Material modifiziert werden muss, welches mukoadhérierende Eigenschaften aufweist. Nach
der Verabreichung dieser Nanopartikel kommt es zu einem Kontakt zwischen dem adhasiven
Material und der Oberflache der Mukusschicht und in der anschlieBenden
Konsolidierungsphase zu einem Quellen der Oberflache des Nanopartikels. Diese flihrt zu
einer Penetration des nanopartikularen Systems in das Mukus-Netzwerk, wo durch Hydrolyse
eine Degradation und somit eine Freisetzung des Wirkstoffes aus der Partikelmatrix stattfindet
[121]. Fir diesen Prozess gibt es eine Vielzahl von Polymeren, die durch ihre mukoadhasiven
Eigenschaften in der Lage sind, die Verweildauer des nanopartikularen
Arzneistofftragersystems in der Mukusschicht zu verlangern, was zu einer Erhéhung der
Wirkstoffakkumulation im Tumor fuhrt [123]. Ein haufig genutztes Polymer natrlichen
Ursprunges ist Chitosan, das aufgrund seiner hohen Biokompatibilitat und biologischen
Abbaubarkeit fir die Formulierung pharmazeutisch aktiver Substanzen mit dem Ziel zur
Mukoadhéasion haufig eingesetzt wird [124,125]. Grunde fur die mukoadhasiven Eigenschaften
von Chitosan sind zum einen die hydrophilen Gruppen, die eine Absorption von Wasser und
somit ein Quellen begunstigen. Zum anderen kommt es zwischen dem kationischen Chitosan
und den negativ geladenen Mucinen zu elektrostatischen Wechselwirkungen, die die Adhasion
verstarken [126]. Ein Beispiel fur ein stark mukoadhasives synthetisches Polymer ist die

Polyacrylsaure (PAA). Die mukoadhésiven Eigenschaften basieren auf der Fahigkeit der
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Carboxylgruppen der PAA unter Bildung starker Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Oligosaccharidketten der Mucine. Zusatzlich kommt es zu einer physikalischen Verflechtung
der Polymere und den Mucinfasern [127]. Eine Gruppe von PAA-Polymeren sind Carbopole,
die in der Pharmazie haufig als Emulgatoren und Geliermittel fur topische Formulierungen
verwendet werden [128]. Zudem weisen sie starke mukoadhésive Eigenschaften, aufgrund
von mechanischer Interpenetration der Polymerketten sowie der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen und durch ionischen Wechselwirkungen, auf [129].

Die zweite Strategie zum Transport von Wirkstoffen zur Behandlung von
Dunndarmkarzinomen ist die Permeation der Nanopartikel Gber die Mukusbarriere. Generell
fuhren die sterischen Eigenschaften des Mukus dazu, dass kleine Nanopartikel leichter tber
das Mukusnetzwerk permeieren konnen als gréRere [130]. Zusatzlich kann durch die
Modifikation der Oberflache eine Mukopermeation erzielt werden. Dabei kann ein passiver und
aktiver Transport unterschieden werden. Beim passiven Transport ist das Ziel
Wechselwirkungen zwischen den Nanopartikeln und der Mukusschicht zu vermeiden.
Nachdem das nanopartikulare Arzneistofftragersystem im Lumen des Dinndarms
angekommen ist, kommt es zu einer Kontaktphase zwischen dem Nanopartikel und der
Mukusoberflache. Aufgrund nicht vorhandener Wechselwirkungen der beiden Materialien
kann der Nanopartikel die Mukusschicht permeieren. Die Freisetzung des Wirkstoffes erfolgt
dann an der Zelloberflache oder nach Aufnahme des Nanopartikels in die Zelle durch
Hydrolyse (Abbildung 15, B). Um diese Eigenschaften zu erreichen, wird haufig
Polyethylenglycol (PEG) zur Oberflachenmodifikation  eingesetzt.  Durch  die
Oberflachenmodifikation von PLGA-Nanopartikeln mit PEG kommt es zur Bildung einer
dichten burstenartigen Oberflache, die die negative Grundladung von PLGA-Nanopartikel
abschirmen kénnen, was zu einer Verringerung der Wechselwirkungen mit der Mukusschicht
fuhrt [131,132]. Ein weiteres haufig genutztes Polymer zur passiven Mukopermeation ist das
Poloxamer Pluronic® F127, ein nichtionisches Triblockcopolymer. Aufgrund seiner hydrophilen
und hydrophoben Polymerketten weist es amphiphile Eigenschaften auf. Die Modifizierung
von Nanopartikel mit Pluronic® F127 fuhrt daher zu einer Reduktion der Wechselwirkungen
zwischen dem nanopartikuldren Arzneistofftragersystem und der Mukusschicht. Zusatzlich
fuhrt diese Modifikation zu einer hohen Nanopartikelstabilitat [133]. Neben der passiven
Mukopermeation kann auch eine aktive Permeation der Nanopartikel tber die Mukusschicht
angewendet werden. Hierzu werden haufig mukolytische  Substanzen  zur
Oberflachenmodifizierungen verwendet. Diese werden meist nachdem Kontaktstadium mit der
Mukusoberflache langsam durch Hydrolyse aus dem Partikelsystem freigesetzt und fihren zu
einer lokalen Viskositadtsminderung der Mukusschicht, die eine Permeation der Nanopartikel
erleichtert [129]. Ein Beispiel hierfir ist die Substanz N-Acetylcystein, die Aufgrund ihrer

Fahigkeit, Disulfidbricken in den Glykoproteinen der Mucine zu spalten, schleimlésende
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Eigenschaften ausweist [134]. Des Weiteren eignen sich mukolytische Enzyme wie Papain,
die mit hoher Effektivitat Amid-Bindungen der Mucin Glykoproteine aufspalten, wodurch die
Nanopartikel einfacher die Mukusschicht tberwinden kénnen [135].

Im Zusammenhang mit der photodynamischen Therapie ist die Inkorporation des
Photosensibilisators in liposomale oder polymer-basierte nanopartikuldare Systeme ein
vielversprechender Ansatz, um den Wirkstofftransport zu verbessern. Eine der gréf3ten
Limitationen in der PDT sind die hydrophoben Eigenschaften der Photosensibilisatoren und
ihre Neigung unter physiologischen Bedingungen Aggregate zu bilden, die eine Penetration in
das Tumorgewebe vermindern [136]. Die intravendse Applikation des Photosensibilisators
fuhrt zudem zu hohen Nebenwirkungen, aufgrund von unspezifischer Akkumulation im Korper.
Versuche den Photosensibilisator oral zu verabreichen, haben zu einer unzureichenden
Arzneistoffakkumulation am Wirkort gefihrt und dadurch keinen ausreichenden
therapeutischen Effekt erzeugt [99]. Durch die Inkorporation in ein nanopartikuldres
Arzneistofftragersystem kann die Lo6slichkeit, Stabilitat und somit die Bioverfligbarkeit
verbessert  werden [102,136-138]. Des Weiteren bieten nanopartikulére
Arzneistofftragersysteme eine kontrollierbare Freisetzung des Photosensibilisators aus der
nanopartikularen Matrix. Durch geeignete Modifizierung der Oberflache kann die Akkumulation
am Wirkort erhéht werden und unspezifische Akkumulation in gesundem Gewebe verhindert
werden, was zu einer Vermeidung von Nebenwirkungen fihrt. Ein Beispiel fur einen
vielversprechenden nanopartikularen Photosensibilisator fiir die PDT ist das Medikament
Foslip®, bei dem der Photosensibilisator mTHPC in eine liposomale Formulierung inkorporiert
wurde. Daten zeigen, dass die liposomale Formulierung von mTHPC eine hthere Wirksamkeit
und eine geringere Schadigung von gesundem Gewebe und Toxizitat bei Abwesenheit von
Licht im Vergleich zu Foscan® aufweisen [139]. Foslip® wird aktuell noch in praklinischen
Studien untersucht und steht daher noch nicht fiir die klinische PDT zur Verfiigung (Stand Juli
2020, [140]).

1.5 Préklinische Testsysteme

Potenzielle neue Arzneistoffe werden in der préklinischen Forschung auf inre Wirksamkeit und
toxikologischen Eigenschaften untersucht. Ziel dieser Studien ist es einen oder mehrere
vielversprechende Arzneistoffe zu identifizieren und dabei umfangreiche Nachweise uber
deren Wirksamkeit und toxikologische Sicherheit zu liefern, so dass In-vivo-Studien
durchgefuhrt werden kdénnen. Dabei hangt die Auswahl der geeigneten Testmodelle von der
zu behandelnden Krankheit und der zu untersuchenden Fragestellung ab. Aufgrund der hohen
Anzahl potenzieller neuer Arzneistoffe werden zu Beginn der Entwicklung eines Medikaments
Screening-Modelle benétigt, die eine schnelle und kostenglnstige Untersuchung der

Wirksamkeit und Toxizitdt ermdglichen. Zellbasierte Testsysteme sind ein wesentliches



Einleitung | 22

Element in der Arzneistoffentwicklung. Im Vergleich zu kostenintensiven Tiermodellen sind
Tests auf Basis von Zellkulturen einfach, schnell, kostenglnstig, vielseitig und leicht
reproduzierbar durchzufihren [141]. Fir die Entwicklung neuer Krebsmedikamente eignen
sich Zelllinien, die ihren Ursprung aus Tumoren in der zu behandelnden Region haben. Die
meisten Zellkultur-Tests, die in der Arzneimittelforschung verwendet werden, sind 2D-
Monolayer-Zellkulturen, die auf flachen und starren Kunststoffoberflachen kultiviert werden
[142]. Die zu untersuchende Substanz kann Uber einen bestimmten Zeitraum inkubiert werden,
um deren biologischen und toxischen Effekt mittels standardisierter Tests zu untersuchen.
Diese 2D-Monolayer Zellkultursysteme eignen sich fir automatisierte Hochdurchsatz-
Screening-Verfahren, die eine erste Identifikation potentieller Arzneistoffe erméglichen [143].
Ein Nachteil von 2D-Monolayer-Zellkulturen ist, dass sie die komplexen physiologischen
Bedingungen eines In-vivo-Tumors kaum nachbilden kénnen und somit Riickschlisse auf das
In-vivo-Verhalten nur schwer geschlossen werden kénnen. Mit 3D-Tumorsphéaroiden kann die
gewebsspezifische Struktur von In-vivo-Tumoren und die daraus resultierenden
physiologischen Bedingungen zumindest teilweise abgebildet werden [143]. Ahnlich wie
Micrometastasen weisen Tumorsphéroide, die einen Durchmesser von mehr als 500 um
haben, einen physikochemischen Gradienten auf (Abbildung 16) [144]. Dieser fuhrt dazu, dass
die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff von der Oberflache zur Mitte des
Tumorsphéroids abnimmt. Gleichzeitig kommt es zu einer Ansammlung von Kohlenstoffdioxid
und Abfallprodukten im Inneren des Tumorspharoids. Daraus entstehen verschiedene
Zellschichten innerhalb des Tumorsphéaroids, eine vitale Randschicht mit proliferierenden
Zellen und ein Kern mit nekrotischen Zellen. Zwischen diesen Schichten ist zusatzlich eine
Zellschicht mit Zellen, die sich in der Ruhephase befinden und daher nicht proliferieren, diese
Eigenschaft aber wieder aktivieren konnen [144-146]. Die verringerte Wirkstoffpenetration im
Tumorsphéroid fuhrt dazu, dass diese meist eine verringerte Sensitivitéat im Vergleich zu
Monolayer-Zellkulturen gegeniber Krebsmedikamenten aufweisen [143]. Untersuchungen mit
3D-Tumorsphéaroiden werden daher bei der Entwicklung neuer Krebsmedikamente fur die
Auswahl wirksamer Arzneistoffe genutzt und koénnen aufgrund ihrer Eigenschaften,
Mikrometastasen in vitro zu simulieren, einen Beitrag zur Reduktion von Tierversuchen leisten
[147]. Insgesamt kdnnen daher 3D-Tumorsphéaroide als Erweiterung zu den Untersuchungen

mit 2D-Monolayer-Zellkulturen angesehen werden.
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Abbildung 16: Morphologie eines Tumorspharoids

Lebend-Tod-Farbung eines Tumorspharoids der Zelllinie HuTu-80 (Duodenum Adenokarzinoma
Zellen). Gleichzeitige Fluoreszenz Farbung von vitalen Zellen (Calcein-AM, grin) und toten Zellen
(Propidium lodid (PI), rot). Die vitale Randschicht (VR) umgibt den nekrotischen Kern (N). Die
physikochemischen Abbau- und Versorgungsgradienten sind schematisch dargestellt.

Die Entwicklung eines neuen Medikaments beinhaltet neben der Identifikation des Arzneistoffs
auch die Entwicklung einer geeigneten Formulierung. Die Wirksamkeit eines Arzneistoffes
hangt maRgeblich von der Bioverflgbarkeit ab, die hauptsachlich durch die Loslichkeit und
Permeabilitat bestimmt wird [148]. Daher sind pharmazeutische Formulierungen ein wichtiger
Bestandteil in der akademischen und industriellen Forschung. Allgemein wird die orale
Arzneistoffgabe aufgrund der hohen Patientencompliance und der kosteneffektiven Art der
Wirkstoffgabe bevorzugt [123]. Oral eingenommene Medikamente muissen eine Vielzahl
physiologischer Barrieren Uberwinden, bevor sie den Wirkort erreichen. Eine haufig
verwendete  Formulierungsmethode ist die Verwendung von nanopartikularen
Arzneistofftragersystemen. Dabei kann die Inkorporation in Nanopartikel die Stabilitat und
Loslichkeit des Arzneistoffes verbessern und zum anderen kann durch die Maodifizierung der
Oberflache eine nachhaltige Freisetzung am Wirkort erméglicht werden. Die Wahl des
nanopartikuldaren Systems und der Oberflachenmodifizierung ist daher maf3geblich von den
Eigenschaften des Arzneistoffes und dem Wirkort abhéngig. Zur Charakterisierung
nanopartikuldrer Arzneistofftrdger stehen in der praklinischen Forschung verschiedene
Methoden zur Verfigung. Zunachst werden meist grundlegende Daten, wie die Messung der
PartikelgroRe, des Polydispersitatsindex (PDI) zur Bestimmung der PartikelgroRenverteilung
und die Oberflachenladungen mittels Zetapotential (ZP), ermittelt. Des Weiteren kdnnen die
Zusammensetzung und die Menge der inkorporierten Substanz durch die Verwendung

analytischer Verfahren untersucht werden. Die Morphologie eines Nanopartikels kann durch
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bildgebende Verfahren wie die Rasterelektronenmikroskopie (REM) oder die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), veranschaulicht werden. Die Uberpriifung der
Sicherheit wird meist in toxikologischen In-vitro-Untersuchungen analog zu den
Wirksamkeitsstudien des Arzneistoffes mit standardisierten 2D- und 3D-Zellkultursystemen
durchgefuhrt. Jedoch kénnen diese Methoden keinen Aufschluss Uber die Fahigkeit des
Nanopartikels, den Wirkstoff zum Wirkort zu transportieren, erbringen, was spezielle
préaklinische Untersuchungsmethoden erforderlich macht. In dieser Arbeit stehen die
mukoadharierenden und  mukopermeierenden  Eigenschaften der  entwickelten
nanopartikularen Formulierungen im Vordergrund. Ausgehend von dem zu behandelnden
Dunndarmkarzinom werden Modellsysteme benétigt, die eine Untersuchung der Darmbarriere
ermoglichen.

Ein umfangreich untersuchtes und haufig genutztes In-vitro-Modell zur Untersuchung der
intestinalen Barriere ist das Caco-2-Zellkulturmodell [26,149]. Caco-2-Zellen wurden aus
menschlichen kolorektalen Adenokarzinomzellen gewonnen. Bei der Kultivierung von Caco-2
Zellen kommt es zu einer spontanen Differenzierung, die den Zellen ahnliche morphologische
und biochemische Eigenschaften, wie sie bei Enterozyten des Dinndarms vorkommen,
verleiht. Dazu gehort unter anderem die Ausbildung von Mikrovilli an der apikalen Seite sowie
vorhandene enzymatische hydrolytische Aktivitaten [149]. Der grof3te Nachteil dieses Systems
ist das Fehlen einer Mukusschicht [26,150]. In Anbetracht dessen, dass oral applizierte
nanopartikulare Formulierungen an die Mukusschicht adharieren oder permeieren sollen, stellt
das Caco-2-Modell aufgrund der fehlenden Mukusschicht ein ungeeignetes System dar.

Eine alternative Zelllinie ist die Mukus-produzierende Zelllinie HT29-MTX-E12. Diese Zelllinie
ist ein Klon der Zelllinie HT29, abgeleitet vom kolorektalen Adenokarzinom, die in Becherzellen
differenziert wurden. Sie kdnnen als verbessertes In-vitro-Mukosa-Modell in Form von 2D-
Monolayer-Zellkulturen oder kultiviert auf permeablen Filtereinsatzen, um den Transport Uber
die Mukosa-Barriere zu untersuchen, eingesetzt werden [26,151]. Diese auf Zelllinien
basierenden Modelle ermdglichen die Untersuchung der Permeation von Wirkstoffen und
nanopartikularen Formulierungen uber eine mit Mukus bedeckte Zellschicht. Ein Nachteil
dieser Systeme sind die statischen Versuchsbedingungen, die sich stark von den
physiologischen Begebenheiten in vivo unterscheiden. In vivo tragen fluidische Reize zu
Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und der Mukusbarriere bei und haben dadurch
einen Einfluss auf die Adhésion und Permeation der Nanopartikel. Kenntnisse Uber diese
Einflisse koénnen zu einem Verstandnis der Verteilung und zellularen Aufnahme von
Arzneistoffen und Nanopartikeln beitragen. Ein géngiges dynamisches Modell zur
Untersuchung des Transports von Medikamenten Uber die Darmbarriere ist das Ussing-
Kammer-System [152,153]. Das System besteht aus zwei Kammern, die meist durch

intestinale Zellen oder Gewebe getrennt sind. Durch eine Begasung mit einem Gasgemisch
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aus Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid (Carbogen) wird das Kammermedium in Bewegung
versetzt und gleichzeitig die Epithelschicht mit Sauerstoff versorgt. Die Darmepithelien sind
eines der am besten untersuchten Gewebe im Ussing-Kammer System [153]. Es eignet sich
daher fur die Untersuchung der Permeation von Arzneistoffen und nanopartikularen
Formulierungen Uber die Darmbarriere [152]. Einige Arzneistoffe oder Nanopartikel scheitern
jedoch bereits daran, die Mukusschicht zu Gberwinden [154,155]. Dies hat dazu gefiihrt, dass
das Interesse an der Entwicklung neuer Mukus-Modelle zur Untersuchung des
Arzneistofftransportes eine wichtige Rolle in der Forschung spielen [156]. Ein simples Modell
zur Untersuchung der Mukuspermeation von Substanzen und nanopartikuldren
Formulierungen ist die Verwendung von permeablen Filtereinsatzen. Der Mukus wird in
diesem Modell direkt auf einen Filtereinsatz appliziert und die Mukopermeation kann ohne
Berticksichtigung einer Epithelschicht untersucht werden [157,158]. Des Weiteren wurden zur
Untersuchung der Mukopermeabilitdt unter dynamischen Bedingungen mikrofluidische
Modelle entwickelt. Ein Beispiel hierzu ist das Modell von Li et al., bei dem ein fluidischer Fluss
Uber eine Mukusschicht mit einer Schichtdicke von 250 um flie3t. Mit dieser Konstruktion
wurde die Verteilung von fluoreszenzmarkierten Peptiden in der Mukusschicht untersucht,
woraus Ruckschlisse auf die Partikel-Diffusion gemacht werden konnten [159]. Die
beschriebenen Mukus-Modelle konnen zur Untersuchung der mukopermeierenden
Eigenschaften eingesetzt werden.

Die Entwicklung neuer Medikamente zur Behandlung von Tumoren erfordert den Einsatz von
In-vitro- und In-vivo-Modellen (Tiermodelle) [5]. In Anbetracht der beschriebenen préklinischen
In-vitro-Testsysteme ist es mdglich den anti-tumoralen Effekt und unerwiinschte toxische
Effekte von freien Photosensibilisatoren und deren nanopartikularen Formulierungen mit 2D-
Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorspharoiden zu untersuchen. Dies ermdglicht eine
Identifikation von Photosensibilisatoren und nanopartikularen Formulierungen, die einen anti-
tumoralen Wirkung ohne unerwinschte toxische Effekte aufweisen. Trotz der
vielversprechenden Ergebnisse aus In-vitro-Studien ist die Vorhersagekraft fir die
therapeutische Wirksamkeit bei der Behandlung von Patienten limitiert [160,161]. Eine
entscheidende Limitation der In-vitro-Testsysteme ist die fehlende Vaskularisierung. Das
Wachstum eines Tumors in vivo fuhrt zu einer Angiogenese und damit zu einem Anschluss an
das GefalRsystem des Kdrpers, wodurch eine Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und
Sauerstoff ermoglicht wird [162]. Dies kann Auswirkungen auf die systemische Verteilung und
Akkumulation der Arzneistoffe und deren Formulierungen haben, die kaum mit In-vitro-
Modellen reflektiert werden kdnnen. Tiermodelle spielen daher nach wie vor eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung und Validierung von neuen Krebsmedikamenten [163—-165]. In-vivo-
Studien erfordern jedoch in der Regel spezielle Fahigkeiten und Genehmigungen der

Ethikkommission und sind daher zeit- und kostenintensiv [166]. Zudem gibt es ethische
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Bedenken, da dem Tier Schaden und betréachtliches Leid zugefligt wird, oft bis hin zum Tod.
Im Sinne des 3R-Prinzips Replace (Vermeiden), Reduce (Verringern), Refine (Verbessern)
sollten daher in der préklinischen Forschung alternative Testsysteme entwickelt und
angewendet werden [167]. Eine mdgliche Alternative zur Untersuchung von vaskularisierten
Tumoren ist die Nutzung des Hihnerei-Tests an der Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM).
Die CAM ist eine stark vaskularisierte Membran, die fur die arterielle Versorgung des Embryos
zustandig ist (Abbildung 17). Der HET-CAM-Test ist ein klassisches biologisches Modell zur
Untersuchung der Angiogenese. Die Verwendung dieses Tests in Kombination mit
Tumormodellen bietet neue Mdglichkeiten zur Studie von Tumorprozessen. Tumorsphéaroide
koénnen hierfur direkt auf die CAM appliziert werden, was eine Angiogenese induziert und das
GefalRwachstum fordert. Die GefaRe der CAM wachsen in den Tumorsphéroid ein und es
kommt zu einer Vaskularisierung. Daraus resultiert ein Anschluss des Tumorsphéroids an das
Gefalisystem des Eies und damit eine Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen. Auf diese Weise
kommt es zu einem Wachstum der Zellpopulation auf der CAM [168,169]. Die
Gewebezusammensetzung und Zuganglichkeit der CAM fir die experimentelle Manipulation
macht sie zu einem attraktiven praklinischen In-vivo-Modell fir das Wirkstoffscreening oder fur
Studien zum Gefallwachstum [166,170,171].

(A) (B)

Luftkammer

CAM

Embryo
Eigelb
Eiweil3

Abbildung 17: Ubersichtsabbildung des HET-CAM-Tests zur Vaskularisierung von
Tumorsphéaroiden

(A) Die schematische Darstellung eines bebriteten Hihnereis zeigt die Luftkammer, die Chorion-
Allantois-Membran (CAM), den Embryo, das Eigelb und Eiweil3. (B) Zur Freilegung der CAM kann das
Ei an der Luftkammer gedffnet werden. (C) Die Applikation der Tumorsphéaroide kann direkt durch
Applikation auf die CAM erfolgen. (D) Nach der Applikation der Tumorsphéroide induzieren diese eine
Angiogenese und Vaskularisierung. (E) Aufsicht auf einen vaskularisierten Tumorsphéroid.
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Die beschriebenen préklinischen Testsysteme geben einen Uberblick tiber aktuell etablierte
Untersuchungsmethoden, die fiir Beurteilung von Arzneistoffen und deren Formulierungen zur
Verfligung stehen. Aufgrund der Vielzahl neuer potenzieller Arzneistoffe und Formulierungen
bleibt jedoch die Entwicklung von innovativen In-vitro-Modellen, die eine verbesserte In-vivo-

Simulation aufweisen eine Herausforderung fur die praklinische Forschung.
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2 Ziele der Arbeit

Die Entwicklung, Untersuchung und Erprobung neuer Medikamente ist eine Herausforderung
fur die akademische und industrielle Forschung. Dabei ist die Identifikation eines potenziellen
neuen Arzneistoffes nur der erste Schritt im Entwicklungsprozess eines Medikaments. Es folgt
ein Optimierungsprozess mit dem Ziel, den Arzneistoff besser, schneller und effektiver zu
machen. Zu diesem Zweck stehen Wirkstoffformulierungen wie nanopartikulare
Arzneistofftragersysteme zur Verfigung. Nanopartikel konnen die Loslichkeit, Stabilitat und
somit die Bioverfugbarkeit des Arzneistoffes verbessern. Zudem kdnnen sie durch spezifische
Oberflachenmodifizierung gezielt am Wirkort akkumulieren und damit Nebenwirkungen in der
Peripherie reduzieren. Zur Untersuchung von Arzneistoffen und deren Formulierungen werden
geeignete praklinische In-vitro-Testsysteme bendtigt. Dabei kénnen realitdtsnahe In-vitro-
Testsysteme die steigenden Anforderungen der Wirksamkeits- und Sicherheitsnachweise fur
Arzneimittel und deren Formulierungen erfiillen und so dazu beitragen, Tierversuche gemar
zwei der Bedingungen des ,3R*-Prinzips zu vermeiden (Replace) und zu verringern (Reduce).
Daher haben spezifische préklinische Testsysteme eine wichtige Bedeutung bei der
Entwicklung neuer Medikamente.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist der Einsatz der photodynamischen Therapie zur
Behandlung von Dinndarmkarzinomen. Als Wirkstoff sollte der Photosensibilisator mTHPC
sowie weitere neu synthetisierte Photosensibilisatoren eingesetzt werden. Da
Photosensibilisatoren im allgemeinen stark hydrophobe Eigenschaften aufweisen, die zu einer
schlechten Bioverfiigbarkeit und hohen Nebenwirkungen aufgrund unspezifischer
systemischer Akkumulation fuhren, sollten neue, auf nanopartikuléaren
Arzneistofftragersystemen basierende Formulierungen, entwickelt werden. Die Aufgabe des
Nanopartikels ist der Transport und die Freisetzung des Photosensibilisators am Wirkort,
wobei die gezielte Akkumulation am Wirkort gleichzeitig zu einer Verringerung der
Nebenwirkungen fuhren soll. Um dies zu erreichen, muss jeder einzelne Schritt von der
Synthese der Nanopartikel Gber den Transport, bis zur Wirkstofffreisetzung und Akkumulation
am Wirkort effizient ablaufen. In Anbetracht der Lage und Ausbreitung des
Dunndarmkarzinoms im Darmlumen, stellt die Mukusbarriere eine besondere
Herausforderung fir die Anreicherung am Tumorgewebe dar. Das wissenschaftliche Ziel
dieser Arbeit ist daher die Entwicklung von Modellsystemen, die eine Untersuchung des
Transportes der Photosensibilisators, speziell tiber die Mukusbarriere und die darauffolgende
Akkumulation in den Tumorzellen erméglicht, um hochwirksame Photosensibilisatoren und
nanopartikulare Formulierungen fir die Behandlung von Diunndarmkarzinomen zu
identifizieren. Zunachst sollten nanopartikulare Arzneistofftragersysteme mit mukoadhasiven
und mukopermeablen Eigenschaften auf Basis des Polymers PLGA bzw. Liposomen

entwickelt, hergestellt und getestet werden. Zur Untersuchung der zellularen Vertraglichkeit
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(Zytotoxizitdt) und des induzierten phototoxischen Effekts der freien und nanopartikular
gebundenen Photosensibilisatoren ist die Aufgabe geeignete 2D-Monolayer-Zellkulturen und
3D-Tumorsphéaroide zu etablieren. Eine zusatzliche Fragestellung ist die Untersuchung der
zellularen Akkumulation des Photosensibilisators. Zur Quantifizierung der zellularen
Akkumulation sollte eine HPLC-Analyse Methode entwickelt und nach ICH-Guideline validiert
werden. Ziel dieser Screening-Untersuchungen soll die Identifikation von freien und
nanopartikular gebundenen Photosensibilisatoren sein, die nachweislich einen lichtinduzierten
anti-tumoralen Effekt aufweisen, wobei gleichzeitig ein dunkeltoxischer Effekt der freien
Photosensibilisatoren und ein zytotoxischer Effekt der Nanopartikel ausgeschlossen werden
muss. Nach der Identifikation von vielversprechenden freien und nanopartikular gebundenen
Photosensibilisatoren soll eine fokussierte Untersuchung der mukoadhasiven und
mukopermeierenden Eigenschaften durchgefuhrt werden. Hierfir ist es noétig In-vitro-
Testsysteme zu entwickeln, die eine Untersuchung der Permeation tber die Mukusschicht und
die Adhésion an eine Mukusschicht unter dynamischen Bedingungen ermdglichen. Aul3erdem
sollen die Akkumulation und der induzierte phototoxische Effekt an einem zu entwickelnden
vaskularisierten Tumor-Modell untersucht werden. Als Basis fur das Modell ist die Etablierung
des HET-CAM Systems vorgesehen, das als Bindeglied zwischen In-vitro- und In-vivo-
Untersuchungen dienen soll. Hierfur ist es zudem erforderlich, eine Bestrahlungseinheit
aufzubauen, die eine fokussierte Bestrahlung des vaskularisierten Tumorsphéroids in ovo
ermdglicht.

Anhand der erzeugten Ergebnisse aus den Screening-Untersuchungen und Studien mit den
neu entwickelten spezifischen Testsystemen soll ermdglicht werden hoch wirksame
Photosensibilisatoren und nanopartikulare Formulierungen fiir die Behandlung von

Dunndarmkarzinomen zu entwickeln und zu identifizieren.
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Alle verwendeten Chemikalien fir die Analytik mittels HPLC besal’en analytischen

Reinheitsgrad. Die verwendeten Materialien fir die Zellkulturtechnik wurden vor der

Verwendung fir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert oder vom Hersteller steril geliefert.

3.1.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

1260 Infinity HPLC System mit quaternarer
Pumpe, Saulenthermostat, automatischer
Probengeber und Diodenarray-Detektor

Absaugpumpe

Analysenwaage Secura
Analysenwaage, CP64

Bestrahlungseinheit
Bestrahlungseinheit PDT 1200
Binokular Olympus SZX 9
BRUJA COB-LED-Schierlampe
Brutschrank BBD 6220

Brutschrank BK 4029

CASY® Cell Counter & Analysesystem, Model
TT

Cero

Exsikkator

FACSCalibur™, Durchflusszytometer
Fluoreszenzmikroskop IX70

Heizplatte/Magnetrihrer MR3001

Irisblende

Kamera Pen Light E-PL 7

Kolbenhubpipetten

Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co. KG, Waldbronn, Deutschland

Integra Bioscience GmbH, Biebertal,
Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Eigenbau Fraunhofer IBMT, Sulzbach,
Deutschland

Herbert Waldmann GmbH & Co. KG,
Villingen-Schwenningen, Deutschland
Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Brutmaschinen-Janeschitz GmbH,
Hammelburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Ehret GmbH & Co. KG, Emmendingen,
Deutschland

OLS OMNI Life Science GmbH & Co KG,
Bremen, Deutschland

OLS OMNI Life Science GmbH & Co KG,
Bremen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Thorlabs GmbH, Bergkirchen, Deutschland

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland



Konfokales Laserraster-Mikroskop TCS SP8

Kryostat CM3050 S

Laserdiode, Peak-Wellenlange 635 nm,
30 mw

Laserdiode, Peak-Wellenlange 375 nm, 4 mW

Laserstrahl- & Spektralmessgerat
(LaserCheck™)

Magnetriihrer Cimarec i Multipoint

Magnetruhrer Multipoint HP6

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
Klasse Il

Mikroskop CKX31, Phasenkontrast IX2-SLP
Mini-UniPrep™ G2

Motorschrankbriter Bruja 168/EM
Motorschrankbriter Hemel Top Profi 300
Mukus-Spatel

Multifunktionswerkzeug Dremel 400

Peristaltikpumpe, Ismatec Reglo Digital
pH-Messgerat FiveEasy Plus FEP20
Poroshell 120 EC-C18

Rheometer Physica MCR 101

Saule Poroshell 120 EC-C18, 4,6 * 50 mm,
2,7 um

Stereomikroskop SZX16

Tecan Reader Infinite 200
ThermoMixer Compact 5350

Tischzentrifuge

Trockenschrank ED 23
Ultrafeinwaage XP6U

Ultraschallbad Elmasonic S15

Ultraschall-Homogenisator, Sonopuls
UV-Plano-Konvexlinse, aspharisch

Verdrangungspipette

Vortexer Top-Mix 11118
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Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland

Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland

Thorlabs GmbH, Bergkirchen, Deutschland

Thorlabs GmbH, Bergkirchen, Deutschland
Melles Griot GmbH, Bensheim,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Variomag Corporation, Daytona Beach,
USA

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbihl-Genkingen, Deutschland
Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

GE Healthcare Life Sciences, Whatman™,
Maidstone, Vereinigtes Konigreich
Brutmaschinen-Janeschitz GmbH,
Hammelburg, Deutschland

J. Hemel Brutgerédte GmbH & Co.KG, Verl,
Deutschland

Eigenbau Fraunhofer IBMT, Sulzbach,
Deutschland

GW-Werkzeuge, Heroldsberg,
Deutschland

Cole-Parmer GmbH, Wertheim,
Deutschland

Mettler-Toledo AG, GielRen, Deutschland
Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG, Waldbronn, Deutschland

Anton Paar GmbH, Ostfildern, Deutschland

Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG, Waldbronn, Deutschland
Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Tecan Group Ltd., Maennedorf, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Mettler-Toledo AG, Giel3en, Deutschland
Elma Schmidbauer GmbH, Singen,
Deutschland

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

Thorlabs GmbH, Bergkirchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland



Warmeschrank BK4029

Wasserbad Typ 1003, No 11434207K

Zentrifuge 3K18
Zentrifuge 5424 R
Zentrifuge 5810 R
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EHRET GmbH Life Science Solutions,
Freiburg, Deutschland

GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Gebrauchsgegenstéande

Bezeichnung

Hersteller

6-, 24-, 96-Well-Platten

Aluminiumfolie

Alu-Schalen

Aspirationspipetten

Bruteier, Huhn

Capillary Cell

Cero tube

Corning® Transwell®

Costar 3471, 6-Well Ultra Low Cluster Plate

Cryomold Einbettschalchen

Einmalpipetten mit Wattestopfen (2,5, 10 und
25 mL)

Einwegspritzen
Eppendorf Reaktionsgefalle
FACS Roéhrchen

Frischhaltefolie

GlasgefalRe

HPLC Probeflaschchen und Deckel
Kryovial

Kivetten, PMMA, halbmikro

Laborschlauch, SILASTIC® Innendurchmesser

1,57 mm und AuRendurchmesser 3,18 mm

Luer und Lock Adapter

Parafilm

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

LSL Rhein-Main GmbH & Co. KG,
Dieburg, Deutschland

Malvern Panalytical GmbH, Herrenberg,
Deutschland

OLS OMNI Life Science GmbH & Co KG,
Bremen, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Corning GmbH, Kaiserslautern,
Deutschland

Hartenstein GmbH, Wirzburg,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Lakeland company, Windermere,
Vereinigtes Konigreich

SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG, Waldbronn, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Dow® Corning Corporation, Wiesbaden,
Deutschland

Ibidi GmbH, Planegg, Deutschland

American National Can. Co., Chicago,
USA



Petrischalen

Pinzetten, verschiedene
Pipettenspitzen

Pipettierwannen

REM Probenteller

Scheren, verschiedene
Spritzenfilter 2 um
Spritzenfilteraufsatz 0,45 pum
Vakuumfiltrationseinheit 0,2 pm
Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)

Zentrifugenréhrchen, Falcon®

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien
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Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Corning GmbH, Kaiserslautern,
Deutschland

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Acetonitril
alamarBlue™ Viabilitatsreagenz
Alcianblau

Aluminiumoxid-Keramik
Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC

BLC 1157, BLC 2175, BLC 5152, BLC 6151,

BLC 6166, BLC 6167
Calcein-AM

Calciumchlorid

Cacodylat

Carbopol 971P NF
CASY®ton
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulf3.oxid

DMSO
Ethanol

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Avantor Performance Material B.V.,
Deventer, Niederlande

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

CoorsTek Corporation, Golden, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Zur Verfiigung gestellt von biolitec®
research GmbH, Jena, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Lubrizol Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland



FITC-Dextran, 70 kDa

Fluoresceindiacetat
Formaldehydlésung 10 %, gepuffert, pH 6,9

Fotales Kalberserum (FKS)

Glutaraldehyd

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure)
Isopropanol

Kaliumhydrogenphosphat

Kaptonfolie (Polyimid)
Kernechtrot

Koffein

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

mTHPC (Foscan®)

mTHPP

N-Acetylcystein

Natriumcacodylat, 0.1 M-Pufferlésung, pH 6.8
Natriumhydrogencarbonat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid, Pellets
NeoMount®

Osmiumtetroxid

Penicillin/Streptomycin
Phosphatpuffer (PBS), pH 7,2
PLGA P2191

Pluronic F-127 (Poloxamer 407)

Propidiumiodid
Reinstwasser

Resomer® RG 503 H (PLGA)

Saccharose
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Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

GoodFellow GmbH, Friedberg,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Zur Verfugung gestellt von biolitec®
research GmbH, Jena, Deutschland
Zur Verfiigung gestellt von biolitec®
research GmbH, Jena, Deutschland
Caesar & Loretz GmbH, Hilden,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

LifeTechnologies Corporation, Carlsbad,
USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Hausinterne Milli Q Anlage
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland



Saponin von der Quillaja-Rinde

Schweinedarm
Stickstoff (flissig)
Tissue-Tek®
Trifluoressigsaure

Trifluoressigsaure 99 %
Trypsin/EDTA (10x)

3.1.4 Analysesoftware
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Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Emil Farber GmbH & Co. KG,
Zweibriucken, Deutschland

Praxair Deutschland GmbH, Dillingen,
Deutschland

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Avantor Performance Material B.V.,
Deventer, Niederlande

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bezeichnung Hersteller

Agilent ChemStation

CASYexcell

CellP 5.1

CellQuest™ Pro Software

Imaged 1.52a
Microsoft Excel 2016

Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG, Waldbronn, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg,
Deutschland

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Wayne Rasband, National Institute of
Health, USA

Microsoft Corporation, Redmond, USA

3.1.5 Zelllinien

Zelllinie HuTu-80

Bezugsquelle CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Deutschland
Spezies Homo sapiens (human)

Zelltyp Duodenum Adenocarcinoma

Zelllinie HT29

Bezugsquelle DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

Spezies Homo sapiens (human)

Zelltyp Colorectales Adenocarcinoma

Zelllinie HT29-MTX-E12

Bezugsquelle ECACC/ Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Spezies Homo sapiens (human)

Zelltyp

Differenzierte HT29-Zellen, Mukus sekretierende Becherzellen



3.1.6 Zellkulturmedien
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HuTu-80 Zellkulturmedium

Hersteller

EMEM (#820100a)

10 % FKS

1 % Penicillin-Streptomycin
(100 U / mL; 100 pg / mL)

CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

HT29 Zellkulturmedium

Hersteller

McCoy’s 5A Medium + GlutaMAX™
(#11594466)

10 % FKS

1 % Penicillin-Streptomycin
(100 U / mL; 100 pg / mL)

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

HT29-MTX-E12 Zellkulturmedium

Hersteller

DMEM (#11960-044)

10 % FKS

1 % Penicillin-Streptomycin
(100 U/ mL; 100 pg / mL)

1 % 2 mM GlutaMAX™ Supplement
(100x)

1 % MEM Non-Essential Amino Acids
Solution (100x)

3.1.7 Losungen

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Krebs-Ringer-Losung

Natriumchlorid 115 mM
Natriumhydrogencarbonat 25 mM
Dikaliumhydrogenphophat 2,4 mM
Calciumchlorid 1,2 mM
Magnesiumchlorid 1,2 mM
Kaliumhydrogenphosphat 0,4 mM
Spullésung zur Mukus-Praparation

HEPES 10 mM
Calciumchlorid 1,3 mM
Magnesiumsulfat 1,0 mM
Natriumchlorid 137 mM



Material und Methoden | 37

3.2 Methoden

3.2.1 Analytische Methode: Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Ein Kriterium zur Beurteilung von Wirkstoffen und Wirkstoffformulierungen ist deren
guantitative Bestimmung in einer Probe. Hierzu kann in Abhangigkeit des verwendeten Tests,
der Wirkstoff aus der Probenmatrix aufgereinigt und die enthaltene Wirkstoffkonzentration
quantitativ ermittelt werden. Die quantitative Bestimmung erfordert die Entwicklung und
Validierung von spezifischen analytischen Messmethoden. Als Standardmethode zur
Detektion von Wirkstoffen hat sich die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl. high
performance liquid chromatography, HPLC) in der pharmazeutischen Forschung etabliert. Die
HPLC beruht auf dem Prinzip der Sdulenchromatographie. Hierbei wird die Probe in einen
Flissigkeitsstrom (mobile Phase) injiziert und so zur Saule (stationdren Phase) transportiert.
Die Elution mit der mobilen Phase erfolgt, bis die zu analysierenden Komponenten getrennt
aus der Saule gespult werden. Der Trenneffekt basiert auf unterschiedlichen Polaritaten der
mobilen und stationaren Phase. Die daraus resultierende Retentionszeit ist charakteristisch
fur jede einzelne Komponente. Nach der Elution der Komponenten aus der Saule werden diese
von einem Detektor (beispielsweise Diodenarray-Detektor) registriert und ein Signal
ausgegeben. Die Vorteile der HPLC beruhen auf der Verwendung von feinkérnigen und
dichtgepackten Saulen in Kombination mit einem hohen Arbeitsdruck von bis zu 600 bar. Diese
fuhren zu einer hohen Aufldsung der Probenbestandteile, einer geringen Analysedauer und
einer sensitiven Nachweisempfindlichkeit im Spurenbereich. Die Identifizierung und
Quantifizierung der zu analysierenden Substanzen erfolgt durch den Einsatz von Standards.
Zur Uberprufung, ob eine analytische Methode die geforderten Ergebnisse unter festgelegten
Kriterien liefert, ist eine Methodenetablierung und Validierung noétig. Hierzu wurde in der

vorliegenden Arbeit ein Validierungsplan erstellt und angewendet.

3.2.1.1 Validierung der HPLC-Methode

Die Methodenvalidierung erfolgte nach den Vorgaben der ICH Harmonised Tripartite Guideline
— Valdiation of Analytical Prodcedures: Test an Methodology Q2 (R1) [172] und unter
Zuhilfenahme fachbezogener Literatur [173-175]. Die ICH Guideline beinhaltet eine
Darstellung der Parameter und deren Definitionen, welche fur die Validierung benotigt werden.
Die fur die Validierung festgelegten und zu uUberprifenden Parameter sind Richtigkeit,
Prazision, Detektionslimit, Quantifizierungslimit, Linearitat, Arbeitsbereich, Robustheit und
Spezifitat (Abbildung 18). Zur statistischen Auswertung der Messwerte wurde das Programm
Excel 2016 von Microsoft® verwendet. Als Signifikanzniveau (a-Niveau) wurde ein
Schwellenwert von 5% angenommen. Dieser Wert gilt als Standardwert in den

Biowissenschaften [174]. Ein Signifikanzniveau von 5 % bedeutet, dass mit einer
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Wahrscheinlichkeit von 5 % eine Fehlentscheidung getroffen wird. Bei der Bestatigung der
Nullhypothese ist somit zu 95 % eine richtige Entscheidung getroffen worden. Die analytische

Methode gilt als validiert, wenn die Kriterien der Validierungsparameter erftllt wurden.

Richtigkeit
(Accuracy)

Préazision
(Precision)

Detektionslimit
(Detection Limit)

Quantifizierungs- . N .
. - < o Ziel: Erfullte Validierte
Messwertreihe Methodenvalidierung FH{ limit (Q_ua_ntltatlon H Kriterien Methode
Limit)
| Linearitat ||
(Linearity)

Arbeitsbereich
(Range)

Robustheit
(Robustness)

Spezifitat
(Specificity)

Abbildung 18: Validierungsparameter nach ICH Guideline als Flussdiagramm dargestellt
Das Diagramm zeigt die Validierungsparameter nach ICH Guideline. Um sicher zu stellen, dass die
entwickelte Methode ihren Zweck erfiillt, muss diese die Kriterien der Parameter erflillen.

Probenvorbereitung

Zur Methodenvalidierung ist es nétig die Proben entsprechend der spateren Verwendung
vorzubereiten. Die Substanzen fiir die Standardreihen wurden mit der Analysenwaage unter
dem Abzug eingewogen. Es wurde eine mTHPC-Stammldsung von 6 umol /L was einer
Konzentration von 4,084 pg/ mL entspricht, hergestellt. Als Losungsmittel wurde DMSO
verwendet. Zur Validierung wurde eine lineare Messwertreihe mit unterschiedlichen
Konzentrationsniveaus der mTHPC-Reinsubstanz angesetzt. Die gewahlten Konzentrationen
umfassen den erwarteten Messbereich und werden im Folgenden als Standards A-F
bezeichnet (Tabelle 1).
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Tabelle 1: mTHPC-Standardreihe mit unterschiedlichen Konzentrationsniveaus

Die Standardreihe wurde mit der mTHPC-Reinsubstanz ausgehend von der Stammlésung angesetzt.
Die unterschiedlichen Konzentrationsniveaus werden als Standards (ST) bezeichnet und fortlaufend mit
A-F bezeichnet.

ST mTHPC
pmol / L pug / mL

A 0,025 0,017
B 0,074 0,050
C 0,222 0,151
D 0,667 0,454
E 2,000 1,361
F 6,000 4,084

Die Messwertreine mit den Standards A-F wurden mit den in Tabelle 1 angegebenen
Konzentrationen nach dem Schema in Abbildung 19 hergestellt. Um voneinander unabhéngige
Messwertreihen zu erhalten, wurde viermal aus vier unterschiedlichen Stammlésungen

Messwertreihen angesetzt und in Doppelbestimmung vermessen.

250 pL 250 pL

NN N

Usw.

STF ‘STE STD'
T

Jeweils 500 uL DMSO vorgelegt

Abbildung 19: Herstellung der linearen Messwertreihe

Fur die lineare Messwertreihe wurde aus der Stammldsung eine Losung mit einem Konzentrationsgehalt
von 6,000 pmol / L hergestellt und davon 750 pL in ST F vorgelegt. In die Réhrchen der jeweiligen
Standards A bis E wurden 500 pL DMSO vorgelegt. Aus ST F wurden 250 puL entnommen und mit dem
in ST E vorgelegten DMSO durch auf und ab pipettieren vermischt. Aus ST E wurden 250 pL in ST D
Uberfuhrt und gemischt usw. Die so erstellte lineare Verdinnungsreihe umfasst einen aufsteigenden
Konzentrationsbereich von 0,025 umol / L bis 6,000 umol / L.
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HPLC-Methode

Es wurde eine HPLC-Methode entwickelt und etabliert, die es ermdglicht, alle in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen zu detektieren (Tabelle 2). Fir die Messung
wurde das System Agilent 1260 Infinity Quaternary LC von Agilent Technologies verwendet.
Das System setzt sich zusammen aus einer quaternaren Pumpe, einem Saulenhalter mit
integriertem Thermostat, einem automatischen Probengeber und einem Diodenarray-Detektor
(DAD-Detektor). Die detektierten Signale wurden mit der Software ChemStation analysiert und
ausgewertet. Verwendet wurde eine Gradienten-Methode, bei der sich die Zusammensetzung
des Laufmittels stufenférmig veranderte. Der Gradient setzt sich aus den Losungsmitteln der
mobilen Phase Wasser (A) und Acetonitril (B) und 0,1 % Trifluoressigsaure (C) zusammen.
Alle verwendeten Losungsmittel haben einen Gradienten geeigneten Reinheitsgrad. Bei der
Optimierung wurden unterschiedliche Gradienten getestet. Die Auswahl erfolgte anhand der
Effizienz und Reproduzierbarkeit der Retentionszeit. Als stationdre Phase wurde die Saule
Poroshell 120 EC-C18 von Agilent Technologies mit einer Lange von 100 mm und einem
Innendurchmesser von 2,1 mm verwendet. Die Saule ist gepackt mit einem Fullmaterial aus

Partikeln mit einem Durchmesser von 2,7 um und einer lipophilen C18 Oberflache.

Tabelle 2: HPLC-Bedingungen und Einstellungen zur Messung von mTHPC

Apparatur: HPLC-System Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Deutschland)
Saule: Poroshell 120 EC.C18 (100 x 2,1 mm; 2,7 um, Agilent Technologies,
Deutschland)
Eluent A: Wasser
Eluent B: Acetonitril
Eluent C: 0,1 % Trifluoressigsaure in Wasser
Zeit [min] Eluent A Eluent B Eluent C
[%] [%] [%]
1. Stufe Start 76,5 8,5 15
. 2. Stufe 0,5 76,5 8,5 15
Gradient: 3. Stufe 2,5 42 38 20
4. Stufe 4 0 57,5 42,5
5. Stufe 10 0 57,5 42,5
6. Stufe 14 76,5 8,5 15
Flussrate: 0,4 mL / min
Saulentemperatur: 60 °C
Injektionsvolumen: 2 uL
Detektorwellenlange: 415 nm
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Beurteilung der Messwertreihe
Zur Beurteilung der Messwertreihe wurden die objektiven Kriterien Prifung auf
Normalverteilung, Prifung auf Ausreil3er und ein Trendtest durchgefiihrt. Diese Prufungen

bilden die Vorrausetzung fur die Durchfihrung der gewahlten statistischen Methoden.

Prifung auf Normalverteilung

Die Prifung auf Normalverteilung erfolgt nach David et al. (Formel 1) [176]. Nach David et al.
liegt eine Normalverteilung vor, wenn die Priufgréfe zwischen der oberen und unteren
Schranke, in Abhangigkeit von der Anzahl der Werte (n) und dem Signifikanzniveau (a), liegt
(Anhang: Statistische Tabellen - Tabelle 22). Fur die Normalverteilung wird zusatzlich die

Spannweite (Range, Formel 2) und die Standardabweichung berechnet (Formel 3).

Formel 1: Normalverteilung nach David et al. [176]

PGpapia = —
David S

Mit:

PGpavia = PrufgroRe berechnet nach David
R = Range bzw. Spannweite der Messwerte
s = Standardabweichung

Formel 2: Berechnung des Range [175]

|R = Xmax ~ Xmin

Mit:

R = Range

Xmax = gro3ter Messwert der Messreihe
Xmin = Kleinster Messwert der Messreihe

Formel 3: Formel zur Berechnung der Standardabweichung [175]

_ [pe-#
S el ——————————————
n

Mit:

s = Standardabweichung

x = Messwert

x = Mittelwert der Messwertreihe
n = Anzahl der Messwerte

Prifung auf Ausreil3er

Mit einem Ausreif3ertest kann Uberprift werden, ob eine Abweichung eines einzelnen Wertes
innerhalb einer Messwertreihe zufallig ist oder ob die Abweichung aufgrund eines
systematischen Fehlers entstanden ist [175]. Nach DIN 53804 wird der Dean-Dixon-Test fur

Stichproben bis n = 29 empfohlen (Formel 4 und Formel 5). Um zu beurteilen, ob der geprufte
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Wert ein Ausreil3er ist, wird die Prufgrof3e mit dem kritischen Wert Qi verglichen (Anhang:
Statistische Tabellen - Tabelle 23). Ist die berechnete Prifgrofe des experimentellen Wertes

kleiner als die PriufgroR3e liegt kein Ausreif3er vor.

Formel 4: Dean-Dixon Ausreil3ertest: Berechnung der PrifgréRe nach unten [173]

X2 — X1
PGpean—pixon =

Xn — X1

Formel 5: Dean-Dixon Ausreil3ertest: Berechnung der PrufgroRe nach oben [173]

Xn — Xp-1

PGpean—pixon =
Xn — X1

Mit:

PGpean—pixon= PrifgroRe Dean-Dixon
X1 = niedrigster Messwert

X, = zweitniedrigster Messwert

X, = hochster Messwert

Xn—1 = zweithdchster Messwert

Prifung auf das Vorliegen eines Trends

In einer Messwertreihe kann ein Trend durch z. B. Abbau von Lésungen, Temperaturdrift oder
schleichender Dejustierung verursacht werden. Zur Uberpriifung auf das Vorliegen eines
Trends wird der Neumann — Trendtest angewendet (Formel 6 und Formel 7). Die errechnete
PrifgroRe wird mit dem Tabellenwert verglichen (Anhang: Statistische Tabellen - Tabelle 24).
Ist die Prufgré3e grol3er als der Tabellenwert liegt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % kein

Trend vor.

Formel 6: Berechnung der Prufgréfe nach Neumann [173]

AZ
PGyeumann = 5_2

Mit:

PGpeumann = PrufgroBe Neumann
A* = Differenzstreuung

s? = Varianz

Formel 7: Differenzstreuung [173]

_ 2(x; = Xi41)°

AZ
n—1

Mit:

A? = Differenzstreuung

x; = Einzelwerte

x;4+, = folgender Einzelwerte
n = Anzahl der Messwerte
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Richtigkeit (Accuracy)

Die Richtigkeit eines analytischen Verfahrens ist das MaR der Ubereinstimmung zwischen dem
tatsachlich ermittelten Wert (Ist-Wert) und dem als richtig angesehenem Wert (Soll-Wert)
[172]. Die Richtigkeit wird Uber den kompletten Messbereich der analytischen Methode
Uberpruft. Zur Ermittlung der Richtigkeit wird die Differenz zwischen dem Soll-Wert und dem
Ist-Wert des errechneten Substanz-Gehaltes zusammen angegeben [172]. Hierzu wurden 6
verschiedene Konzentrationen (Standard A-F), die den Messbereich abdecken, jeweils
zweimal vermessen. Zur Bestimmung des Analyt-Gehaltes wurde die mathematische
Analysemethode mittels Responsefaktor gewahlt. Dieser ergibt sich aus dem Verhaltnis

zwischen Signal und der Soll-Wert-Menge des Analyten (Formel 8) [177].

Formel 8: Berechnung des Responsefaktors zur quantitativen Analyse [177]

Xi

RF = —
Yi

Mit:

RF = Responefaktor

x; = Messwerte, hier AUC (Area Under the Curve)

y; = Substanzkonzentration der Probe

Prazision (Precision)

Der Validierungsparameter Prazision ist das Mal3 fiir die Streuung von Analyseergebnissen,
die unter Standardbedingungen im Labor erzeugt werden [173]. Die Prazision kann weiter
untereilt werden in die Parameter Wiederholbarkeit, intermediare Prazision und die
Reproduzierbarkeit. Zur Berechnung des Prazisionsmalf? fur alle drei Unterparameter wurde
der Variationskoeffizient berechnet (Formel 9) [178]. Dieser berlicksichtigt, dass bei einer
Stichprobe mit kleinen Messwerten kleinere Abweichungen entstehen als bei einer Stichprobe
mit grof3en Messwerten. Dadurch kann ein gemeinsamer Grenzwert von < 2 % als Kriterium
festgelegt werden.

Die Wiederholbarkeit beschreibt nach DIN 5184 und I1SO 5725 die Streuung der
Analyseergebnisse, die unter denselben Bedingungen erzeugt wurden. Zur Ermittlung der
Wiederholbarkeit wurden drei Proben mit den Konzentrationen Standard B, D und F innerhalb
kirzester Zeit im selben Labor durch denselben Prifer viermal hintereinander vermessen und
der Variationskoeffizient berechnet.

Die intermedidre Prazision umfasst die Variationen, die innerhalb eines Labors auftreten
kénnen. Dies beinhaltet Messungen an unterschiedlichen Tagen, Messungen mit
unterschiedlicher Ausstattung und verschiedenen Prufern [172]. Fir die Bestimmung der
intermedidren Préazision wurden erneut die Konzentrationen der Standardreihe B, D und F

verwendet. Die Proben wurden von zwei unterschiedlichen Personen angesetzt und an zwei
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unterschiedlichen Tagen in Doppelbestimmung gemessen. Zur Beurteilung der intermedidren
Préazision wurde erneut der Variationskoeffizient errechnet.

Die Reproduzierbarkeit wird durch interne Laborversuche bestétigt. Dies ist nétig, um ein
analytisches Verfahren standardmafig verwenden zu kénnen [172]. Beim routinemafigen
Einsatz der analytischen Methode kénnen Verénderungen wie unterschiedliche Geréte, Prifer
und Chargenwechsel auftreten. Die vorliegende Methode wurde innerhalb der vorliegenden
Arbeit nur an einem Gerat und von einem Prifer durchgefihrt. Daher wurde die
Reproduzierbarkeit im Rahmen der Arbeit nicht Gberpruift.

Formel 9: Berechnung des Prazisionsmall mittels Standardabweichung und
Variationskoeffizient [173]

Mit:
x; = gemessener Wert, hier Gehalt
x = konstanter systematischer Fehler; y-Abschnitt aus linearer Regression
n = Proportionalitdtskonstante, Maf3 fir einen maglichen proportionalen Fehler; Steigung der

linearen Regression
s = Soll-Wert, hier: Gehalt der Standardprobe, er gilt als fehlerfrei
V,, = Variationskoeffizient
Detektions- und Quantifizierungslimit (Detection- and Quantitation-Limit)
Nach der ICH-Guideline ist das Detektionslimit definiert als die kleinste Menge eines Analyten
in einer Probe, die detektiert werden kann, aber nicht unbedingt als ein exakter Gehalt
guantifiziert werden kann. Im Gegensatz dazu ist das Quantifizierungslimit eines individuellen
analytischen Verfahrens die kleinste Menge eines Analyten in einer Probe die quantitativ mit
einer angemessenen Prazision und Genauigkeit ermittelt werden kann [172]. Fir den
vorliegenden Validierungsplan wurde ein Konzentrationsbereich des Analyten von
0,002 - 4,084 ug / mL gewahlt. Fir das Detektionslimit wurde die geringste Konzentration
ermittelt, die sich deutlich vom Blindwert unterscheidet. Als Quantifizierungslimit wurde die
Konzentration ermittelt, die einer angemessenen Prazision mit einem Variationskoeffizienten

< 2 % entspricht.

Linearitat (Linearity)

Die Linearitat eines Analyseverfahrens ist die Eignung in einem gegebenen Bereich
Testergebnisse zu erhalten, die direkt proportional zur Konzentration des Analyten in der
Probe sind [172]. Der lineare Zusammenhang wurde im angegebenen Arbeitsbereich des

analytischen Verfahrens tberprift. Hierzu wurde die Messwertreihe (Tabelle 1) vermessen.
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Aus den Ergebnissen wurde eine Kalibriergerade mittels Excel generiert, aus der sich der
lineare Zusammenhang ergibt (Formel 10). Errechnet wurden hierbei der
Korrelationskoeffizient (Formel 11), der Y-Achsenabschnitt (Formel 12) und die Steigung der
Regressionskurve (Formel 13). Die Abweichung der errechneten Steigung wurde zum

Vergleich mit dem Soll-Wert grafisch dargestellt.

Formel 10: Berechnung der linearen Kalibrierfunktion [175]

Mit:

y; = Erwartungswert fur die MessgréRRe der Kalibrierprobe i
x; = Gehalt der Kalibrierprobe i

a = Ordinatenabschnitt

b = Steigung, Empfindlichkeit des Verfahrens

Formel 11: Berechnung des Korrelationskoeffizienten [173]

Ll -0 -}  _ Cov(XY)
s2(X) - s2(Y)

(3 — DA — 22

Mit:

r = Korrelationskoeffizient

x; = Messwerte, hier AUC

x = Mittelwert der Messwertreihe

y; = Substanzkonzentration der Probe

y = Mittelwert der Substanzkonzentration in der Probe
s2 = Varianz

Formel 12: Berechnung des Ordinatenabschnitts, an dem die Regressionsgerade die y-Achse
schneidet [175]

a=y—b-Xx

Mit:

a = y- Achsenabschnitt, Ordinatenabschnitt

x= Mittelwert der Messwertreihe

y = Mittelwert der Substanzkonzentration in der Probe
b = Steigung, Empfindlichkeit des Verfahrens

Formel 13: Berechnung der Steigung der Kalibrierfunktion [173]

20 — %) (i — P
X —x)*

b =

Mit:

b = Steigung, Empfindlichkeit des Verfahrens

x; = Messwerte, hier AUC

x = Mittelwert der Messwertreihe

y; = Substanzkonzentration der Probe

y = Mittelwert der Substanzkonzentration in der Probe
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Arbeitsbereich (Range)

Der Arbeitsbereich einer analytischen Methode ist der Bereich zwischen der niedrigsten und
hochsten Konzentration des Analyten in der Probe, fir die das Analyseverfahren eine
geeignete Prazision, Genauigkeit und Linearitat aufweist [172]. Bei der vorliegenden Arbeit
wurde eine Hochstkonzentration von 5 pmol / L eingesetzt. Daher wurde ein Arbeitsbereich
von 0,025 bis 6 umol / L gewahilt.

Robustheit (Robustness)

Die Evaluation der Robustheit sollte wahrend der Entwicklungsphase betrachtet werden und
hangt vom Verfahrenstyp der Studie ab. Sie sollte die Zuverlassigkeit der Analyse unter
Beachtung moglicher Variationen der Methoden-Parameter zeigen [172]. Die zu
uberprifenden Parameter sind in der Tabelle 3 aufgefiihrt. Andert sich das Ergebnis durch die
Veranderung der jeweiligen Variablen mehr als der als Grenze vorgegebene

Variationskoeffizient von < 2 %, wird die Variable als kritisch eingestuft [173].

Tabelle 3: Uberpriifung der Robustheit der HPLC-Methode zur Analyse von mTHPC

Einflussfaktoren Uberpriifung

pH-Wert und Zusammensetzung der | Keine Uberpriifung, beide Eluenten werden von zertifizierten
Eluenten Lieferanten bezogen
Flussrate + 5 % und Einfluss auf Peak-Flache und Retentionszeit.
Temperatur + 5 °C und Einfluss auf Peak-Flache und Retentionszeit.

. Keine Uberpriifung, dieser Punkt muss bei einem Austausch
Saule i N

der Saule Uberprift werden

Stabilitat der Testsubstanzen Prifung der Stabilitat iber den Testzeitraum von 3 Monaten

Spezifitat (Specificity)

Die Spezifitat ist die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz ohne Verfalschung durch andere
in der Probe vorhandene Komponenten eindeutig zu identifizieren [172]. Hierzu wurde die
Probenmatrix und die der Probenmatrix hinzugegebene mTHPC-Reinsubstanz vermessen
und die Chromatogramme auf ihre Proben-Auflésung uiberpriift. Das Kriterium zur Uberpriifung

ist, dass die Probensubstanz nicht von der umgebenden Probenmatrix beeinflusst wird.
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3.2.2 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter aseptischen Bedingungen zur Vermeidung von
Kontaminationen. Die verwendeten Zelllinien wurden regelmafiig auf eine Kontamination mit

Mykoplasmen untersucht, um diese ausschlieRen zu kénnen.

Kultivierung von Zellen

Die Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden unter den Standardbedingungen
37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in einem Begasungsbrutschrank kultiviert.
Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70-80 % passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und mittels Trypsin EDTA (0,05 %) fur 4-9 min abgel6st. Nach zusatzlichem
Abklopfen der Zellen von der Wachstumsflache, wurden die Zellen in frischem
Zellkulturmedium aufgenommen, was zu einer Inhibierung der Trypsin-Aktivitat fuhrt. Das
Pelletieren der Zellen erfolgte mittels Zentrifugation bei 115 g fiir 5 min bei Raumtemperatur.
Danach wurde das Pellet in frischem Medium resuspendiert und mit einem Verhaltnis von 1:3
bis 1:8 bzw. mit einer bestimmten Zellzahl entsprechend der Kultivierungsflache ausgesat. Das
Zellkulturmedium wurde alle 2-3 Tage vollstandig abgesaugt und durch frisches Medium

ersetzt.

Zellzahlbestimmung

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte automatisiert mit dem Zellzahl-System CASY® TT. Hierzu
wurden eine 1:400 Verdiinnung der Zellsuspension in isotonischem Messpuffer CASY®ton
hergestellt. Die Durchfihrung der Zellzahlbestimmung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Die Auswertung der gemessenen Zellzahl wurde automatisiert mit der Software
CASYexcell durchgefihrt.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitlagerung der verwendeten Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden
diese in der Gasphase von flissigem Stickstoff gelagert. Der Prozess zur Einlagerung begann
mit dem Ablésen der Zellen und der Bestimmung der Zellzahl mittels CASY® TT. AnschlieRend
wurden die Zellen in einem Einfriermedium bestehend aus 90 % FKS und 10 % DMSO
aufgenommen und in Kryoréhrchen aliquotiert. Diese wurden in einen mit Isopropanol geflllten
Gefrierbehélter Uberfihrt und in einem -80 °C Gefrierschrank kontinuierlich um 1 °C pro Minute
herruntergekinhlt. Nach etwa 24 h wurden die Kryoréhrchen in den Stickstofftank umgelagert.
Das Auftauen der Zellen erfolgte ziigig, um eine gro3tmogliche Zellviabilitat zu gewahrleisten.
Hierzu wurden die Zellen unter Bewegung in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Zur
Entfernung des Einfriermediums wurden die Zellen fir 5 min bei 115 g zentrifugiert. Das Pellet
wurde in Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche in entsprechender
Verdinnung uberfiihrt. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium gewechselt, um Zelldebris und

Reste des Einfriermediums zu entfernen.
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3.2.3 Generierung und Charakterisierung von 3D-Tumorsphéroiden

Die Generierung von 3D-Tumorspharoiden erfolgte in mehreren Schritten. Nachdem die Zellen
der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 abgeldst und die Zellzahl bestimmt wurde,
wurden sie in 96-Well-Sphéroid-Mikrotiterplatten von Corning® ausgeséat. In der
Etablierungsphase haben sich als optimale Zellzahl pro Well fir die HuTu-80 Zellen
3800 Zellen / Well und fir die Zelllinien HT29 und HT29-MTX-E12 4500 Zellen / Well ergeben.
Die Zellen wurden fiir 5 Tage in den Well-Platten kultiviert. Ein Wechsel des Mediums wurde
an Tag 3 durchgefuihrt. An Tag 5 wurden die Tumorspharoide aus der Platte in 3D-
Suspensionskultur-Behélter (CEROtube, ©°OLS) uberfuhrt und in einem automatisierten
Suspensionsbioreaktor (CERO, ©OLS) unter rotierenden Bedingungen fir weitere 5 Tage
kultiviert. An Tag 10 wurden 1-5 Tumorspharoide entsprechend der weiteren Verwendung in
fur die Suspensionskultivierung geeignete 96-Well-Mikrotiterplatten mit U-férmigen Wells
Uberfuhrt. Durch die erneute statische Kultivierung kam es nach zwei bis drei Tagen zu einer
Ausbildung des nekrotischen Kerns. Die generierten Tumorsphéaroide wurden innerhalb von 3

Tagen fir die verschiedenen Untersuchungen verwendet.

Histologische Analyse

Fur die histologische Beurteilung der generierten Tumorsphéroide wurden diese fir 5 min mit
PBS gewaschen und anschlieend fir 1 h in 10 % gepufferter Formaldehydldsung fixiert. Zum
Schutz vor Gefrierschaden wurden die Tumorspharoide fir jeweils eine Stunde in einer
aufsteigenden Saccharose-Lésung von 10 %, 20 % und 30 % inkubiert. Die praparierten
Tumorspharoide wurden in dem Einbettmedium Tissue-Tek® eingebettet und bei - 80 °C bis
zur weiteren Verwendung gelagert. Die histologischen Schnitte wurden mit einem Kryostat
(Leica CM3050) hergestellt. Die Farbung der Schnitte wurde analog zu den Anweisungen des
Herstellers, mit Kernechtrot und Alcianblau durchgefiihrt und anschlieend mittels

Hellfeldmikroskopie dokumentiert.

Lebend-Tod-Farbung

Die Lebend-Tod-Farbung wurde an Tag 12 der Tumorspharoid-Kultivierung durchgefihrt.
Hierzu wurden die Tumorspharoide zunachst mit PBS gewaschen und danach in einer Losung
aus 1 umol / L Calcein-AM und 1 umol / L Propidium lodid fiir 10 min im Brutschrank inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Tumorspharoide erneut mit PBS gewaschen und fir die Zeit
der Mikroskopie in PBS gelagert. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop gemacht. Die Bearbeitung der Bilder wurde mit der Software ImageJ
1.52a durchgefihrt.

Probenpréaparation fur die Rasterelektronenmikroskopie
Zur Charakterisierung der Morphologie und Oberfliche der Tumorsphéaroide wurden

rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen gemacht. Die Vorbereitung der Proben wurden
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analog zum Protokoll Katsen et al. [179,180] durchgefiihrt. Hierzu wurden die Tumorsphéaroide
auf Transwell®-Zellkultureinsatze Uberfuhrt, mit PBS gewaschen und Uber Nacht in 2 %
Glutaraldehyd-haltigen 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer fixiert. Danach folgte eine weitere
Fixierung unter Verwendung einer 2%igen Osmiumtetroxidlésung, gelést in 0,1 M
Natriumcacodylat-Puffer. Die Proben wurden mit einer steigenden Ethanol-Konzentration von
10 bis 100 % entwassert. Die Proben wurden auf einen REM-Probenteller aufgebracht und
zum vollstdndigen Abdampfen des Ethanols sowie zum Schutz vor Feuchtigkeit bis zur
Beschichtung mit Kohlenstoff in einem Exsikkator aufbewahrt. Die fertigen Proben wurden

danach mit der Rasterelektronenmikroskopie analysiert.

3.2.4 Nanopartikulare Arzneistofftragersysteme

Neben den intern hergestellten und entwickelten ,Nanopartikel IBMT“ wurden auch externe
nanopartikulare Formulierungen zusammengefasst unter den Namen ,Nanopartikel WWU*
und ,Nanopartikel biolitec® in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Alle in der Arbeit verwendeten Nanopartikel wurden unter sterilen Bedingungen hergestellt und

konnten daher fir die Untersuchungen mit zellbasierten Testsystemen eingesetzt werden.

Nanopartikel WWU

Die auf PLGA basierenden Nanopartikel wurden von Frau Juliane Anderski am Institut fir
Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Westfdlischen Wilhelms-Universitat
Minster im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Klaus Langer entwickelt, hergestellt und
charakterisiert. Es wurden zwei unterschiedliche nanopartikulare Systeme zur Verfligung
gestellt. Das nanopartikulare System A wurde basierend auf PLGA hergestellt. Zur
Oberflachenmodifizierung dieses Nanopartikels wurden Chitosan zur Mukoadhdasion und PEG
zur Mukopermeation verwendet. Beladen wurden diese nanopartikularen Arzneistoff-
trdgersysteme mit dem Photosensibilisator mTHPP. Zur Herstellung von zwei
unterschiedlichen Nanopartikelgréflen wurden die Synthesemethoden ,Lésungsmittel-
Verdrangungsmethode® zur Herstellung 100 nm groRen Nanopartikeln und die ,Emulsions-
Diffusions-Methode® zur Herstellung von 200 nm grof3en Nanopartikeln verwendet [181,182].
Das nanopartikulare System B basierte auf dem Polymer PLGA, dessen Oberflache mit PEG
modifiziert wurde. Zur Beladung dieser Nanopartikel wurde der Photosensibilisator mTHPC
eingesetzt. Eine weitere Modifikation dieses Nanopartikels wurde durch die Verwendung eines
lichtresponsiven Polymers durchgefiuihrt. Das lichtresponsive Polymer wurde unter der Leitung
von Herrn Prof. Dr. Dirk Kuckling an der Universitat Paderborn entwickelt und hergestellt. Es
fuhrte zu lichtspaltbaren Partikeleigenschaften, die zur gesteuerten Freisetzung des
Photosensibilisators aus der Partikelmatrix eingesetzt werden sollten. Auch dieses partikulare

Arzneistofftragersystem wurde mit dem Photosensibilisator mTHPC beladen.
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Nanopartikel biolitec®

Die Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung der liposomalen nanopartikularen
Formulierungen erfolgte durch die biolitec® research GmbH. Die liposomalen Nanopartikel
basierten auf den Phospholipiden Dipalmitoylphosphatidylcholin  (DPPC)  und
Dipalmitoylphophatidylglycerol (DPPG). Die Lipid-Zusammensetzung der Liposomen betrug
18 mg DPPC/mL und 2mgDPPG/mL und lag in ungepuffertem Wasser vor. Zur
Inkorporation wurden die neu synthetisierte Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152

eingesetzt.

3.2.4.1 Synthese der Nanopartikel IBMT

Fur die Synthese der ,Nanopartikel IBMT“ wurden zwei Herangehensweisen gewahlt, um
mukoadhéarierende Nanopartikel bzw. mukopermeierender Nanopartikel zu erhalten. Hierfur
wurden zwei unterschiedliche Synthese-Methoden und verschiedene
Oberflachenmodifizierungen eingesetzt und adaptiert. Zur Oberflachenmodifizierung der
mukoadhérierenden Nanopartikel wurde Carbopol® 971P NF und fur die mukopermeierenden

Nanopartikel Pluronic® F127 verwendet.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Nanopartikel-Synthese mittels Nanoprazipitation
Die zu inkorporierende Substanz und das Polymer (PLGA) werden in einem organischen Losungsmittel
gelést und mit einer wassrigen Phase zu einer O/W Emulsion vereinigt. Aufgrund von
Grenzflacheneffekten kommt es zu einer Uberséattigung des Polymers in der organischen Phase, was
zu einer Nukleation und einem Wachstumsprozess und Aggregation fihrt. Die Nanopartikel werden
nach der Herstellung aus der wassrigen Phase aufgereinigt. (Modifiziert nach Rivas et al. [183])

Das erste Partikelsystem bezeichnet als CP-PLGA (Carbopol®- Poly(lactid-co-glycolid)) wurde
mittels Nanopréazipitation hergestellt (Abbildung 20). Als Grundlage zur Entwicklung des
Synthese-Protokolls dienten die Protokolle nach Rojnik et al. [113] und Niu et al. [184]. Fur die
wassrigen Phase wurde eine 0,1 %ige Carbopol®-Stammldsung mit Reinstwasser hergestellt
und tber Nacht quellen gelassen. Danach wurde die Stammldsung mittels 2 M Natronlauge

auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Um die dadurch stark erhohte Viskositét zu reduzieren,
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wurden 100 pL 10 %ige Salzsdure hinzugegeben. AnschlieBend wurde der pH-Wert zur
Neutralisation durch erneute Zugabe von 2 M Natronlauge eingestellt und die hergestellte
Lésung autoklaviert. Fur die Herstellung der organischen Phase wurden 20 mg Resomer RG
503 H in 1 mL DMSO gelost. Die organische Ldsung wurde tropfenweise mit einer
Geschwindigkeit von 0,5 mL / min in eine 0,04 %ige Carbopol-Wasserphase unter Riihren bei
600 U/ min zugegeben. Zur Verdampfung des Lésungsmittels wurde die Emulsion fir
mindestens 5 h gerthrt. Die Aufreinigung der Nanopartikel erfolgte mittels Zentrifugation fur
30 min bei 21.000 g und einer Temperatur von 4 °C. Die Uberstande wurden verworfen und
das Pellet in PBS resuspendiert. Zur Inkorporation des Photosensibilisators mTHPC wurde
dieser mit einer Menge von 0,25 mg in der organischen Phase gelost. Die Lagerung der
Partikel erfolgte bei 4 °C.

Substanz und
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Nanopartikel

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Nanopartikel-Synthese nach dem Doppelemulsion-
Losungsmittel-Verdampfungs-Verfahren

Die Substanz wurde mit dem Polymer im organischen Losungsmittel aufgelést und mittels Ultraschall in
einer wassrigen Phase homogenisiert. Die W/O/W Emulsion wird in einem grof3eren Volumen mit
wassriger Phase Uberfuhrt und das Losungsmittel verdampft. Anschliel3end erfolgt die Aufreinigung der
Nanopatrtikel.

Das zweite Partikelsystem bezeichnet als F127-PLGA (Polaxamer 407 - Poly(lactid-co-
Glycolid)) wurde nach einem abgewandelten Protokoll von Xu et al. [185] synthetisiert
(Abbildung 21). Die verwendete Methode wird als W/O/W Doppelemulsions-L&sungsmittel-
Verdampfungs-Verfahren bezeichnet. Hierzu wurde eine Olphase, die sich aus einem
Gemisch aus 1 mL Aceton und 3 mL Dichlormethan (DCM) und 50 mg PLGA zusammensetzt,
hergestellt. Fir die Inkorporation von mTHPC wurde zusétzlich 0,5 mg mTHPC in der Olphase
geltst. Diese wurde durch die Verwendung eines Ultraschall-Homogenisators bei einer
Amplitude von 30 % fur 30 s homogenisiert. Eine zweite LOsung aus 10 mL 1 %iger
Saponinlésung wurde als wassrige Phase vorgelegt und die Olphase ziigig tropfenweise hinzu
pipettiert. Die so entstandene Doppelemulsion wurde erneut mit einer Amplitude von 70 % flr
5 min homogenisiert. Diese wurde unter Rihren bei 800 UpM zu einer weiteren 1 %igen

Saponinlésung mit einem vorgelegten Volumen von 30 mL tropfenweise hinzu pipettiert. Das
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in der Losung enthaltene Dichlormethan und Aceton wurde fir drei Stunden unter Rihren bei
800 UpM verdampft und anschlie3end tber Nacht in einen Exsikkator unter Vakuum gestellt.
Die Aufreinigung der Nanopartikel erfolgte mittels Zentrifugation bei 21 000 g fur 30 min. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in sterilem Reinstwasser resuspendiert. Die
Aufreinigung wurde zweimal wiederholt. Zur Modifizierung der Nanopartikel wurde wahrend
der Aufreinigung eine 0,1 %ige F127-Ldsung zum Resuspendieren der Pellets verwendet. Die
Anlagerung erfolgt Uber hydrophobe Wechselwirkungen, die sich zwischen dem
Poly(propylenoxid)-Block (PPO-Block) von F127 und PLGA bilden. Zur Lagerung wurden die
Partikel bei 4 °C aufbewabhrt.

3.2.4.2 Charakterisierung der Nanopartikel

Physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel

Die physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel wurde mittels Zetasizer Nano ZS
durchgefuhrt. Dieser ermdglicht die Messung des Nanopartikel-Durchmessers, des
Polydispersitatsindex (PDI) und der Oberflachenladung (Zetapotential). Die Messung des
Nanopartikel-Durchmessers und des PDI erfolgt nach dem Prinzip der dynamischen
Lichtstreuung, nach der kleine Partikel und Molekile eine gréRenabhdngige
Diffusionsgeschwindigkeit aufweisen [186]. Diese thermisch bedingte Bewegung, bei der sich
kleine Partikel schneller bewegen als grol3e, wird durch die Brownsche Molekularbewegung
beschrieben. Zur Messung wurden die hergestellten Nanopartikel in Reinstwasser verdinnt
und in eine Klvette Uberfuhrt. Wahrend der Messung wird die Nanopartikelprobe mit einem
Laser bestrahlt, durch die Bewegung der Partikel kommt es zu einer schwankenden
Streuintensitat. Diese wird mit einem digitalen Autokorrelator analysiert und eine
Korrelationsfunktion erzeugt, durch die die GroRe und Grolienverteilung automatisiert
errechnet wurde. Die Berechnung des hydrodynamischen Radius der Nanopartikel basiert auf
der Stokes-Einstein-Gleichung [187]. Jede Nanopartikelprobe wurde dreimal mit 10
Einzelmessungen vermessen und der arithmetische Mittelwert gebildet.

Die Bestimmung der Oberflachenladung der Nanopartikel wird durch die
Bewegungsgeschwindigkeit in einem elektrischen Feld bestimmt. Nanopartikel, die eine
Oberflachenladung besitzen, bewegen sich in einem elektrischen Feld zu einer Elektrode.
Dabei ist die Bewegungsgeschwindigkeit direkt proportional zum Zetapotential [186]. Zur
Messung wurde die Nanopartikel-Probe in eine Kapillarkivette tberfiihrt und das Zetapotential
vermessen. Die Messbedingungen und die Anzahl der Messungen entspricht der

durchgefuhrten Grol3enmessung.
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Gravimetrische Bestimmung der Nanopartikelkonzentration

Die hergestellten Nanopartikel lagen als Nanopartikelsuspension vor. Um die Konzentration
der Nanopartikel in der Suspension zu bestimmen, wurden diese in drei Konzentrationen (1:1,
1:2 und 1:5) mit Reinstwasser verdunnt. Zur Messung wurden zundachst leere Aluminium-
Wageschaélchen auf einer Ultrafeinwaage gewogen. AnschlieRend wurden 20 pL der
verdunnten Nanopartikel-Suspension in die Wageschéalchen pipettiert und fir 2 h bei 70 °C im
Warmeschrank getrocknet. Das Abkiihlen der Wéageschalchen auf Raumtemperatur erfolgte
im Exsikkator, um erneute Hydrierung zu vermeiden. AnschlieBend wurden die
Wageschalchen erneut mittels Ultrafeinwaage gewogen und das vorher ermittelte Leergewicht
subtrahiert. Zur Kalkulation der Nanopartikelkonzentration in der Suspension wurde jede

Probe dreimal vermessen und der arithmetische Mittelwert errechnet.

Quantifizierung der inkorporierten Substanzmenge

Zur Bestimmung der inkorporierten mTHPC-Konzentration wurde die zuvor beschriebene
analytische HPLC-Methode angewendet (siehe 3.2.1.). Fur die Messung wurden 2 uL der
hergestellten Nanopartikel-Suspensionen in 1 mL Acetonitril geldst. Dies flihrte zu einem
Auflésen des Nanopartikels und somit zu einer Freisetzung des inkorporierten mTHPCs. Die

Proben wurden vermessen und die Konzentration mittels Responsefaktor-Analyse berechnet.

Berechnung der Verkapselungseffizienz und Beladungskapazitat

Die Effizienz der Inkorporation von mTHPC in die nanopartikularen Formulierungen wurde
naherungsweise mittels Verkapselungseffizienz (VE) und Beladungskapazitat (BK) berechnet.
Die Verkapselungseffizienz ist definiert als die prozentuale Menge des Arzneistoffes, der
nachweisbar in die Nanopartikel inkorporiert wurde. Berechnet wird diese aus der eingesetzten
Substanzmenge und der freien, nicht inkorporierten Substanzmenge (Formel 14) [188]. Die
Beladungskapazitat ist die Menge des inkorporierten Arzneistoffes bezogen auf das Gewicht
der Nanopatrtikel. Diese kann durch die Menge des insgesamt inkorporierten Arzneistoffes,
dividiert durch das Gesamtgewicht der Nanopartikel, berechnet werden (Formel 14) [189]. Zur
Bestimmung der inkorporierten Substanzmenge wurden 100 puL der Nanopartikelsuspension
fr 30 min bei 21 000 g und einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Das Nanopartikel-Pellet
wurde mit 1 mL DMSO resuspendiert und mittels HPLC-Analyse vermessen (siehe Abschnitt
3.2.1). Aufgrund des hohen Wasseranteil in der Carbopol®-Quellschicht der Nanopartikel mit
der Bezeichnung CP-PLGA, wurde ein doppeltes Volumen fur die Berechnung der

inkorporierten Substanzmenge verwendet.

Formel 14: Berechnung der Verkapselungseffizienz

Inkorporierte Substanzmenge
VE [%] = — x 100
Eingesetzte Substanzmenge
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Formel 15: Berechnung der Beladungskapazitat

BK [%] = Inkorporierte Substanzmenge % 100
T T Gewicht der Nanopartikel

3.2.5 Untersuchung der biologischen Wirksamkeit

In einem ersten Schritt wurden die neu synthetisierten Photosensibilisatoren und partikularen
Formulierungen in einem Wirkstoff-Screening untersucht. Dabei sollte die biologische
Wirksamkeit mit Hilfe von 2D-Monolayer und 3D-Tumorsphéroid Screening-Modellen aus den
Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 getestet werden. Die Protokolle fur das

Wirkstoff-Screening wurden in der vorliegenden Arbeit entwickelt und etabliert.

3.2.5.1 Screening potenzieller Wirkstoffe und Wirkstoffformulierungen

Das Screening potenzieller Wirkstoffe und Wirkstoffformulierungen beginnt mit der Kultivierung
der 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéroide (Abbildung 22). Fur die 2D-
Monolayer-Zellkulturen wurden jeweils 80 000 Zellen / cm? der Zelllinie HuTu-80, 100 000
Zellen / cm? der Zelllinie HT29 und Zelllinie HT29-MTX-E12 in einer 96-Well-Platte ausgesat.
Die Kultivierungszeit vor der Wirkstoffinkubation wurde an die Verdopplungszeit der jeweiligen
Zelllinie angepasst. Diese betrug fur die Zelllinie HuTu-80 26 h [190], fur die Zelllinien HT-29
und HT29-MTX-E12 48 h [191]. Die 3D-Tumorspharoide wurden nach Absatz 3.2.3 hergestellt.
Die freien Photosensibilisatoren und die partikularen Formulierungen wurden in
entsprechender Konzentration im zelllinienspezifischen Medium verdinnt. Das Medium der
2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorspharoide wurde abgesaugt und durch jeweils
100 pL der Wirkstoffverdiinnungen ersetzt. Nach der gewahlten Inkubationszeit wurden die
Wirkstoffverdiinnungen abgenommen und die 2D-Monolayer-Zellkulturen sowie die 3D-
Tumorsphéroide jeweils dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde erneut das Zelllinien-
spezifische Medium zugegeben. Die Zellen zur Quantifizierung der aufgenommenen
Wirkstoffmenge wurden nach Abschnitt 3.2.5.4 weiter behandelt. Zur Untersuchung der
Phototoxizitat wurden die Zellen mit einer Dosis von 50 J / cm? mit der Bestrahlungseinheit
PDT 1200 der Firma Waldmann GmbH & Co. KG bestrahlt. Die Lichtleistung wurde mit einem
mobilen Laserstrahl und Spektralmessgerat gemessen und eine Bestrahlungszeit von 8 min
berechnet (Formel 16). Wahrend der Bestrahlung wurden die Well-Platten fir die
Dunkelkontrolle ebenfalls aus dem Brutschrank entnommen und mit Alufolie abgedeckt, um
sie vor Lichteinstrahlung zu schitzen. AnschlieRend wurden die Well-Platten fur weitere 24 h

im Brutschrank kultiviert.

Formel 16: Berechnung der Bestrahlungszeit

Bestrahlungsdosis []]
Lichtleistung [W]

Bestrahlungszeit [t] =
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Das Screening wurde pro Zelllinie und Zellkultursystem viermal in unabhéngigen Tests mit
jeweils vier Chargen der freien Photosensibilisatoren und nanopartikularen Formulierungen
mit einer Wirkstoffkonzentration von 5 pumol/L durchgefihrt. Zudem wurden auch
unbeladenen nanopartikularen Arzneistofftragersysteme (Leerpartikel) untersucht. Als
Positivkontrolle wurde bei jedem Test eine unbehandelte Zellkontrolle und eine
Lésungsmittelkontrolle zur Uberpriifung eines potenziellen Einflusses auf das Zellkultursystem
durch die verwendeten Losungsmittel mitgefihrt.

Kultivierung der
ZeIIsysteme
2D- Monolayer
[ Zellkulturen ] [ 3D- Tumorspharmde]

Wirkstoffzugabe
Inkubation
Dunkelkontrolle Bestrahlung Quantifizierung
I | ¢
\ 4
[ HPLC-Analyse ]
24 h Kultivierung

A 4

[ Viabilitatstest ]

Abbildung 22: Schematische Darstellung des Wirkstoff-Screenings

Gezeigt sind die Schritte von der Kultivierung der Zellsysteme bis zur Untersuchung der Dunkelkontrolle,
Bestrahlung und Quantifizierung.

3.2.5.2 Automatisiertes Screening der freien Photosensibilisatoren

Die Vielzahl verschiedener, potenziell neuer Photosensibilisatoren und partikularen
Formulierungen erfordern eine hohe Anzahl an Versuchsdurchfiihrungen. Daher wurden die
Untersuchungen an 2D-Monolayer-Zellkulturen der neu synthetisierten Photosensibilisatoren
BLC 1157, BLC 2175, BLC 5152, BLC 6151, BLC 6166 und BLC 6167 teilautomatisiert mit
dem System Tecan Freedom EVO 200 durchgefuhrt (Abbildung 23). Das System ist mit



Material und Methoden | 56

verschiedenen Modulen ausgestattet, die auf einem Arbeitstisch unter einer Sterilhaube
integriert wurden. FUr die teilautomatisierte Versuchsdurchfiihrung wurde ein Skript
geschrieben, um die einzelnen Schritte der manuellen Durchfihrung automatisiert steuern zu
kénnen. Hierbei wurden zunachst die 96-Well-Platten in das Karussell eingelegt und mit der
Transferstation auf den Arbeitstisch transferiert. In einem Flissigkeitsreservoir wurde eine
Zellsuspension vorgelegt, die mittels Flussigkeits-Handling-Modul in die 96-Well-Platten
ausgesat wurde. Danach wurden die Mikrotiterplatten mittels Robot-Manipulator-Arm auf eine
zweite Transferstation Ubertragen und in den Zellinkubator transportiert. Nach der
Zellkultivierung wurde das Medium automatisiert abgesaugt und die Wirkstoffverdiinnungen
erneut mittels Flussigkeits-Handling-Modul in die 96-Well-Platten pipettiert. Die Wirkstoff-
Inkubation erfolgte im Brutschrank des Systems. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und mit frischem Medium ersetzt. Die Bestrahlung und weiteren Analyse-
Schritte wurden manuell auRerhalb des Tecan Systems, nach den Abschnitten 3.2.5.3 und
3.2.5.4 durchgefhrt.

Teilautomatisiert getestet wurde eine steigende mTHPC-Konzentrationsreihe, mit den
Verdinnungsstufen 100; 75; 50; 25; 10; 5; 2,5; 1; 0,5 und 0,25 pmol / L. Die neu synthetisierten
Photosensibilisatoren BLC 1157, BLC 2175, BLC 5152, BLC 6151, BLC 6166 und BLC 6167
wurden mit einer Konzentration von 5 umol / L analog teilautomatisiert untersucht.
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Abbildung 23: Tecan Evo 200 System
Der Aufbau der Liquid-Handling-Plattform Tecan Evo 200, die zur teilautomatisierten Durchfiihrung des
Screening-Verfahrens genutzt wurde.
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3.2.5.3 Bestimmung der Zellviabilitat

Als Kriterium zur Beurteilung der Dunkeltoxizitdt und induzierten Phototoxizitéat wurde die
Zellviabilitat mittels alamarBlue™ Test untersucht. Die aktive Komponente des alamarBlue™
Reagenz ist Resazurin, eine nicht toxische, zellpermeable, blaue, nicht fluoreszierende
Substanz. Das Prinzip des Tests beruht auf der Fahigkeit von lebenden Zellen den Redox-
Farbstoff Resazurin, in ein fluoreszierendes Endprodukt Resorufin reduzieren. Dadurch kann
die Zellviabilitat anhand der mitochondrialen enzymatischen Aktivitat der Zellen bestimmt
werden. Die Reduktion des Resazurin zum fluoreszierenden Resorufin kann mittels
Fluoreszenz-Messung detektiert werden. Der Test wurde analog zu den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Hierfr wurde 24 h nach der Bestrahlung bzw. Dunkel-Inkubation das
Medium abgesaugt und frisches zelllinienspezifisches Medium, versetzt mit 10 %
alamarBlue™ Reagenz, hinzupipettiert. Die Inkubationszeit der 2D-Monolayer-Zellkulturen
betrug 1 h und der 3D-Tumorsphéaroide 3 h. AnschlieRend wurde die Fluoreszenzmessung mit
einem Photometer bei einer Extinktions-Wellenlange von 560 nm und einer Emissions-
Wellenlange von 610 nm gemessen. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals verhalt sich
proportional zur Anzahl der vitalen Zellen. Die unbehandelte Zellkontrolle wurde auf 100 %

Vitalitat gesetzt.

3.2.5.4 Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge

Zur Untersuchung der zellularen Aufnahme der freien Photosensibilisatoren und der
partikularen Formulierungen wurde eine Analyse der aufgenommenen Wirkstoffkonzentration
durchgefiihrt. Hierzu wurden die 2D-Monolayer-Zellkulturen, nach der Inkubation und dem
Waschschritt mit PBS, aus den Well-Platten mittels Trypsin/EDTA gel6st. Die geldsten Zellen
wurden in ReaktionsgefaRe tberfiihrt und fiir 5 min bei 115 g abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet mit DMSO resuspendiert. Die frei im Medium vorliegenden
Tumorsphéaroide wurden aus den Well-Platten gesammelt und ebenfalls in Reaktionsgefalie
Uberfuhrt. Das Uberstehende Medium wurde abgesaugt und die Tumorsphéaroide wurden fir
1 h mit Trypsin/EDTA lysiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension zentrifugiert und das
Pellet ebenfalls in DMSO resuspendiert. Um eine komplette Freisetzung des
Photosensibilisators aus den Zellen zu gewahrleisten, wurden sowohl die Proben aus den 2D-
Monolayer-Zellkulturen als auch die Proben der 3D-Tumorsphéaroide mittels Ultraschall bei
einem Puls-Modus von 30 s und einer Arbeitsfrequenz von 20 kHz behandelt. Durch diese
Behandlung soll eine komplette Lyse der Zellen garantiert und somit eine annahrend komplette
Aufreinigung des Photosensibilisators durchgefiihrt werden kdnnen. Die Zellbestandteile
wurden durch erneute Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand mittels HPLC-Analyse

nach Abschnitt 3.2.1 vermessen.
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3.2.6 Spezifische biologische Testsysteme

In einem zweiten Schritt wurden vielversprechende freie und nanopartikulére
Photosensibilisatoren auf ihre mukoadhasiven und mukopermeablen Eigenschaften
untersucht. Hierfur wurden Modelle zur Prufung der Mukuspermeation, zur Studie von Mukus-

adhéarierenden Eigenschaften und ein vaskularisiertes Darmtumor-Modell entwickelt.

3.2.6.1 Mukus-Chip

Zur Untersuchung der mukuspermeierenden Eigenschaften von freien und partikularen
Photosensibilisatoren wurde ein mikrofluidischer Mukus-Chip entwickelt. Vorrausetzung fur die
Entwicklung war ein Model aufzubauen, welches aus einem Proben-Kompartiment und einem
Akzeptor-Kompartiment besteht, die durch eine Mukusschicht voneinander separiert sind.
Zusatzlich sollte eine Fluidik integriert werden, die die Begebenheiten im Darm simuliert.
Umgesetzt wurde die Entwicklung mit einem mikrofluidischen Chip-System in Kombination mit

nativem porcinen Mukus und einer peristaltischen Pumpe (zuvor beschrieben [192]).

Mukus-Praparation und Rheologie

Das primare Dinndarmgewebe vom Schwein, der Gattung Sus scrofa domestica, wurde von
einem lokalen Schlachthof (Farber GmbH) bereitgestellt. Die Tiere wurden gemaR der
Richtlinie 93/119/EG des Rates vom 22. Dezember 1993 zum Schutz von Tieren geschlachtet
und verarbeitet. Der frische porcine Dinndarm wurde in Sticke von ca. 10 cm Lange
geschnitten und mit einer Spullésung zur Entfernung des verbliebenen Chymus gespdlt [193].
Der Darm wurde anschlieBend entlang der mesenterialen Linie gedffnet und mit der
mucosalen Seite nach oben in eine Praparier-Schale gelegt. Danach wurde der Mukus mit
einem Mukus-Spatel isoliert und in ein 50 mL Réhrchen tberfihrt. Der isolierte Mukus wurde
bei 4 °C gelagert und innerhalb von 48 h nach der Préaparation verwendet. Der hierfr
verwendete Mukus-Spatel wurde aus einer Aluminiumoxid-Keramik-Platte auf eine Breite von
25 mm und eine Lange von 100 mm zugeschnitten. Der vordere Teil des Mukus-Spatels wurde
mit einer Kaptonfolie umklebt, um die Kanten des Spatels abzurunden. Dies ermdglichte eine
vereinfachte Isolation des Mukus aus dem porcinen Dinndarm. Zudem wurde der Mukus-
Spatel genutzt, um den Mukus in den Mukus-Chip einzubringen.

Zur Bestimmung der rheologischen Eigenschaften des primédren Mukus wurde ein
luftgelagertes Rheometer mit einem Platte-Platte-Aufbau verwendet. Der Plattendurchmesser
betrug 25 mm. Die Experimente wurden bei 37 °C durchgefihrt und mit der Software
RehoPlus™ gesteuert und ausgewertet. Fur die Untersuchung wurden 1,5 mL der jeweiligen
Probe in Einwegspritzen tberfuhrt. Pro Messung wurde ein Volumen von etwa 400 pL des
Mukus auf den Probenteller aufgebracht und die Sonde auf eine Trimmposition von 0,325 mm
herabgefahren. Die Uberschiissige Probe wurde mit einem Tuch entfernt. Bei der Messung

erfolgte alle 2 s eine Aufnahme von 60 Messpunkten bei einer Messposition von 0,3 mm und
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einer Scherrate von 1 s. Die ersten zehn Messpunkte wurden verworfen, um anfangliche
Verfalschungen durch Schubspannung auszuschlieRen. Jede Probe wurde dreimal gemessen

und der arithmetische Durchschnitt berechnet.

Aufbau des Chip-Moduls

Das Chip-Modul im Objekttragerformat (75 x 25 mm?2) setzt sich aus mehreren Komponenten
zusammen (Abbildung 24). Als Kartuschenboden wurde eine Polystyrol-Folie verwendet. Auf
diese Folie wurde ein 140 um dickes doppelseitiges Klebeband geklebt. Dieses Band wurde
vor der Montage durch Schneiden strukturiert, um den Mikrofluidikkanal mit einer Lange von
68 mm und einer Breite von 4 mm zu definieren. Der Ein- und Auslaufbereich des Mikrokanals
hat eine trichterféormige Geometrie, um eine homogene Strdmungsverteilung vom
kreisformigen Einlauf zum Bereich unterhalb der Mikromembran zu ermoglichen.
AnschlieRend wurde ein lasergeschnittenes Edelstahlblech (500 um) auf das Klebeband
gelegt. Dieses Stahlblech enthielt zwei Ldcher, um den fluidischen Kontakt zum
darunterliegenden Mikrokanal herzustellen und eine rechteckige Offnung als Rahmen fur den
Mikromembran-Chip. Schlie3lich wurde ein Spritzteil aus Polystyrol mit zwei Luer-Adaptern
auf der Oberseite der Baugruppe, wiederum mit Hilfe eines vorgeschnittenen, doppelseitigen
Klebebands auf dem Edelstahlblech befestigt. Dieses Band enthielt zwei Offnungen fir die
Fluidikanschliisse und eine groRe rechteckige Offnung in der Mitte, um den Zugang von oben
zum Mikromembranchip zu ermdglichen. Die fertige Kartusche wird Uber die zwei Luer-

Adapter mit den peripheren Fluidikkomponenten verbunden.

Spritzgussform mit
Luer-Verbindungen

Doppelseitiges
Klebeband mit Ein-
und Auslass

Metallrahmen

Silizium-Chip

% Doppelseitiges
Klebeband mit

fluidischem Kanal

Polystyrol-Folie

Abbildung 24: Konstruktion des mikrofluidischen Chip-Moduls
(A) Das fertig montierte mikrofluidische Chip-Modul. (B) Detaillierte Aufbau der einzelnen Komponenten
des Chip-Moduls. (Abbildung modifiziert nach [192])
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Zur Herstellung des Mikromembranchips wurde zuné&chst ein 500 um dicker, doppelseitig
polierter Siliziumwafer (Durchmesser 100 mm) auf beiden Seiten mit Siliziumnitrid beschichtet.
Die Schichtdicke betrug jeweils 1,5 um und die dinnen Schichten wurden mittels chemischer
Gasphasenabscheidung (englisch plasma-enhanced chemical vapour deposition, PECVD)
hergestellt. Um eine gleichmafige Oberflache zu erhalten, wurden die Parameter fur die
PECVD auf eine Zugspannung von ca. 80 MPa justiert. Nach der Abscheidung wurden die
Nitridschichten auf beiden Seiten des Substrats durch Photolithografie und anschlieRendes
reaktives lonenatzen (englisch reactive-ion etching, RIE) strukturiert. Die UV-Exposition
erfolgte mit dem UV-Kontakt-Belichtungsgerat EVG AL620, unter Verwendung einer Standard-
Chrom-Maske und dem positiven Photoresist SP25-10, der mit einer Belichtungsdosis von
105 mJ / cm? belichtet wurde. Zundchst wurde eine Seite strukturiert, um die rechteckige
Membranstruktur zu definieren. Danach wurden mittels RIE (Atzgase: CF4 und Oy) rechteckige
Offnungen in die Nitridschicht geatzt. Die zweite Seite des Substrats wurde dann mittels
Lithografie und RIE strukturiert, um Mikrolécher mit einem Lochdurchmesser von 3 um fur die
spatere porése Membranschicht herzustellen. Nasschemisches anisotropes Atzen in
wassrigem KOH (25 %) entfernte das Silizium und legte die Nitridmembranen mit den
Mikrol6chern frei. Die Mikromembran-Chips wurden schlief3lich mit einer Waferséage vereinzelt.
Der produzierte Mikromembranchip hat eine Gréf3e von 28 x 12 mm? und enth&lt sechs
rechteckige Membrane mit einer Flache von je 5 x 2,5 mm2. Jeder Mikromembranchip hat eine
Gesamtflache von 75 mm? und enthalt 7750 Mikrolocher.

Zum Einbringen der Mukusschicht wird eine Filtermembran mit einer Porengréf3e von 0,4 um
in die rechteckige Offnung des Chip-Moduls eingesetzt, gefolgt von einem Metallgitter, mit
einer Hohe von 0,2 mm, in das der Mukus eingebracht wird (Abbildung 25). Der Mukus wird
mit einer Verdrangungspipette auf das Metallgitter aufgebracht und mit dem Mukus-Spatel auf
die gesamte Flache verteilt. Nach dem Fillen des Gitters mit Mukus wird eine zweite

Filtermembran darlbergelegt.
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Abbildung 25: Einbringung der Mukusschicht in das mikrofluidische Chip-Modul

A) Der Mukus wird in die Offnungen des Metallgitters eingebracht, unter dem sich eine Filtermembran
befindet. AnschlieRend wird eine zweite Filtermembran aufgelegt. B) Zeigt das vorbereitete Chip-Modul
und den Mukus-Spatel. C) Der Mukus wurde mit einer Verdrangungspipette auf das Metallgitter
aufgebracht. D) Mit dem Mukus-Spatel wurde der Mukus im Gitter verteilt. E) Zeigt das mit Mukus
befillte Chip-Modul.

Fir das mikrofluidische Chip-Modul wurde eine Halterung konstruiert, die aus einer
Grundplatte mit einem Deckel, einer Silikondichtung, einer Halterung fir die Silikondichtung
und einer Abdeckung besteht (Abbildung 26). Fir den Zusammenbau wird zunéachst das Chip-
Modul auf der Grundplatte positioniert. Die Silikondichtung wird auf die Filtermembranen und
das Metallgitter mit dem Mukus gelegt, um diesen Teil des Systems gegen Flussigkeitsaustritt
abzudichten. Die Silikondichtung wird von einer weiteren Metallkomponente gehalten, die fur
eine homogene Druckverteilung auf der Dichtung sorgt. Abschlieend wird die Abdeckung auf
die gesamte Konstruktion aufgesetzt und mit der Grundplatte verschraubt. Die Abdeckung hat
einen mit Wasser zu fullendem Behélter und kann durch eine diinne Glasscheibe verschlossen

werden, um eine feuchte Atmosphére Uber der Mukusschicht zu erzeugen.
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Abbildung 26: Aufbau der Chip-Modul-Halterung
Schematische Darstellung der Halterung fur das mikrofluidische Chip-Modul. Diese zeigt die einzelnen
Komponenten des kompletten Aufbaus.

Durchfliihrung der Permeations-Studien

Der neu entwickelte und produzierte Mukus-Chip wurde genutzt, um die Permeation der
partikularen Formulierungen durch die Mukus-Barriere unter fluidischen Bedingungen zu
untersuchen. Zur Simulation der In-vivo-Bedingungen besteht das Mukus-Chip-System aus
einem apikalen und basolateralen Kompartiment. Der primére porcine Mukus wurde mit einem
Mukus-Spatel in ein Metallgitter mit einer H6he von 200 um eingebracht und zwischen zwei
Filtermembranen mit einer PorengréRe von 0,4 um platziert. Die Filtermembranen verhindern
eine Destruktion der Mukus-Barriere beim Aufbringen der Probe auf die apikale Seite und
durch den Fluss auf der basolateralen Seite. Das Chip-Modul wurde in die Halterung integriert
und die Luer-Adapter wurden mit Lock-Adaptern mit den Schlauchen verbunden. Das gesamte
System wurde dann in einen Warmeschrank mit 37 °C gestellt. Es wurden je Mukus-Chip
10 mL Akzeptorflissigkeit (Krebs-Ringer-Losung; pH 7,3) in ein Becherglas pipettiert und die
Schlduche des Mukus-Chips damit verbunden. In die Becherglaser wurden Ruhrfische
gegeben und mittels eines Magnetrihrers wurde die Akzeptorflissigkeit mit 100 rpm
durchmischt. Zuséatzlich wurden die Becherglaser mit Alufolie abgedeckt. Die
Akzeptorflissigkeit wurde von einer Peristaltikpumpe mit einer Geschwindigkeit von 0,167
mL / min durch den unteren Kanal gepumpt. Das System wurde vor der Aufbringung der
Proben fir 20 min erwarmt und aquilibriert. Anschlieend wurden 200 pL Probenvolumen auf

der apikalen Seite aufgebracht. Die Probenentnahme erfolgte alle 30 min Uber einen
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Testzeitraum von insgesamt 3 h. Die aus dem Akzeptormedium entnommene Probenmenge
von 200 pL wurde durch frische Krebs-Ringer-Losung ersetzt. Dieser Verdinnungsfaktor
wurde bei der Berechnung der permeierten Substanzmenge bericksichtigt. Als
Positivkontrolle wurde Koffein und als Negativkontrolle FITC-Dextran mit einer Grof3e von
70 kDa, jeweils mit einer Konzentration von 100 umol / L, verwendet. Die Konzentration von
100 pmol / L bezieht sich auf das Gesamtvolumen des Mukus-Chip-Systems von 10 mL. FUr
die freien Photosensibilisatoren und die partikularen Formulierungen wurde eine
Testkonzentration von 5 umol /L gewahlt. Die Analyse der permeierten Substanzmenge
erfolgte mittels HPLC nach der in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Methode. Die Konzentration
des permeierten FITC-Detran wurde mit einem Photometer mit einer Extinktions-Wellenlange
von 495 nm und einer Emissions-Wellenlange von 525 nm bestimmt. Die analysierten

Messwerte wurden prozentual zur eingesetzten Ausgangskonzentration dargestellt.

3.2.6.2 Fluidisches Darmtumor-Modell

Das fluidische Darmtumor-Modell wurde entwickelt, um die mukoadhasiven Fahigkeiten von
freien und partikularen Photosensibilisatoren in einem dynamischen Modell zu untersuchen.
Es sollte ein Modell entwickelt werden, dass einen Darmtumor im Gastrointestinaltrakt unter
dynamischen Bedingungen simulieren kann. Als Zell-Modell wurde ein 3D-Tumorsphéroid aus
HT29-MTX-E12 Zellen ausgewéhlt. Dieser wurde in ein fluidisches Chip-Modul eingebracht,

welches das Darmlumen simulieren soll.

Herstellung des mikrofluidischen Chip-Moduls

Das mikrofluidische Chip-Modul wurde in der GroRRe eines mikroskopischen Objekttragers
gefertigt. Es ist aufgebaut aus drei separaten Fluidik-Kanélen mit einer Lange von jeweils
40 mm, einer H6he 1 mm und einer Breite von 2 mm. An den Enden des Fluidik-Kanals
befinden sich runde Offnungen mit einem Durchmesser von 3 mm fur den Ein- und Auslass
der Flussigkeiten und das Einbringen der Tumorspharoide. Innerhalb des Fluidik-Kanals
wurden Mikrosaulen mit einer Hohe von 1 mm und einer Breite von 0,6 mm definiert, um eine
mechanische Barriere flr die Tumorsphéroide zu bilden. Der Fluidik-Kanal mit den
Mikrosaulen und den Fluidik-Anschlissen fir den Ein- und Auslass wurden in einem
Replikationsverfahren mit dem Silikonelastomer Sylgard 184 hergestellt. Die Herstellung der
Form fur den Replikationsprozess erfolgte durch CNC-Frasen von Messing (Abbildung 27, A
und B). Flissiges Polydimethylsiloxan (PDMS) wurde in die Form gespritzt und nach dem

Ausharten wurde das fertige Modul aus der Form gelést (Abbildung 27, C).
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der Messing-GieR3form und dem PDMS-Modul
Schematische Zeichnung der mittels CNC-Frasen hergestellten Messing-Giel3form. (A) zeigt das
Unterteil und (B) das Oberteil der Gie3form. (C) Stellt zeichnerisch das herausgeldste PDMS-Modul
dar.

Der Zusammenbau des PDMS-Moduls mit einem Glasobjekttrédger erfolgte durch
plasmagestitztes Verbinden der beiden Komponenten mittels Sauerstoff-Plasmaaktivierung
bei 100 W, einem Druck von 1 mbar und einer Plasmabehandlungszeit von 50 s. Hierzu
wurden der Glasobjekttrager und das hergestellte PDMS-Modul mit Isopropanol gereinigt und
getrocknet. Danach wurden sie in die Plasmakammer eingelegt, die Kammer wurde
geschlossen und die Sauerstoff-Plasmaaktivierung gestartet. Wahrend der Behandlung
werden auf der Glas- und PDMS-Oberflache funktionelle Gruppen erzeugt (Abbildung 28). Der
Prozess wird in der Literatur wie folgt beschrieben:

PDMS als Material besteht vor allem aus sich wiederholenden — O — Si>(CHs), — Einheiten, die
bei einer Exposition mit Sauerstoffplasma unter Abscheidung von Methylgruppen
Silanolgruppen bilden. Diese Oberflachen-Oxidation erhdht die Konzentration von
Hydroxygruppen (- OH), die zu starken, intermolekularen Verbindungen zwischen der Glas-
und PDMS-Oberflache fiihren. Des Weiteren sind die Silanolgruppen polar, was zu einer stark
hydrophilen PDMS-Oberflache nach der Plasma-Exposition fiihrt. Diese Silanolgruppen
kondensieren, wenn sie mit einer weiteren plasmaaktivierten Schicht aufeinandertreffen. Im
Falle von PDMS und Glas ergeben diese Reaktionen kovalente Si — O — Si Bindungen, die fur
die irreversible Verbindung zwischen PDMS und Glas verantwortlich sind [194].

Der Glasobjekttrager und das PDMS-Modul wurden vorsichtig aus dem Plasmaofen
entnommen und innerhalb von maximal 1 min aufeinander platziert. Es wurde leichter Druck
auf die Mitte des PDMS-Moduls ausgelbt, um sicherzustellen, dass eine feste Verbindung zur

Oberflache des Glasobjekttragers entsteht.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der plasmagestitzten Verbindung des PDMS-Moduls
und des Objekttragers und Bild des fertigen PDMS-Chips

(A) Die Oberflachen des PDMS-Moduls und des Glasobjekttragers bilden nach der Exposition mit
Sauerstoffplasma auf der Oberflache funktionelle Gruppen aus. Durch die Verbindung der beiden
Oberflachen entstehen kovalente Bindungen unter Freisetzung von Wasser. (B) Der fertiggestellte
PDMS-Chip angeschlossen an das Schlauchsystem und mit Medium befllt.

Durchfihrung der Adhasions-Untersuchungen

Mit dem mikrofluidischen Darmtumor-Modell wurde untersucht, ob freie Photosensibilisatoren
und deren partikulare Formulierungen in einem dynamischen Modell an einer Mukusschicht
adhéarieren. Die Versuche wurden in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95 % durchgefuhrt. Es wurde ein Volumen von 6 mL zellspezifisches
Medium in das System eingebracht und mit einer Peristaltik-Pumpe ein Fluss mit einer
Geschwindigkeit von 100 pL / min erzeugt. Diese Flussrate fuhrt im fuldischen Kanal zu einem
Scherstress von 0,05 dyn / cm2, was vergleichbar mit dem erzeugten Scherstress in anderen
In-vitro-Darmmodellen ist [195,196]. Zum Erwarmen und Aquilibrieren des Systems wurde der
Fluss 30 min vor Beginn der Untersuchungen gestartet. Danach wurden finf HT29-MTX-E12
Tumorsphéroide, die nach Abschnitt 3.2.3 hergestellt wurden, in den Fluidik-Kanal des Chips
eingebracht. Getestet wurden die freien Photosensibilisatoren mTHPC, BLC 2175 und
BLC 5152 sowie die Vvielversprechenden partikularen Formulierungen aus den
Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit. Diese wurden mit einer Konzentration von
5 pumol / L in das Medium-Reservoir pipettiert. Zusatzlich wurden bei jedem Versuchsdurchlauf
unbehandelte Tumorsphéaroide und eine Ldsungsmittelkontrolle analog mitgefiihrt. Die
Tumorsphéaroide wurden nach einem Versuchszeitraum von 3 h aus dem Chip entnommen,
mit PBS gewaschen und entsprechend der weiteren Analyse préapariert.

Analog wurden Versuche im statischen Modell durchgefiihrt, um Vergleichswerte zu

generieren. Hierzu wurden jeweils finf HT29-MTX-E12 Tumorsphéroide in 24-Well-Platten
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Uberfuhrt. Zur Vermeidung von Anhaftung der Zellen an die Oberflache der 24-Well-Platten
wurden Suspensions-Zellkulturplatten ausgewahlt. Die Behandlung der Tumorsphéaroide mit
den freien und partikularen Photosensibilisatoren erfolgte in einer Konzentration von 5 umol / L
fur 3 h. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Tumorsphéroide und eine Losungsmittelkontrolle
mitgefuihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Tumorsphéaroide mit PBS gewaschen und

analysiert.

Analyse der Adhasions-Untersuchungen

Zunachst wurde der Einfluss der dynamischen Bedingungen auf die Zellviabilitéat im Vergleich
zu den statischen Bedingungen untersucht. Hierzu wurden nach dem Waschschritt mit PBS
jeweils funf gleich behandelte Tumorspharoide aus dem Chip in 24-Well-Platten tberfuhrt. Zur
Messung der Viabilitait wurde ein alamarBlue™ Viabilitats-Test nach Abschnitt 3.2.5.3
durchgefuhrt. Die Tumorsphéroide, bei denen die Behandlung unter statischen Bedingungen
erfolgte, wurden analog getestet. Die Zellkontrolle, die unter statischen Bedingungen generiert
wurde, wurde auf 100 % Viabilitdt gesetzt und die Abweichungen zur statischen Zellkontrolle
in Prozent angegeben.

Des Weiteren wurde eine optische Kontrolle mittels Fluoreszenz-Mikroskopie gemacht. Der
Photosensibilisator mTHPC hat fluoreszierende Eigenschaften, was eine optische Lokalisation
ermoglicht. Dafur wurden jeweils finf Tumorsphéroide in 96-Well-Platten gesammelt und
mikroskopische Aufnahmen gemacht. Entsprechend der vorhandenen Filter des Mikroskops
wurden als Extinktions-Wellenlange 555 nm und als Emissions-Wellenlange 602 nm
verwendet.

Die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge erfolgte mittels HPLC-Analyse nach
Abschnitt 3.2.1. Die detektierten Substanzmengen der unter dynamischen Bedingungen
hergestellten Proben wurden mit den Substanzmengen der unter statischen Bedingungen
hergestellten Proben verglichen und somit wurde die Fahigkeit der freien und partikularen

Photosensibilisatoren in einem dynamischen Modell zu adhérieren beurteilt.

3.2.6.3 Vaskularisiertes Darmtumor-Modell

Zur Nachbildung eines vaskularisierten In-vivo-Tumors wurde durch Nutzung des HET-CAM-
Test ein vaskularisiertes Darmtumor-Modell entwickelt. Mit diesem sollten Untersuchungen der
Akkumulation des freien und nanopartikul&ren Photosensibilisators sowie deren anti-tumorale

Wirkung in einem vaskularisierten Tumorspharoid ermdglicht werden.

Durchfihrung des HET-CAM-Tests

Fir den HET-CAM-Test wurden befruchtete Hihnereier verwendet. Diese wurden nach der
Lieferung fir drei Tage bei 16 °C gelagert, um sich von den Erschiitterungen durch den
Transport zu erholen (Abbildung 29). Als Grundlage zur Etablierung der Methode wurde das

Protokoll nach Zabielska-Koczywas et al. [197] verwendet und modifiziert. Anschliel3end
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wurde die Bebritung der Eier durch die Umlagerung in einen Inkubator begonnen. Die Eier
wurden mit dem stumpfen Ende nach Oben fir drei Tage bei 37,5 °C, 65 % Luftfeuchtigkeit
und einer Neigung von 120 Grad bebrutet. Zusétzlich wurden sie 3-mal taglich zur Simulation
der naturlichen Brutbedingungen gewendet. Am dritten Tag der Inkubation wurde ein Loch in
das stumpfe Ende jedes Eis gebohrt und mit Klebeband verschlossen. AnschlieRend wurden
die Eier fur zwei Tage (37,5 °C, 65 % Luftfeuchtigkeit, Neigung 11 Grad alle 2 Stunden) mit
den stumpfen Enden nach unten weiter inkubiert. Am 5. Tag der Inkubation wurde ein zweites
Loch in das spitze Ende jedes Eis gebohrt, um die Luftblase vom stumpfen Ende zum spitzen
Ende zu verschieben. Ein kreisférmiges Fenster mit einem Durchmesser von ca. 1 cm wurde
mit einem Dremel vorsichtig in das spitze Ende der Eier gebohrt, ohne dabei die
Schalenmembran zu beschéadigen. Die Eierschale und die Schalenmembran wurden mit einer
Pinzette aus dem Fenster entfernt. Die geoffneten Eier wurden mit Frischhaltefolie
verschlossen und 24 Stunden lang in einen Inkubator (37,5 °C, 65% Luftfeuchtigkeit) ohne
Kippen inkubiert, bevor am 6. Tag der Inkubation die zuvor nach Abschnitt 3.2.3 produzierten
HuTu-80 und HT29-MTX-E12 Tumorsphéaroide auf die CAM aufgebracht wurden. In diesem
Schritt wurden jeweils funf Tumorsphéroide pro CAM mit moglichst wenig Flissigkeit mit einer
Pipette auf der CAM appliziert. Die Vitalitat und die Entwicklung der Kiikken-Embryonen sowie
die Angiogenese der Tumorsphéroide wurde mikroskopisch Uberwacht. Die Eier, die eine
erfolgreiche Angiogenese und ein Wachstum der applizierten Tumorsphéroide aufwiesen,
wurden an Tag 12 mit den freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren
behandelt. Diese wurden zuvor mit einer Konzentration von 5 pumol / L im Zell-spezifischen
Medium verdinnt. Ein Volumen von 100 pyL der Probenlésungen wurden mit einer Pipette
langsam auf die Oberflache des Tumorsphéaroids getropft. Nach einer Inkubationszeit von 24 h
bzw. 48 h wurde in verschiedenen Versuchsansatzen der induzierte phototoxische Effekt, die
Dunkeltoxizitat und die im Tumorspharoid akkumulierte Substanzmenge untersucht.
Spatestens am 17. Entwicklungstag wurde der Versuch durch Dekapitation der Embryonen

beendet.

Entwicklung einer fokussierten Bestrahlungseinheit

Die Bestimmung des phototoxischen Effekts der freien und partikularen Formulierungen
erfordert die Bestrahlung mit Licht einer geeigneten Wellenlange. Zur fokussierten Bestrahlung
der vaskularisierten Tumorspharoide wurde daher eine spezielle Bestrahlungseinheit
aufgebaut. Zur Aktivierung des Photosensibilisators wird Licht mit einer Wellenlange von
652 nm benétigt. Hierfur wurde eine kontinuierlich strahlende Laserdiode mit einem
Spektralbereich von 635 nm bis 680 nm, einer Peak-Wellenlange von 635 nm und einer
Leistung von 30 mW verwendet. Zum Bindeln des Lichts wurde eine asphérische Linse
verwendet mit einem effektiven Fokus von 9 mm. Durch die Verwendung einer Irisblende

konnte zudem die zu bestrahlende Flache variiert werden. Es wurde zudem analog eine
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Bestrahlungseinheit aufgebaut, die es ermoglichte, das lichtresponsive Polymer der
nanopatikularen Formulierung LrP-PEG-mTHPC-PLGA zu aktivieren. Hierfir wurde eine
Picosekunden-Laserdiode mit einer Peak-Wellenlange von von 375 nm und einer Leistung von
4 mW verwendet. Auch hier wurde eine UV-Plano-Konvexlinse mit einem effektiven Fokus von
60 mm in Verbindung mit einer Irisblende eingesetzt. Mit Hilfe eines tragbaren Laserstrahl-
und Spektralmessgerats (LaserCheck™) wurde die abstrahlende Lichtleistung (mW)
gemessen und die bendtigte Zeit zur Erreichung der Bestrahlungsdosis von 50 J/cm?2
berechnet (siehe Formel 16; Abschnitt 3.2.5.1).

Lieferung der
bebriiteten Hiihnereier

4

Lagerung bei 16 °C fir

24-72 h
A 4
Tag 0-3 Tag 3 Tag 5 Tag 6
Start der Bebritung | —» Loch am stumpfen N Loch unq Fenst(?rung N Appllkatlop d_er
Ende an spitzer Seite Tumorsphéroide _‘
Tag 12 Tag 13/14 Tag 14 Tag 17

Entnahme der Dunkelkontrolle und
—» Tumorspharoide zur —» —» Versuchsende

Quantifizierung Bestrahlung

Optische Beurteilung

Inkubation des freien
und partikularen PS

Detektion von
Apoptose und Nekrose

Abbildung 29: Verlaufsdiagramm des HET-CAM-Tests

Der HET-CAM-Test zur Untersuchung von vaskularisierten Tumorspharoiden wurde in einem Zeitraum
von 17 Tagen durchgefiihrt. Die einzelnen Bearbeitungsschritte wurden im Verlaufsdiagramm den
jeweiligen Bebritungstagen zugeordnet.

Optische Beurteilung

Die optische Beurteilung wurde bei der Dunkelkontrolle und den bestrahlten Eiern mittels
mikroskopischer Aufnahmen durchgefuhrt. Hierzu wurden vor der Bestrahlung und an Tag 17
Bilder gemacht. Diese wurden miteinander verglichen und optische Veranderung
dokumentiert.
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Bestimmung der Zellzahl der vaskularisierten Tumorsphéaroide

Nach der Behandlung der vaskularisierten Tumorspharoide wurden diese an Tag 17 von der
CAM prépariert und in Reaktionsgefal3e tberfuhrt. Es wurde 1 mL Trypsin/EDTA zugegeben
und auf einen Schittler bei 37 °C gestellt, um die Zellen des Tumorsphéaroid zu vereinzein.
Das Vereinzeln der Zellen dauerte zwischen 5 — 30 min, abhangig von der nach der
Bestrahlung verbliebenen Tumorspharoid-GréRe. Danach wurden die Zellen bei 115 g fir
5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 1 mL PBS resuspendiert und die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte nach Abschnitt 3.2.2 mittels CASY® TT.

Quantifizierung der akkumulierten Substanzmenge

Zur Quantifizierung der im vaskularisierten Tumorspharoid akkumulierten Substanzmenge
wurden 24 und 48 h nach der Applikation des freien oder partikularen Photosensibilisators der
Tumorspharoid von der CAM prapariert und in ein Reaktionsgefafd Gberfuhrt. Es wurde 1 mL
DMSO in das Reaktionsgefald pipettiert und der Tumorspharoid mittels Ultraschall lysiert, um
den Photosensibilisator aus den Zellen aufzureinigen. Zur Abtrennung der Zellfragmente
wurden die spritzenlosen Filter Mini-UniPrep™ verwendet. Die Substanzmenge in den Proben

wurde mittels HPLC-Analyse nach Abschnitt 3.2.1 quantifiziert.

Detektion von apoptotischen und nekrotischen Ereignissen

Die Hauptreaktionen, die durch die PDT in Tumorzellen ausgeldst werden, sind Apoptose und
Nekrose. Diese zu detektieren gibt Aufschluss tber die zelludre Zusammensetzung von
vaskularisierten Tumorsphéaroiden nach der induzierten Phototoxizitat. Die Detektion erfolgte
mit dem eBioscience™ Annexin V Apoptosis Detection Kit in Kombination mit
durchflusszytometrischen Messungen. Bei dieser Messung wird Propidiumiodid in Verbindung
mit Annexin V, welches an den griin fluoreszierenden Farbstoff FITC konjugiert ist, verwendet,
um die Menge an vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen zu bestimmen. Die
Unterscheidung erfolgt durch die Integritdt der Zellmembranen, da apoptotische und
nekrotische Zellen veranderte Membraneigenschaften aufweisen. Propidiumiodid wirkt als
Nukleinsaureninterkalator, der die intakte Zellmembran von vitalen Zellen nicht permeieren
kann. Nekrotische Zellen weisen als Merkmal eine beschadigte oder zerstérte Zellmembran
auf, daher kann das Propidiumiodid in die Zellen eindringen und mit der DNA des Zellkerns
interkalieren. Dies flhrt zu einer roten Fluoreszenz-Markierung von nekrotischen Zellen. In
apoptotischen Zellen findet eine Translokation des Membran-Phospholipids Phosphatidylserin
vom Zellinneren zur ZellauRenseite statt. Annexin V ist ein Phospholipidbindendes Protein,
welches eine hohe Affinitat zu Phosphatidylserin aufweist und ist folglich ein sensitiver Marker
fur die Detektion von apoptotischen Zellen. Diese Zellen weifl3en eine griine Fluoreszenz-
Markierung aufgrund der Verwendung von FITC konjugiertem Annexin V auf. Vitale Zellen mit

einer intakten Membran zeigen in den Messungen keine oder nur eine geringe Fluoreszenz.
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Durchgefiihrt wurden die Messungen mit vaskularisierten HuTu-80 und HT29-MTX-E12
Tumorsphéroiden, die mit 5 umol/L mTHPC und 5 umol /L partikularen Formulierungen
behandelt wurden. Nach 48 h Inkubationszeit wurden die vaskularisierten Tumorspharoide mit
50 J / cm2 bestrahlt. Bei jeder Untersuchung wurde eine unbehandelte Zellkontrolle mitgefihrt.
72 h nach der Bestrahlung wurden die vaskularisierten Tumorspharoide von der CAM
prapariert und in ReaktionsgefalRe Uberfiihrt. Die Vereinzelung der Zellen wurde mittels 1 mL
Trypsin/EDTA innerhalb von 5 bis 30 min auf einem Schiuittler bei 37 °C durchgefiihrt. Es folgte
eine Zentrifugation flr 5 min bei 115 g und die Resuspension des Zellpellets in 1 mL PBS. Die
weiteren Schritte erfolgten nach den Anweisungen des Herstellers. Nach den Waschschritten
wurden die Zellen mittels CASY® TT (siehe Abschnitt 3.2.2) gezahlt und mit einer
Konzentration von 5 x 10° Zellen / mL im Bindungspuffer des Kits verdinnt. Es wurden 5 pL
der FITC-Konjugierten Annexin V-Losung pro 100 pL Zellsuspension hinzugegeben und fir
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen und erneut mit
200 pL Bindungs-Puffer resuspendiert. Danach folgte die Zugabe von 5 pL Propidiumiodid
Losung. Die Proben wurden in Probenrdhrchen dberfihrt und innerhalb von 4 h mittels
Durchflusszytometrie vermessen. Bei der Durchflusszytometrie wird die durch eine
Laserquelle induzierte Emission von fluoreszenzmarkierten Zellen gemessen. Hierzu wird die
Zellsuspension aus den Probenréhrchen durch eine Kapillare geleitet und einzeln am
Laserstrahl vorbeigeleitet. Die Messungen wurden mit dem Gerat FACSCalibur™
durchgefihrt. Pro Probe wurden 10 000 Zellen gezahlt und mit der CellQuest™ Pro Software
analysiert und ausgewertet. Apoptotische Zellen wurden durch griine Fluoreszenz identifiziert,
nekrotische Zellen durch rote Fluoreszenz und vitale Zellen wurden als nicht fluoreszierende

Zellen gewertet.

3.2.7 Statistische Auswertung der Untersuchungen

Es wurden Signifikanztests durchgefiihrt, um zu prifen, ob die Unterschiede zwischen den
generierten Daten zuféllig sind oder diese von den Versuchsbedingungen abhangen. Als
Signifikanzniveau wurde a = 5 % (0,05) gewahlt. Der Wert gilt als Standardwert in den
Biowissenschaften [174]. In den Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit fand ein
Vergleich zwischen den arithmetischen Mittelwerten der gleichbehandelten Dunkelkontrolle
und der bestrahlten Probe statt. Zundchst wurden die Werte auf Normalverteilung und die
Varianz-Homogenitat Gberprift. Die Normalverteilung wurde nach David et al. [176] gepruft
(siehe Formel 1; Abschnitt 3.2.1.1). Zur Prifung der Homogenitat zweier Varianzen wurde der
F-Test angewendet. Hierzu wurde der Prufwert F aus den Varianzen (Formel 17) der
Stichproben bzw. Messwertreihen (Formel 18) errechnet [178]. AnschlieRend wurde zum
Vergleich der Mittelwerte der Welch-Test durchgefuhrt. Hierzu wurde die Prifgrofe nach
Welch (Formel 19) und die Anzahl Freiheitsgrade (Formel 20) berechnet [174]. Die errechnete

PrifgroRe wird mit dem Tabellenwert verglichen (Anhang: Statistische Tabellen - Tabelle 25).
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Ist die PrifgréRe groRRer als der Tabellenwert liegt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % ein

signifikanter Unterschied vor.

Formel 17: Vergleich zweier Varianzen nach dem F-Test [178]

Mit:

Si

PGF=¥

PGy = PrufgréRe berechnet nach dem F-Test
sZ = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe A
s = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe B

Formel 18: Berechnung der Varianzen s2? [178]

Mit:
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s? = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe A

s2 = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe B
X4 bzw. xp = Werte der Messwertreihen A und B

n = Stichprobenumfang

Formel 19: Berechnung der Prifgro3e nach Welch [174]

Mit:
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PGy eicn = Prifgrof3e berechnet nach Welch

x = Mittelwert Messwertreihe A
y = Mittelwert Messwertreihe B

s2 = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe A
s2 = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe B
n, = Stichprobenumfang Messwertreihe A
n, = Stichprobenumfang Messwertreihe B
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Formel 20: Ermittlung der Anzahl der Freiheitsgrade [174]
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Mit:

f = Anzahl der Freiheitsgrade

x = Mittelwert Messwertreihe A

¥y = Mittelwert Messwertreihe B

s? = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe A
s2 = Varianz der Stichprobe bzw. Messwertreihe B
n, = Stichprobenumfang Messwertreihe A

n, = Stichprobenumfang Messwertreihe B
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4 Ergebnisse

Ausgangpunkt der vorliegenden Arbeit war der Einsatz der photodynamischen Therapie (PDT)
zur Behandlung von Dunndarmkarzinomen. Die PDT ist ein Verfahren, das zur Behandlung
von Tumoren eingesetzt werden kann. Dabei wird dem Patienten ein lichtaktivierbarer
Wirkstoff (Photosensibilisator) verabreicht, der in Kombination mit Licht einer spezifischen
Wellenlange und dem in Zellen vorliegenden Sauerstoff Radikale bildet. Diese fiihren zu einer
biologischen Zerstérung der Zellen und zum Zelltod. Fur den Transport der
Photosensibilisatoren zum Wirkort wurden nanopartikulare Arzneistofftragersysteme
entwickelt und synthetisiert. Zum spezifischen Targeting am Wirkort wurden Nanopartikel mit
mukoadh&siven und mukopermeablen Eigenschaften entwickelt. Im ersten Schritt fanden
Wirkstoff-Screenings statt, um die Effektivitat der freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren zu tberprifen. Es wurden 2D-Monolayer und 3D-Tumorspharoide als
In-vitro-Modelle aus den Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 etabliert. Als Kriterium
zur Uberpriifung der Phototoxizitat und der Dunkelkontrolle wurden Zellviabilitats-Tests
durchgefiuhrt. Dies ermdglichte eine Auswahl vielversprechender freier und nanopartikularer
Photosensibilisatoren, die in einem zweiten Schritt mit neu entwickelten, spezifischen
praklinischen Testsystemen untersucht wurden. Die Quantifizierung der Photosensibilisatoren
in den verschiedenen biologischen Proben aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten

Untersuchungen erfolgte mittels HPLC-Analyse.

4.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Zur quantitativen Analyse der verwendeten Photosensibilisatoren mTHPC, mTHPP,
BLC 2175, BLC 5152 und der Kontrollsubstanz Koffein wurde eine HPLC-Methode entwickelt.
Um sicherzustellen, dass die entwickelte Methode fir die gegebene Fragestellung geeignet
ist, wurde eine Methodenvalidierung nach der ICH-Guideline [198] durchgefuhrt. Hierfur wurde
fur jede Substanz eine lineare Verdinnungsreihe (Standard ST A-F) aus vier voneinander
unabhangigen Stammldésungen angesetzt und jeweils 2-fach vermessen. Anhand dieser
linearen Verdinnungsreihe wurden die Kriterien der Validierungsparameter mit statistischen
Methoden Uberprift. Im Folgenden sind die Ergebnisse des Validierungsprozesses der
Substanz mTHPC dargestellt. Die Substanzen mTHPP, BLC 2175, BLC 5152 und der
Kontrollsubstanz Koffein wurden gleichermafien validiert und erfillten alle Kriterien der

einzelnen Parameter (Kalibrierungsdaten nicht gezeigt).
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4.1.1 Beurteilung der Messwertreihe

Die wahrend der Methodenvalidierung erzeugten Werte, wurden zunachst nach objektiven
Kriterien geprift. Dies ermoglichte eine Beurteilung der Messwerte. Die Messergebnisse
wurden gemal der beschriebenen HPLC-Methode (siehe Abschnitt 3.2.1) detektiert und sind
in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ergebnisse der Messungen der mTHPC-Standardreihen

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Messungen der mTHPC-Standardreihen mit ST = Standard,
AUC = Flache unter der Kurve (Area under the curve), Mn = Messung, X = Mittelwert der Standards,
s = = Standardabweichung

AUC [mAU*s]
ST mTHPC Stammldsung 1 | Stammldsung 2 | Stammldsung 3 | Stammldsung 4 % s
“mLOI / lrlr?L/ M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 \YP3

0,025 0,017 0,927 0,919 0,972 0,954 0,955 0,927 0,953 0,948 0,944 +0,018
0,074 0,050 2,838 2,824 2,840 2,857 2,786 2,773 2,862 2,894 2,834 £0,040
0,222 0,151 8,359 8,576 8,466 8,539 8,419 8,556 8,422 8,482 8,477 +0,076
0,667 0,454 | 25,907 25,157 | 25,415 25,001 | 24,869 25,396 | 25,298 24,958 | 25,250 +0,334
2,000 1,361 | 74,413 74,574 | 74,285 74,343 | 74,335 74,215 | 74,501 74,323 | 74,374 +0,117
6,000 4,084 | 229,030 227,562 | 228,592 230,437 | 231,129 227,330 | 228,918 229,115 | 229,014 +1,289

mTmooOw >

Die Messwertreihe wurde auf Normalverteilung, auf Ausreil3er und auf das Vorliegen eines
Trends Uberprift (Tabelle 5). Die berechnete PrifgroRe PGpaia zur Beurteilung der
Normalverteilung lag bei allen Standards der Messwertreihe zwischen den Tabellenwerten
a =2,500 und b = 3,399. Daraus ergab sich, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % die
Werte normalverteilt waren. Aufgrund der vorliegenden Normalverteilung konnte der
AusreilRertest nach Dean-Dixon durchgefiihrt werden. Die Priifung erfolgte nach unten, wobei
der kleinste Wert der Messwertreihe gepriift wurde und nach oben, wobei der gréf3te Wert der
Messwertreihe geprift wurde. Die Prifung ergab, dass kein Ausreiler innerhalb der
Messwertreihe vorlag, da der kritische Wert von 0,526 weder bei der Priifung nach unten noch
bei der Priifung nach oben tberschritten wurde. Ein Kriterium zur objektiven Beurteilung der
Messwertreihe ist die Priifung auf Vorliegen eines Trends. Dieser wurde nach dem Trendtest
nach Neumann rechnerisch Uberprift. Die errechneten Prifgrof3en lagen alle Uber dem
kritischen Wert von 0,983. Daraus konnte geschlossen werden, dass die Abweichung der
benachbarten Werte voneinander geringer war als die Abweichung vom Mittelwert. Somit lag

kein Trend vor.
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Tabelle 5: Uberprufung der Messwertreihe auf Normalverteilung, Ausreier und Trends

Die Tabelle enthalt die berechneten Prifgro3en der Normalverteilung, des Ausrei3ertests und des
Trendtests. ,Ja“ bei der Uberpriifung auf Normalverteilung bedeutet, dass die Werte normalverteilt
waren und die PrifgroRe (PGoavid) zwischen den kritischen Werten a und b lagen. ,Nein“ beim
Ausreil3ertest bedeutet, dass die Prifgrofen (PGpean-pixon) unterhalb des kritischen Werts lagen und
somit kein Ausreil3er vorlag. Beim Trendtest nach Neumann bedeutet ,Nein®, dass kein Trend
vorhanden war und die Prifgrée (PGneumann) Uber dem kritischen Wert lag. (mit ST = Standard)

Normalverteilung Ausreil3ertest Trendtest
ST a b Prifwert nach unten | Prifwert nach oben kritischer Wert
PGpavid PGneumann

2,500 3,399 | PGpean-Dixon 0,526 | PGpean-Dixon 0,526 0,983
A 3,118 JA 0,151 NEIN 0,321 NEIN 1,817 NEIN
B 3,270 JA 0,107 NEIN 0,264 NEIN 1,087 NEIN
C 3,056 JA 0,276 NEIN 0,092 NEIN 2,653 NEIN
D 3,316 JA 0,086 NEIN 0,474 NEIN 1,597 NEIN
E 3,264 JA 0,195 NEIN 0,203 NEIN 1,671 NEIN
F 3,150 JA 0,061 NEIN 0,182 NEIN 1,853 NEIN

4.1.2 Richtigkeit (Accuracy)

Die Richtigkeit des analytischen Verfahrens ist das Maf3 der Ubereinstimmung zwischen der
rechnerisch ermittelten Substanz-Konzentration und dem Soll-Wert der Substanz-
Konzentration. Zur Ermittlung der geeigneten Analysemethode, wurden die lineare
Analysefunktion und die Analyse mittels Responsefaktor (RF) gegenilbergestellt (Tabelle 6).
Vergleicht man die Soll- und Ist-Werte der mittels Responsefaktor ermittelten mTHPC-
Konzentrationen, wiesen diese innerhalb des Arbeitsbereichs eine Differenz vom Soll-Wert
zum Ist-Wert von -2,092 bis 0,740 % auf (Tabelle 6).

Tabelle 6: Prifung auf Richtigkeit des analytischen Verfahrens

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurden die Ist- und Soll-Werte der mTHPC-Konzentrationen
gegenubergestellt. Die mTHPC-Konzentration wurden mittels Responsefaktor (RF) berechnet. Die
Differenz zum Soll-Wert ist in Prozent [%] angegeben. Mit ST = Standard, AUC = Flache unter der Kurve
(Area under the curve), X = Mittelwert der Standards

mTHPC AL Berechnung mTHPC- Differenz Soll-Wert
ST zu Ist-Wert
Soll-Wert RF 55,855
pmol / L pg / mL X pmol / L pg / mL %
A 0,025 0,017 0,944 0,025 0,017 0,700
B 0,074 0,050 2,834 0,075 0,051 0,740
Cc 0,222 0,151 8,477 0,223 0,152 0,439
D 0,667 0,454 25,25 0,665 0,452 -0,280
E 2,000 1,361 74,374 1,958 1,332 -2,092
F 6,000 4,084 229,014 6,030 4,100 0,494
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Zusatzlich wurden die errechneten Abweichung zum Soll-Wert grafisch dargestellt (Abbildung
30). Diese verdeutlicht den Bereich, in dem die Ist-Werte von den Soll-Werten abwichen. Als

obere und untere Grenze wurde ein Wert von * 2,5 % gewahlt.
3,0 W
2,0 -
1,0 -

0,0

Abweichung zum Soll-Wert [%]

0 1 2 3 4 5 6

Probennummer

Abbildung 30: Darstellung der errechneten Abweichung zum Soll-Wert
Die Abweichung des errechneten Ist-Wertes ist in Prozent dargestellt. Die Grenzen wurden auf + 2,5 %
gesetzt.

4.1.3 Préazision (Precision)

Die Préazision ist das Malf3 fir die Streuung der Analyseergebnisse. Die Prazision wurde mit

den Unterparametern Wiederholbarkeit und intermediare Préazision ermittelt.

Wiederholbarkeit (Repeatability)

Die Standards ST B, ST D und ST F derselben Messwertreihe wurden viermal hintereinander
unter gleichen Bedingungen injiziert (Tabelle 7). Als Mal3 fur die Richtigkeit wurde der
Variationskoeffizient mit einer Grenze von < 2 % uberpruft. Der Variationskoeffizient von ST B
betrug 0,9 %, von ST D 1,6 % und von ST F 0,7 %. Da alle V«-Werte unterhalb der Grenze von
< 2 % lagen, wurde die Wiederholbarkeit bewiesen.

Tabelle 7: Prifung der Methode auf Wiederholbarkeit

Zur Uberprufung der Wiederholbarkeit, wurde viermal die gleiche Probe unter gleichen Bedingungen
vermessen und der Variationskoeffizient (Vk) rechnerisch ermittelt. Als Grenze fir eine bewiesene
Wiederholbarkeit wurde ein Vk< 2 % akzeptiert. Mit ST = Standard, AUC = Flache unter der Kurve (Area
under the curve), Mn= Messung, X = Mittelwert der Standards, s = + Standardabweichung

ST mTHPC AUC [mAU *s] X s Vi [%]
umol /L Hg / mL M1 M2 Ms Ma
B 0,074 0,050 3,062 3,021 3,021 3,085 3,047 + 0,027 0,9
0,667 0,454 26,183 25,907 25,157 25,415 25,665 + 0,402 16
F 6,000 4,084 228,592 230,437 231,129 227,330 229,372 + 1,500 0,7
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Intermediére Prazision (Intermediate Precision)

Die intermediare Préazision wurde Uberpriift, indem drei Konzentrationen (ST B, ST D, ST F)
von zwei verschiedenen Personen angesetzt wurden und jeweils an zwei unterschiedlichen
Tagen in Doppelbestimmung vermessen wurden (Abschnitt 3.2.1). Da der Variationskoeffizient
(Vx) bei allen Standards < 2 % war, konnte die intermediare Prazision bestatigt werden
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Darstellung der intermediaren Prazision

Die intermediére Prézision wurde von zwei Personen (A und B) an zwei verschiedenen Tagen uberpriift.
Die Messwerte der einzelnen Tage wurden aus einer Doppelbestimmung ermittelt. Der sich daraus
ergebende V« [%] ist das Mal? fur die intermediare Prézision. Mit ST = Standard, AUC = Flache unter
der Kurve (Area under the curve), X = Mittelwert der Standards, s = + Standardabweichung

Person Tag AUC [mAU*s]
SB SD SF
& 1 2,786 25,183 229,115
2 2,773 24,869 230,437
1 2,898 25,143 229,423
B 2 2,864 24,950 228,918
x 2,779 25,026 229,776
Person A S + 0,006 + 0,157 + 0,661
Vi [%] 0,232 0,626 0,288
x 2,881 25,047 229,171
Person B S +0,017 + 0,097 + 0,253
Vi [%] 0,588 0,385 0,110
x 2,830 25,036 229,473
Person
A und B S + 0,052 +0,131 + 0,585
Vi [%] 1,848 0,521 0,255

4.1.4 Detektions- und Quantifizierungslimit (Detection and Quantitation
Limit)

Das Detektionslimit ist die geringste Analytmenge, die mit der analytischen Methode detektiert
werden kann. Die lineare Verdinnungsreihe zur Ermittlung des Detektionslimits umfasste
einen Konzentrationsbereich von 0,002 — 4,080 pug/mL. Ab einer Konzentration von
0,004 ug / mL konnte ein Signal gemessen werden, welches sich deutlich vom Blindwert
unterschied. Daher wurde fir das Detektionslimit ein Wert von 0,004 pg/mL bzw.
0,006 umol / mL fur die verwendete analytische Methode gewahlt.

Das Quantifizierungslimit der analytischen Methode entspricht der kleinsten Substanz-
Konzentration, die quantitativ mit einer angemessenen Prazision ermittelt werden kann. Als
MalR fur die Prézision wurde der Variationskoeffizient (Vi) verwendet. Die Variation der

gemessenen AUCs betragen ab einer Konzentration von 0,008 pg / mL bzw. 0,012 pmol / mL
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einen Vivon < 2 %. Diese Werte entsprachen der gewéhlten V\-Grenze fir eine vorhandene
Prazision von < 2 %. Aufgrund dieses Ergebnisses betrug das Quantifizierungslimit
0,008 pg / mL bzw. 0,012 pmol / mL.

4.1.5 Linearitat (Linearity)

Die Linearitat der Methode bezieht sich auf den Zusammenhang zwischen dem Signal (hier
AUC) und der mTHPC-Konzentration der einzelnen Standards innerhalb der Messwertreihe.

Aus diesen Messwerten (Tabelle 4) wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abbildung 31).

50 -

Peakflache [mAU * s]

O T T T T
0 1 2 3 4

Konzentration [ug / mL]

Abbildung 31: Kalibriergerade aus den Daten der Tabelle 4
Zur Erstellung der Kalibrierdaten wurden die gemessenen Werte der Standards der bekannten mTHPC-
Konzentration gegeniibergestellt.

Zur Beurteilung der Kalibriergeraden wurden die KenngréRen Korrelationskoeffizient, der
y-Achsenabschnitt und die Steigung der Regressionskurve rechnerisch ermittelt (Tabelle 9).
Die ermittelten KenngrofRen der Kalibriergerade lagen fur den Korrelationskoeffizienten bei
1,000, fur den y-Achsenabschnitt bei einem Wert von -0,313 und fir die Steigung der
Regressionskurve bei 56,086. Der Korrelationskoeffizient ist ein Mal3 fur die Abweichung der
Messwerte von der Ausgleichgeraden. Der errechnete Wert von 1,000 sagt aus, dass alle
Messwerte auf der Ausgleichgeraden lagen. Somit lag keine rechnerische Abweichung vor.
Insgesamt zeigten die MessgroRen einen linearen Zusammenhang und die Linearitat der

Messwertreihe konnte bestatigt werden.
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Tabelle 9: KenngréRRen der linearen Regression
Die KenngroRen zur Beurteilung der linearen Regression umfassen den Korrelationskoeffizienten (r),
den y-Achsenabschnitt (a) die Steigung der Regressionskurve (b).

Kenngréfie Formelzeichen Ergebnis
Korrelationskoeffizient r 1,000
y-Achsenabschnitt (Ordinatenabschnitt) a -0,313
Steigung der Regressionskurve b 56,086

4.1.6 Robustheit (Robustness)

Durch die Uberprifung der Robustheit konnte bewertet werden, ob die Einflussfaktoren
Flussrate und Temperatur einen Einfluss auf die Analyse von mTHPC haben. Zur Uberprifung
der Robustheit der Methode wurden die Einflussfaktoren Flussrate und Temperatur tberpruift.
Eine Veranderung der Flussrate um + 5 % hatte keinen Einfluss auf die Peakflache und
Retentionszeit. Somit war eine Veranderung der Flussrate um = 5 % als nicht kritisch
einzustufen. Des Weiteren wurde die Saulentemperatur um + 5 % verandert. Auch diese
Anderung hatte keinen Einfluss auf die Peakflache und Retentionszeit und galt daher ebenfalls
als nicht kritische Anderung.

4.1.7 Spezifitat (Specificity)

Die Spezifitat wurde Uberprft, um sicherzustellen, dass die zu analysierende Substanz nicht
durch Matrix-Bestandteile beeinflusst wurde. In Abbildung 32 ist ein Chromatogramm (A) der
Probenmatrix gezeigt und ein Chromatogramm (B) der Probenmatrix in der sich der Analyt
mTHPC befand. Diese zeigten, dass die zu untersuchende Substanz mTHPC von den
Bestandteilen der Probenmatrix gut separiert wurden. Daher konnte ein Einfluss der

Probenmatrix auf den Peak des Analyten ausgeschlossen werden.
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Abbildung 32: Spezifitat der analytischen Methode

Gezeigt sind die Chromatogramme der Probenmatrix (A) und der Messung der Substanz mTHPC (B).
(A) Im Chromatogramm zu sehen ist die experimentelle Totzeit und die spezifische Probenmatrix. (B)
Darstellung des Analyten mTHPC in einer realen Probe mit spezifischer Probenmatrix.
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4.2 Entwicklung mukoadhéasiver und mukopermeabler Nanopartikel

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung nanopartikulérer Arzneistofftragersysteme fur die
Behandlung von Dinndarmkarzinomen mit der photodynamischen Therapie. Der zu
inkorporierende Photosensibilisator weist hydrophobe Eigenschaften auf, was zu einer
schlechten Bioverfugbarkeit fuhrt [199]. Des Weiteren gilt eine gesteigerte kutane
Lichtempfindlichkeit als die haufigste Nebenwirkung, die durch die systemische Verteilung des
freien Photosensibilisators ausgeldst wird. Durch die Verwendung von nanopartikularen
Formulierungen soll eine verbesserte Loslichkeit und eine gezielte Freisetzung des
Photosensibilisators im Zielgewebe erreicht werden. Anforderungen an das nanopartikulére
System ist die hydrophoben Eigenschaften des Photosensibilisators zu maskieren und die
gezielte Anreicherung im Tumorgewebe zu verbessern. Als Basismaterial fiir die Herstellung
der Nanopartikel wurde PLGA gewdahlt. PLGA ist ein von der FDA fur die
Arzneimittelherstellung zugelassenes Polymer, das eine hohe Biokompatibilitdt aufweist.
Ausgehend von diesem Basismaterial sollten zwei unterschiedliche Synthesemethoden zur
Herstellung der Nanopartikel entwickelt werden. In einem zweiten Schritt sollten die
Oberflachen der Nanopartikel so modifiziert werden, dass sie mukoadhéasive bzw.
mukopermeable Eigenschaften aufweisen. Anschlieend sollten die Eigenschaften der
Nanopartikel charakterisiert werden.

Die Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung der ,IBMT-Nanopartikel® mit den
Bezeichnungen CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA waren Teil der vorliegenden
Arbeit. Weitere verwendete nanopartikulare Systeme mit der Gruppen-Bezeichnung
.Nanopartikel-WWU* wurden am Institut fir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster von Frau Dr. Juliane Anderski unter der
Leitung von Prof. Dr. Klaus Langer entwickelt, hergestellt und physikochemisch charakterisiert.
Die Entwicklung, Herstellung und physikochemische Charakterisierung der verwendeten
liposomalen Partikel mit der Bezeichnung ,Nanopartikel biolitec®™ wurde von der biolitec®
research GmbH durchgefiihrt. Die physikochemischen Eigenschaften, der Durchmesser, PDI
und das Zetapotentential, dieser nanopartikularen Formulierungen wurden extern und intern

charakterisiert, um diese zu bestétigen.
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Nanopartikel WWU

Das erste Nanopartikelsystem basierte auf PLGA und wurde in zwei Gré3en, 100 und 200 nm,
hergestellt. Die Herstellung der Nanopartikel mit einer Grof3e von 100 nm erfolgte nach der
Lésungsmittel-Verdrangungsmethode (Tabelle 10). Daraus ergab sich fur die Nanopartikel
PLGA 100 eine Gré3e von 106,2 £ 1,2 nm, ein PDI von 0,10 + 0,02 und ein Zetapotential von
-34,6 £ 1,1 mV. Die Nanopartikel mit einer angestrebten Gréfl3e von 200 nm wurden nach der
Emulsions-Diffusions-Methode hergestellt. Die Grof3e dieser PLGA 200 Nanopartikel betrug
242,7 £ 4,3 nm, mit einem PDI von 0,046 = 0,01 und einem Zetapotential von -37,2 £ 2,8 mV.
Die Nanopartikel wurden zusatzlich mit dem Photosensibilisator mTHPP beladen. Die
physikochemische Charakterisierung der beladenen mTHPP-PLGA 100 ergaben eine GroRRe
von 113,4 + 2,2 nm, einen PDI von 0,108 + 0,03 und ein Zetapotential von -30,4 + 1,9 mV. Die
Ergebnisse der mTHPP-PLGA_ 200 zeigten eine Gréf3e von 232,3 £ 2,4 nm, einen PDI von
0,046 + 0,01 und ein Zetapotential von -36,8 + 3,9 mV. Insgesamt konnten durch die
Verwendung der Ldsungsmittel-Verdrangungsmethode und der Emulsions-Diffusions-
Methode zwei nanopartikulare Systeme mit einer Nanopartikelgrof3e von 100 und 200 nm
hergestellt werden. Dies galt sowohl fir das unbeladenen als auch fiir das mit dem
Photosensibilisator mTHPP beladene nanopartikuléare Arzneistofftragersystem.

Tabelle 10: Physikochemische Charakterisierung der PLGA-Nanopartikel

Die physikochemische Charakterisierung der PLGA-Nanopartikel mit einem GrofRenbereich von 100 nm
und 200 nm wurde mittels ZetaSizer durchgefihrt. Es wurden Leerpartikel (PLGA_100 und PLGA_200)
und mit dem Photosensibilisator mTHPP beladenen Nanopartikel (nNTHPP-PLGA_100 und mTHPP-
PLGA_200) vermessen. Folgende Werte wurden bestimmt: Durchmesser (& in nm), der
Polydispersitétsindex (PDI) und das Zetapotential (ZP in mV). (Mittelwert (X) £ Standardabweichung (s);
n=3,k=9)

Parameter
Nanopartikel @ [nm] PDI ZP [mV]
X S X S X S
PLGA_100 106,2 +1,2 0,100 +0,02 -34,6 +1,1
mTHPP-PLGA_100 113,4 +22 0,108 +0,03 -30,4 +1,9
PLGA 200 2427 +43 0,046 +0,01 -37,2 +2,38
mTHPP-PLGA_200 232,3 +24 0,046 +0,01 -36,8 +3,9

Der PLGA-Nanopartikel wurde zudem mit Chitosan modifiziert, um dem Nanopartikel
mukoadhésive Eigenschaften zu geben. Es wurden erneut zwei NanopartikelgroRen von 100
und 200 nm sowie unbeladene und mit dem Photosensibilisator mTHPP beladene
Nanopartikel hergestellt (Tabelle 11). Die physikochemische Charakterisierung ergab fiur die
Leerpartikel CS-PLGA_100 einen Durchmesser von 129,8 + 3,4 nm, einen PDI von
0,156 £ 0,03 und ein Zetapotential von 21,8 + 1,5 mV und fur die Leerpartikel CS-PLGA_200
einen Durchmesser von 226,9 + 2,8 nm, einen PDI von 0,156 + 0,03 und ein Zetapotential von
21,8 + 1,5 mV. Nach der Beladung des mit Chitosan modifizierten PLGA-Nanopartikels mit
dem Photosensibilisator mTHPP ergaben sich fur CS-mTHPP-PLGA_100 eine Grof3e von
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119,0 + 1,6 nm, ein PDI von 0,195 * 0,03 und ein Zetapotential von - 8,5 + 4,2 mV. Fir die
Nanopartikel mit der Bezeichnung CS-mTHPP-PLGA_ 200 konnte eine Grof3e von
241,2 £ 2,9 nm, ein PDI von 0,109 £ 0,02 und ein Zetapotential von 3,8 + 1,8 mV ermittelt
werden.

Insgesamt fuhrte die Oberflachenmodifikation mit Chitosan zu einem positiven Zetapotential
mit einem durchschnittlichen Wert von 9,5 mV. Im Vergleich dazu, wies der unmodifizierte
Nanopartikel mit einem durchschnittlichen Zetapotential von - 34,8 mV eine negative
Oberflachenladung auf. Die Groél3e der unmodifizierten Nanopartikel PLGA 100 und mTHPP-
PLGA 100lag bei106,2 £1,2 nmund 113,4 + 2,2 nm (Tabelle 10) nach der Modifizierung mit
Chitosan anderte sich die NanopartikelgroRe von CS-PLGA 100 auf 129,8 + 3,4 nm und von
CS-mTHPP-PLGA_100 119,0+1,6 nm. Dies entsprach einer durchschnittlichen
VergroRerung der Nanopartikel um

Tabelle 11: Physikochemische Charakterisierung der PLGA-Nanopartikel mit Chitosan-
Oberflachenmodifizierung

Die physikochemische Charakterisierung der mit Chitosan modifizierten PLGA-Nanopartikel mit einem
GroRenbereich von 100 nm und 200 nm wurde mittels ZetaSizer durchgefiihrt. Es wurden Chitosan-
Leerpartikel (CS-PLGA_100 und CS-PLGA_200) und mit dem Photosensibilisator mTHPP beladenen
Nanopartikel (CS-mTHPP-PLGA_100 und CS-mTHPP-PLGA_200) vermessen. Folgende Werte
wurden bestimmt: Durchmesser (& in nm), der Polydispersitatsindex (PDI) und das Zetapotential (ZP in
mV). (Mittelwert (X) £+ Standardabweichung (s); n =3,k =9)

Parameter
Nanopartikel @ [nm)] PDI ZP [mV]
X S X S X S
CS-PLGA_100 129,8 +34 0,156 +0,03 21,8 +15
CS-mTHPP-PLGA_100 119,0 +1,6 0,195 +0,03 8,5 +42
CS-PLGA_200 226,9 +238 0,052 +0,01 3,7 +4,0
CS-mTHPP-PLGA_200 241,2 +29 0,109 +0,02 3,8 +1,8

Eine zweite Oberflachenmodifizierung zur Mukopermeation des nanopartikuldren
Arzneistofftragersystems PLGA wurde mit PEG durchgefiihrt. Es wurden ein weiteres Mal
Nanopartikel mit einer Gréf3e im Bereich von 100 und 200 nm und sowohl unbeladene als auch
mit mTHPP beladene Nanopartikel synthetisiert (Tabelle 12). Die unbeladenen Nanopartikel
PEG-PLGA 100 haben eine GréRRe von 90,8 + 0,8 nm, einen PDI von 0,195 + 0,03 und ein
Zetapotential von - 8,5 £ 4,2 mV. Die unbeladenen Nanopartikel PEG-PLGA_200 haben eine
GroRe von 261,2+3,4nm, einen PDI von 0,138 +0,02 und ein Zetapotential von
—43,1+2,1 mV. Fur die mit mTHPP beladenen Nanopartikel ergab sich eine Grdf3e von
98,1 £ 1,2 nm, ein PDI von 0,041 £ 0,01 und ein Zetapotential von — 32,8 + 4,2 mV und fur die
Nanopartikel PEG-mTHPP-PLGA_200 eine Grolle von 206,7 +2,4nm, ein PDI von
0,022 £ 0,01 und ein Zetapotential von — 39,3 £ 3,6 mV. Insgesamt konnte ein Einfluss der

Oberflachenmodifizierung auf die Nanopartikel im GroRRenbereich von 100 nm ermittelt
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werden. Die durchschnittliche Grof3e der PLGA-Nanopartikel ohne Oberflachenmodifizierung
betrug 109,8 nm. Im Vergleich dazu betrug die GroRe der Nanopartikel mit einer PEGylierten
Oberflache 94,5 nm. Daraus ergab sich einer Verringerung der Nanopartikelgréf3e um
durchschnittlich 13,9 %.

Tabelle 12: Physikochemische Charakterisierung der PLGA-Nanopartikel mit PEG-
Oberflachenmodifizierung

Die physikochemische Charakterisierung der PEG-modifizierten PLGA-Nanopartikel mit einem
GroRenbereich von 100 nm und 200 nm wurde mittels ZetaSizer durchgefiihrt. Es wurden PEG-
Leerpartikel (PEG-PLGA_100 und PEG-PLGA_200) und mit dem Photosensibilisator mTHPP beladene
Nanopartikel (PEG-mTHPP-PLGA_100 und PEG-mTHPP-PLGA_200) vermessen. Folgende Werte
wurden bestimmt: Durchmesser (& in nm), der Polydispersitatsindex (PDI) und das Zetapotential (ZP in
mV). (Mittelwert (X) + Standardabweichung (s); n = 3, k = 9)

Parameter
Nanopartikel @ [nm] PDI ZP [mV]
X S X S X S
PEG-PLGA_100 90,8 +0,8 0,067 +0,01 -28,7 +4,3
PEG-mTHPP-PLGA_100 98,1 +1.2 0,041 +0,01 -32,8 +3,9
PEG-PLGA_200 261,2 +34 0,138 +0,02 -43,1 2,1
PEG-mTHPP-PLGA_200 206,7 +24 0,022 0,01 -39,3 +3,6

Zudem wurde ein zweites Nanopartikelsystem, basierend auf PLGA mit einem Polycarbonat-
basierten lichtresponsiven Polymer (LrP) und einer PEG-Modifizierung, untersucht (Tabelle
13). Das lichtresponsive Polymer ermdglicht eine gezielte Freisetzung des
Photosensibilisators aus der Nanopartikelmatrix aufgrund von lichtaktivierbarer Freisetzung.
Die Modifizierung mit PEG verleint dem nanopartikularen Arzneistofftragersystem
mukopermeierende  Eigenschaften. Die physikochemische Charakterisierung der
unbeladenen LrP-PEG-PLGA Nanopartikel ergab eine Grof3e von 84,9 + 3,9 nm, einen PDI
von 0,123 £+ 0,02 und ein Zetapotential von — 12,3 + 3,6 mV. Die Nanopartikel wurden zudem
mit dem Photosensibilisator mTHPC beladen. Daraus ergab sich fur die Nanopartikel LrP-
PEG-mTHPC-PLGA eine GroRe von 90,2 +2,2 nm, ein PDI von 0,095+ 0,01 und ein
Zetapotential von — 21,7 £ 3,4 mV.
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Tabelle 13: Physikochemische Charakterisierung der LrP-PLGA-Nanopartikel mit PEG-
Oberflachenmodifizierung

Die physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel mit lichtresponsivem Polymer und PEG-
Modifizierung wurde mittels ZetaSizer durchgefiihrt. Es wurden LrP-PEG_PLGA Leerpartikel und mit
dem Photosensibilisator mTHPC beladene Nanopartikel LrP-PEG-mTHPC-PLGA vermessen. Folgende
Werte wurden bestimmt: Durchmesser (@ in nm), der Polydispersitatsindex (PDI) und das Zetapotential
(ZP in mV). (Mittelwert (X) £ Standardabweichung (s); n =3, k=19)

Parameter
Nanopartikel @ [nm] PDI ZP [mV]
X s X s X
LrP-PEG-PLGA 84,9 +3,9 0,123 0,02 -12,3 +3,6
LrP-PEG-mTHPC-PLGA 90,2 +2.2 0,095 +0,01 -21,7 +34

Nanopartikel biolitec®

Die nanopartikularen Arzneistofftragersysteme Nanopartikel biolitec® basieren auf liposomalen
Formulierungen, die aus DPPC und DPPG hergestellt wurden. Die physikochemische
Charakterisierung der Leerpartikel LP-Leer ergab eine GrofRe von 152,6 £ 1,8 nm, einen PDI
von 0,180 + 0,01 und ein Zetapotential von — 62,4 + 3,2 mV (Tabelle 14). Die liposomalen
Formulierungen wurden mit den Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 beladen. Fur
die Nanopartikel LP-BLC 2175 konnte eine Gr6éRe von 151,6 +2,3nm, ein PDI von
0,189 + 0,03 und ein Zetapotential von — 57,2 + 4,6 mV und fiir die Nanopartikel LP-BLC 5152
konnte eine Grof3e von 144,3 + 1,9 nm, ein PDI von 0,175 + 0,02 und ein Zetapotential von
—-59,2 + 1,8 mV gemessen werden. Insgesamt haben die liposomalen Formulierungen eine

durchschnittliche Grof3e von 149,5 nm und ein Zetapotential von rund - 59,6 mV.

Tabelle 14: Physikochemische Charakterisierung der liposomalen Nanopartikel

Die Charakterisierung der liposomalen Nanopartikel LP-Leer, LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152 wurden
mittels ZetaSizer durchgefuhrt. Es wurde der Durchmesser (& in nm), der Polydispersitatsindex (PDI)
und das Zetapotential (ZP in mV) gemessen. (Mittelwert (X) + Standardabweichung (s); n =4, k = 12)

Parameter
Nanopartikel @ [nm] PDI ZP [mV]
X S X s X
LP-Leer 152,6 +1,8 0,180 +0,01 -62,4 + 3,2
LP-BLC 2175 151,6 +2.3 0,189 + 0,03 -57,2 +4,6
LP-BLC 5152 144,3 +19 0,175 + 0,02 -59,2 +1,8
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4.2.1 Physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel

Die Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung der auf PLGA-basierenden Nanopartikel
mit den Oberflachenmodifizierungen Carbopol® (CP) und Pluronic® F127 (F127) waren Teil
dieser Arbeit. Carbopol® wurde eingesetzt, um mukoadhésive Eigenschaften zu erreichen und
Pluronic® F127, um mukopermeable Eigenschaften zu erreichen. Fur die Herstellung der
Nanopartikel wurden zwei Syntheseverfahren etabliert. Diese wurden bezeichnet als
Nanoprazipitation und Doppelemulsion-Losungsmittel-Verdampfungs-Verfahren. Bevor die
nanopartikularen Systeme einer In-vitro-Testung unterzogen wurden, wurde zunachst eine
physikochemische Charakterisierung mittels ZetaSizer durchgefihrt. Hierbei wurde der
Durchmesser, der Polydispersitatsindex und das Zetapotential vermessen. Ergéanzend wurde
die inkorporierte Substanzmenge analytisch ermittelt.

Die physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel, die mittels Nanoprazipitation
hergestellt wurden, ergaben fir die Leerpartikel einen Durchmesser von 124,5 + 3,1 nm, einen
PDI von 0,06 £ 0,01 und ein Zetapotential von - 40,4 + 2,3. Nach der Inkorporation des
Photosensibilisators mTHPC ergab sich eine durchschnittliche GroRe von 124,1 + 2,8 nm, ein
PDI von 0,03 £ 0,01 und ein Zetapotential von - 52,8 + 1,5 mV (Tabelle 15).

Tabelle 15: Physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel, die mittels Nanopréazipitation
hergestellt wurden

Zur Charakterisierung der PLGA-Nanopartikel mit einer Carbopol® (CP) Oberflachenmodifizierung, die
mittels Nanoprazipitation hergestellt wurden, wurde mittels ZetaSizer der Durchmesser (& in nm), der
Polydispersitéatsindex (PDI) und das Zetapotential (ZP in mV) gemessen. (Mittelwert (X) %
Standardabweichung (s); n =4, k=12)

Parameter
Nanopartikel @ [nm] PDI ZP [mV]
X S X s X
CP-PLGA 124,5 +3,1 0,060 +0,01 -50,4 +23
CP-mTHPC-PLGA 124,1 +2,8 0,031 +0,01 -52,8 +15

Die Messungen der physikochemischen Eigenschaften der nach dem Doppelemulsion-
Lésungsmittel-Verdampfungs-Verfahren hergestellten Nanopartikel ergaben fir die
Leerpartikel einen Durchmesser von 114,7 £ 2,1 nm, einen PDI von 0,05+ 0,01 und ein
Zetapotential von - 36,8 £ 2,0. Nach der Inkorporation des Photosensibilisators mTHPC ergab
sich eine durchschnittliche GréfRe von 115,4 + 0,8 nm, ein PDI von 0,09 + 0,01 und einem
Zetapotential von - 46,5 + 4,5 mV (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Physikochemische Charakterisierung der Nanopartikel, die nach dem
Doppelemulsion-Lésungsmittel-Verdampfungs-Verfahren hergestellt wurden

Die PLGA-Nanopartikel mit einer Pluronic® F127-Modifizierung (F127) wurden nach dem
Doppelemulsion-L6sungsmittel-Verdampfungs-Verfahren hergestellt und mittels ZetaSizer wurde ihr
Durchmesser (@ in nm), der Polydispersitatsindex (PDI) und das Zetapotential (ZP in mV) gemessen.
(Mittelwert (X) + Standardabweichung (s); n = 4, k = 12)

Parameter
Nanopartikel @ [nm] PDI ZP [mV]
X s X s X
F127-PLGA 114,7 £21 0,052 +0,01 -36,8 2,0
F127-mTHPC-PLGA 115,4 +0,8 0,093 +0,01 -46,5 45

4.2.2 Untersuchung der Verkapselungseffizienz und Ladungskapazitat

Bei der Synthese von wirkstoffbeladenen Nanopartikeln wurde der Photosensibilisator mTHPC
inkorporiert. Entscheidend fir die Beurteilung der beladenen nanopartikularen Tragersystems
war die Menge des inkorporierten Wirkstoffes. Hierzu wurden die Verkapselungseffizienz und
Ladungskapazitat ermittelt (Tabelle 17). Die mittels Nanoprazipitation hergestellten
Nanopartikel, wiesen eine Verkapselungseffizienz von 13,80+1,82% und eine
Ladungskapazitat von 1,45+ 0,16 auf. Fur die nach dem Doppelemulsion-Lésungsmittel-
Verdampfungs-Verfahren hergestellten Nanopartikel lag die Verkapselungseffizienz bei
31,23 + 3,52 % und die Ladungskapazitat bei 1,86 + 0,21. Daraus ergab sich eine um 17,43 %
verringerte Verkapselungseffizienz und eine um 0,41 % verringerte Ladungskapazitat der
mittels Nanoprazipitation hergestellten Nanopartikel CP-mTHPC-PLGA, im Vergleich zu den
Nanopartikeln F127-mTHPC-PLGA hergestellt nach Doppelemulsion-Lésungsmittel-

Verdampfungs-Verfahren.

Tabelle 17: Verkapselungseffizienz und Ladungskapazitat
Die Ergebnisse der ermittelten Verkapselungseffizienz und Ladungskapazitat der Nanopartikel sind in
Prozent (%) angegeben. (Mittelwert £ Standardabweichung (s); n =4, k = 12)

Parameter
Nanopartikel Verkapselungseffizienz Ladungskapazitat
% s % S
CP-mTHPC-PLGA 13,80 +1,73 1,450 +0,16
F127-mTHPC-PLGA 31,23 + 3,52 1,86 +0,21
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4.3 Untersuchung der biologischen Wirksamkeit

In einem ersten Schritt wurden die freien Photosensibilisatoren und die nanopartikularen
Formulierungen auf ihren anti-tumoralen Effekt und unerwiinschte toxische Effekte untersucht,
um vielversprechende Photosensibilisatoren und nanopartikulare Formulierungen zur
Behandlung von Dinndarmkarzinomen zu identifizieren. Hierfir wurde ein Screening zur
Untersuchung der biologischen Effektivitat von freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren durchgefiihrt. Als Screening-Modelle wurden 2D-Monolayer-Zellkulturen
und 3D-Tumorspharoide aus den Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 verwendet.
Die Beurteilung der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren erfolgte
nach Durchfihrung des Zellviabilitdts-Tests und einer auf den Messdaten basierenden
statistischen Analyse, bei der ein Vergleich zwischen den jeweiligen Messwerten der einzelnen
Konzentrationen aus der Dunkelkontrolle und den bestrahlten Zellen durchgefiihrt wurde. Ein
dunkeltoxischer Effekt lag vor, wenn nach der Inkubation mit den freien oder nanopartikular-
inkorporierten Photosensibilisatoren eine Verringerung der Zellviabilitat ohne Bestrahlung um
= 25 % gemessen wurde. Als Grenzwert fiir einen nachweisbaren phototoxischen Effekt
wurde eine Verringerung der Zellviabilitat auf < 70 % bzw. ab einer Verringerung um - 30 %
nach den Angaben der DIN EN ISO 10993-5 eingesetzt. Untersucht wurden die freien
Photosensibilisatoren mTHPC, mTHPP, BLC 1157, BLC 2175, BLC 5152, BLC 6151, BLC
6166 und BLC 6167. Des Weiteren wurden Nanopartikel der Gruppierung ,Nanopartikel WWU*
untersucht. Zu diesen zahlen die Leerpartikel PLGA 100 und PLGA_200; CS-PLGA_100 und
CS-PLGA _200; PEG-PLGA_100 und PEG-PLGA_200; und der Leerpartikel LrP-PEG-PLGA
sowie die Nanopartikel mit inkorporiertem mMTHPP mTHPP-PLGA_100 und mTHPP-
PLGA 200; CS-mTHPP-PLGA 100 und CS-mTHPP-PLGA 200; PEG-mTHPP-PLGA 100
und PEG-mTHPP-PLGA_200 und mit inkorporiertem mTHPC PEG-mTHPC-PLGA und LrP-
PEG-mTHPC-PLGA. Ebenfalls untersucht wurden die Nanopartikel der Gruppierung
.Nanopartikel biolitec®"“ mit dem Leerpartikel LP-Leer und den mit BLC 2175 und BLC 5152
beladenen liposomalen Partikel LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152. Des Weiteren wurden die
nanopartikularen Formulierungen der Gruppe ,Nanopartikel IBMT“ mit den Leerpartikeln CP-
PLGA und F127-PLGA sowie die mit mTHPC beladenen Nanopartikel CP-mTHPC-PLGA und
F127-mTHPC-PLGA untersucht (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Ubersicht
Photosensibilisatoren
Die Tabelle zeigt die verschiedenen Photosensibilisatoren (freie PS) und die nanopartikuldren
Formulierungen (Leerpartikel und mit inkorporiertem PS), die in einem ersten Schritt hinsichtlich ihrer
Dunkeltoxizitdt und induzierten Phototoxizitat untersucht wurden. Die Zelllinien HuTu-80, HT29 und
HT29-MTX-E12 wurden als 2D-Monolayer und 3D-Tumorsphéroide fiir das Screening verwendet.

der untersuchten, freien und nanopartikular-inkorporierten

N
—
o 5
QX o X
Gruppierung 2 B E Bezeichnung Modifizierung Substar?z bzw.
s I 3 Formulierung
- £
I
Photose(r;z)blllsator |:| |:| . mTHPC keine freier PS
][] mTHPP
i BLC 1157
i BLC 2175
Neu synthetisierte PS | | | [ | BLC 5152 keine freier PS
i BLC 6151
HiN BLC 6166
N BLC 6167
][] PLGA 100 .
— keine
i PLGA_200
HH B [Soene Chitosan (CS)
L ) = Leerpartikel
PEG-PLGA 100
— — Polyethylenglycol (PEG
i I PEG-PLGA_200 yethytenglycel (PEG)
[ 1] |uP-PEG_PVA-PLGA PEG + LrP
Nanopartikel wwu | [ ][] mTHPP-PLGA 100 ceine
i mMTHPP-PLGA 200
—— mTHPP
— CS-mTHPP-PLGA 100 Chitosan (CS) inkorporiert in
L CS-mTHPP-PLGA_200 NP
— PEG-mTHPP-PLGA_100 Polyethylenglycol (PEG)
i PEG-mTHPP-PLGA_200
[ 1] M |PEG-mTHPC-PLGA PEG mMTHPC
inkorporiert in
[ 1] M |LrP-PEG-mTHPC-PLGA PEG + LrP NP
|:| |:| |:| LP-Leer keine Leerpartikel
. L BLC 2175 und
Liposomen biolitec® |:| |:| |:| LP-BLC 2175 BLC 5152
keine . S
(101 [ |up-sic 5152 inkorporiert in
NP
[ 101 |cp-PLca Carbopol (CP)
Leerpartikel
[ ][] [ |[Fiz7-pLea Pluronic F127 (F127)
Nanopartikel IBMT
[ 10111 |cP-mTHPC-PLGA Carbopol (CP) mMTHPC
inkorporiert in
[ 101 [Fi27-mTHPC-PLGA Pluronic F127 (F127) NP
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4.3.1 Untersuchung des Photosensibilisators mTHPC

Der Wirkstoff mTHPC gilt als hoch effizienter Photosensibilisator der zweiten Generation [2,3].
Um dessen Wirksamkeit auf die verwendeten 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-
Tumorsphéaroide der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 Screening-Modelle zu
untersuchen, wurde zu Beginn eine aufsteigende Konzentrationsreihe (0,25 — 100 pumol / L)
des Photosensibilisator mTHPC verwendet. Als Inkubationszeiten wurden 1 h, 3 h und 24 h
gewahlt, anschlieBend wurde ein Teil der Zellen bestrahlt (652 nm, 5 J / cm?) und ein anderer
Teil ohne Bestrahlung fir die Untersuchung des dunkeltoxischen Effekts verwendet.

Die Ergebnisse der HuTu-80 2D-Monolayer-Zellkulturen zeigten keinen dunkeltoxischen
Effekt nach einer Inkubationszeit von 1h, unabhangig von der eingesetzten
Wirkstoffkonzentration (Abbildung 33, A). Ein dunkeltoxischer Effekt konnte ab einer mTHPC-
Konzentration von 100 umol / L nach 3 h Inkubation gemessen werden. Dieser lag bei einer
Verringerung der Zellviabilitit um 37 %. Bei einer Inkubationszeit von 24 h war eine
Verringerung der Zellviabilitat ab 50 umol /L um 48 % detektierbar. Die Messwerte der
Dunkeltoxizitats-Untersuchung der HT29 2D-Monolayer-Zellkulturen zeigten keinen toxischen
Effekt nach 1 und 3 h Inkubation mit der mTHPC-Konzentrationsreihe (Abbildung 34, A). Nach
einer 24 h-Inkubation war ein dunkeltoxischer Effekt ab einer Konzentration von 25 umol / L
mit einer Verringerung der Zellviabilitat um 47 % messbar. Die HT29-MTX-E12 2D-Monalyer-
Zellkulturen zeigten eine Verringerung der Zellviabilitat um 47 % und somit einen
dunkeltoxischen Effekt nach einer 24 h-Inkubation ab einer mTHPC-Konzentration von
75 pmol / L (Abbildung 35, A). Die Ergebnisse der Messungen des dunkeltoxischen Effekts auf
2D-Monolayer-Zellkulturen zeigten insgesamt keinen toxischen Effekt nach 1 h-
Inkubationszeit unabhangig von der verwendeten Zelllinie. Insgesamt konnte jedoch ein
dunkeltoxischer Effekt in Zusammenhang mit einer steigenden mTHPC-Konzentration und der
Inkubationszeit gemessen werden. Im Gegensatz zur unerwiinschten Dunkeltoxizitat steht der
induzierte phototoxische Effekt. Dieser ist ausschlaggebend fiir die Wirksamkeit des
Photosensibilisators.

Ein phototoxischer Effekt konnte bei den HuTu-80 2D-Monolayer-Zellkulturen bei einer
Inkubationszeit von 1 h, ab einer mTHPC-Konzentration von 5 pmol / L mit einer Zellviabilitat
32 + 13 % detektiert werden (Abbildung 33, B). Bei einer Inkubationszeit von 3 h und 24 h war
ein induzierter phototoxischer Effekt bereits ab einer Konzentration von 0,25 pmol / L messbar.
Diese lag bei einer Zellviabilitat von 46 + 12% nach 3 h und von 3 +2 % nach 24 h. Die
Ergebnisse der induzierten Phototoxizitdt zeigten, dass eine Wirksamkeit des
Photosensibilisators mTHPC in Abhangigkeit von der verwendeten Konzentration
nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der gemessenen Dunkeltoxizitat, bei der Zelllinie
HuTu-80 ab einer mTHPC Konzentration von 100 pmol / L nach 3 h und von 50 pmol / L nach
24 h, bei der Zelllinie HT29 ab einer mTHPC Konzentration von 25 umol / L nach 24 h sowie
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bei der Zelllinie HT29-MTX-E12 ab einer mTHPC Konzentration von 75 pmol / L nach 24 h,
war der phototoxische Effekt in diesen Fallen auf die Dunkeltoxizitat zurtckzufiihren.
Insgesamt zeigte die Zelllinie HUTu-80 eine hdhere Sensitivitat im Vergleich zu den Zelllinien
HT29 und HT29-MTX-E12 (Abbildung 34, B und Abbildung 35, B). Zum Vergleich der
Ergebnisse der Dunkeltoxizitdit und induzierten Phototoxizitat wurde ein Welch-Test
durchgefihrt. Dieser gab Aufschluss dartiber, ob eine signifikante Abweichung zwischen den
Mittelwerten der voneinander unabhangigen Messwertreihen vorlag. Die Ergebnisse zeigten,
dass alle gemessenen und als phototoxisch deklarierten Effekte sich signifikant von den
Werten der Dunkeltoxizitat unterschieden.

Analog zu den Untersuchungen der 2D-Monolayer-Zellkulturen wurden 3D-Tumorsphéaroide
mit der mTHPC-Konzentrationsreihe inkubiert und die Zellviabilitat gemessen. Die 3D-
Tumorsphéroide der Zelllinie HuTu-80 wiesen bei einer mTHPC-Konzentration ab 75 pumol / L
einen dunkeltoxischen Effekt bei den Inkubationszeiten 3 und 24 h auf (Abbildung 36, A).
Die gemessene Zellviabilitat lag hierbei bei 73 £ 4 % und 73 £ 17 %. Bei einer Inkubationszeit
von 1 h konnte keine Dunkeltoxizitat detektiert werden. Die Ergebnisse der dunkeltoxischen
Untersuchung der 3D-Tumorspharoide der Zelllinie HT29 und HT29-MTX-E12 zeigten keine
dunkeltoxischen Effekte unabhéangig von der mTHPC-Konzentration und der Inkubationszeit
(Abbildung 37, A und Abbildung 38, A). Die 3D-Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80 zeigten
nach der Bestrahlung einen phototoxischen Effekt nach 1 h Inkubationszeit mit 50 pumol / L
mit einer verringerten Zellviabilitdt von 56 £ 5 % (Abbildung 36, B). Bei einer Inkubationszeit
von 3 h konnte ab einer mTHPC-Konzentration von 5 pumol/L eine Verringerung der
Zellviabilitat auf 70 £ 4 % und somit ein phototoxischer Effekt gemessen werden. Die 24 h-
Inkubation des Photosensibilisators und anschlieBender Bestrahlung ergab einen
phototoxischen Effekt ab 5pumol/L mit einer Zellviabilitat von 40+ 2 %. Die 3D-
Tumorsphéroide der Zelllinien HT29 und HT29-MTX-E12 zeigten nach einer Inkubationszeit
von 1 h und einer anschlieenden Bestrahlung keinen phototoxischen Effekt (Abbildung 37, B
und Abbildung 38, B). Ab einer mTHPC-Konzentration von 50 umol / L und einer Inkubation
von 3 h konnte ein induzierter phototoxischer Effekt fir die 3D-Tumorspharoide der Zelllinien
HT29, durch eine Verringerung der Zellviabilitat auf 69 + 7 % gemessen werden. Die 24 h-
Inkubation der mTHPC-Konzentrationsreihe ergab einen induzierten phototoxischen Effekt ab
5 pmol / L mTHPC mit einer gemessenen Zellviabilitat von 69 + 16 %. 3D-Tumorsphéaroide der
Zelllinie HT29-MTX-E12 hatten nach der Behandlung mit 100 umol /L far 3 h und mit
5 umol /L fur 24 h einen induzierten phototoxischen Effekt, der zu einer Verringerung der
Zellviabilitat auf 67 £ 5 % und 68 * 5 % flihrte. Die Auswertung der 3D-Tumorspharoide ergab
beim Vergleich der Dunkelkontrolle mit den bestrahlten Untersuchungen, dass es sich im Falle

eines deklarierten induzierten phototoxischen Effekts, um einen signifikanten Effekt handelte.
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Abbildung 33: Bestimmung der Dunkeltoxizitat und Phototoxizitat des Photosensibilisators
MTHPC auf 2D-Monolayer der Zelllinie HuTu-80
Die Zelllinie HuTu-80 wurde mit einer ansteigenden mTHPC-Konzentrationsreihe (0-100 umol / L) fir
1 h, 3 hund 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Zellen und
eine Lésungsmittelkontrolle (DMSO Kontrolle) mitgeflihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen
bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?) bzw. fiir die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt. Zur Ermittlung
der Dunkeltoxizitéat (A) und Phototoxizitat (B) wurde die Zellviabilitat ermittelt. Die gezeigten Messwerte
stellen den Mittelwert + Standardabweichung (s) dar. *Signifikante Abweichung der Messwerte der
Bestrahlung gegeniiber den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem
Signifikanzniveau von 5 %. (n =3,k =9)
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(A) 2D-Monolayer Zelllinie HT29: Dunkelkontrolle
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Abbildung 34: Bestimmung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitdt des Photosensibilisators
MTHPC auf 2D-Monolayer der Zelllinie HT29

Die Zelllinie HT29 wurde mit einer ansteigenden mTHPC-Konzentrationsreihe (0-100 pmol / L) fur 1 h,
3 h und 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Zellen und eine
Ldsungsmittelkontrolle (DMSO Kontrolle) mitgefihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen
bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?) bzw. fiir die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt. Zur Ermittlung
der Dunkeltoxizitéat (A) und Phototoxizitat (B) wurde die Zellviabilitat ermittelt. Die gezeigten Messwerte
stellen den Mittelwert + Standardabweichung (s) dar. *Signifikante Abweichung der Messwerte der
Bestrahlung gegeniiber den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem
Signifikanzniveau von 5 %. (n =3, k=9)
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(A) 2D-Monolayer Zelllinie HT29-MTX-E12: Dunkelkontrolle
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Abbildung 35: Bestimmung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitdt des Photosensibilisators
MTHPC auf 2D-Monolayer der Zelllinie HT29-MTX-E12

Die Zelllinie HT29-MTX-E12 wurde mit einer ansteigenden mTHPC-Konzentrationsreihe (0-100
pmol / L) fir 1 h, 3 h und 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte
Zellen und eine Lésungsmittelkontrolle (DMSO Kontrolle) mitgefuhrt. Nach der Inkubationszeit wurden
die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?) bzw. firr die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt.
Zur Ermittlung der Dunkeltoxizitat (A) und Phototoxizitat (B) wurde die Zellviabilitdt ermittelt. Die
gezeigten Messwerte stellen den Mittelwert + Standardabweichung (s) dar. *Signifikante Abweichung
der Messwerte der Bestrahlung gegeniiber den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test
mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 3, k = 9)



Ergebnisse | 95

(A) 3D-Tumorsphéroide Zelllinie HuTu-80: Dunkelkontrolle
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(B) 3D-Tumorsphéaroide Zelllinie HuTu-80: Bestrahlung
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Abbildung 36: Bestimmung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitédt des Photosensibilisators
MTHPC auf 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HuTu-80

Die 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HuTu-80 wurden mit einer ansteigenden mTHPC-
Konzentrationsreihe (0-100 pmol /L) fur 1 h, 3 h und 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Zur
Kontrolle wurden unbehandelte 3D-Tumorsphéroide und eine Losungsmittelkontrolle (DMSO Kontrolle)
mitgefihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J/cm?) bzw. fur die
Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt. Zur Ermittlung der Dunkeltoxizitat (A) und Phototoxizitat
(B) wurde die Zellviabilitdit ermittelt. Die gezeigten Messwerte stellen den Mittelwert =+
Standardabweichung (s) dar. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegeniber den
Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 3,
k=9)



Ergebnisse | 96

(A) 3D-Tumorsphéroide Zelllinie HT29: Dunkelkontrolle
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(B) 3D-Tumorsphéaroide Zelllinie HT29: Bestrahlung
150 ~
TR
< 100 10 Tl e g (TR T b
*
= * *
g * * 1h
[
T 50 1 x [] 3n
B 2n
0___ | || || | || | || | || || |
\O\\Q) &(}\QJ Q(ﬁ) QQ\J N qﬁb 15} \Q rl?.) (DQ /\6.) \QQ
0&' 0&
NP 3
/‘/0 6O
N

mTHPC-Konzentration [umol / L]

Abbildung 37: Bestimmung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitdt des Photosensibilisators
MTHPC auf 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HT29

Die 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HT29 wurden mit einer ansteigenden mTHPC-Konzentrationsreihe
(0-100 pmol /L) far 1 h, 3 h und 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Kontrolle wurden
unbehandelte 3D-Tumorsphéaroide und eine Lésungsmittelkontrolle (DMSO Kontrolle) mitgefiihrt. Nach
der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J /cm?) bzw. fiir die Bestimmung der
Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt. Zur Ermittlung der Dunkeltoxizitat (A) und Phototoxizitat (B) wurde die
Zellviabilitat ermittelt. Die gezeigten Messwerte stellen den Mittelwert + Standardabweichung (s) dar.
*Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegenuber den Messwerten der
Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 3, k = 9)
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(A) 3D-Tumorsphéroide Zelllinie HT29-MTX-E12: Dunkelkontrolle

150 A
S 100 { { Tim & { T { {
5 Fagmi
g [ ] 1n
=
g 507 [] s3n
B 2
0 A1 | | || ||
N
\SO\\@ \&'(}\e Q(Jfb be qf\J 15} ,\Q (ﬁ.) ODQ ,\QJ \QQ
& (&
NN 5
o O
@fo
Q
mTHPC-Konzentration [umol / L]
(B) 3D-Tumorsphéaroide Zelllinie HT29-MTX-E12: Bestrahlung
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Abbildung 38: Bestimmung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitdt des Photosensibilisators
MTHPC auf 3D-Tumorsphéaroide der Zelllinie HT29-MTX-E12

Die 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HT29-MTX-E12 wurden mit einer ansteigenden mTHPC-
Konzentrationsreihe (0-100 pmol /L) fur 1 h, 3 h und 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Zur
Kontrolle wurden unbehandelte 3D-Tumorsphéroide und eine Losungsmittelkontrolle (DMSO Kontrolle)
mitgefihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J/cm?) bzw. fur die
Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt. Zur Ermittlung der Dunkeltoxizitat (A) und Phototoxizitat
(B) wurde die Zellviabilitait ermittelt. Die gezeigten Messwerte stellen den Mittelwert =+
Standardabweichung (s) dar. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegentber den
Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 3,
k=9)
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Zusammenfassend konnte die zum Auslésen eines phototoxischen Effektes benétigte
mTHPC-Konzentration und Inkubationszeit unter Ausschluss eines dunkeltoxischen Effektes
aus den Messergebnissen abgeleitet werden. Wie aus der Zusammenstellung (Tabelle 19)
entnommen werden kann, ergab sich fur die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinie HuTu-80
ein phototoxischer Effekt ab 5umol/L bei 1h, ab 0,25umol/L bei 3h und 24 h
Inkubationszeit. Fur die Zelllinie HT29 ab 10 umol / L bei 1 h, ab 0,5 umol /L bei 3 h und ab
0,25 ymol / L bei 24 h Inkubation. Die Zelllinie HT29-MTX-E12 wies einen phototoxischen
Effekt ab 50 umol / L bei 1 h, ab 5 umol / L bei 3 h und ab 0,25 umol / L bei 24 h auf. Fir die
3D-Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80, lag ein phototoxischer Effekt ab 50 umol / L bei 1 h,
ab 10 umol /L bei 3 hund ab 5 umol / L bei 24 h vor. Bei den 3D-Tumorsphéaroide der Zelllinie
HT29 lag der phototoxische Effekt ab 50 pmol /L bei 3 h und ab 5 pmol / L bei 24 h vor. Die
3D-Tumorspharoide der Zelllinie HT29-MTX-E12 wiesen einen phototoxischen Effekt ab
100 umol /L nach 3h und ab 5 pumol/L bei 24 h-Inkubation auf. Sowohl bei den 2D-
Monolayer-Zellkulturen als auch bei den 3D-Tumorsphéaroiden lag eine hdhere Sensitivitat bei
der Zelllinie HuTu-80 im Vergleich zu den anderen Zelllinien vor. Aus den Messergebnissen
der Untersuchung der aufsteigenden mTHPC-Konzentrationsreihe wurde fur die folgenden
Screening-Versuche der neu  synthetisierten und  nanopartikulér-inkorporierten
Photosensibilisatoren  eine  Behandlungskonzentration von 5pmol/L und die

Inkubationszeiten 3 h und 24 h gewahlt.

Tabelle 19: Zusammenstellung der zum phototoxischen Effekt benttigten mTHPC-Konzentration
und Inkubationszeit aus den Messergebnissen der Untersuchung des Photosensibilisators
mTHPC

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéaroide der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-
E12 wurden mit einer ansteigenden mTHPC-Konzentrationsreihe (0-100 pmol / L) fir 1 h, 3 hund 24 h
unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Ermittlung der Phototoxizitat wurden die Zellen nach der
Inkubationszeit bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?2) und die Zellviabilitat ermittelt. Die Werte in der Tabelle
zeigen ab welcher mTHPC-Konzentration in umol / L und Inkubationszeit in h ein phototoxischer Effekt
gemessen wurde. Die Werte leiten sich als Zusammenfassung aus den Untersuchungen des
Photosensibilisators mTHPC ab.

phototoxischer Effekt

2D-Monolayer-Zellkulturen 3D-Tumorspharoide
zelllinie Kor:rz]l—r:'tl:r)z(a:tion Inkubatrilonszeit Konn;-elz—rljtFr);:tion Inkubationszeit
[umol /L] [h] [umol /L] [h]
5 1 50 1
HuTu-80 0,25 3 10 3
0,25 24 5 24
10 1 kein Effekt 1
HT29 0,5 3 50 3
0,25 24 5 24
50 1 kein Effekt 1
HT29-MTX-E12 5 3 100 3
0,25 24 5 24
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4.3.2 Untersuchung neu synthetisierter Photosensibilisatoren

Die Photosensibilisatoren mit den Bezeichnungen BLC 1157, BLC 2175, BLC 5152,
BLC 6151, BLC 6166 und BLC 6167 wurden durch die biolitec® research GmbH neu
synthetisiert. Zur Uberprufung der Dunkeltoxizitat und des induzierten phototoxischen Effekts
wurden diese fur 3 h und 24 h mit einer Konzentration von 5 umol / L inkubiert. Danach erfolgte
die Bestrahlung mit 50 J/cm2 bzw. keine Bestrahlung bei der Dunkelkontrolle und die
Durchfiihrung eines Zellviabilitdts-Tests (Abbildung 39). Es wurde eine unbehandelte
Zellkontrolle und der Photosensibilisator mTHPC als Vergleichssubstanz mitgefuhrt, da der
Photosensibilisator mTHPC sich bereits in der photodynamischen Therapie etabliert hat. Bei
den verwendeten Screening-Modellen konnte bei allen drei Zelllinien HuTu-80, HT29 und
HT29-MTX-E12 ein induzierter phototoxischer Effekt nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
der Untersuchung zeigten, dass die neu synthetisierten Photosensibilisatoren bei einer
Inkubationszeit von 3 h und 24 h keinen dunkeltoxischen Effekt aufwiesen (Abbildung 39, A
und C). Ein induzierter phototoxischer Effekt konnte fir die neu synthetisierten
Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 fur beide Inkubationszeiten nachgewiesen
werden (Abbildung 39, B und D). Dieser unterschieden sich signifikant von den Ergebnissen
der analog behandelten Dunkelkontrolle. Beim Vergleich des phototoxischen Effekts nach 3 h
zwischen mTHPC und den neu synthetisierten Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152
ergab sich eine verminderten Zellviabilitat auf 21 + 8 % fir mTHPC, auf 26 + 5 % fur BLC2175
und auf 32 £ 6 % fir BLC5152 nach 3 h Inkubation und auf 15 + 3 % fir mTHPC, auf 18 £ 6 %
fur BLC2175 und auf 15 + 3 % fiur BLC5152 nach 24 h Inkubation. Dies war ein Hinweis auf
einen mit mTHPC vergleichbaren phototoxischen Effekt der neue synthetisierten
Photosensibilisatoren. Die Photosensibilisatoren BLC 1157, BLC 6151, BLC 6166 und
BLC 6167 zeigten keinen phototoxischen Effekt in den durchgefilhrten Tests. In den hier
gezeigten Untersuchungen konnten die neu synthetisierten Photosensibilisatoren BLC 2175
und BLC 5152 als potenzielle neue Wirkstoffe fiir die PDT von intestinalen

Dunndarmkarzinomen identifiziert werden.
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Abbildung 39: Untersuchung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitat der neu synthetisierten
Photosensibilisatoren

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit 5 umol /L der neu synthetisierten Photosensibilisatoren BLC 1157, BLC 2175, BLC 5152,
BLC 6151, BLC 6166 und BLC 6167 inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt
(652 nm, 50 J/ cm?, B und D) bzw. fur die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt (A und C).
Zur Prufung der Dunkel- und Phototoxizitat wurde die Zellviabilitat gemessen. Jeder Messwert ist als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung
gegenuber den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von
5%. (n=4,k=12)
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4.3.3 Untersuchung von nanopartikuldren Formulierungen

Die Untersuchungen des freien Photosensibilisators mTHPC und den neu entwickelten
Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 zeigten eine effektive anti-tumorale Wirkung.
Daher wurden diese ausgewahlt fur die Inkorporation in verschiedene nanopartikulére
Arzneistofftragersysteme. Fur die Screening-Untersuchungen wurden diese unterteilt in
PLGA-basierte Nanopartikel WWU, liposomale Formulierungen biolitec® und PLGA-basierte
Nanopartikel IBMT. Diese wurden auf Dunkeltoxizitat und den induzierten phototoxischen
Effekt untersucht, um die anti-tumorale Wirksamkeit zu ermitteln. Des Weiteren wurden

Leerpartikel auf einen potenziellen zytotoxischen Effekt geprft.

PLGA-basierte Nanopartikel WWU

Zunachst wurde der Leerpartikel basierend auf PLGA in den Gréfen 100 nm und 200 nm
sowie mit den Modifizierungen Chitosan (CS) und Polyethylenglycol (PEG) untersucht, um
einen zytotoxischen Effekt auszuschlieRen. Hierflir wurden die Leerpartikel fir 3 h bzw. 24 h
auf den 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12
inkubiert. AnschlieRend wurde ein Teil der Versuchsanséatze bestrahlt, der andere Teil blieb
unbestrahlt als Dunkelkontrolle. Die Messungen zeigten, dass die Leerpartikel keinen
zytotoxischen Effekt unabhéngig von der Inkubationszeit und der Bestrahlung aufwiesen
(Abbildung 40). Die Durchfilhrung des Welch-Tests zur Uberpriifung von signifikanten
Unterschieden zwischen den Mittelwerten der Dunkelkontrolle und den bestrahlten Proben
konnte diesen ausschlieRen. Die neu entwickelten Nanopartikel, basierend auf PLGA und den
entsprechenden Modifizierungen, wiesen in den durchgefihrten Untersuchungen keinen
zytotoxischen Effekt auf.

Die mit dem Photosensibilisator mTHPP beladenen Nanopartikel, basierend auf PLGA und
den Modifizierungen mit Chitosan (CS) und Polyethylenglycol (PEG), wurden auf ihre
Dunkeltoxizitat und den induzierten phototoxischen Effekt mit einer mTHPP-Konzentration von
5 umol /L geprift (Abbildung 41). Die freien Photosensibilisatoren mTHPC und mTHPP
wurden zum Vergleichen der Effektivitat mitgeflhrt. Es wurde der Unterschied der Zellviabilitat
zwischen der Dunkelkontrolle und den bestrahlten Zellen mittels Welch-Test statistisch
Uberprift. Es konnte ein signifikanter Unterschied nach der Bestrahlung gemessen werden.
Die Zellviabilitat verringerte sich nach 3 h Inkubation auf 25 % bis 63 % und nach 24 h
Inkubation auf 11 % bis 21 %. Demnach konnte ein induzierter phototoxischer Effekt der

nanopartikularen Formulierungen mit inkorporiertem mTHPP nachgewiesen werden.
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Abbildung 40: Untersuchung der Dunkeltoxizitat und Phototoxizitat von Leerpartikeln mit
verschiedenen GréRen und Modifizierungen

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit den Leerpartikeln PLGA, CS-PLGA und PEG-PLGA in den Grof3en 100 nm und 200 nm fiir 3 h
und 24 h inkubiert. Zusétzlich wurde eine unbehandelte Zellkontrolle mitgefuhrt. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J/cm?2, B und D). Zur Bestimmung der
Dunkeltoxizitat fand keine Bestrahlung statt (A und C). Die Zellviabilitdt wurde als KenngréRe gemessen.
Jeder Messwert ist als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung der
Messwerte der Bestrahlung gegeniiber den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit
einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 4, k = 12)
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Abbildung 41: Untersuchung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitat der nanopartikularen
Formulierungen mit dem inkorporierten Photosensibilisator mTHPP

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit den Nanopartikeln mTHPP-PLGA, CS-mTHPP-PLGA und PEG-mTHPP-PLGA in den GréRRen
100 und 200 nm fur 3h und 24 h inkubiert. Die Nanopartikel enthielten inkorporiert den
Photosensibilisator mTHPP. Die freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden
mit einer Konzentration von 5 pmol / L eingesetzt. Als Kontrollen wurde eine unbehandelte Zellkontrolle
und der Photosensibilisator mTHPC mitgefihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahit
(652 nm, 50 J / cm?, B und D). Zur Bestimmung der Dunkeltoxizitat fand keine Bestrahlung statt (A und
C). Es wurde eine Messung der Zellviabilitat durchgefiihrt. Jeder Messwert ist als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegeniiber
den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n =
4, k=12)



Ergebnisse | 104

Liposomale Formulierungen

Die neu synthetisierten Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 konnten als potenzielle
Wirkstoffe fur die Behandlung von intestinalen Dinndarmtumoren identifiziert werden. Diese
wurden daher in eine liposomale Formulierung inkorporiert und im Vergleich zu mTHPC und
den freien Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 getestet (Abbildung 42). Hierzu
wurden die Leerpartikel, der freie Photosensibilisator mTHPC und die beladenen Nanopartikel
LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152 fur 3 h und 24 h auf den 2D-Monolayer-Zellkulturen inkubiert.
Danach erfolgte die Bestrahlung mit einer Bestrahlungsdosis von 50 J/cm2 mit einer
Wellenlange von 652 nm. Die Dunkelkontrollen wurden nicht bestrahlt. Die Beurteilung des
induzierten phototoxischen Effektes und der Dunkeltoxizitat erfolgte mittels Zellviabilitats-
Tests. Die liposomalen Formulierungen zeigten keinen dunkeltoxischen Effekt unabhéngig von
der Inkubationszeit. Die Inkubation und Bestrahlung zeigte bei den Proben, die mit freiem und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren inkubiert wurden, einen phototoxischen
Effekt. Dieser zeigte sich in einer Verringerung der Zellviabilitat auf 27 % bis 44 % nach 3 h
Inkubation und 28 % bis 14 % nach 24 h Inkubation. Die Unterschiede der Zellviabilitat der
Dunkelkontrolle und der bestrahlten Zellen konnte mittels Welch-Test als signifikant eingestuft
werden. Zusammenfassend konnte eine Dunkeltoxizitdt der neuen liposomalen
Formulierungen ausgeschlossen werden und ein induzierter phototoxischer Effekt erwiesen

werden.
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Abbildung 42: Untersuchung der Dunkeltoxizitdt und Phototoxizitdt der liposomalen
Formulierungen

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit 5 umol /L der freien und liposomalen Formulierungen (LP) mit den Photosensibilisatoren
BLC 2175 und BLC 5152 inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50
J/cm?, B und D) bzw. fur die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt (A und C). Es wurde
zusatzlich die Zellkontrolle, der leere liposomale Partikel (LP-Leer) und der Photosensibilisator mTHPC
vermessen. Es wurde ein Test zur Ermittlung der Zellviabilitéat durchgefuhrt. Jeder Messwert ist als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung
gegenuber den Messwerten der Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von
5%. (n=4,k=12)
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Untersuchung der IBMT-Nanopartikel

Bei der Untersuchung der biologischen Wirksamkeit lag der Fokus auf dem induzierten
phototoxischen Effekt, um einen Nachweis Uber die anti-tumorale Wirkung des freien und
nanopartikularen Photosensibilisators zu erhalten. Des Weiteren wurde der dunkeltoxische
Effekt untersucht, um Photosensibilisatoren und nanopartikulare Formulierungen, die einen
unerwinschten dunkeltoxischen Effekt ausldsen, ausschlieRen zu kénnen. Hierfir wurden die
2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 mit dem freien
Photosensibilisator mTHPC, mit den Leerpartikeln CP-PLGA und F127-PLGA und den
beladenen Nanopartikeln CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA fur 3h und 24 h
inkubiert. Danach erfolgte fiir die Bestrahlungsuntersuchungen eine Bestrahlung bei 652 nm
und einer Dosis von 50 J / cm? Die Dunkelkontrolle wurde nicht bestrahlt. Die Untersuchung
des dunkeltoxischen und induzierten phototoxischen Effektes erfolgte mit einem Zellviabilitats-
Test (Abbildung 43). Die Leerpartikel CP-PLGA und F127-PLGA zeigten weder in der
Dunkelkontrolle noch bei den bestrahlten Untersuchungen einen toxischen Effekt. Die
Dunkelkontrolle zeigte auch, unabhéngig von den Inkubationszeiten von 3 h und 24 h, keinen
toxischen Effekt bei den mit dem Photosensibilisator mTHPC beladenen Nanopartikeln CP—
MTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA. Die Bestrahlung nach 3 h und 24 h zeigte einen
deutlichen phototoxischen Effekt bei dem freien Photosensibilisator mTHPC und den
beladenen Nanopartikeln CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA mit einer
Verminderung der Zellviabilitat auf 31 % bis 44 % nach 3 h Inkubation und 14 bis 28 % nach
24 h Inkubation. Der induzierte phototoxische Effekt zeigte einen signifikanten Unterschied im
Vergleich zur Dunkelkontrolle. Insgesamt I0ste eine Inkubationszeit von 24 h einen hdheren

phototoxischen Effekt im Vergleich zur Inkubationszeit von 3 h aus.
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Abbildung 43: Untersuchung der Dunkeltoxizitat und Phototoxizitat der IBMT-Nanopartikel

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit dem freien Photosensibilisator mTHPC, den Leerpartikeln CP-PLGA und F127-PLGA und den
mit mMTHPC beladenen Nanopartikeln CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA inkubiert. Die freien
und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden mit einer Konzentration von 5 pmol / L
eingesetzt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?, B und D) bzw. fiir
die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt (A und C). Es wurde ein Test zur Ermittlung der
Zellviabilitat durchgefuhrt. Jeder Messwert ist als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
*Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegeniiber den Messwerten der
Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n =4, k = 12)
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4.3.4 Finale Formulierungen

Ziel der Untersuchungen der finalen Formulierungen war es, vielversprechende neu
synthetisierte Photosensibilisatoren und deren nanopartikuldare Formulierungen zu
identifizieren. Die Kriterien hierbei waren, dass die freien Photosensibilisatoren nach der
Bestrahlung mit Licht einer spezifischen Wellenlange einen toxischen Effekt aufweisen, jedoch
keinen dunkeltoxischen Effekt zeigen. Analog galt dies flr die nanopartikularen
Formulierungen, in die der Photosensibilisator inkorporiert wurde. Zuséatzlich sollten durch die
nanopartikularen Formulierungen keine toxischen Effekte auftreten. Aufgrund der
vorrausgehenden Untersuchungen wurden die folgenden freien Photosensibilisatoren und

nanopartikularen Systeme ausgewahlt:

e Photosensibilisator: mTHPC

Neu synthetisierte Photosensibilisatoren: BLC 2175, BLC 5152

Liposomale Formulierungen biolitec®: LP-BLC 2175, LP-BLC 5152

Nanopartikulare Formulierungen WWU: PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA
Nanopartikulare Formulierungen IBMT: CP-mTHPC-PLGA, F127-mTHPC-PLGA

Die Prufung der Dunkel- und Phototoxizitat wurde vergleichend fir die ausgewahlten finalen
Formulierungen mit den Screening-Modellen 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-
Tumorsphéaroide durchgefiihrt. Neben dem dunkeltoxischen Effekt und dem induzierten
phototoxischen Effekt wurde die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge
analysiert. Die Untersuchungen der 2D-Monolayer-Zellkulturen zeigten, dass die freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren keinen dunkeltoxischen Effekt aufwiesen.
Des Weiteren konnte nach der Bestrahlung ein signifikanter phototoxischer Effekt detektiert
werden. Dabei lag die Verringerung der Zellviabilitat nach einer Inkubationszeit von 3 h
durchschnittlich zwischen 31 bis 52 % und nach 24 h bei 18 bis 27 %. Somit wurden die
Ergebnisse des Vorscreenings bestétigt (Abbildung 44). Im néachsten Schritt wurden die finalen
Formulierungen auf den 3D-Tumorspharoiden fir 3 h und 24 h inkubiert und die
Dunkeltoxizitat bzw. Phototoxizitat untersucht (Abbildung 45). Es konnte im Rahmen der
Untersuchungen kein dunkeltoxischer Effekt der freien und nanopartikulér-inkorporierten
Photosensibilisatoren auf die 3D-Turmosphéaroide gemessen werden. Ein Nachweis des
induzierten phototoxischen Effekts konnte bei den verwendeten Zelllinien HuTu-80, HT29 und
HT29-MTX-E12 nach einer 3 h Inkubation und anschlielender Bestrahlung nicht
nachgewiesen werden. Erst nach einer Inkubationszeit von 24 h und anschliel3ender
Bestrahlung konnte ein phototoxischer Effekt detektiert werden. Dieser lag bei den 3D-
Tumorsphéaroiden der Zelllinie HuTu-80 zwischen 26 bis 50 % verringerter Zellviabilitat. Bei
den 3D-Tumorsphéaroiden bestehend aus der Zelllinie HT29 lag dieser Wert bei 50 bis 79 %
und bei der Zelllinie HT29-MTX-E12 bei 50 bis 64 %. Diese Werte wurden mittels Welch-Test
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auf ihren Unterschied gegeniiber der Dunkelkontrolle getestet und konnten als signifikant
unterschiedlich eingestuft werden.

Die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge wurde durchgefiihrt, um
Aufschluss Uber die Substanzmenge zu erhalten, die von der Zelle aufgenommen wurde.
Hierzu wurden analog zu den Untersuchungen der Dunkeltoxizitdt und induzierten
Phototoxizitat die 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéaroide fir 3 h und 24 h mit den
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen und mittels Lyse und Zentrifugation aufgereinigt.
Der so extrahierte Photosensibilisator wurde anschlieRend mittels HPLC-Analyse detektiert.
Die mitgefiihrte Zellkontrolle zeigte in allen durchgefihrten Untersuchungen zur
Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge keine Messwerte, da diese ohne Zugabe
des Photosensibilisators mitgefuhrt wurde (Abbildung 46). Die 2D-Monolayer-Zellkulturen
zeigten eine Aufnahme des Photosensibilisators nach 3 h und 24 h Inkubation. Die
aufgenommene Menge lag nach 3 h Inkubationszeit zwischen 0,019 bis 0,080 pmol / L bei der
Zelllinie HuTu-80, 0,013 bis 0,062 umol / L bei der Zelllinie HT29 und 0,012 bis 0,046 umol / L
bei der Zelllinie HT29-MTX-E12. Nach 24 h Inkubationszeit betrug die aufgenommene Menge
zwischen 0,001 bis 0,006 pumol / L bei der Zelllinie HuTu-80, 0,014 bis 0,055 pumol / L bei der
Zelllinie HT29 und 0,012 bis 0,028 pumol / L bei der Zelllinie HT29-MTX-E12. Daraus lief3 sich
schlieen, dass die Aufnahme des Photosensibilisators in die Zellen der 2D-Monolayer-
Zellkultur nach einer Inkubationszeit von 3 h hoéher war als nach 24 h. Bei den 3D-
Tumorspharoiden lag die aufgenommene Menge des Photosensibilisators nach 3 h Inkubation
bei der Zelllinie HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 unterhalb des Quantifizierungslimits von
0,012 umol / L. Daher konnten die Werte der 3 h Inkubation der 3D-Tumorsphéroide nicht flr
eine quantitative Auswertung der aufgenommenen Wirkstoffmenge verwendet werden. Im
Vergleich zu den 2D-Monolayer-Zellkulturen war die aufgenommene Menge bei den 3D-
Tumorsphéroiden nach 24 h deutlich hoher (Abbildung 47). Diese lag bei einer
aufgenommenen Menge des Photosensibilisators bei der Zelllinie HuTu-80 zwischen 0,019
bis 0,050 umol / L, bei der Zelllinie HT29 zwischen 0,013 bis 0,033 umol / L und bei der Zelllinie
HT29-MTX-E12 zwischen 0,012 bis 0,032 umol / L. Die Quantifizierung der aufgenommenen
Wirkstoffmenge zeigte, dass sowohl die 2D-Monolayer-Zellkulturen als auch die 3D-
Tumorsphéroide in der Lage waren, den Photosensibilisator in freier und formulierter Form
aufzunehmen. Insgesamt war bei den HuTu-80 Zellen unabhangig vom Modell und der
Inkubationszeit eine hohere Aufnahme des Photosensibilisators detektierbar als bei den
Zelllinien HT29 und HT29-MTX-E12. Zudem konnte eine signifikant erhéhte Aufnahme der
nanopartikularen Formulierungen CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA gegentiber des
freien Photosensibilisatoren mTHPC fir die 2D-Moloayer Zellkulturen HuTu-80, HT29 und
HT29-MTX-E12 fir die Inkubationszeiten 3 h und 24 h sowie und fir die 3D-Tumorsphéaroide
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der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 nach einer Inkubationszeit von 24 h ermittelt
werden (Tabelle 20). Die nanopartikularen Formulierungen LP-BLC 2175, LP-BLC 5152, PEG-
MTHPC-PLGA und LrP-PEG-mTHPC-PLGA wiesen diesen Effekt nicht durchgangig auf.
Daraus lieR sich schlieBen, dass insgesamt eine verbesserte Aufnahme des
Photosensibilisators mTHPC mit den nanopartikularen Formulierungen CP-mTHPC-PLGA
und F127-mTHPC-PLGA erzielt werden konnte.

Tabelle 20: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der statistischen Berechnung einer
signifikanten erhdhten Aufnahme der freien Photosensibilisatoren gegeniber ihren
nanopartikularen Formulierungen im 2D-Zellkulursystem und den 3D-Tumorspharoiden der
Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 basierenden auf den Werten der Quantifizierung
Die freien Photosensibilisatoren (PS) BLC 2175, BLC 5152 und mTHPC sowie die nanopartikularen
Formulierungen LP-BLC 2175, LP-BLC 5152, PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-
MTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA wurden fur 3 h und 24 h auf den 2D-Monolayerzellkulturen und
3D-Tumorsphéaroiden inkubiert. Bei den 3D-Tumorsphéaroiden lag die aufgenommene Menge des
Photosensibilisators nach 3 h Inkubation unterhalb des Quantifizierungslimits und sind daher nicht
gezeigt. Die freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden mit einer
Konzentration von 5 umol /L eingesetzt. Die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge
erfolgte mittels HPLC Analyse. Die Tabelle zeigt, ob eine signifikante Erhohung der Aufnahme der freien
Photosensibilisatoren gegeniber ihren nanopartikularen Formulierungen vorlag. Die Berechnung wurde
mit dem Welch-Test und einem Signifikanzniveau von 5 % durchgefiihrt. Dabei wurden die gemessenen
Substanzmengen der freien Photosensibilisatoren BLC 2175 mit denen der nanopartikuldren
Formulierungen LP-BLC 2175 und BLC 5152 mit LP-BLC 5152 verglichen. Die gemessenen
Substanzmengen des freien Photosensibilisators mTHPC wurde mit den Werten der nanopartikulare
Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-
PLGA verglichen. Die sich daraus ergebene Bestimmung der Signifikanz wurde wie folgt
gekennzeichnet: *Signifikante Abweichung entspricht einer erhdéhten Aufnahme der nanopartikuléren
Formulierungen; - keine Signifikante Abweichung entspricht einer gleichhohen oder verringerten
Aufnahme der nanopartikularen Formulierungen. (n = 4, k = 12)

2D-Monolayer 3D-Tumorsphéroide

Inkubationszeit 3 h Inkubationszeit 24 h | Inkubationszeit 24 h
N N N
— — —
2 - | 8 o
freier PS Nanopartikulére I Q = 5 Q = S % =
Formulierung 5 £ E 5 L o% = = E

T T T
e e e
T T T
BLC 2175 LP-BLC 2175 * * - = = = - - -
BLC 5152 LP-BLC 5152 * * = * = o - - -
PEG-mTHPC-PLGA & & * = * - - * -
LrP-PEG-mTHPC- * * * _ * _ _ _ _
mTHpC ~ _PLGA

CP-mTHPC-PLGA & & & & & & * * *
F127-mTHPC-PLGA & &S * * * * * * *
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Abbildung 44: Ubersicht der 2D-Monolayer-Zellkulturen-Untersuchung der Dunkeltoxizitat und
Phototoxizitat der finalen PS und Formulierungen

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit den freien Photosensibilisatoren (InNTHPC, BLC 2175, BLC 5152), den liposomalen beladenen
Formulierungen (LP-BLC 2175, LP-BLC 5152) und den mit mTHPC-beladenen Nanopartikeln (PEG-
MTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA) inkubiert. Die
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden mit einer Konzentration von
5 umol / L eingesetzt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?, B und
D) bzw. fir die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt (A und C). Es wurde ein Test zur
Ermittlung der Zellviabilitat durchgefuhrt. Jeder Messwert ist als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegeniiber den Messwerten der
Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 4, k = 12)
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Abbildung 45: Ubersicht der 3D-Tumorsphéaroid-Untersuchung der Dunkeltoxizitat und
Phototoxizitat der finalen PS und Formulierungen

Die 3D-Tumorsphéroide der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fiir 3 h und 24 h mit
den freien Photosensibilisatoren (mTHPC, BLC 2175, BLC 5152), den liposomalen beladenen
Formulierungen (LP-BLC 2175, LP-BLC 5152) und den mit mTHPC-beladenen Nanopartikeln (PEG-
MTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA) inkubiert. Die
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden mit einer Konzentration von
5 umol / L eingesetzt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen bestrahlt (652 nm, 50 J / cm?, B und
D) bzw. fur die Bestimmung der Dunkeltoxizitat nicht bestrahlt (A und C). Es wurde ein Test zur
Ermittlung der Zellviabilitdt durchgefiihrt. Jeder Messwert ist als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. *Signifikante Abweichung der Messwerte der Bestrahlung gegenuber den Messwerten der
Dunkelkontrolle nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. (n = 4, k = 12)
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Abbildung 46: Quantifizierung der aufgenommenen Menge der finalen freien und nanopartikulér-
inkorporierten Photosensibilisatoren in 2D-Monolayer Zellkulturen

Die 2D-Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fir 3 h und
24 h mit den freien Photosensibilisatoren (INTHPC, BLC 2175, BLC 5152), den liposomalen beladenen
Formulierungen (LP-BLC 2175, LP-BLC 5152) und den mit mTHPC-beladenen Nanopartikeln (PEG-
MTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA) inkubiert. Die
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden mit einer Konzentration von
5 pmol / L eingesetzt. Die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge erfolgte mittels HPLC
Analyse. Jeder Messwert ist als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung
der Messwerte der Zellinie HuTu-80 (Duodenum Adenocarcinoma) gegenuber den Messwerten der
Zelllinien HT29 und HT29-MTX-E12 (Colorectale Adenocarcinoma) nach dem Welch-Test mit einem
Signifikanzniveau von 5 %. (n = 4, k = 12)



Ergebnisse | 114

(A) 3D-Tumorsphéaroide: Inkubationszeit 3 h

0,10 -

= 0,08 -

©

£

% 0,06 - |:| Leerkontrolle

£ B mHec

g 0,04 4 |:| neu PS

? o2 |:| Liposomen biolitec®

jn o

o . Nanopartikel WWU
0,00 (Fl fem e Fem fem ﬁEi ﬁ{i Fﬁﬂ |:| Nanopartikel IBMT

& &£ &8
Vg/

(B) 3D-Tumorsphéaroide: Inkubationszeit 24 h

0,10 -

= 0,08 -

°

S

= 0,06 . |:| Leerkontrolle

e A

S m

E 0,04 |:| neu PS

o]

@ |:| Liposomen biolitec®

= 2

@ 0.0 . Nanopartikel WWU
0.00 |:| Nanopartikel IBMT
Q§{_o

[ HuTu-80 [ HT29 B HT29-MTX-E12

Abbildung 47: Quantifizierung der aufgenommenen Menge der finalen freien und nanopartikulér-
inkorporierten Photosensibilisatoren in 3D-Tumorspharoide

Die 3D-Tumorsphéroide der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 wurden fiir 3 h und 24 h mit
den freien Photosensibilisatoren (mTHPC, BLC 2175, BLC 5152), den liposomalen beladenen
Formulierungen (LP-BLC 2175, LP-BLC 5152) und den mit mTHPC-beladenen Nanopartikeln (PEG-
MTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA) inkubiert. Die
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurden mit einer Konzentration von
5 pmol / L eingesetzt. Die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge erfolgte mittels HPLC
Analyse. Jeder Messwert ist als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung
der Messwerte der Zellinie HuTu-80 (Duodenum Adenocarcinoma) gegenuber den Messwerten der
Zelllinien HT29 und HT29-MTX-E12 (Colorectale Adenocarcinoma) nach dem Welch-Test mit einem
Signifikanzniveau von 5 %. (n = 4, k = 12)
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4.4 Untersuchungen mit spezifischen praklinischen Testsystemen

Von der Entwicklung eines neuen Arzneistoffes bis zu dessen Einsatz in der Therapie von
Patienten muss dieser eine Vielzahl von Untersuchungen bestehen. Nach der chemischen
Charakterisierung werden praklinische Studien zur Toxizitdt und Untersuchungen zur
Wirksamkeit durchgefuhrt. Diese geben Aufschluss dartber, ob der Arzneistoff unerwiinschte
toxische Effekte aufweist und ob die gewlnschte Wirkung erzielt werden kann. Ein Teil der
préaklinischen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit als ,Untersuchungen der biologischen
Wirksamkeit* durchgefuhrt. Es wurden sowohl die freien als auch die nanopartikular
formulierten Photosensibilisatoren auf ihre Dunkeltoxizitdit und ihren induzierten
phototoxischen Effekt geprift. Hierfir wurden 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-
Tumorsphéroide verwendet. In diesen Untersuchungen konnten vielversprechende neu
synthetisierte und nanopartikulare Photosensibilisatoren identifiziert werden. Diese sollten in
den ,Untersuchungen mit spezifischen praklinischen Testsystemen® naher charakterisiert
werden (Tabelle 21).

Tabelle 21: Ubersicht der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren die in
den Untersuchungen mit spezifischen préklinischen Testsystemen verwendet wurden

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Photosensibilisatoren (freie PS) und die nanopartikuldren
Formulierungen (Leerpartikel und mit inkorporiertem PS), die im zweiten Schritt mit speziellen
préaklinischen Testsystemen untersucht wurden.

Gruppierung Legende Bezeichnung Modifizierung Substanz
Photosensibilisator . mTHPC keine freier PS
(PS)
- [] [BLc 2175 _ _
neu synthetisierte PS |:| keine freier PS
BLC 5152
. PEG-mTHPC-PLGA PEG
Nanopartikel WWU ian:o-[pHg'icért
B |LP-PEG-mTHPC-PLGA PEG + LrP
[ ]|LP-BLC 2175
Liposomen biolitec® keine innkil:eol:r)iirt
[] |LP-BLC 5152 P
CP-mTHPC-PLGA Carbopol (CP)
Nanopartikel IBMT |:| inll?o-[gcf:ice:zrt

[]

F127-mTHPC-PLGA Pluronic F127 (F127)

Ziel war es, nanopartikulare Arzneistofftragersysteme zu entwickeln, die in der Lage sind den
Wirkstoff zum Wirkort zu transportieren. Der Wirkort, das Dunndarmkarzinom, befindet sich im
Gastrointestinaltrakt. Die Oberflache des Diinndarms ist mit einer Mukusschicht vom
Darmlumen getrennt. Zusétzlich finden peristaltische Bewegungen statt, die fir den Transport
von Nahrung durch den Gastrointestinaltrakt verantwortlich sind. Um zu untersuchen, ob die

freien und nanopartikularen Formulierungen in der Lage sind unter diesen Bedingungen am
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Wirkort anzukommen, wurden spezielle praklinische Testsysteme entwickelt und die

vielversprechenden Photosensibilisatoren und deren Formulierungen getestet.

4.4.1 Mikrofluidisches Mukusbarriere-Modell

Zur Untersuchung der Mukoadhasion und Mukopermeation der freien Substanzen und
nanopartikularen Formulierungen wurde ein mikrofluidisches Mukusbarriere-Modell entwickelt.
Der sogenannte Mukus-Chip besteht aus einem apikalen und einem basolateralen
Kompartiment, welche durch eine Mukusschicht voneinander getrennt sind. Im unteren
Kompartiment befindet sich ein Kanal, durch den mit einer Peristaltik-Pumpe der Puffer
transportiert wurde. Die Probe wurde in das apikale Kompartiment pipettiert und Uber einen

Zeitraum von drei Stunden der Transport Uber die Mukus-Barriere untersucht (Abbildung 48).

Substanz oder nanopartikulare Formulierungen

i ° o Filter-
Intestinales Lumen ® e Proben Kompartiment (apikale Seite) / membranen
Mukusschicht .. | Mukusschicht | ‘ P4 Silizium-Chip i
Ak Sei . e V - ._ pordser Membran
zeptor-Seite ——> Fluidik-Kanal (basolaterale Seite)

Abbildung 48: Schematischer Aufbau der Mukus-Chip Untersuchungen

Die schematische Abbildung zeigt einen Querschnitt des mikrofluidischen Chip-Moduls. Es ist aufgebaut
aus einem Proben-Kompartiment und einem fluidischen Kanal, die durch eine Mukusschicht
voneinander getrennt sind. Die Mukusschicht ist von zwei Membranen umgeben. Substanzen oder
nanopartikulare Formulierungen kdnnen in das Proben-Kompartiment auf der apikalen Seite appliziert
werden. Auf der basolateralen Seite befindet sich ein Fluidik-Kanal, durch den der Puffer mit einer
Peristaltikpumpe transportiert wird.

Das Mukus-Chip-Model wurde fiir den Versuchszeitraum in einen Warmeschrank integriert.
Der experimentelle Aufbau wurde so konstruiert, dass vier Mukus-Chips parallel genutzt
werden konnten. Das Schlauchsystem wurde an die Mukus-Chips angeschlossen und aus
dem Warmeschrank heraus uber eine Peristaltikpumpe und ein Flissigkeitsreservoir gefihrt.
Der verwendete Magnetruhrer ermoglichte eine konstante Durchmischung der
Akzeptorflissigkeit (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Experimenteller Aufbau der Mukus-Chip Untersuchungen

Der experimentelle Aufbau des Mukus-Chips zeigt den Warmeschrank (A), in den das mikrofluidische
Mukus-Chip-Model fir den Versuchszeitraum gestellt wurden. (A1) Fir die Versuchsdurchfihrung
konnten vier Mukus-Chips parallel betrieben werden. (A2) Die Mukus-Chips wurden in die Chip-Modul
Halterung eingebaut und das Schlauchsystem angeschlossen. (B) Das Schlauchsystem verlief durch
eine Peristaltikpumpe und ein Flussigkeitsreservoir (Becherglas). (B1) Die Peristaltikpumpe pumpte die
Akzeptorflissigkeit durch das System und der Magnetrihrer durchmischte die Akzeptorflissigkeit.
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Validierung des Mukus-Chips ohne Mukusschicht

Bevor die Permeation tber die Mukusschicht getestet wurde, wurde zunachst untersucht, ob
die freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren in der Lage sind Uber die
Membranen des Mukus-Chips ungehindert zu permeieren. Im Versuchsaufbau wurde die
Mukusschicht in ein Metallgitter eingebracht, dass zum Schutz der Mukusschicht von zwei
Filtermembranen umgeben war. Des Weiteren war der Fluidik-Kanal auf der basolateralen
Seite durch eine porgse Silizium-Chip-Membran von der Mukusschicht getrennt. Die
verschiedenen verwendeten Membranen des Mukus-Chip-Moduls kdnnen einen Einfluss auf
die Permeation der apikal applizierten Proben haben. Um dies zu untersuchen, wurde die
Permeation der Kontrollsubstanzen sowie der freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren Uber die Membranen des Mukus-Chips ohne Mukus-Applikation
untersucht. Hierzu wurden die freien Photosensibilisatoren und deren nanopartikulare
Formulierungen mit einer Konzentration von 5 umol / L auf die apikale Seite des Mukus-Chips
appliziert und die Permeation nach 3 h Inkubationszeit mittels HPLC-Analytik untersucht
(Abbildung 50). Analog wurde eine Leerkontrolle, FITC-Dextran als Negativkontrolle mit einer
Konzentration von 100 pumol / L und Koffein als Positivkontrolle mit einer Konzentration von
100 umol / L mitgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass die getesteten Substanzen und
nanopartikularen Formulierungen tber die Membranen permeieren kdnnen. Die permeierte
Substanzmenge der Negativkontrolle FITC-Dextran lag nach 3 h bei 85,2 + 4,4 % und der
Positivkontrolle Koffein bei 95,1 + 0,1 %. Die freien Photosensibilisatoren zeigten eine
Permeationsrate von 92,7 + 0,7 % bei mTHPC, 95,7 + 0,9 % bei BLC 2175 und 90,1 *
3,2% bei BLC 5152. Fur die liposomalen Formulierungen (Liposomen biolitec®) der
Photosensibilisatoren BLC 2175 und 5152 lag der permeierte Wert bei 89,2 + 5,1 % fir LP-
BLC 2175 und bei 90,1 + 3,2 % fur LP-BLC 5152. Die PLGA-basierten Nanopartikel mit einer
PEG und LrP-PEG Modifizierung (Nanopartikel WWU) zeigten nach der Inkubation eine
permeierten Substanzmenge von 97,1 + 0,9 % bei PEG-mTHPC-PLGA und 96,7 = 1,2 % bei
LrP-PEG-mTHPC-PLGA. Die PLGA-Nanopartikel mit einer Carbopol®- und Pluronic® F127-
Oberflachenmodifizierung (Nanopartikel IBMT) zeigten fir CP-mTHPC-PLGA eine permeierte
Substanzmenge von 91,2 + 2,0 % und fur F127-mTHPC-PLGA von 97,3 + 0,7 %. Die
untersuchten  Kontrollsubstanzen sowie freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren waren in der Lage, tber einen Versuchszeitraum von 3 h mit einem Wert
von 89,2 bis 97,1 % uber die Membranen des Mukus-Chip-Modells zu permeieren. Daraus
wurde geschlossen, dass die Konstruktion des Mukus-Chips fur die Untersuchung der
Permeation der in der Arbeit verwendeten Kontrollsubstanzen sowie freien und nanopartikul&r-

inkorporierten Photosensibilisatoren, geeignet war.
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Abbildung 50: Permeierte Substanzmenge Uber die Filtermembranen des Mukus-Chips ohne
Mukusschicht

Die Permeation der Negativkontrolle FITC-Dextran, der Positivkontrolle Koffein, der freien
Photosensibilisatoren (InTHPC, BLC 2175, BLC 5152), der liposomalen beladenen Formulierungen (LP-
BLC 2175, LP-BLC 5152) und der mit mTHPC-beladenen Nanopartikel (PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-
MTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA) uber die Membranen des Mukus-Chips
ohne Mukus-Applikation wurde nach 3 h untersucht. Die eingesetzte Konzentration der Kontrollen
betrug 100 umol/L und die Konzentration der freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren 5 umol /L. Zudem wurde eine Leerkontrolle mitgefiihrt. Die permeierte
Substanzmenge nach 3 h ist in Prozent [%] angegeben. Die Ergebnisse werden als Mittelwert *
Standardabweichung dargestellt. (n = 3, k = 6)
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Fur die Untersuchungen der Permeation der freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren tGber den Mukus-Chip wurde ein Versuchszeitraum von 3 h und eine
Probennahme zu den Zeitpunkte 0, 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min festgelegt. Daher wurde
zusatzlich zur Endpunktkontrolle nach 3 h zu den einzelnen Messpunkten Zeitpunkten 0, 30,
60, 90, 120, 150 und 180 min Proben entnommen. Fur die Negativkontrolle FITC-Dextran und
Positivkontrolle Koffein sowie fiir die freien Photosensibilisatoren mTHPC, BLC 2175 und
BLC 5152 konnte eine Permeation von 78,0 bis 82,5 % nach einer Versuchszeit von 30 min
ermittelt werden (Abbildung 51). Die liposomalen Formulierungen (Liposomen biolitec®) LP-
BLC 2175 und LP-BLC 5152, die PLGA-Nanopartikel mit den Modifizierungen PEG und LrP-
PEG (Nanopartikel WWU) PEG-mTHPC-PLGA und LrP-PEG-mTHPC-PLGA sowie die PLGA-
Nanopartikel mit den Modifizierungen Carbopol® und Pluronic® F127 CP-mTHPC-PLGA und
F127-mTHPC-PLGA zeigten Werte im Bereich von 80,2 bis 90,2 % nach 30 min (Abbildung
52). Danach erreichten die Werte ein Plateau bis zum Endpunkt von 3 h. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Kontrollsubstanzen sowie die freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren bereits nach der Applikation tber die Membranen des Mukus-Chips
permeieren konnten. Des Weiteren konnte ermittelt werden, dass sich bereits nach einem
Versuchszeitraum von 30 min 78,0 bis 90,2 % der apikal applizierten Substanzmengen im
Akzeptormedium befanden. Nach 3 h betrug die Permeation in Abhangigkeit von der
verwendeten Substanz zwischen 89,2 bis 97,1 %. Die Ergebnisse zeigten, dass eine
Permeation der verwendeten Kontrollsubstanzen sowie der freien und nanopartikular-

inkorporierten Photosensibilisatoren tiber die Membranen des Mukus-Chips méglich war.
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Abbildung 51: Bestimmung der Permeation der Kontrollsubstanzen und freien
Photosensibilisatoren tGber die Membranen des Mukus-Chips ohne Mukusschicht

Die Kontrollsubstanzen (A) FITC-Dextran und (B) Koffein sowie die freien Photosensibilisatoren (C)
mTHPC, (D) BLC 2175 und (E) BLC 5152 wurden apikal auf die Membranen des Mukus-Chips
appliziert. Die eingesetzte Konzentration der Kontrollen betrug 100 pumol / L und die Konzentration der
freien Photosensibilisatoren 5 pmol / L. Zudem wurde eine Leerkontrolle mitgefiihrt. Zu den Zeiten O,
30, 60, 90, 120, 150 und 180 min wurden Proben aus dem basolateralen Kompartiment enthommen
und der Substanzgehalt mittels HPLC-Analyse gemessen. Die gezeigten Messwerte stellen den
Mittelwert der permeierten Substanzmenge in % + Standardabweichung (s) dar. (n = 3, k = 9)
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Abbildung 52: Permeationsuntersuchungen der nanopartikularen Formulierungen Uber die
Membranen des Mukus-Chips ohne Mukusschicht

Die liposomalen Formulierungen A) LP-BLC 2175, (B) LP-BLC 5152, (C) PEG-mTHPC-PLGA, (D) LrP-
PEG-mTHPC-PLGA, (E) CP-mTHPC-PLGA und (F) F127-mTHPC-PLGA wurden apikal auf die
Membranen des Mukus-Chips appliziert. Die Konzentration der nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren betrug 5 umol / L. Zudem wurde eine Leerkontrolle mitgefuhrt. Zu den Zeiten 0,
30, 60, 90, 120, 150 und 180 min wurden Proben aus dem basolateralen Kompartiment entnommen
und der Substanzgehalt mittels HPLC-Analyse gemessen. Die gezeigten Messwerte stellen den
Mittelwert der permeierten Substanzmenge in % + Standardabweichung (s) dar. (n = 3, k = 9)
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Rheologie der porcinen Mukusproben

Als Mukus-Modell wurde nativer porciner Mukus verwendet. Aufgrund der Herkunft sind die
Mukusproben natirlichen Schwankungen unterlegen, die einen Einfluss auf die
Beschaffenheit des Mukus haben. Als Kriterium zur Beurteilung von nativen Mukusproben
wurde die Viskositat ausgewahlt. Auf der Grundlage von rheologischen Messungen sollte die
Viskositat von 24 nativen porcinen Mukusproben ausgewertet werden (Abbildung 53, A) [192].
Die Ergebnisse der einzelnen Messungen zeigten eine Variabilitat im Bereich von 4,17 bis
60,34 Pa:s mit einem Mittelwert von 36,23 +13,10 Pa:s. Zur Ermittlung eines
Haufigkeitsbereiches wurden fiinf Klassen mit den Werte-Bereichen 0-15, 15-30, 30-45, 45-60
und 60-75 gebildet (Abbildung 53, B). Dadurch konnte eine Haufigkeit der
Viskositatsmesswerte der 24 porcine Mukusproben in einem Wertebereich von 30-45 Pa:-s
ermittelt werden. Um einen Einfluss der groBen Schwankungen der Viskositat der nativen
porcinen Mukusproben auf die Mukus-Permeabilitdit der freien und nanopartikular-
inkorporierten Photosensibilisatoren auszuschlief3en, wurden fir die folgenden Versuche nur

Mukusproben verwendet, die eine Viskositat im Bereich von 30-45 Pa-s aufwiesen.

(A) g0 - (B) 15 -

60 - T . /\
T = 10 -

Viskositat [Pa-s]
Haufigkeit

0-15 15-30 30-45 45-60 60-75

? I 1Y
L

Viskositatsklassen [Pa:s]
Probennummer

Abbildung 53: Viskositatsmessung der porcinen Mukusproben

(A) Die Viskositat der porcinen Mukusproben aus 24 verschiedenen Schweinen wurde mittels
Rheometer gemessen und graphisch dargestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert =+
Standardabweichung gezeigt. (B) Histogramm aus 72 einzelnen Messungen, die in insgesamt 24
Experimenten durchgefihrt wurden. Dargestellt ist die Haufigkeit der Viskositatsverteilung mit funf
Viskositatsklassen (0-15; 15-30; 30-45; 45-60; 60-75). Die Viskositat wurde in Pascalsekunden [Pa-s]
gemessen. (n = 24, k = 72) (Kopiert aus [192])
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Untersuchung im Mukus-Chip mit Mukus-Applikation

Im nachsten Schritt wurde die Permeation der Kontrollsubstanzen Koffein und FITC-Dextran,
der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren tber die Mukus-Barriere im
Mukus-Chip untersucht. Es wurden vier unterschiedliche porcine Mukusproben verwendet und
je zwei Messungen in zwei Chips damit durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die jeweilige
Substanzmenge im Akzeptormedium und in der Mukusschicht ermittelt und die Mittelwerte
sowie die Standardabweichung errechnet (Abbildung 54). Die Ergebnisse zeigten, dass die
Kontrollsubstanz Koffein nach 3 h zu 22,6 + 3,4 % Uber die Mukusschicht permeierte. Die
,Liposomen biolitec® permeierten durchschnittlich zu 0,9 + 0,9 % bei LP-BLC 2175 und 2,2 +
2,1 % bei LP-BLC 5152. Ebenfalls konnte eine Permeation der ,Nanopartikel IBMT* mit der
Bezeichnung F127-mTHPC-PLGA von 4,5 + 2,7 % gemessen werden. Bei den Proben FITC-
Dextran, den freien Photosensibilisatoren mTHPC, BLC 2175 und BLC 5152, den
.Nanopartikel WWU*“ PEG-mTHPC-PLGA und LrP-PEG-mTHPC-PLGA sowie den
.Nanopartikel IBMT“ CP-mTHPC-PLGA konnte keine Permeation Uber die Mukusschicht
detektiert werden.

Neben der Untersuchung des Akzeptormediums zur Ermittlung der permeierten
Substanzmenge wurde der Substanzgehalt in der Mukusschicht vermessen. Ausgehend von
der insgesamt applizierten Substanzmenge auf der apikalen Seite, die auf 100 % gesetzt
wurde, konnte zudem eine Wiederfindungsrate durch Addition der detektierten
Substanzmenge in der Mukusschicht und im Akzeptormedium rechnerisch ermittelt werden.
Die Wiederfindungsrate sollte eine Beurteilung der Lokation der Kontrollsubstanzen und den
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren erméglichen. Daraus ergab sich
eine Wiederfindungsrate fur die Kontrollsubstanzen FITC-Dextran von 84,2 + 4,4 % und
Koffein von 95,4 + 9,1 % sowie fir die freien Photosensibilisatoren mTHPC von 91,7 £ 0,7%,
BLC 2175von 96,3 + 0,9 % und BLC 5152 von 90,6 + 2,9 %. Die ,Liposomen biolitec® zeigten
bei LP-BLC 2175 eine Wiederfindungsrate von 95,0 +1,8% und bei LP-BLC 5152 von
98,9 + 3,3%. Fur die ,Nanopartikel WWU*“ wurden bei PEG-mTHPC-PLGA 93,1 £ 0,9 % und
bei LiP-PEG—mTHPC-PLGA 97,6 + 1,2 % der applizierten Substanzmenge wiedergefunden.
Bei den ,Nanopartikeln IBMT“ lagen diese Werte bei 91,6 £ 2,0 % fur CP-mTHPC-PLGA und
bei 91,4+6,4% fir F127-mTHPC-PLGA. Vergleicht man diese Werte mit der
Wiederfindungsrate aus den Leermessungen (Abbildung 50), die ohne eine Mukusschicht

durchgefuhrt wurden, war die Wiederfindungsrate mit Mukusschicht verringert.
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Abbildung 54: Darstellung der prozentualen Substanzmenge in der Mukusschicht und im
Akzeptormedium des Mukus-Chips

Nach der dreistiindigen Inkubation mit der Negativkontrolle FITC-Dextran und Positivkontrolle Koffein,
den freien Photosensibilisatoren (IMTHPC, BLC 2175 und BLC-5152) und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren (PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-
MTHPC-PLGA) im Mukus-Chip wurde der Substanzgehalt in der Mukusschicht und im Akzeptormedium
detektiert und aufsummiert. Die eingesetzte Konzentration der Kontrollen betrug 100 pumol / L und die
Konzentration der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren 5 pmol /L. Zudem
wurde eine Leerkontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. x: nicht im Akzeptormedium detektierbar (n = 4, k = 8)

Zur Untersuchung der Permeation der Kontrollsubstanzen und von freien und nanopartikular-
inkorporierten Photosensibilisatoren wurden vier voneinander unabhéngige native porcine
Mukusproben verwendet. Betrachtet man die Uber die Mukusschicht pemeierten
Positivkontrolle Koffein, LP-BLC 2175, LP-BLC 5152 und F127-mTHPC-PLGA, ergaben sich
in Abhangigkeit von den 4 untersuchten porcinen Mukusproben (S1-S4) unterschiedliche
Resultate (Abbildung 55). So permeiert Koffein und die mit mTHPC beladene nanopartikulare
Formulierung F127-mTHPC-PLGA bei allen vier Mukusproben. Wohingegen die liposomalen
Formulierungen mit den Photosensibilisatoren BLC 2175 und 5152 nur bei den Mukusproben

S1 und S2 permeierten. Daraus wurde geschlossen, dass die Permeation von Substanzen
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und nanopartikularen Formulierungen von der fir die Untersuchung verwendeten porcinen
Mukusprobe abhangig war.
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Abbildung 55: Quantifizierung der Substanzmenge bezogen auf die vier einzelnen porcinen
Mukusproben in der Mukusschicht und im Akzeptormedium des Mukus-Chips

Die Substanzen und Nanopartikel wurden im Mukus-Chip fur 3 h inkubiert. Hierbei wurden 4
verschiedene porcine Mukusproben verwendet (S1-S4). Nach der Inkubation wurde die
Substanzmenge in der Mukusschicht und im Akzeptormedium mittels HPLC detektiert. Die Diagramme
zeigen (A) die Positivkontrolle Koffein, (B) die nanopartikulare Formulierung des Photosensibilisators
MTHPC F127-mTHPC-PLGA, (C) die liposomalen Formulierungen der neu synthetisierten
Photosensibilisatoren LP-BLC 2175 und (D) LP-BLC 5152. Die eingesetzte Konzentration der
Positivkontrolle betrug 100 umol /L und die Konzentration der nanopartikularen und liposomalen
Photosensibilisatoren 5 umol / L. Jeder Messwert ist als Mittelwert aus zwei einzelnen voneinander
unabhéngigen Messungen dargestellt. (n =4, k = 8)
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Bei den Mukus-Chip-Studien wurde wahrend des Versuchszeitraums von 3 h alle 30 min eine
Probe aus dem Akzeptormedium entnommen. Dies ermdglichte eine Kalkulation der
permeierten Substanzmenge zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuchszeitraums
(Abbildung 56). Die Ergebnisse zeigten, dass Koffein proportional zur Zeit Uber die
Mukusbarriere permeierte. Ab einer Zeit von 120 min war eine detektierbare Substanzmenge
der ,Nanopartikel IBMT* F127-mTHPC-PLGA im Akzeptormedium vorhanden. Die
Photosensibilisatoren der ,Liposomen biolitec® LP-BLC 2175 und 5152 waren ab dem
Versuchszeitpunkt von 150 min im Akzeptormedium nachweisbar. Die Ergebnisse aus den
Mukus-Chip-Studien zeigten, dass Koffein als positive Kontrollsubstanz und die
nanopartikularen Formulierungen F127-mTHPC-PLGA, LP-BLS 2175 und LP-BLC 5152 in der
Lage waren Uber die Mukusschicht des Mukus-Chip-Systems zu permeieren.
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Abbildung 56: Permeierte Substanzmenge im Akzeptormedium des Mukus-Chips dargestellt
gegen die Zeit

Das Diagramm zeigt die Substanzmenge in Prozent [%)] der Positivkontrolle Koffein, F127-mTHPC-
PLGA, LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152, die Uber den Versuchszeitraum von 180 min alle 30 min mittels
HPLC-Messung ermittelt wurden. Die eingesetzte Konzentration der Positivkontrolle betrug
100 umol /L und die Konzentration der nanopartikularen und liposomalen Photosensibilisatoren
5 umol / L. Als Mukusbarriere wurde nativer porciner Mukus verwendet (S1-S4). Die Ergebnisse werden
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. (n = 4, k = 8)
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4.4.2 Mikrofluidisches Darmtumor-Modell

Die Entwicklung neuer Medikamente erfordert eine umfangreiche Uberpriifung der potenziell
neuen Arzneistoffe und deren Formulierungen. Neben der nachgewiesenen Wirksamkeit eines
Arzneistoffes spielt die Formulierung eine ausschlaggebende Rolle fiir den Transport und die
Freisetzung des Arzneistoffes am Wirkort. Zur Untersuchung der Eigenschaften von
Formulierungen werden Transport- und Wirkort-Abhangige In-vitro-Testsysteme bendtigt. In
der vorliegenden Arbeit wurden nanopartikulare Arzneistofftragersysteme eingesetzt, um den
Transport und die Wirkstofffreisetzung von Photosensibilisatoren zu verbessern. Der zu
behandelnde Dinndarmtumor befindet sich im Darmlumen und ist zu diesem durch eine
Mukusschicht abgegrenzt. Somit muss der Photosensibilisator zunachst die Mukusschicht
Uberwinden, bevor er das Tumorgewebe erreicht. Die Verwendung von nanopartikularen
Arzneistofftragersystemen ermoglichen zum einen den Photosensibilisator durch
Inkorporation in die partikuldare Hulle zu schitzen und zum anderen kann die Oberflache
modifiziert werden, um das Tumor-Targeting zu erhdhen. Im Fokus standen hierbei
mukoadhé&rierende und mukopermeierende Modifizierungen. Um diese Eigenschaften in
einem dynamischen System zu untersuchen, wurde das mikrofluidische Darm-Tumor-
Model entwickelt. Das Modelsystem war aufgebaut aus einem PDMS Chip-Modul, durch das
mittels eines Schlauchsystems und einer Peristaltik-Pumpe Flissigkeit transportiert wird
(Abbildung 57, A). Dabei reflektiert der Kanal des Chip-Moduls das Darmlumen, in dem sich
der Darmtumor befindet.



Ergebnisse | 129

Mukusschicht

PDMS Chip-Modul

Peristaltik Pumpe Flussigkeitsreservoir

Abbildung 57: Schematische Zeichnung des mikrofluidischen Darm-Tumor-Models

(A) Die Peristaltik-Pumpe zirkuliert das Medium aus dem Reservoir durch das PDMS Chip-Modul. (B)
Der 3D-Tumorsphéroid wird in das PDMS Chip-Modul eingebracht. (C) Um eine Zirkulation der 3D-
Tumorsphéroide zu verhindern, wurde ein Gitter in den Fluidikkanal integriert.

Als Darmtumormodell wurde ein 3D-Tumorspharoid verwendet, der aus der Zelllinie HT29-
MTX-E12 generiert wurde. Dieser wurde in den Fluidik-Kanal des Chip-Moduls eingebracht,
wo ein integriertes Gitter die Zirkulation der 3D-Tumorspharoide im System verhinderte
(Abbildung 57, B und C).

Die Vorrausetzung fiur die Entwicklung eines geeigneten Darmtumormodells war die
Simulation der Charakteristika eines Darmtumors. Hierbei standen die Mukusschicht und die
Oberflachenstruktur im Vordergrund, da diese einen Einfluss auf die Adh&sion und Permeation
der Nanopartikel haben kdnnen. Zur Charakterisierung des entwickelten Darmtumormodells
wurde eine Lebend-Tod-Féarbung, eine histologische Untersuchung und rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen gemacht. Die Lebend-Tod-Farbung wurde durch eine

gleichzeitige Fluoreszenzfarbung von vitalen Zellen und toten Zellen durchgefihrt. Dadurch
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wurde sichtbar, dass der 3D-Tumorspharoid aus einer vitalen aul3eren Zellschicht bestand und
einen nekrotischen Kern aufwies (Abbildung 58, A). Die histologisch angefertigten Schnitte
wurden mit den Farbelésungen Kernecht-Rot fur die Farbung des Zellkerns und Alcian-Blau
fir die Farbung der sauren Mukosubstanzen gefarbt (Abbildung 58, B). Es war eine
deutliche Mukusschicht durch eine hellblaue Farbung auf der Oberflache zu erkennen.
Zusatzlich konnte die Oberflache der 3D-Tumorspharoide durch
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen dargestellt werden (Abbildung 58, C). Diese
zeigten, dass der 3D-Tumorspharoide eine runde Form aufwies und sich auf der Oberflache
Mikrovilli entwickelt hatten.

Abbildung 58: Charakterisierung des 3D-Tumorspharoid-Modells der Zelllinie HT29-MTX-E12
Charakterisierung der 3D-Tumorspharoide der Zelllinie HT29-MTX-E12. A) Lebend-Tod-Farbung:
Gleichzeitige Fluoreszenz-Farbung von vitalen Zellen (Calcein-AM, Griin) und toten Zellen (Propidium
lodid (PI), Rot). B) Histologische Farbung eines Tumorsphéroids: Kernecht-Rot fir die Farbung des
Zellkerns  und  Alcian-Blau  fir die  Farbung der sauren  Mukosubstanzen. C)
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des 3D-Tumorsphéroids D) Darstellung der Mikrovilli auf
der Oberflache mittels rasterelektronenmikroskopischer Aufnahme.
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Fur die Durchfiihrung der Versuche wurden fiinf Tumorsphéroide parallel unter statischen
Bedingungen und im mikrofluidischen Darm-Tumor-Model unter dynamischen Bedingungen
fur 3 h inkubiert. In beiden Fallen wurde als Umgebungsflissigkeit das HT29-MTX-E12
spezifische Zellkulturmedium verwendet. Bei den statischen Untersuchungen, die in einer
Mikrotiterplatte durchgefihrt wurden, wurden die Probenlésungen direkt in die Wells pipettiert.
Die Applikation der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren erfolgte im
dynamischen System durch die Zugabe der Probenlésung in das Flissigkeitsreservoir mit
einer Endkonzentration von 5 pumol / L.

Zunachst wurde untersucht, ob die dynamischen Bedingungen im Darmtumor-Modell einen
Einfluss auf die Vitalitat der HT29-MTX-E12 3D-Tumorspharoide hatten. In standardisierten
Zellkultursystemen findet meist eine statische Kultivierung der Tumorsphéroide statt. Im
mikrofluidischen Darmtumor-Modell wurden die Untersuchungen unter dynamischen
Bedingungen durchgefiihrt. Dabei wurde mit einer Pumpe die Flissigkeit in peristaltischen
Bewegungen durch das Chip-System gepumpt. Um den Einfluss der dynamischen Strémung
auf die Tumorspharoide zu untersuchen, wurde ein Zellviabilitits-Test nach einer
Inkubationszeit von 3 h durchgefiihrt (Abbildung 59). Zudem wurde bei beiden Systemen eine
unbehandelte Zellkontrolle mitgefuhrt. Gleichzeitig konnte durch die Zugabe der freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren der dunkeltoxische Effekt im Darmtumor-
Modell untersucht werden. Die Ergebnisse der Messung zeigten keine signifikanten
Unterschiede der Zellviabilitdat zwischen der statischen und dynamischen Inkubation. Auch
konnte auf Grundlage der gemessenen Zellviabilitdt ein dunkeltoxischer Effekt
ausgeschlossen werden. Daraus wurde geschlossen, dass die dynamische Inkubation in

einem Zeitraum von 3 h keinen Einfluss auf die Zellviabilitat der Tumorspharoide hatte.
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Abbildung 59: Messung der Zellviabilitat unter statischen und dynamischen Bedingungen
Untersuchung des Einflusses der statischen und dynamischen Bedingungen auf die Zellviabilitat der
HT29-MTX-E12 3D-Tumorsphéroide nach 3 Stunden Inkubationszeit. Inkubiert wurden die freien
Photosensibilisatoren (IMTHPC, BLC 2175 und BLC-5152), liposomalen Formulierungen (LP-BLC 2175
und LP-BLC 5152) und nanopartikuléar-inkorporierten Photosensibilisatoren (PEG-mTHPC-PLGA, LrP-
PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA) mit einer Konzentration von
5umol /L. Zudem wurde eine Leerkontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert *
Standardabweichung dargestellt. (n = 3; k = 15)

Im nachsten Schritt wurden Untersuchungen zur Fahigkeit der freien und nanopartikulér-
inkorporierten Photosensibilisatoren in einem dynamischen System an die Mukusschicht eines
Darmtumors zu adharieren durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der adharierten Menge des
Photosensibilisators, wurden jeweils finf Tumorspharoide unter statischen und
dynamischen Bedingungen fur 3 h mit den freien Photosensibilisatoren mTHPC, BLC 2175
und BLC 5152, den liposomalen Formulierungen LP-BLC 2175 LP-BLC 5152 und den
nanopartikularen Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-
MTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden sie lysiert,
der Photosensibilisator aufgereinigt und mittels HPLC-Analyse detektiert. Zur Auswertung
wurde zundchst die adsorbierte Menge der freien, liposomalen und nanopartikularen
Formulierungen der statisch inkubierten Tumorspharoide den Messwerten der dynamisch
inkubierten Tumorsphéroide gegenubergestellt. Hierzu wurde die unter statischen
Bedingungen detektierte Substanzmenge auf 100 % normiert und die Substanzmenge der
dynamisch inkubierten Tumorsphéaroide dagegen im Vergleich gesetzt (Abbildung 60). Die

freien Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 konnten unter dynamischen
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Bedingungen nicht an den Tumorsphé&roid adsorbieren. Die liposomale Formulierung dieser
fuhrte allerdings auch zu einer messbaren Adsorption, die im Vergleich zur statischen
Inkubation 25 + 15 % des LP-BLC 2175 und 27 + 7 % des LP-BLC 5152 betrug. Auch die
nanopartikularen Formulierungen des Photosensibilisators mTHPC zeigten eine Adsorption
von 33 + 17 % bei PEG-mTHPC-PLGA, 36 + 7 % bei LrP-PEG-mTHPC-PLGA, 67 + 16 % bei
CP-mTHPC-PLGA und 43+17% bei F127-mTHPC-PLGA im Vergleich zum freien
Photosensibilisator im dynamischen System. Daraus lief3 sich insgesamt ableiten, dass die
Adsorption im dynamischen Modell deutlich verringert war und zwischen 0 % bis 67 % betrug.
Die verringerte Adsorption im dynamischen System war gegeniber dem statischen System
signifikant. Lediglich die Nanopartikel mit der Bezeichnung CP-mTHPC-PLGA wiesen keine
signifikant unterschiedliche Adsorption auf. Dieses Ergebnis zeigte, dass die mit Carbopol®
modifizierten Nanopartikel CP-mTHPC-PLGA als einzige nanopartikulare Formulierung im
dynamischen System eine vergleichbar hohe Adsorption wie im statischen System erreichten.
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Abbildung 60: Darstellung der prozentualen Substanzmenge im statischen und dynamischen
System

Die 3D-Tumorsphéaroide der Zelllinie HT29-MTX-E12 wurden im statischen und dynamischen
Darmtumor-Modell fir 3 h mit den freien Photosensibilisatoren (mMTHPC, BLC 2175 und BLC-5152),
liposomalen Formulierungen (LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152) und nanopartikuldr-inkorporierten
Photosensibilisatoren (PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-
MTHPC-PLGA) mit einer Konzentration von 5 pmol /L inkubiert. Zudem wurde eine Leerkontrolle
mitgefiihrt. Danach wurden jeweils finf Tumorspharoide aufgereinigt und die Menge des
Photosensibilisators mittels HPLC analysiert. Die Substanzmengen sind prozentual aufgetragen.
Ausgehend von der statischen Inkubation (100 %) wurde die Substanzmenge der dynamischen
Inkubation im Verhaltnis berechnet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. *Signifikante Abweichung der Messwerte der statischen Inkubation gegeniber der
dynamischen Inkubation nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 %. x: keine Substanz
detektierbar (n = 4; k = 20)
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Abbildung 61: Quantifizierung der Menge der freien und nanopartikulér-inkorporierten
Photosensibilisatoren im dynamischen Darmtumor-Modell

Die 3D-Tumorspharoide der Zelllinie HT29-MTX-E12 wurden im dynamischen Darmtumor-Modell fur
3h mit den freien Photosensibilisatoren (MTHPC, BLC 2175 und BLC-5152), liposomalen
Formulierungen (LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152) und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren (PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-
MTHPC-PLGA) mit einer Konzentration von 5 pmol /L inkubiert. Zudem wurde eine Leerkontrolle
mitgefiihrt. AnschlieBend wurden jeweils finf Tumorsphéroide aufgereinigt und die Menge des
Photosensibilisators mittels HPLC analysiert. Die gemessenen Substanzmengen sind als Mittelwerte in
pumol /L + Standardabweichung dargestellt. *Signifikante Abweichung zwischen den freien
Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 und den liposomalen Formulierungen bzw. dem freien
Photosensibilisator mTHPC und den nanopartikularen Formulierungen bzw. nach dem Welch-Test mit
einem Signifikanzniveau von 5 %. x: keine Substanz detektierbar (n = 4; k = 20)

Eine weitere Fragestellung des Experiments war, ob die Adsorption des Photosensibilisators
durch die Inkorporation in die liposomalen oder nanopartikulare Formulierungen verbessert
werden konnte. Hierzu wurden die Messwerte der freien Photosensibilisatoren BLC 2175 mit
den Liposomen LP-BLC 2175 bzw. BLC 5152 mit den Liposomen BLC 5152 und der freie
Photosensibilisator mTHPC mit den nanopartikularen Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA,
LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA verglichen (Abbildung
61). Die freien Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 konnten unter dynamischen
Bedingungen nicht an den Tumorspharoid adsorbieren. Die liposomale Formulierung dieser
fuhrte allerdings auch zu einer detektierbaren Adsorption, die im Vergleich zu den freien
BLC 2175 und BLC 5152 signifikant war. Auch die nanopartikularen Formulierungen des
Photosensibilisators mTHPC mit den Bezeichnungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-
PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA zeigten eine signifikant, 2- bis 7,5-fach,

erhohte Adsorption im Vergleich zum freien Photosensibilisator mTHPC. Insgesamt zeigten
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die Ergebnisse, dass die Inkorporation der Photosensibilisatoren in die nanopartikularen
Formulierungen eine verbesserte Adsorption im dynamischen Darmtumor-Modell aufwies. Die
Menge des adsorbierten Photosensibilisators mTHPC war bei der nanopartikularen
Formulierung CP-mTHPC-PLGA mit 0,030 + 0,010 umol / L am hdchsten. Diese Nanopatrtikel
wurden mit Carbopol® oberflachenmodifiziert, was zu einer erhthten Mukoadsorption flhren
sollte. Die im Darmtumor-Modell verwendeten 3D-Tumorspharoide der Zelllinie HT29-MTX-
E12 haben nachweislich eine Mukusschicht an der Oberflache. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse konnte daraus geschlossen werden, dass die Oberflachenmodifizierung mit der
mukoadhésiven Substanz Carbopol® zu einer verbesserten Adsorption und damit Aufnahme
des Photosensibilisators in den 3D-Tumorspharoid fuhrte.

Zusatzlich wurden die Tumorsphéroide, die mit dem freien Photosensibilisator mTHPC und
den nanopartikuldaren Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-
MTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA inkubiert wurden, aus dem jeweiligen System
entnommen und zur optischen Kontrolle mittels mikroskopischer Aufnahmen untersucht
(Abbildung 62). Diese Aufnahmen erlauben eine optische Beurteilung des adhérierten
Photosensibilisators mTHPC aufgrund der guten fluoreszierenden Eigenschaften. Es wurden
Hellfeld- und Fluoreszenzbilder angefertigt, die zuséatzlich in Binar-Bilder umgewandelt
wurden. Dabei wurden die Pixel der Fluoreszenzaufnahme in schwarz und weil3 dargestellt.
Dies ermoglichte eine Beurteilung der Fluoreszenz unabhéngig von deren Intensitat und
konnte zur Unterstitzung der Auswertung genutzt werden. Der freie Photosensibilisator
mMTHPC und die nanopartikuldaren Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA und LrP-PEG-
mTHPC-PLGA zeigten eine deutliche Fluoreszenz unter statischen Bedingungen, wohingegen
unter dynamischen Bedingungen keine Fluoreszenz detektiert werden konnte. Die
nanopartikularen Formulierungen CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA zeigten sowohl
nach der Inkubation unter statischen als auch unter dynamischen Bedingungen eine deutliche
Fluoreszenz. Durch die optische Kontrolle konnten die Ergebnisse der Quantifizierung der
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren bestatigt werden, da auch hier
die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge durch die nanopartikuldren
Formulierungen CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA am héchsten war.
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Abbildung 62: Mikroskopische Aufnahmen der statischen und dynamischen Inkubation der 3D-
Tumorsphéaroide der Zelllinie HT29-MTX-E12

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HT29-MTX-E12 nach der
statischen und dynamischen Inkubation mit dem freien Photosensibilisatoren mTHPC und den
nanopartikularen Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA
und F127-mTHPC-PLGA unter Hellfeld- und Fluoreszenz-Betrachtung (Extinktions-Wellenlange
555 nm und Emissions-Wellenlange 602 nm). Die Konzentration der Photosensibilisatoren betrug
5 pmol / L. Zudem wurde eine Leerkontrolle mitgefuhrt. Zusatzlich wurde ein Binarbild generiert, in dem
die roten Pixel der Fluoreszenz-Aufnahmen weil3 dargestellt werden. Der Messbalken entspricht
500 pm.
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4.4.3 Vaskularisiertes Tumorsphéaroid-Modell

Bei der Entwicklung eines Tumors im menschlichen Korper kommt es zu einer
GefalRneubildung (Neovaskularisierung). Dabei wachsen Blutgefal3e von auflen in das
Tumorgewebe ein, wodurch eine Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff
ermdglicht wird. Um diesen Zustand nachzubilden, wurde ein vaskularisiertes Tumorspharoid-
Modell unter Verwendung des Huhnerei-Tests an der Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM,
engl. Hen's egg test on chorioallantoic membrane) in Kombination mit 3D-Tumorsphéaroiden
der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12 entwickelt und etabliert. Die CAM eines bebriteten
Huhnereis ist eine stark vaskularisierte Membran, die nach Applikation von Zellen oder
Spharoiden eine Angiogenese dieser ermoéglicht. Der so entstehende vaskularisierte
Tumorsphéroid konnte verwendet werden, um die In-vivo-Situation eines Tumors im Darm zu
simulieren. Das Testsystem wurde genutzt, um den biologischen Effekt und die Akkumulation
der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren zu untersuchen. Zunachst
wurde hierzu das Offnen des Eies, die Applikation der Tumorspharoide sowie der
Versuchszeitraum etabliert (Abbildung 63). Das Ei wurde an Tag 5 der Bebriitung geotffnet,
wodurch die CAM zugéanglich gemacht werden konnte. Die Applikation der Tumorsphé&roide
erfolgte an Tag 6. Dabei wurden funf Tumorspharoide direkt auf die CAM appliziert, was eine
Angiogenese und die Verschmelzung der Tumorsphéroide ausloste. Tag 12 bis Tag 17 wurde
als Versuchszeitraum festgelegt. Spatestens am 17-ten Entwicklungstag wurde der Versuch
beendet.
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Zur Visualisierung der Tumorsphéaroid-Vaskularisierung wurden hellfeld- und rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen eines vaskularisierten HuTu-80 Tumorsphéroids an Tag 17
angefertigt (Abbildung 64). Die In-ovo-Hellfeldaufnahme zeigten einen weil3en Tumorspharoid,
der von grof3en und Kleinen Blutgefal3en netzartig umschlossen war und einen Durchmesser
von ca. 4 mm hatte (Abbildung 64, A). Die rasterelektronen-mikroskopischen Aufnahmen der
CAM machten die starke Vaskularisierung deutlich sichtbar. Zu sehen war ein groRRes
Blutgefal3, aus dem mehrere BlutgefalRe unterschiedlicher GroRe abzweigten (Abbildung 64,
B und C). Auf dem Tumorsphéroid selbst konnten sowohl BlutgefalRe detektiert werden, die
von den Zellen des Tumorspharoids umwachsen waren, als auch Blutgefal3e, die von aul3en

in den Tumorsphéroid hineinwuchsen (Abbildung 64, D und E).

Abbildung 64: Mikroskopische Aufnahmen eines vaskularisierten Tumorsphéroids auf der CAM
A) Gezeigt ist eine lichtmikroskopische Aufnahme eines vaskularisierten HuTu-80 Tumorsphéroid an
Tag 17 im Ei. Der vaskularisierte 3D-Tumorsphéroid wurde anschlieend aus dem Ei isoliert, prapariert
und mittels rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen (REM) untersucht: Abbildung B) und C) zeigen
die vaskularisierte CAM (REM-Aufnahme). Auf Abbildung D) ist ein Blutgefal? zu sehen, welches von
den Zellen des Tumorsphéroids ummantelt ist (REM-Aufnahme). Abbildung E) zeigt ein Blutgefal3, das
von aufRen in den Tumorsphéroid hineingewachsen ist (REM-Aufnahme).

Die Etablierung des HET-CAM-Tests zur Vaskularisierung von Tumorsphéaroiden erfolgte fur
die Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12 und wurde fiir die Untersuchung der freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren genutzt. Ein wichtiger Faktor fur die
Wirksamkeit der photodynamischen Therapie ist die Akkumulation des Photosensibilisators im
Tumorgewebe. Hierzu wurden 5pmol/L des Photosensibilisators in freier und
nanopartikularer Formulierung direkt auf die vaskularisierten Tumorsphéroide pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 24 h bzw. 48 h wurden die Tumorsphéroide von der CAM
entnommen, der Photosensibilisator aus dem Zelllysat aufgereinigt und mittels HPLC
detektiert. Fur die Kalkulation der akkumulierten Substanzmenge wurde der Mittelwert aus vier
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unabhangigen HET-CAM Versuchsdurchfihrungen, die wiederum vier einzelnen
vaskularisierten Tumorsphéroiden entsprechen, gebildet. Die so ermittelten Ergebnisse
zeigten fur die Zelllinie HuTu-80, dass nach 48 h Inkubation die Substanzmenge im Vergleich
zur 24 h Inkubation bei mTHPC um 97 %, bei LP-BLC 2175 um 56 %, bei LP-BLC 5152 um
46 %, bei PEG-mTHPC-PLGA um 112 %, bei LrP-PEG-mTHPC-PLGA um 115 %, bei CP-
MTHPC-PLGA um 50 % und bei F127-mTHPC-PLGA um 20 % gestiegen war (Abbildung 65,
A). Auch bei der Zelllinie HT29-MTX-E12 konnte flur die nanopartikularen Formulierungen eine
erhohte Akkumulation von 26 % bei LP-BLC 2175, 46 % bei LP-BLC 5152, 17 % bei PEG-
MTHPC-PLGA, 56 % bei LrP-PEG-mTHPC-PLGA, 39 % bei CP-mTHPC-PLGA und 18 % bei
F127-mTHPC-PLGA ermittelt werden (Abbildung 65, B). Dies flhrte zu der Erkenntnis, dass
eine 48 h Inkubation der freien und nanopartikularen Formulierungen eine Steigerung der im
Tumorsphéaroid akkumulierten Substanzmenge bewirkt. Daher wurde fir die Untersuchung
des phototoxischen Effekts eine Inkubationszeit von 48 h festgelegt.

Zudem wurden zur Etablierung des HET-CAM-Tests Untersuchungen zu den dunkeltoxischen
Effekten des Photosensibilisators mTHPC durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). Hierzu wurden
die vaskularisierten Tumorsphé&roide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12 an Tag 12
mit 5 umol / L des freien Photosensibilisators fur 48 h inkubiert und nicht bestrahlt. An Tag 17
wurde eine optische Kontrolle durchgefiihrt. Die mit dem freien mTHPC inkubierten
vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80 und HT29-MTX-E12 wiesen keine
optischen Veranderungen im Vergleich zur unbehandelten und nicht bestrahlten Zellkontrolle
auf. Daraus wurde geschlossen, dass bei einer Inkubation des freien Photosensibilisators mit

einer Konzentration von 5 umol / L fur 48 h kein dunkeltoxischer Effekt auftrat.
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Abbildung 65: Quantifizierung der akkumulierten Menge der Photosensibilisatoren mTHPC,
BLC 2175 und BLC 5152 nach 24 h- bzw. 48 h- Inkubation in vaskularisierten Tumorsphéaroiden
der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12

Der freie Photosensibilisator mTHPC, die liposomalen Formulierungen der Photosensibilisatoren
BLC 2175 und BLC 5152 mit den Bezeichnungen LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152 und nanopartikul&r-
inkorporierten Photosensibilisatoren PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA
und F127-mTHPC-PLGA wurden mit einer Konzentration von 5 pmol / L fir 24 h bzw. 48 h inkubiert.
Danach wurde die akkumulierte Substanzmenge in den vaskularisierten Tumorsphéaroiden mittels
HPLC-Analyse detektiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
*Signifikante Abweichung der Messwerte der liposomalen und nanopartikularen Formulierungen
gegenuber des freien Photosensibilisators mTHPC nach dem Welch-Test mit einem Signifikanzniveau
von5%. (n=4;k=4)
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Ein Indikator fur einen wirksamen phototoxischen Effekt ist die Zerstérung der Tumorzellen
und damit die Reduzierung der Tumorgréf3e. Zur Aktivierung des Photosensibilisators wurde
eine Bestrahlungseinheit gebaut, die es ermdglichte, den vaskularisierten Tumorspharoid auf
der CAM des bebriteten Huhnereis fokussiert zu bestrahlen (Abbildung 66). Damit konnte
zudem die fur die klinische Anwendung geplante In-vivo-Bestrahlung mittels Endoskop
simuliert werden. Neben der Lichtfaser zur Aktivierung des Photosensibilisators mit einer
Wellenlange von 652 nm wurde ein analoger Aufbau fir die Aktivierung des lichtresponsiven

Polymers mit einer Wellenléange von 365 nm realisiert.

Wellenlange 365 nm ' | Wellenlange 652 nm

Abbildung 66: Fokussierte Bestrahlung fir die vaskularisierten Tumorsphéroide
Die Abbildung zeigt den Aufbau der entwickelten Bestrahlungseinheit. Diese ermdglichte die fokusierte
Bestrahlung der vaskularisierten Tumorspharoide in ovo mit den Wellenlangen 365 nm und 652 nm.

Zundchst wurde der anti-tumorale Effekt des freien Photosensibilisators mTHPC in
Kombination mit der neu entwickelten fokussierten Bestrahlungseinheit untersucht (Abbildung
67). Hierzu wurden die vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-
MTX-E12 an Tag 12 mit 5 umol / L des freien Photosensibilisators fiir 48 h inkubiert und an
Tag 14 bestrahlt. Der daraus resultierende phototoxische Effekt wurde an Tag 17 mittels
optischer Kontrolle durch mikroskopische Aufnahmen untersucht. Die mit dem freien mTHPC
inkubierten und anschlieend bestrahlten vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-
80 waren an Tag 17 der Untersuchung nicht mehr auf der CAM auffindbar (Abbildung 67, A2
und B2). Bei den analog behandelten vaskularisierten Tumorspharoiden der Zelllinie HT29-
MTX-E12 konnte am Untersuchungstag 17 eine Lyse und Koagulation der Blutgefal3e, die um
den Tumorspharoid herum lagen, festgestellt werden (Abbildung 67, C1). Ein weiterer
dokumentierter Effekt war eine bréaunliche Verfarbung und Austrocknung des vaskularisierten
Tumorsphéroids nach der Behandlung (Abbildung 67, D2). Durch die optische Kontrolle der
vaskularisierten Tumorsphéroide konnte ein anti-tumoraler Effekt der freien und

nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren in ovo visualisiert werden.
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Vaskularisierte Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80
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Vaskularisierte Tumorspharoide der Zelllinie HT29-MTX-E12

Tag der Wirkstoffapplikation Untersuchungsende
(Tag 12)
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Abbildung 67: Optische Kontrolle der Behandlung von vaskularisierten Tumorsphéaroiden der
Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12

Die vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80 und HT29-MTX-E12 wurden an Tag 12 mit
dem freien Photosensibilisator mTHPC (Konzentration 5 umol / L) fir 48 h inkubiert (A1 und B1; C1 und
D1). Danach wurden die Tumorsphéroide mit der fokussierten Bestrahlungseinheit an Tag 14 bestrahlt.
An Tag 17 (Untersuchungsende) wurden erneut eine optische Kontrolle der vaskularisierten
Tumorsphéroide durchgefihrt (A2 und B2; C2 und D2). Der Messbalken entspricht 2 mm.
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Im n&chsten Schritt wurde zur Quantifizierung des anti-tumoralen phototoxischen Effekts der
freien und der nanopartikularen Formulierungen des Photosensibilisators die Tumorgrof3e
nach der Behandlung bestimmt. Dies erfolgte auf der Basis der Zellzahl der Tumorspharoide
an Tag 17 des HET-CAM-Tests. Hierzu wurden vaskularisierte Tumorspharoide der Zelllinien
HuTu-80 und HT29-MTX-E12 an Tag 12 mit 5 umol/L des freien mTHPCs und den
nanopartikularen Formulierungen fir 48 h inkubiert. An Tag 14 erfolgte die fokussierte
Bestrahlung der vaskularisierten Tumorsphéaroide. AnschlieRend wurden die vaskularisierten
Tumorsphéroide an Tag 17 von der CAM préapariert und die Zellen vereinzelt. Dies ermdglichte
die Bestimmung der Zellzahl mit dem Zellzahl-System (CASY® TT). Als Vergleichswert wurde
eine unbehandelte Tumorspharoidkontrolle mitgefihrt, die analog behandelt und bestrahit
wurde und deren Zellzahl auf 100 % normiert wurde. Entsprechend wurden die ermittelten
Zellzahlen der, mit freiem wund nanopartikularen Photosensibilisator behandelten,
vaskularisierten Tumorsphéaroide zum Vergleich Prozentual berechnet. Nach der Behandlung
der vaskularisierten HuTu-80 Tumorspharoide mit dem freien Photosensibilisator mTHPC
konnten keine Tumorzellen auf der CAM detektiert werden. Die Behandlung mit den
nanopartikularen Formulierungen des Photosensibilisators fiihrte zu einer Reduktion der
Zellzahl unter Verwendung der ,Liposomen biolitec®™ auf 33 + 6 % bei LP-BLC 2175 und auf
29+ 8% bei LP-BLC5152. Bei den ,Nanopartikel WWU* wurde die GroRe der
Tumorsphéaroide auf 27 = 13 % bei PEG-mTHPC-PLGA und auf 32+ 10 % bei LrP-PEG-
MTHPC-PLGA sowie bei den ,Nanopartikeln IBMT* auf 23 + 9 % bei CP-mTHPC-PLGA und
auf 6 £ 3 % bei F127-mTHPC-PLGA (Abbildung 68, A) im Vergleich zur Zellkontrolle verringert.
Entsprechend konnte auch eine Reduzierung der absoluten Zellzahl bei den vaskularisierten
HT29-MTX-E12 Tumorsphéaroiden auf 25 + 13 % bei dem freien Photosensibilisator mTHPC
festgestellt werden. Fir die ,Liposomen biolitec® lag der Wert bei 49 + 6 % fir LP-BLC 2175
und bei 38 * 8 % fiir LP-BLC 5152. Die ,Nanopartikel WWU* |6sten eine Grélenreduktion auf
33 + 13 % bei PEG-mTHPC-PLGA und auf 37 £ 8 % % bei LrP-PEG-mTHPC-PLGA aus. Die
.,Nanopartikel IBMT“ konnten die Grofle des Tumorspharoids nach der Behandlung auf
48 +12 % bei CP-mTHPC-PLGA und auf 18 = 5% bei F127-mTHPC-PLGA verringern
(Abbildung 68, B). Die Ergebnisse der Bestimmung der GroRe der behandelten
vaskularisierten Tumorsphéroide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12 zeigten
insgesamt eine Verringerung der absoluten Zellzahl zwischen 0 bis 49 %. Damit konnte eine
deutliche Verringerung der TumorgroRe nach der Behandlung mit dem freien

Photosensibilisator mMTHPC und den nanopartikularen Formulierungen nachgewiesen werden.
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Abbildung 68: Bestimmung der Zellzahl der vaskularisierten Tumorspharoide nach der
Inkubation und Bestrahlung

Dargestellt ist die gemessene absolute Zellzahl der vaskularisierten Tumorspharoide (A) HuTu-80 und
(B) HT29-MTX-E12 nach der Inkubation mit dem freien Photosensibilisator mTHPC, den liposomalen
Formulierungen der Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 mit den Bezeichnungen LP-
BLC 2175 und LP-BLC 5152 sowie den nanopartikularen Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-
PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA im Vergleich zur unbehandelten
Tumorsphéaroidkontrolle, die ebenfalls bestrahlt wurde. Die Konzentration der Photosensibilisatoren
betrug 5 pmol / L. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. x: keine Zellen
detektierbar (n = 4; k = 4)
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Neben der Bestimmung der absoluten Zellzahl der vaskularisierten Tumorsphéaroide wurden
analog behandelte vaskularisierte Tumorsphéroide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-
E12 im Hinblick auf apoptotische und nekrotische Ereignisse mittels FACS-Analyse
untersucht. Die Hauptreaktionen, die durch die PDT in Tumorzellen ausgelost werden, sind
Apoptose und Nekrose. Diese zu detektieren gibt Aufschluss Uber die zellulare
Zusammensetzung von vaskularisierten Tumorspharoiden nach der induzierten Phototoxizitat.
Hierflr wurden die vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-
E12 an Tag 12 mit den freien und den nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren
inkubiert und an Tag 14 erfolgte die Induktion des phototoxischen Effekts mittels fokussierter
Bestrahlung. An Tag 17 wurden die behandelten vaskularisierten Tumorsphéroide von der
CAM prépariert und fur die FACS-Analyse aufbereitet und vermessen. Zur Kontrolle wurden
unbehandelte vaskularisierte Tumorspharoide mitgefuhrt. Diese weisen bei den
vaskularisierten Tumorspharoiden der Zelllinie HuTu-80 eine Zusammensetzung von 90 + 2 %
vitale, 8 + 1 % apoptotische und 2 £ 0,2 % nekrotische Zellen auf (Abbildung 69, A). Aufgrund
des nicht mehr nachweisbaren vaskularisierten Tumorspharoids nach Behandlung mit dem
freien Photosensibilisator mTHPC konnten keine Zellen in der FACS-Analyse detektiert
werden. Die mit den liposomalen Formulierungen ,Liposomen biolitec®™ behandelten
vaskularisierten Tumorsphéroide zeigten bei LP-BLC 2175 eine Zusammensetzung von
85 + 12 % vitale, 7 + 1 % apoptotische und 8 + 6 % nekrotische Zellen und bei LP-BLC 5152
von 25+ 10% vitale, 3+1 % apoptotische und 72+ 11 % nekrotische Zellen. Nach
Behandlung mit den ,Nanopartikeln WWU* ergab sich fir PEG-mTHPC-PLGA eine zellulare
Zusammensetzung der vaskularisierten Tumorspharoide fir PEG-mTHPC-PLGA von
72 £ 13 % vitale, 2 £ 1 % apoptotische und 26 + 14 % nekrotische Zellen und fir LrP-PEG-
MTHPC-PLGA von 69 + 9 % vitale, 3 £ 1 % apoptotische und 21 + 12 % nekrotische Zellen.
Die Verwendung der ,Nanopartikel IBMT* ergab eine zellulare Zusammensetzung der
Tumorsphéaroide bei CP-mTHPC-PLGA von 46 +9 % vitale, 2+ 1% apoptotische und
52 + 8 % nekrotische Zellen und bei F127-mTHPC-PLGA konnten keine Tumorzellen der
Zelllinie HUTu-80 nach der Behandlung detektiert werden.

Analog zu der Behandlung der vaskularisierten Tumorsphéroide der Zelllinie HuTu-80 wurden
die Messungen der apoptotische und nekrotische Ereignisse mit behandelten vaskularisierten
Tumorsphéaroiden der Zelllinie HT29-MTX-E12 durchgefihrt (Abbildung 69, B). Die Messung
der Zellkontrolle ergab hier eine zellulare Zusammensetzung von 90 =3 % vitale, 6 £ 1 %
apoptotische und 4+ 1% nekrotische Zellen und die Behandlung mit dem freien
Photosensibilisator mTHPC von 41 +16 % vitale, 4+ 1 % apoptotische und 56 £2 %
nekrotische Zellen. Fiir die liposomalen Formulierungen ,Liposomen biolitec® konnten fiir LP-
BLC 2175 eine Zusammensetzung von 65 + 12 % vitale, 5 + 1 % apoptotische und 30 £ 6 %
nekrotische Zellen und bei LP-BLC 5152 von 20 +9 % vitale, 2 £+ 1 % apoptotische und
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78 + 10 % nekrotische Zellen detektiert werden. Die Behandlung mit den ,Nanopartikeln
WWU* ergab fir PEG-mTHPC-PLGA eine zellulare Zusammensetzung der vaskularisierten
Tumorsphéroide fir PEG-mTHPC-PLGA von 52 +12 % vitale, 2+ 1 % apoptotische und
46 + 14 % nekrotische Zellen und fur LriP-PEG-mTHPC-PLGA von 59 + 9 % vitale, 2+ 0%
apoptotische und 40 = 6 % nekrotische Zellen. Die ,Nanopartikel IBMT* ergaben eine zellulare
Zusammensetzung der Tumorsphéaroide bei CP-mTHPC-PLGA von 62 + 11 % vitale, 2+ 1 %
apoptotische und 36 + 9 % nekrotische Zellen und bei F127-mTHPC-PLGA von 27 +9 %
vitale, 4+ 1% apoptotische und 69 +5 % nekrotische Zellen. Insgesamt zeigten die
Ergebnisse der Untersuchung von apoptotischen und nekrotischen Ereignissen der
vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12 nach
Behandlung mit dem freien mTHPC und den nanopartikularen Formulierungen der
Photosensibilisatoren eine Erhohung der nekrotischen Zellen. Diese lag fir die
vaskularisierten Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80 bei 8 bis 72 % und fur die Zelllinie
HT29-MTX-E12 bei 30 bis 69 %. Damit konnte ein phototoxischer Effekt, der apoptotische und
nekrotische Ereignisse in den vaskularisierten Tumorsphéroid ausgeltst hat, festgestellt
werden.
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(A) Vaskularisierte Tumorspharoide der Zelllinie HuTu-80
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Abbildung 69: Detektion von Apoptose und Nekrose der behandelten vaskularisierten
Tumorsphéroide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12

Die auf der CAM des bebriteten Hihnereis vaskularisierten Tumorsphéroide der Zelllinien HuTu-80 und
HT29-MTX-E12 wurden mit dem freien Photosensibilisator mTHPC, den liposomalen Formulierungen
der Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 mit den Bezeichnungen LP-BLC 2175 und LP-
BLC 5152 sowie den nanopartikuldaren Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA, LrP-PEG-mTHPC-PLGA,
CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA inkubiert. Zuséatzlich wurde eine unbehandelte
Tumorsphéroidkontrolle, die ebenfalls bestrahlt wurde, mitgefihrt. Die Konzentration des freien und der
nanopartikuléar-inkorporierten Photosensibilisatoren betrug 5 pmol / L. Mittels FACS-Analyse wurde die
prozentuale Anzahl der vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen bestimmt. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. x: Keine Zellen detektierbar (n = 4; k = 4)
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5 Diskussion

Die Anzahl neuer Krebspatienten steigt kontinuierlich. Wo es im Jahre 2008 etwa 12,7
Millionen neue Krebspatienten gab, waren es im Jahre 2018 bereits 18,1 Millionen Menschen,
die an Krebs erkrankten [200,201]. Diese Entwicklung ist zum Teil auf die erhdhte
Lebenserwartung, aber auch auf die steigende Weltbevdlkerungszahl zuriick zu fihren. Des
Weiteren konnen ungesunde Lebensweisen, wie Rauchen, erhohter Alkoholkonsum,
korperliche Inaktivitat und eine schlechte Ernéghrungsweise das Risiko an Krebs zu erkranken,
erhthen [38,45,60]. Dieser weltweite Wandel erfordert die Entwicklung neuer Therapieformen
und Medikamenten zur Behandlung von Krebs. Dabei scheitern neue potenzielle Arzneistoffe
oft nicht an einer mangelnden Wirksamkeit. Haufig ist der Grund eine schlechte
Bioverfuigbarkeit sowie hohe Nebenwirkungen und damit eine nicht vorhandene Sicherheit fur
den Patienten. Zur Verbesserung der Arzneistoff-Eigenschaften kénnen nanopartikulare
Arzneistofftragersysteme eingesetzt werden. Diese ermdglichen durch Inkorporation des
Arzneistoffes dessen Loslichkeit und Bioverfiigbarkeit zu verbessern und zudem durch einen
gezielten Transport zum Wirkort die Nebenwirkungen zu verringern.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene nanopartikulare Arzneistofftragersysteme
basierend auf Liposomen und Polymilch-co-glykolsdure (PLGA) fiir den Einsatz zur
Behandlung von Dinndarmkarzinomen mit der photodynamischen Therapie (PDT) entwickelt.
Bei der PDT wird dem Patienten ein photoaktivierbarer pharmazeutischer Wirkstoff
(Photosensibilisator) verabreicht. Durch anschlieRende fokussierte Bestrahlung mit Licht einer
Photosensibilisator-spezifischen Wellenlange entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die zu
einer Zerstorung des Tumorgewebes fuhren. Als Arzneistoffe wurden ein bereits von der FDA
zugelassener Photosensibilisator mTHPC sowie neu synthetisierte Photosensibilisatoren
getestet. Untersucht wurde, neben der anti-tumoralen Wirksamkeit und dem zelltoxischen und
dunkeltoxischen Effekt der freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren,

auch der Transport und die Akkumulation am Wirkort.

5.1 Validierung analytischer Methoden

Die Validierung von analytischen Methoden ist eine wichtige regulatorische Anforderung in der
pharmazeutischen Analytik. Die Methodenvalidierung liefert einen dokumentierten Nachweis
und ein hohes Mald an Sicherheit, dass eine verwendete Analysemethode fir den
vorgesehenen Verwendungszweck geeignet ist. Beim Zulassungsverfahren eines neuen
Medikaments muss daher sichergestellt werden, dass die Ubermittelten Daten mit einer
validierten Analysemethode erfasst wurden. Die International Conference on Harmonization
(ICH) hat daher Richtlinien fur die Validierung von Analysemethoden eingefiihrt [172]. Diese
Richtlinien definieren die regulatorischen Rahmenbedingungen fir die Validierung einer

Analysemethode. Diese fordert die UberprUfung von Richtigkeit, Prazision, Detektionslimit,
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Quantifizierungslimit, Linearitat, Arbeitsbereich, Robustheit und Spezifitdit. Daher ist es
notwendig diese Parameter zu ermitteln und zu dokumentieren, um eine analytische Methode
zu validieren. Die ICH-Guideline liefert hierzu allerdings lediglich eine Definition der einzelnen
zu validierenden Parameter, ohne Angaben wie die Validierung durchgefihrt werden soll.
Daher ist der erste Schritt einer Methodenvalidierung die Erstellung eines Validierungsplans,
der die Art der Priifung der einzelnen Parameter genauestens beschreibt. Dabei ist das
Vorgehen der Validierung abhangig von der gewdahlten analytischen Methode und der zu
untersuchenden Substanzen. Eine in der pharmazeutischen Analytik haufig verwendete
Methode ist die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC). Diese ermdglicht die Auftrennung von Substanzen aus einer Probe
und deren Identifizierung und Quantifizierung durch die Verwendung von Standards.

In der vorliegenden Arbeit war das Ziel eine HPLC-Methode zu entwickeln, die es ermdglicht,
die aus verschiedenen biologischen Testsystemen gewonnen Proben zu analysieren. Diese
HPLC-Methode wurde zur Quantifizierung der aufgenommenen Menge der freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren in die Zelle bzw. zur Quantifizierung der
permeierten Menge der freien und nanopartikularen Photosensibilisator sowie
Kontrollsubstanzen Uber die Mukusbarriere eingesetzt. Im Allgemeinen ist die Untersuchung
von Proben, bei denen die Substanzmenge in komplexen biologischen Materialien wie
Blutplasma oder Gewebe vorliegt, eine Herausforderung fir die analytische
Methodenentwicklung [202,203]. Dabei kann trotz Aufreinigung der Proben meist nicht die
komplette Probenmatrix entfernt werden. Daher lag die Herausforderung der
Methodenentwicklung in der Trennung der zu detektierenden Substanzen von der
Probenmatrix. Eine selektive Methode konnte durch die Verwendung einer Gradienten-
Methode mit einer Laufzeit von 14 min erreicht werden. Bei der Methodenentwicklung wird
haufig eine schnelle Elution und damit eine kurze Analyse-Laufzeit angestrebt, um mdglichst
viele Proben mit geringem Materialbedarf untersuchen zu kénnen. Hierbei werden flr schnelle
HPLC-Methoden eine Zeit von < 8 min in der Literatur angegeben [204-206]. Die gewahlte
Laufzeit von 14 min war in der entwickelten Methode allerdings nétig, um eine Auftrennung
der Probe aus der Probenmatrix zu gewahrleisten.

Insgesamt ist die Methode zuverlassig und zeigt eine angemessene Richtigkeit (98 bis 101 %),
Prazision (Variationskoeffizient < 2 %), Linearitat (Korrelationskoeffizient r=1,000),
Robustheit (innerhalb von =5 %) und Spezifitit gegentiber den zu testenden Substanzen.
Somit kann die verwendete HPLC-Methode als validiert bezeichnet werden und eignet sich
Uber die Arbeit hinaus auch fur eine Analytik unter Qualitdtsmanagement-Aspekten. Zu
beachten ist allerdings, dass bei der durchgefiihrten Quantifizierung mittels HPLC-Analyse die
Konzentration des Photosensibilisators und nicht die Konzentration der Nanopartikel bestimmt

wurde. Da der Photosensibilisator in die nanopartikularen Arzneistofftragersysteme



Diskussion | 151

inkorporiert wurde, ist eine Quantifizierung der Nanopartikel nur indirekt moglich. Eine
Mdglichkeit zur Quantifizierung von Nanopartikeln in  der Zelle stellt die
Transelektronenmikroskopie (TEM) dar. Diese ermdoglicht eine direkte Abbildung von
Nanopartikeln in der Zelle mithilfe von Elektronenstrahlen. Die Quantifizierung findet bei dieser
Methode durch die Interpretation der Bilder und computergestiitztes Zahlen statt. Dabei
kénnen durch subjektive Interpretationen Effekte der Beobachtungserwartung die Genauigkeit
beeintrachtigen [207]. Der grof3te Nachteil der TEM ist, dass nur einzelne Zellen und nicht das
ganze Zellvolumen abgebildet werden kdnnen. Infolgedessen ist die Quantifizierung der
Nanopartikel in einer kompletten Probe kaum zu bestimmen [208]. Eine weitere mogliche
Methode zur Quantifizierung von Nanopartikeln in biologischen Proben ist die Feld-Fluss-
Fraktionierung (FFF). Bei dieser Methode wird eine offene Kanalstruktur verwendet, durch die
die mobile Phase flieRt. Dabei basiert die Auftrennung der Probe ausschlie3lich auf den
Interaktionen zwischen den Analyten und dem senkrecht angelegten Feld [209]. Die FFF
ermoglicht eine Analyse von PLGA basierenden Nanopartikeln aus einer komplexen Probe.
Beispielsweise wurde in einer Studie von Engel et al. mit Hilfe der FFF die Freisetzung von
PLGA-Nanopartikeln aus einer Tablette quantitativ untersucht [210]. Dabei konnte ein direkter
Nachweis der Nanopartikel in der Probe durch die Verwendung eines Vielwinkel-
Lichtstreudetektor (MALS = Multi-Angle Light Scattering Detector) durchgefihrt werden.
Insgesamt ist die Wahl der Methode zur Quantifizierung von Nanopartikeln in Zellen bzw.
biologischen Proben von der zu beantwortenden Fragestellung abhangig. Im Falle der
vorliegenden Arbeit ist flr eine erfolgreiche Behandlung von Tumorzellen die Menge des
akkumulierten Photosensibilisators ausschlaggebend fir eine effektive PDT. Die verwendeten
Nanopartikel dienen lediglich als Transporter der Photosensibilisatoren zum Wirkort. Zudem
stellt die HPLC eine robuste und zeitsparende Standardmethode in der Bioanalytik dar
[211,212]. Daher war die HPLC-Analyse die Methode der Wahl zur Quantifizierung der freien
und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren in der Zelle bzw. im aufgereinigten

Probenmaterial.

5.2 Oberflachenmodifizierung und physikochemische Charakteri-

sierung der Nanopartikel

Zur Entwicklung von nanopartikuldren Arzneistofftrdgersystemen fir die Behandlung von
Dunndarmkarzinomen wurden zwei Strategien fir den gezielten Wirkstofftransport gewabhilt:
Mukoadhasion und Mukopermeation. Der Leitgedanke dieser Strategien beruhte auf der
geplanten Arzneistoffapplikation, die oral erfolgen sollte, und der Lokation des zu
behandelnden Diinndarmkarzinoms im Darmlumen. Aufgrund der hohen Patientencompliance
wird eine orale Gabe des Photosensibilisators angestrebt. Hierzu sollen die nanopartikular-

inkorporierten Photosensibilisatoren in eine Tablettenmatrix inkorporiert werden. Nach der
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oralen Einnahme des Photosensibilisators soll im Darm eine Freisetzung der Nanopartikel aus
der Tablettenmatrix erfolgen. Die Nanopartikel befinden sich nun bereits in nachster Nahe zum
Wirkort, allerdings muss hierzu zunachst die Mukusbarriere Uberwunden werden. Die
Mukusschicht kleidet das Darmlumen aus und hat eine schiitzende Funktion gegeniber dem
Eindringen von Pathogenen und Molekilen Uber die Darmbarriere. Allerdings hindert diese
auch Arzneistoffe am Erreichen der Darmepithelschicht. Auch ein Dinndarmkarzinom ist von
einer Mukusschicht bedeckt, was dazu fihrt, dass der Arzneistoff in der Lage sein muss diese
zu Uberwinden, um das Tumorgewebe zu erreichen. Durch den Einsatz von mukoadhasiven
und mukopermeablen nanopartikularen Arzneistofftragersystemen sollte die Verweildauer der
Nanopartikel erhdht werden und aufgrund einer verzdgerten Freisetzung eine gezielte
Anreicherung im Tumorgewebe erreicht werden. Zur physikochemischen Charakterisierung,
der in der Arbeit verwendeten Nanopartikel, wurden mittels dynamischer Lichtstreuung drei
Eigenschaften der Nanopartikel vermessen: Die Nanopartikelgré3e, die Oberflachenladung
(Zetapotential, ZP) und die Grolenverteilung (Polydispersitatsindex, PDI) [213]. Die
GroRenmessung mittels dynamischer Lichtstreuung kann neben der Bestimmung der
NanopartikelgréR3e auch zu einer Beurteilung der erfolgreichen Oberflachenmodifikation durch
GroRRenzunahme oder -abnahme genutzt werden. Das Zetapotential misst das elektrostatische
Potential, dass zwischen der Scherebene eines Nanopartikels und dem Lo&sungsmittel
entsteht. Anhand des Zetapotentials kann eine Aussage bezlglich der Stabilitat der
Nanopartikelsuspension  gemacht werden und zum anderen kann eine
Oberflachenmodifizierung auch eine Anderung des Zetapotentials bewirken. Dabei kann eine
Anderung des Zetapotentials einen positiven Effekt auf den gezielten Transport bzw. die
Akkumulation einer Substanz am Wirkort haben und gleichzeitig eine Veranderung der
Stabilitat der Nanopartikel verursachen [214]. Die Messung der GrofRenverteilung kann
verwendet werden, um die Homogenitat der Nanopartikelgré3e zu beurteilen [215].

Zur Herstellung von mukoadhdasiven Nanopartikeln wurde eine Oberflachenbeschichtung mit
Chitosan und Carbopol® durchgefiihrt. Chitosan ist ein biokompatibles und biologisch
abbaubares natirliches Polymer, dass als Nahrungsmittel fiir den Menschen zugelassen ist
[124,125,216]. Nanopartikel, die mit Chitosan und Chitosan-Derivaten hergestellt werden,
weisen typischerweise eine positive Oberflachenladung und mukoadhésive Eigenschaften auf,
die an Mukusschichten haften und dadurch Wirkstoffe nachhaltig freisetzen kénnen [126]. Die
in der Arbeit untersuchten ,Nanopartikel WWU* basieren auf dem Polymer PLGA. Zur
Mukoadhasion wurden diese Nanopartikel mit Chitosan modifiziert. Wie zu erwarten fihrte
diese Oberflachenmodifikation zu einer positiven Oberflachenladung, mit einem
durchschnittlichen Wert von 9,5 mV. Im Gegensatz dazu wiesen die unmodifizierten PLGA-
Nanopartikel eine durchschnittliche negative Oberflachenladung von -34,8 mV auf. Damit

konnte eine erfolgreiche Oberflachenbeschichtung nachgewiesen werden. Eine positive
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Oberflachenladung kann eine Anhaftung an die stark negativ geladene Mukusschicht
beglnstigen. Studien zeigen, dass kationisch geladene Nanopartikel verstarkt Uber die
intestinale Barriere permeieren kénnen im Vergleich zu unmodifizierten Nanopartikeln [149].
Die positive Ladung des Chitosans kann zudem einen Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung von
negativ geladenen Arzneistoffen auslésen. Negativ geladene Arzneistoffe verbleiben langer in
der Matrix des Nanopartikels, da sie aufgrund der Ladungsunterschiede zuriickgehalten
werden kénnen, was zu einer verzodgerten Freisetzung fuhrt [217]. Allerdings hat die
Oberflachenmodifizierung mit Chitosan auch zu einer Verringerung der Stabilitét der
Nanopartikel gefuhrt. Ein hohes Zetapotential ist ein Indikator fir die Stabilitdt einer
Nanopartikel-Suspension. Eine hohere elektrische Ladung auf der Oberflache der
Nanopartikel verhindert die Aggregation in der Suspensionslosung aufgrund der starken
AbstoRungskrafte, die zwischen den Nanopartikeln vorliegen [46-47]. Dabei gelten
Nanopartikel mit einem Zetapotential tber + 30 mV als stabil, Gber + 60 mV als sehr stabil und
Werte im Bereich von -5 mV bis +5 mV deuten auf eine schnelle Aggregation hin [218,219].
Als Faustregel gilt, dass absolute Zetapotential-Werte tber 30 mV eine gute Stabilitat bieten
[50-51] und Uber 60 mV eine ausgezeichnete Stabilitit. Etwa 20 mV bieten nur
Kurzzeitstabilitat, Werte im Bereich von -5 mV bis +5 mV deuten auf eine schnelle Aggregation
hin. Das Zetapotential veréanderte sich durch die Modifizierung von -34,8 mV auf 9,5 mV, was
theoretisch begriindet zu einer verschlechterten Stabilitdt der Nanopartikel fiih. Allerdings ist
zu beachten, dass die Mukoadhdasion von Chitosan auf die Anziehung zwischen dem negativ-
geladenen Mukus und dem positiv-geladenen Chitosan zurtickzufiihren ist [126]. Dieser
Aspekt ist gegenlber der Stabilitat der Nanopartikel abzuwégen. Eine Mdéglichkeiten um die
Stabilitat der Chitosan-Nanopartikel zu erhthen, ware eine Anpassung der Chitosan
Konzentration oder die Verwendung von Chitosan mit einem hoéheren Molekulargewicht [220].
Beispielsweise konnte in einer Studie von Wang et al. [221] gezeigt werden, dass durch die
Erhéhung der Chitosan-Konzentration um das Vierfache auch eine Erhdhung des Zeta-
Potentials um rund 35 % erreicht werden konnte. Des Weiteren flihrte die Modifizierung mit
Chitosan zu einem GrolRenwachstum von 13,3 %, was ebenfalls auf eine erfolgreiche
Modifikation der Nanopartikel hindeutet. Die ,Nanopartikel IBMT“ wurden mit Carbopol®
modifiziert, um eine mukoadhasive Nanopartikeloberflache zu generieren. Carbopol® ist ein
synthetisches Polymer mit einer hohen Biokompatibilitat und Abbaubarkeit, dass starke
mukoadhasive Eigenschaften aufweist [129,222]. Eine Untersuchung, bei der die Haftkraft von
verschiedenen Nanosuspensionen an der porcinen Mucosa ermittelt wurden, zeigten dass die
mit verschiedenen Carbopol® modifizierten Nanopartikel eine durchschnittliche Haftkraft von
19,5 mN aufwiesen. Chitosan hingegen wies eine Hafkraft von 12 mN auf, was auf eine
geringere Mukoadhasion im Vergleich zu Carbopol® hindeutet [223]. Im Gegensatz zu

Chitosan fihrt die Oberflachenmodifizierung mit Carbopol® zu einer stark negativen
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Oberflachenladung [128]. Die Mukoadhasion ist daher nicht auf eine Anziehung des negativen
Mukus und der Nanopartikeloberflache zurtickzufiihren, sondern auf die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen und starke ionische Wechselwirkungen [129]. Die in der Arbeit
entwickelten und hergestellten Nanopartikel mit einer Carbopol®-Oberflachenmodifizierung
wiesen eine stark negative Oberflachenladung von - 51,6 mV auf. Ein Vorteil einer negativ
geladenen Nanopartikeloberflache ist die geringe Affinitéat Proteine zu adsorbieren. Dies kann
zu einer Erhdhung der systemischen Zirkulationszeit und zu einer Verringerung des Abbaus
durch Makrophagen fuhren, was insgesamt einen positiven Einfluss auf die Akkumulation am
Wirkort haben kann [217,224].

Die Strategie mukoadhasive Nanopartikel als Arzneistoff-Transportsysteme zu verwenden
beruht auf der verlangerten Verweildauer der Nanopartikel in der Mukusschicht. Aufgrund von
hydrolytischen Prozessen in der Mukusschicht, kommt es dann zur Freisetzung der
Arzneistoffe aus der Nanopartikel-Matrix. Die Arzneistoffmolekile kdnnen dann in die
Tumorzellen aufgenommen werden. Aufgrund der verlangerten Verweildauer und der
verzogerten Freisetzung, soll es zu einer Erhéhung der Wirkstoffkonzentration im
Tumorgewebe kommen. Betrachtet man allerdings die Eigenschaft der Mukusschicht, die
einem standigen Erneuerungs- und Abtragungsprozess unterliegt, wird deutlich, dass die
Effektivitdét von mukoadhasiven Nanopartikeln direkt mit der Geschwindigkeit der Mukus-
Erneuerung korreliert. Da die Erneuerungszeit im Darm zwischen wenigen Minuten bis hin zu
mehreren Stunden betragt, stellt dies eine Limitation von mukoadhasiven nanopartikularen
Arzneistofftragersystemen dar [26,225]. Als alternative Strategie kann das Ziel sein, dass der
Nanopartikel die Mukusschicht (berwindet und eine Freigabe des Wirkstoffes an der
Zelloberflache oder eine zellulare Aufnahme des Nanopartikels und eine intrazellulare
Freisetzung des Wirkstoffes stattfindet [226]. Eine Herangehensweise hierzu kann die
Betrachtung der mukopermeablen Eigenschaften von Viren sein. Viren sind bekanntermalf3en
aufgrund ihrer Ladungsneutralen und hydrophilen Oberflache in der Lage, nahezu ungehindert
die Mukusschicht zu tiberwinden [227]. Um diese Eigenschaft auf Nanopartikel zu Gbertragen,
eignen sich mukopermeable Polymere wie PEG. Beispielsweise konnte Maisel et al. zeigen,
dass PEGylierte Nanopartikel mit einer Grof3e von 200 nm die Mukosa des Dickdarms in Ex-
vivo- und In-Vivo-Untersuchungen (berwinden konnten, wohingegen unmodifizierte
Nanopartikel in der Mukusschicht oder im Darmlumen verblieben [228].

Zur Generierung der mukopermeablen ,Nanopartikel WWU*“ wurde PEG verwendet. Die
Messung des Zetapotentials wies ohne PEGylierung eine durchschnittliche
Oberflachenladung von - 34,8 mV auf, nach der PEGylierung lag diese bei —36 mV. Die
besonderen Eigenschaften von PEG sind damit zu erklaren, dass es durch die
Oberflachenmodifikation mit PEG zur Bildung einer dichten burstenartigen Oberflache kommt,

die die negative Grundladung von PLGA-Nanopartikel abschirmen kénnen, was zu einer
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Verringerung der Wechselwirkungen mit der Mukusschicht fiihrt [131,132]. Die generierten
Nanopartikel weisen allerdings keine Anderung der Oberflachenladung auf, was ein Hinweis
auf eine unzureichende PEGylierung sein koénnte. Um Nanopartikel mit nahezu
ladungsneutralen Eigenschaften zu generieren, ware eine Optimierung des Molekulargewichts
und der Konzentration des verwendeten PEG nétig. Das zweite nanopartikulare
Arzneistofftragersystem in der Gruppe ,Nanopartikel WWU* basiert ebenfalls auf PLGA und
einer PEGylierten Oberflache, weist aber zudem in der Partikelmatrix ein lichtresponsives
Polymer auf. Diese Nanopartikel weisen ein Zetapotential von durchschnittlich — 17 mV auf,
was der angestrebten neutralen Oberflachenladung naherkommt. Auch hier ist, ahnlich wie bei
den Chitosan-Nanopartikeln, die Stabilitdt der Nanopartikel-Suspension gegeniber der
Oberflacheneigenschaften abzuwégen. PEGylierte Nanopartikel haben mukopermeable
Eigenschaften aufgrund einer mdglichst neutralen Oberflachenladung [131,132]. Diese
Eigenschaft fuhrt allerdings gleichzeitig zu einer Verringerung der Stabilitdt der Nanopartikel
in einer Suspension. Im Allgemeinen kann die Stabilitat von Nanopartikeln durch
Lyophilisierung verlangert werden. Bei diesem Prozess wird der Probe, durch Gefriertrocknung
unter Vakuum, Wasser entzogen. Dadurch kann die Nanopartikel-Suspension in einen
Feststoff mit einer hohen Stabilitat tberfihrt werden [229]. Die mukopermeablen Nanopartikel
der Gruppe ,Nanopartikel IBMT* wurden mit dem Polymer Pluronic® F127 modifiziert. Auch
diese sollten nach der Oberflachenbeschichtung eine moglichst neutrale Oberflachenladung
aufweisen. Allerdings liegt diese, auch bei den mit F127 oberflachenmodifizierten PLGA-
Nanopartikeln, bei — 41,7 mV. Somit konnte weder bei den PEGylierten Nanopartikeln noch
bei den mit F127 oberflaichenmodifizierten Nanopartikeln ein Zetapotential im neutralen
Bereich festgestellt werden, woraus resultiert, dass eine Optimierung der eingesetzten
Polymere und der verwendeten Synthesemethoden Uberdacht werden sollte. Des Weiteren
wurden in der vorliegenden Arbeit liposomale Nanopartikel mit der Gruppierung ,Nanopartikel
biolitec®™ untersucht. Diese basieren auf Phospholipiden und weisen daher eine hohe
Biokompatibilitat und biologische Abbaubarkeit auf [230]. Liposomen sind ein klinisch
etabliertes Wirkstoff-Transportsystem, dass eine hohe strukturelle Flexibilitdt aufweist und in
das bekanntermal3en sowohl hydrophile als auch hydrophobe Arzneistoffe inkorporiert werden
konnen [74,231]. Eine grofRe Limitation vom Liposomen ist deren geringe Stabilitat im
Gastrointestinaltrakt. Liposomen sind im Gastrointestinaltrakt der Magenséure, Gallensalze
und Pankreaslipasen ausgesetzt. Diese fuhren zu einer Zerstdrung der Lipidstruktur, wodurch
die Freisetzung des Wirkstoffes ausgeldst wird. Die untersuchten Liposomen wiesen eine stark
negativ geladene Oberflache, mit einem durchschnittlichen Wert von - 59,6 mV, auf. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass die Liposomen eine hohe Stabilitit in der Suspension aufweisen.

Neben der Oberflachenmaodifizierung spielt auch die GroRe von Nanopartikeln eine

entscheidende Rolle bei der Mukopermeation und Akkumulation im Tumorgewebe. Neben den
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interaktiven Barriere-Eigenschaften der Mukusschicht, die zu Interaktionen zwischen
Substanzen und Partikeln aufgrund von Ladungsunterschieden fuhrt, weist die Mukusschicht
zudem sterische Barriere-Eigenschaften auf. Dabei agiert die Mukusschicht aufgrund ihrer
Netzstruktur wie ein GroRRen-Ausschlussfiter. Die Maschengro3e betragt hierbei zwischen
100 nm bis hin zu mehreren Mikrometern. Dies fiihrt dazu, dass kleinere Molekule und Partikel
leichter durch die Mukusschicht permeieren kdnnen. Die bevorzugte Nanopartikelgrof3e fur die
nanomedizinische Anwendung betragt <200 nm [232]. Die ,Nanopartikel WWU*“ wurden
bewusst in zwei Gréienbereichen von 100 und 200 nm hergestellt, um eine Untersuchung des
Einflusses der GroRe zu ermdglichen. Die ,Liposomen biolitec®™ und ,Nanopartikel IBMT*
sowie die ,Nanopartikel WWU* im Grélenbereich von 100 nm sind insgesamt < 200 nm und
eignen sich daher fur die nanomedizinische Anwendung. Zur Bestimmung der
Grol3enverteilung, wurde der PDI gemessen. Die liposomalen Nanopartikel haben einen PDI
von 0,181 und die mit Chitosan modifizierten Nanopartikel von 0,128. Bei den anderen
nanopartikularen Arzneistofftragersystemen konnte ein PDI in einem Bereich von <0,1
gemessen werden, was auf eine monodisperse Nanopartikelsuspension hinweist [233]. Im
Allgemeinen ist der PDI eine MessgroRe die verschiedenen Schwankungen der
Nanopartikelsuspension, wie z.B. Aggregations-, Segregations- und Degradationsprozessen
unterliegt. Daher gibt es einen direkten Zusammenhang zwischen der Morphologie und GroR3e
von Nanopartikeln mit dem PDI [234]. Insgesamt hangt daher die Eignung von
nanopartikularen Arzneistofftragersystemen fir den Wirkstofftransport in vivo unter anderem
von deren durchschnittichem Durchmesser, dem PDI und der Oberflachenladung, die
Ruckschlisse auf die Stabilitat erlauben, ab. Die Kontrolle und Validierung dieser Parameter
ist daher von entscheidender Bedeutung fiir die effektive klinische Anwendung von

nanopartikularen Arzneistofftragersystemen [235].

5.3 Screening-Modelle

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten nanopartikuldren Arzneistofftragersysteme wurden
nach der physikochemischen Charakterisierung mittels zellularer Screening-Modelle
biologisch charakterisiert. Im Fokus dieser Untersuchungen stand die Prufung der
zytotoxischen Eigenschaften der Nanopartikel sowie die Untersuchung des induzierten
phototoxischen Effekts und der Dunkeltoxizitét der freien und nanopartikular-inkorporierten
Photosensibilisatoren. Um diese flr therapeutische Zwecke einsetzen zu kdénnen, missen
unerwinschte toxische Nebenwirkung ausgeschlossen und die Wirksamkeit des
inkorporierten  Photosensibilisators  sichergestellt werden. Zur Untersuchung der
Dunkeltoxizitdét wurden Zellen verwendet, die mit bestimmten Konzentrationen des
Photosensibilisators inkubiert, aber nicht bestrahlt wurden. Die Zytotoxizitat der Nanopartikel

sowie die Dunkel- und Phototoxizitat der freien und nanopartikuléar-inkorporierten
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Photosensibilisatoren wurde durch die Bestimmung der Zellviabilitat beurteilt. Als Grenze fur
die Deklarierung eines toxischen Effekts wurden die Angaben der DIN EN ISO 10993-5
verwendet. Diese Grenze liegt bei einer Verringerung der Zellviabilitét von < 70 %. Als
Screening-Modelle wurden 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéroide aus den
Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 verwendet. Die Zelllinie HuTu-80 wurde aus
einem duodenalen Adenokarzinom generiert und eignet sich daher zur Simulation der zu
behandelnden Tumorzellen [190]. Die Zelllinie HT29 stammt von einem kolorektalen
Adenokarzinom ab [191]. Aus dieser Zelllinie wurde die Mukus produzierende Zelllinie HT29-
MTX-E12 differenziert [236]. Mit dieser kénnen Tumorzellen, die von einer Mukusschicht
bedeckt sind, nachgebildet werden. Um den Einfluss der Mukusschicht auf die freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren untersuchen zu konnen, wurde die
Zelllinie HT29 zum Vergleich mitgefiihrt. Die Kultivierungszeit und die Anzahl der ausgeséten
Zellen fur die 2D-Monolayer-Untersuchungen wurde an die jeweilige Populationszeit der
Zelllinien angepasst. Diese betrugen fiir die Zelllinie HuTu-80 26 h [190], fur die Zelllinien HT-
29 und HT29-MTX-E12 48 h [191]. Generell hangt die Wirkung von Arzneistoffen auf eine
Zelllinie von mehreren Faktoren ab, wobei die Kultivierung vor der Applikation der zu testenden
Substanz eine entscheidende Rolle spielt. Die Zellen bendtigen nach der Trypsinierung eine
gewisse Zeit, um sich zu erholen. In dieser Zeit wird das Zytoskelett wiederaufgebaut, die
extrazelludre Matrix abgesondert und die Verknipfungen zwischen den Zellen
wiederhergestellt. Diese Vorgange sind noétig, dass die Zellen wieder einen neuen Zyklus
beginnen kénnen [237]. Die daflr bendtigte Zeit ist zelllinienabhéngig, daher wurde fir die
Kultivierungszeit der 2D-Monolayer-Zellkulturen vor Beginn der Untersuchungen die
Populationszeit der Zelllinien gewahlt, um eine intakte und vitale Ausgangskultur fir die
Untersuchungen zu haben.

Im ersten Schritt wurden Untersuchungen mit dem Photosensibilisators mTHPC durchgefihrt,
um den dunkeltoxischen und induzierten phototoxischen Effekt auf die 2D-Monolayer-
Zellkulturen der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 zu bestimmen. Hierzu wurde
eine mTHPC-Konzentrationsreihe (0,25 bis 100 umol / L) fur 1 h, 3 h und 24 h inkubiert. Die
Ergebnisse zeigten insgesamt, dass die Dunkeltoxizitat und die induzierte Phototoxizitat von
mTHPC von der Zelllinie, der Konzentration des Photosensibilisators und der Inkubationszeit
abhingen. Dabei konnte fur die Zelllinien HuTu-80 und HT29 ab einer mTHPC-Konzentration
von 0,25 pmol / L und einer Inkubationszeit von 24 h eine Dunkeltoxizitat detektiert werden.
Fur die Zelllinie HT29-MTX-E12 konnte ein dunkeltoxischer Effekt bei einer Inkubationszeit
von 24 h erst ab einer mTHPC-Konzentration von 75 umol / L festgestellt werden. Fir die
Inkubationszeiten 1h und 3 h konnte Uber die gesamte Konzentrationsreihe kein
dunkeltoxischer Effekt detektiert werden. Das Phé&nomen der zelllinien- und

konzentrationsabh&ngigen Dunkeltoxizitat konnte auch von Lange et al. [238] in einer
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Untersuchung des Photosensibilisators mTHPC, unter Verwendung von funf menschlichen
Krebszelllinien aus PDT-relevantem Gewebe, d.h. Lunge (A-427), Mundhdhle (BHY),
Speiserdhre (KYSE-70), Blase (RT-4) und Gebarmutterhals (SISO), nachgewiesen werden.
Bei einer Inkubationszeit von 24 h konnte eine Verringerung der Zellviabilitat von < 6 % bei
einer mTHPC-Konzentration von 0,5 umol / L festgestellt werden. Wobei sich die Zellviabilitat
mit einer steigenden mTHPC-Konzentration von 0,5 bis 10 umol/L bis hin zu keiner
messbaren Zellviabilitat verringerte. Auch hier wiesen die verschiedenen Zelllinien eine
unterschiedliche Sensitivitdt gegeniiber mTHPC auf. Die Untersuchungen der induzierten
Phototoxizitat bestatigen die unterschiedliche Sensitivitdit der Zelllinien auf den
Photosensibilisators mTHPC. So konnte fiir die Zelllinie HuTu-80 ab einer Konzentration von
0,25 pmol / L und einer Inkubationszeit von 3 h ein phototoxischer Effekt gemessen werden.
Bei den Zelllinien HT29 zeigte sich dieser Effekt bei einer Inkubationszeit von 3 h ab einer
Konzentration von 1 pumol / L und bei der Zelllinie HT29-MTX-E12 ab einer Konzentration von
5 umol / L. Daraus ergibt sich die hochste Sensitivitédt gegeniiber dem Photosensibilisator
MTHPC fir die Zelllinie HuTu-80. Analog zu den 2D-Monolayern wurden die Untersuchungen
mit 3D-Tumorsphéaroiden der Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 durchgeflhrt.
3D-Tumorsphéaroide kénnen aufgrund ihrer Eigenschaften, humane Mikrometastasen im
menschlichen Kérper zu simulieren, ein verbessertes Modell sein, um die Wirksamkeit von
Krebsmedikamenten zu untersuchen [147]. Bei den Untersuchungen der mTHPC-
Konzentrationsreihe konnte ein dunkeltoxischer Effekt des Photosensibilisators mTHPC fur
die Tumorsphéaroide der Zelllinie HuTu-80, bei einer Konzentration von 100 pumol / L und den
Inkubationszeiten 3 h und 24 h, festgestellt werden. Die Tumorspharoide der Zelllinien HT29
und HT29-MTX-E12 wiesen unabhéngig von der mTHPC-Konzentration und der
Inkubationszeit keine dunkeltoxischen Effekte auf, was einen Hinweis auf die verringerte
Sensitivitat von  3D-Tumorspharoiden gegeniber Krebsmedikamenten gibt. Ein
phototoxischer Effekt konnte bei den 3D-Tumorspharoiden bei einer Inkubationszeit von 24 h
ab 5 ymol / L bei allen Zelllinien detektiert werden. Bei einer Verringerung der Inkubationszeit
auf 3 h zeigte sich erneut, dass die Zelllinie HuTu-80 die hdchste Sensitivitdt gegentber
MTHPC aufwies. Die Untersuchungen der mTHPC-Konzentrationsreihe unter Verwendung
von 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéroiden wurden durchgefuhrt, um die
Inkubationszeiten und die Konzentration des Photosensibilisators festzulegen. Daher wurden
fur die folgenden Versuche eine Photosensibilisator-Konzentration von 5 pumol /L und die
Inkubationszeiten 3 h und 24 h gewahlt.

Der Photosensibilisator mTHPC ist ein hoch wirksamer Arzneistoff flr die PDT, der bereits
erfolgreich zur Behandlung von Nacken- und Kopftumoren in der Klinik eingesetzt wird [88,89].
In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass mTHPC eine anti-tumorale

Wirksamkeit gegenuber den getesteten Darmkarzinom-Zelllinien aufweist. Zudem wurde die
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Wirksamkeit weiterer neu synthetisierter Photosensibilisatoren getestet. Diese
Untersuchungen wurden teilautomatisiert mit dem System Tecan Evo 200 durchgefihrt. Die
Automatisierung von Wirkstoff-Screenings ist ein wichtiger Punkt in der pharmazeutischen
Forschung. Aufgrund der Vielzahl neu synthetisierter, potenziell neuer Arzneistoffe bietet ein
automatisierter Testablauf viele Vorteile. Es kann eine erhéhte Anzahl von Substanzen parallel
getestet werden, eine Verbesserung der Pipettiergenauigkeit erreicht werden und eine groR3e
Arbeitserleichterung erzielt werden. Eine Limitation der Automatisierung ist, die meist erhéhte,
bendtigte Menge der Testsubstanzen im Vergleich zu manuell durchgefiihrten Arzneistoff-
Screenings. In  der vorliegenden Arbeit wurden nur die neu synthetisierten
Photosensibilisatoren automatisiert getestet, da lediglich diese in einer ausreichenden Menge
vorlagen. Die Ergebnisse zeigten, dass insgesamt bei allen sechs neu synthetisierten
Photosensibilisatoren bei den Zelllinien HuTu-80, HT29 und HT29-MTX-E12 keine
Dunkeltoxizitat gemessen werden konnte. Ein phototoxischer Effekt der vergleichbar mit
dem Effekt von mTHPC ist, konnte bei zwei neu synthetisierten Photosensibilisatoren
(BLC 2175 und BLC 5152) gemessen werden. Diese wurden zur Beladung der ,Liposomen
biolitec®™ verwendet. Als Grund hierflr konnte vom Hersteller (biolitec® AG) die niedrige Licht-
Absorbierbarkeit der Photosensibilisatoren im Bereich von 652 nm genannt werden. Die
Anregung mit der verwendeten Bestrahlungseinheit konnte somit die neu synthetisierten
Photosensibilisatoren BLC 1157, BLC 6151, BLC 6166 und BLC 6167 nicht ausreichend
aktivieren. Die optimale Aktivierung flr diese Photosensibilisatoren wird durch eine Mischung
aus Licht aller Wellenlangen (weil3es Licht) erreicht. Aufgrund der Tatsache, dass das
therapeutische Fenster fir die Behandlung von Tumoren mit der PDT in einem
Wellenlangenbereich von 620 bis 850 nm liegt, wurden diese Photosensibilisatoren in der
vorliegenden Arbeit nicht ndher untersucht.

Die Untersuchungen der verschieden beladenen und unbeladenen Nanopartikel wurde mit
einer Photosensibilisator-Konzentration von 5 umol / L und den Inkubationszeiten 3 hund 24 h
durchgefuihrt. Diese wurden auf der Grundlage der Untersuchungen des freien
Photosensibilisators mTHPC festgelegt. Beim Vergleich dieser Versuchsparameter mit den
Literaturwerten konnten Ubereinstimmungen gefunden werden [113,239,240]. Ein konkretes
Beispiel ist eine Studie von Beeuf-Muraille et al. [241] bei der die Wirkung von freiem mTHPC
und mit mTHPC beladene PLGA-Nanopartikel auf Gliom-Zellen (Zelllinie C6) untersucht
wurden [241]. Die Untersuchungen ergaben eine Verringerung der Zellviabilitdt um 50 % nach
der Bestrahlung bei einer mTHPC Konzentration von 5,89 umol / L. Bei einer Konzentration
von 20 umol / L war nahezu keine Zellviabilitdt detektierbar.

Die Untersuchungen der verschiedenen nanopartikuldren Arzneistofftrdger mit den
Gruppierungen ,Nanopartikel WWU*“, ,Liposomen biolitec® und ,Nanopartikel IBMT“ konnten

einen dunkeltoxischen Effekt ausschlieRen und einen induzierten phototoxischen Effekt
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beweisen. In der Literatur wird hé&ufig beschrieben, dass die Wirksamkeit von
Photosensibilisatoren durch eine Inkorporation in Polymer- und Liposomal-basierten
Nanopartikeln bis zu 80 % vermindert wurde [113,241,242]. In den vorliegenden
Untersuchungen wurde freies mTHPC zum Vergleich des induzierten phototoxischen Effekts
mitgefuhrt. Dabei war bei allen durchgefiihrten Messungen der induzierte phototoxische Effekt
des inkorporierten Photosensibilisators mit dem freien Photosensibilisator vergleichbar. Daher
konnte eine Verminderung des phototoxischen Effekts durch die Inkorporation des
Photosensibilisators in die Nanopartikel nicht bestétigt werden. Anhand des Screenings mit
den 2D-Monolayer-Zellkulturen konnten hoch wirksame, freie und nanopartikuléare
Photosensibilisatoren identifiziert werden. Diese wurden im n&chsten Schritt mit 3D-
Tumorsphéaroiden untersucht.

2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorspharoide unterscheiden sich gravierend in ihrer
morphologischen Struktur, die einen grofRen Einfluss auf die Untersuchung von Arzneistoffen
haben konnen. Einer der gréRten Unterschiede ist die Arzneistoff-Exposition. Bei 2D-
Monolayer-Zellkulturen haben alle Zellen, aufgrund ihres einschichtigen Wachstums, den
gleichen Zugang zu den im Umgebungsmedium befindlichen Substanzen. 3D-
Tumorsphéroide hingegen entwickeln ab einer GréRe von etwa 500 pumol/L einen
nekrotischen Kern, der beim Wachstum durch eine mangelnde Versorgung mit N&hrstoffen im
Sphéroidkern und eine gleichzeitige Anhaufung von Abbauprodukten entsteht. Die
morphologischen Eigenschaften haben direkten Einfluss auf die Wirkstoffpenetration, die eine
verringerte Sensitivitat von Krebsmedikamenten im Vergleich zu 2D-Monolyer-Zellkulturen zur
Folge haben kann [143]. Durch die Quantifizierung der aufgenommenen Wirkstoffmenge
konnte dieser Effekt bestétigt werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Aufnahme der freien
und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren nach einer Inkubationszeit von 3 h bei
den Tumorsphéaroiden im Vergleich zu den 2D-Monolayer-Zellkulturen deutlich geringer war.
Ein direkter Vergleich der aufgenommenen Menge der Photosensibilisatoren in die 2D-
Monolayer Zellkulturen und 3D-Tumorspharoiden war nicht mdglich, da die Zellzahlen
aufgrund der unterschiedlichen Morphologie der Zellmodelle nicht direkt vergleichbar sind. Bei
Betrachtung der 2D-Monolayer-Zellkulturen verringerte sich die aufgenommene Menge des
Photosensibilisators nach 24 h in den 2D-Monolayer-Zellkulturen um durchschnittlich 0 % bis
61 %. Dies weist auf einen zelludren Prozess hin, der dazu fuhrte, dass der aufgenommene,
freie und nanopartikulare Photosensibilisator aus der Zelle ausgeschleust wurde. Dies konnte
auf die Aktivitdt von Efflux-Pumpen zuriickzufiihren sein, die auf zelludrer Ebene fir das
Ausschleusen von Molekilen aus der Zelle zustandig sind. So werden haufig Studien
durchgefihrt, die parallel die zelluare Aufnahme und den Zell-Efflux untersuchen. Dabei wird
die Akkumulation von Arzneistoffen in Zellen aus der Summe der zelludren Aufnahme (z.B.

durch Endozytose) und dem zelluaren Efflux gebildet [243,244]. Ein Beweis daflr ist die
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erhohte Arzneistoff-Akkumulation durch eine Inhibierung der Efflux-Pumpen. So konnte in
Untersuchungen gezeigt werden, dass eine Inhibierung der Efflux-Pumpen zu einer deutlich
erhdhten Akkumulation von Arzneistoffen im Tumorgewebe fiihrte [245]. Daraus resultierte,
dass eine Verlangerung der Inkubationszeit nicht zwangslaufig zu einer erhdhten
Akkumulation des Photosensibilisators in den Tumorzellen fiihrte. Des Weiteren konnte eine
signifikant verbesserte Aufnahme der freien Photosensibilisatoren BLC 2175 und BLC 5152 in
den liposomalen Formulierungen detektiert werden. Hochwirksame Photosensibilisatoren sind
meist schwer wasserloslich, was zu einer Agglomeration filhren kann, die die zelluare
Aufnahme verhindert. Im Allgemeinen kann die Ld&slichkeit durch Inkorporation in ein
nanopartikulares Arzneistofftransportsystem verbessert werden, was zu einer erhdhten
Akkumulation in Zellen fihren kann [246]. Des Weiteren bestehen Liposomen aus einer
zellmembranahnlichen Phospholipid-Doppelschicht. Aufgrund dieser Ahnlichkeit kann die
Aufnahme von Wirkstoffen in die Zelle erleichtert werden [116].

Die unterschiedlichen Eigenschaften der 2D-Monolayer-Zellkulturen und der 3D-
Tumorsphéroide spiegelte sich auch in der Wirksamkeit aller in der Arbeit verwendeten freien
Photosensibilisatoren, liposomalen und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren
wider. Die Ergebnisse zeigten einen deutlich verringerten photoxischen Effekt der freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren auf die verwendeten 3D-Tumorspharoide.
Dabei konnte nach einer Inkubationszeit von 3 h kein phototoxischer Effekt erreicht werden.
Erst nach einer Inkubationszeit von 24 h lag eine verringerte Zellviabilitat zwischen 21 % bis
74 % vor. Diese lag zum Vergleich bei den 2D-Monolayer-Zellkulturen nach einer
Inkubationszeit von 3 h durchschnittlich bei einer Verringerung von 48 % bis 69 % und nach
24 h bei-73 % bis - 82 %. Der verringerte phototoxische Effekt der 3D-Tumorsphéaroide kénnte
auf die Morphologie zurlickzufihren sein. Die vorliegenden Versorgungs- und
Abbaugradienten flihren neben einer verringerten Wirkstoffpermeation auch zu einer
sinkenden Sauerstoffkonzentration von der auf3eren Schicht des Tumorspharoids bis zum
Inneren. Da die Wirksamkeit des Photosensibilisators neben der Aktivierung mit Licht einer
spezifischen Wellenlange auch von in der Zelle vorhandenem Sauerstoff abhangig ist, kann
dies zu einer Minderung des phototoxischen Effekts in den 3D-Tumorsphréoiden fiihren
[74,77]. Bei einem Vergleich zweier Studien, bei denen der phototoxische Effekt des
Photosensibilisators Aminolavulinsdure (ALA) auf 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-
Tumorsphéaroiden der Zelllinie A549 (Lungen Adenokarzinom) untersucht wurden, konnten
ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Auch hier konnte eine Verminderung des phototoxischen
Effekts auf die 3D-Tumorsphéaroide im Vergleich zu den 2D-Monolayer-Zellkulturen detektiert
werden [247,248]. Die Ergebnisse der Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit zeigen
insgesamt, dass die Nutzung von 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphéaroiden

sinnvoll fur die Durchfiihrung von Wirkstoff-Screenings ist.
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Die Messung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Arzneistoffen in kultivierten Zellen in
Kombination mit Zytotoxizitats-Tests, bei denen immortalisierte Zelllinien mit den Arzneistoffen
in Kontakt kommen, bildet seit Jahrzehnten die Grundlage in der praklinischen Bewertung von
Krebsmedikamenten [249]. Sie ermdglichen ein schnelles und kostenglnstiges Wirkstoff-
Screening bei dem eine groRe Anzahl verschiedener Krebszelllinien getestet werden kénnen
[250]. Um einen optimalen anti-tumoralen Effekt mit der PDT zu erreichen, missen die
bendtigte Inkubationszeit und Laserlichteinstellungen ermittelt werden. Die spezifische
Absorptionswellenlénge der Photosensibilisatoren konnte durch die Verwendung einer klinisch
genutzten Bestrahlungseinheit erreicht werden. Diese ermdglichte die Aktivierung des
Photosensibilisators, um zytotoxische reaktive Sauerstoffspezies zu erzeugen. Mit den im
ersten Schritt genutzten In-vitro-Screening-Modellen kdnnen alle Parameter wie die
Konzentration des Photosensibilisators, Inkubationszeit und Laserlichtintensitat einfach an die
Eigenschaften des Photosensibilisators und der verwendeten Zelllinien angepasst werden. Die
Messung der Zellviabilitdt ermdglicht dabei eine Quantifizierung der zytotoxischen Effekte auf
Grundlage der zellstoffwechsel-aktiven Zellen. Die Screening-Untersuchungen kénnen jedoch
nur zu einer ersten ldentifizierung von vielversprechenden Photosensibilisatoren und
nanopartikuldaren Formulierungen genutzt werden. Eine Aussage uber die mukoadhésiven und
mukopermeablen Eigenschaften der nanopartikuldren Arzneistofftragersysteme kann mit
diesen Methoden nicht gemacht werden. Wobei die statischen Inkubationsbedingungen
sowohl fiir die Beurteilung des Transportes zum Wirkort als auch fir die Untersuchung der
zellularen Aufnahme des Photosensibilisators schlecht geeignet sind. Auch die
Ubertragbarkeit auf das In-vivo-Verhalten ist dadurch stark limitiert und bedarf daher weiterer

Untersuchungen.

5.4 Spezifische praklinische Testsysteme

Der Prozess der Entwicklung eines neuartigen Medikaments ist zeitaufwandig und kostspielig.
Um die Chancen flr den erfolgreichen Abschluss einer klinischen Studie, die zur Zulassung
eines neuen Medikaments fiihrt, zu erh6hen, ist die Wahl geeigneter praklinischer Modelle von
groRter Bedeutung [251,252]. Daher ist die Entwicklung neuer und verbesserter Testsysteme,
die in der Lage sind die In-vivo-Situation zu simulieren, eine weltweite Herausforderung fir die
préklinische Forschung [143].

In der vorliegenden Arbeit sollten zur Behandlung von Diinndarmkarzinomen, nanopartikulare
Arzneistofftragersysteme zum Transport von Photosensibilisatoren zum Wirkort erforscht
werden. Hierzu wurden unterschiedliche nanopartikulare Arzneistofftragersysteme auf Basis
von Polymilch-co-glykolsédure (PLGA) und Liposomen synthetisiert. Diese wurden zunéchst in
Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit mit standardisierten In-vitro-Testsystemen

unter Verwendung von 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-Tumorsphaoriden auf ihre
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Wirksamkeit und auf unerwinschte toxische Effekte untersucht. Der Fokus der zu
entwickelnden Arzneistofftragersysteme lag darauf, dass diese mukoadhasive und
mukopermeable Eigenschaft aufweisen sollten, um ein gezieltes Tumor-Targeting zu
erreichen. Zur Untersuchung dieser spezifischen Eigenschaften wurden neue préaklinische
Testmodelle entwickelt und etabliert: (i) Ein mikrofluidisches Mukusbarriere-Modell zur
Untersuchung der Mukopermeation, (ii) ein mikrofluidisches Darmtumor-Modell zur
Erforschung der mukoadhasiven Fahigkeiten in einem peristaltischen Fluss und (iii) ein
vaskularisiertes Darmtumor-Modell zur Uberpriifung der Arzneistoff-Akkumulation und der

biologischen Wirksamkeit.

5.4.1 Mikrofluidisches Mukusbarriere-Modell

Das Darmepithel ist mit einer Mukusschicht bedeckt und bildet eine physikalische Barriere fiir
Molekile und Partikel [24,25]. Krebszellen, insbesondere Adenokarzinome, exprimieren grol3e
Mengen Mukus. Dabei geht man davon aus, dass Krebszellen, &hnlich wie normale Epithelien,
Mukus zum Schutz vor der lokalen Umgebung nutzen [253]. Daher missen Arzneistoffe die
Mukusschicht tberwinden, um das Tumorgewebe erreichen zu koénnen. In der vorliegenden
Arbeit wurden hierfir nanopartikuldare Arzneistofftragersysteme hergestellt, die durch
Mukoadhasion oder Mukopermeation einen gezielten Transport der Arzneistoffe
(Photosensibilisatoren) Giber die Mukusschicht ermdglichen. Um die Permeation der freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren tber die Mukusschicht zu untersuchen,
wurde ein mikrofluidisches Mukusbarriere-Modell entwickelt.

Der mikrofluidische Mukus-Chip bietet eine einfache Technik zur Untersuchung der
Permeation von Substanzen und partikularen Systemen Uber eine Mukusschicht. Er besteht
prinzipiell aus einer apikalen Seite, die das Darmlumen simuliert und einer basolateralen Seite,
die die Darmepithelschicht bzw. das Darmtumorgewebe reflektiert. Beide Seiten sind durch
eine Mukusschicht voneinander getrennt. Zuséatzlich wurde ein Fluss auf der basolateralen
Seite angelegt, der den Blutkreislauf des Darmepithels bzw. des Tumorgewebes simulieren
sollte. Zur Bestimmung der metrischen Parameter wie Grolle und Volumen wurden
kommerziell verfigbare Permeationsmodelle wie die Ussing-Kammer und permeable
Filtereinsétze zur Orientierung verwendet. Je nach System und verwendeten Einsatzen
arbeiten kommerziell erhéltliche Systeme wie die Ussing-Kammer und permeable
Filtereinséatze mit einer Permeationsflache im Bereich zwischen 0,2 bis 1,26 cmz2 [153,254—
256]. Um eine Vergleichbarkeit zwischen diesen Systemen und dem entwickelten Mukus-Chip-
Modell zu erreichen, wurde eine apikale Mukusschicht-Flache von 0,75 cm? definiert. Ein oft
beschriebenes Problem bei der Nutzung von intestinalen Permeations-Modellen ist die geringe
Wiederfindungsrate der applizierten Substanzen. Als Griinde dafur werden die Adsorption der
Substanzen an der Oberflache des Testsystems oder eine Bindung an Filtermembranen

genannt [257,258]. Ein haufig verwendetes Modell zur Untersuchung der intestinalen
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Permeation von Arzneistoffen ist das Caco-2-Modell in Verbindung mit permeablen
Filtereinséatzen. In einer Studie, in der im Caco-2-Modell die Wiederfindungsrate von neun
verschiedenen Substanzen untersucht wurde, lag diese zwischen 14,5 bis 125 % [259]. Bei
der Entwicklung von Arzneistoffen in denen Permeations-Modelle verwendet werden, wird eine
Wiederfindungsrate im Bereich von 80 bis 120 % empfohlen, um die Qualitdt und die
Richtigkeit der Untersuchungen zu gewahrleisten [260]. Um sicher zu stellen, dass das Mukus-
Chip-System eine Permeation der zu untersuchenden Kontrollsubstanzen sowie freien und
nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren ermdéglicht, wurde die Permeation ohne
eine Mukusschicht durchgefiihrt. Dabei konnte fir alle Substanzen eine durchschnittliche
Wiederfindungsrate von 89,2 % bis 97,1 % ermittelt werden. Daraus wurde geschlossen, dass
die Konstruktion des Mukus-Chip-Modells eine hohe Eignung fur Permeations-
Untersuchungen aufweist. Die Dicke der Mukusschicht sowie die physiologischen
Bedingungen in vivo hédngen von der Lage im Korper und ihrem Ursprung ab. Die Schichtdicke
von Mukus im Dinndarm wird mit 170 bis 480 um angegeben, wobei sie vom oberen Abschnitt
des Dunndarms bis zum unteren Abschnitt zunimmt [32]. Untersuchungen zur Schichtdicke
von menschlichem Mukus im Dinndarm gibt es selten in der Literatur, haufig basieren die
Untersuchungen auf Tierversuchen. Bei einer Studie von Varum et al. [261] wurde die
Mukusschicht-Dicke von Ratten, Hasen und Schweinen miteinander verglichen. Dabei wurde
eine hohe Variabilitat der Mukusschicht-Dicke entlang der Darmabschnitte zwischen den Arten
gefunden. Kleine Versuchstiermodelle, wie Ratten, unterschieden sich vom Menschen am
meisten, wahrend das Schwein der Mukusschicht-Dicke entlang des Darms des Menschen
am ehesten ahnelte. Dies macht deutlich, dass die Wahl des Tiermodells einen Einfluss auf
die Adsorption und Permeation von Arzneistoffen haben kann. Insbesondere dann, wenn die
Mukusschicht eine wichtige Rolle flr das erwartete Ergebnis spielt, wie beispielsweise in
oralen Arzneimittelpermeationsstudien oder der Bewertung von Verabreichungssystemen fir
mukoadhéasive Medikamente. Das entwickelte Mukus-Chip-System stellt daher einen
mdoglichen Ersatz fir Untersuchungen der Mukuspermeation in Tiermodellen dar. Die
Konstruktion des Mukus-Chips ermdglicht eine Variation der Mukusschicht-Dicke und somit
eine Anpassung an die zu simulierende Region im Korper. Zudem kdnnen sowohl native,
bio&dhnliche und synthetische Mukusproben verwendet werden. Fir die Untersuchungen der
freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren wurde eine Mukusschicht-Dicke
von 200 pm gewahlt, da die Mukusschicht im Dinndarm reflektiert werden sollte. Als Mukus-
Quelle wurde nativer porciner Mukus verwendet. Porciner Mukus hat eine hohe Verfugbarkeit
und gilt als gutes Modellsystem im Vergleich zum menschlichen Mukus [261,262]. Daruber
hinaus enthalt er, im Gegensatz zu kunstlich oder zelluéar erzeugtem Schleim, Proteasen und
andere Verdauungsenzyme, die einen Einfluss auf die zu untersuchenden Verbindungen

haben kdnnen [26]. Der native Ursprung beinhaltet jedoch auch eine hohe Variation des
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Schleims im Vergleich zu biodhnlichem Mukus oder von Zellen produziertem Mukus. Dieser
Aspekt wurde durch rheometrische Untersuchungen einer groRen Anzahl von Schleimproben
verifiziert. Hierzu wurden native porcine Mukusproben von 24 Schweinen isoliert und die
Viskositat mittels Rheometer untersucht. Die getesteten Mukusproben wiesen eine
durchschnittliche Viskositat von 38,28 + 12,50 Pa*s auf. Die gemessenen Viskositatswerte
variierten in einem Bereich von 4,17 + 0,45 Pa*s und 60,34 + 2,25 Pa*s. Bei einer Studie, in
der die Viskositdt von humanen Mucosa-Proben aus dem lleum untersucht wurden, konnte
eine Viskositat im Bereich von 11 bis 163 Pa*s gemessen werden [263]. Damit konnten sowohl
bei den eigenen Viskositatsmessungen der porcinen Mukusproben als auch bei der Studie der
humanen Mukusproben eine hohe Varianz festgestellt werden. Die Viskositat der
Mukusschicht ist abhangig vom pH-Wert, der lonenstarke und dem Hydratationsgrad und ist
damit besonders relevant fur den Transport von Substanzen und partikularen Systemen [35].
Um die Studien unter konstanten Bedingungen durchfiihren zu kénnen, wurde auf Basis der
24 Messwerte funf Viskositatsklassen bestimmt und mit einem Histogramm deren Haufigkeit
ausgewertet. Daraus ergab sich fir die Permeationsstudien der freien und nanopartikularen
Formulierungen, dass nur native porcine Mukusproben verwendet wurden, die eine Viskositat
im Bereich von 30 - 45 Pa*s aufwiesen. Im nachsten Schritt wurde die Permeation der
Kontrollsubstanzen sowie der freien und nanopartikuléar-inkorporierten Photosensibilisatoren
Uber die Mukusschicht untersucht. Hierzu wurden die Kontrollsubstanzen Koffein und FITC-
Dextran sowie die freien und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren apikal auf die
Mukusschicht pipettiert und Uber einen Versuchszeitraum von 3 h wurde alle 30 min eine
basolaterale Probe entnommen und die enthaltene Substanzmenge mittels HPLC-Analyse
detektiert. Koffein wurde aufgrund seiner mukopermeierenden Eigenschaften als Positiv-
Kontrolle gewahlt. Das gewahlte FITC-Dextran-Molekil hat eine GréRe von 70 kDa und ist
daher aufgrund seiner Grof3e nicht in der Lage Uber die Mukusschicht zu permeieren. Daher
wurde FITC-Dextran als Negativ-Kontrolle gewahlt. Ein wichtiger Faktor zur Messung der
Permeabilitat von Verbindungen Uber eine Barriere ist die Membranintegritdt. Beim Mukus-
Chip-Modell wird der Schleim mit dem Mukus-Spatel in das Metallgitter gefiillt. Dies kann ein
kritischer Punkt sein, da der Mukus ein heterogenes Hydrogel ist und die Integritat der
Membran getestet werden muss. Gerate wie das Ussing-Kammer-System oder das
cellZscope®-System nutzen den transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER), der mittels
Impedanzmessungen ermittelt wird, um die Membranintegritat zu ermitteln [153,264,265].
Dabei handelt es sich um eine quantitative Methode zur Messung der Integritdt von
Verbindungen in Zellkulturmodellen [266]. Das entwickelte Chipsystem verwendet Mukus ohne
Epithel, daher sind Impedanzmessungen nicht moglich. Die Membranintegritat wurde daher
durch den Einsatz von Kontrollsubstanzen wie Koffein und FITC-Dextran Gberwacht. Eine

konstante Permeation in verschiedenen Experimenten wurde als bestehende
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Membranintegritat gewertet. Es wurden sowohl Nanopartikel mit mukoadhasiven als auch
mukopermeierenden Eigenschaften im Mukus-Chip-System untersucht. Bei der
Untersuchung der mukoadhasiven ,Nanopartikel WWU* und ,Nanopartikel IBMT“ die mit
Chitosan bzw. Carbopol® modifiziert wurden, konnte keine Permeation des
Photosensibilisators tber den Versuchszeitraum von 3 h gemessen werden. Die Strategie bei
der Verwendung von mukoadharierenden Nanopartikel ist, dass diese in die Mukusschicht
penetrieren und dort durch Hydrolyse eine Freisetzung des Photosensibilisators aus der
Partikelmatrix stattfindet. Daher kdnnte ein Grund fur die nicht vorhandene Permeation eine
ungenigende Freisetzung des Photosensibilisators aus dem Nanopartikel sein. Die
Versuchszeit von 3 h wurde auf der Grundlage der Verweildauer eines Medikaments im
Dunndarm gewahlt. Diese wird in Abh&ngigkeit von der Nahrungsaufnahme und intestinalen
Motilitat mit 30 bis 180 min angegeben [267]. In Anbetracht der Wirkweise von
mukoadhérierenden Nanopartikeln ware eine Verlangerung der Versuchsdauer zu
Uberdenken. Sowohl die Positivkontrolle Koffein als auch die mukopermeierenden
,Nanopartikel IBMT* die mit F127 modifiziert wurden und die ,Liposomen biolitec® konnten
innerhalb der Versuchszeit Uber die Mukusschicht permeieren. Eine Permeation der
mukopermeierenden ,Nanopartikel WWU“ mit einer PEG-Modifizierung konnte nicht
festgestellt werden. Koffein und die ,Nanopartikel IBMT* F127-mTHPC-PLGA zeigten eine
Permeation bei allen vier verwendeten Mukusproben und die liposomalen Nanopartikel LP-
BLC 2175 und LP-BLC 5152 nur bei zwei Proben. Aufgrund der nativen Herkunft unterliegen
die verwendeten Mukusproben einer hohen Individuumabhéangigen Variabilitat [226]. Bereits
bei den rheologischen Messungen der nativen porcinen Mukusproben konnte eine hohe
Variation der Viskositat festgestellt werden. Diese Variabilitdt kann zu unterschiedlichen
Ergebnissen bei der Untersuchung der Permeabilitat iiber die Mukusschicht filhren. Insgesamt
konnte durch die Untersuchungen mit dem neu entwickelten Mukus-Chip-System fir die
Nanopartikel F127-mTHPC-PLGA, LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152 eine Permeation Uber die
Mukusschicht nachgewiesen werden und somit deren angestrebte Eigenschaft der
Mukopermeation bestatigt werden.

Substanzen oder partikulare Systeme mit der Fahigkeit, die Darmbarriere zu tiberwinden, sind
ein Schwerpunkt der pharmazeutischen Forschung. Bevor die Verbindungen das
Darmgewebe erreichen, missen sie die Mukusschicht Gberwinden. Zur Untersuchung der
Permeation Uber die Mukusschicht wurde das Mukus-Chip-System entwickelt. Die
Funktionalitat konnte durch die Verwendung der Kontrollsubstanzen Koffein und FITC-Dextran
bestatigt werden. Durch die Untersuchung der freien und nanopartikularen Formulierungen

konnten mukopermeierende nanopartikulare Arzneistofftragersysteme identifiziert werden.



Diskussion | 167

5.4.2 Mikrofluidisches Darmtumor-Modell

Die Verwendung von 3D-Tumorspharoiden im Entwicklungsprozess eines Medikaments stellt
eine Erweiterung zu herkbmmlich verwendeten 2D-Monolayer-Zellkulturen dar. 3D-
Tumorsphéroide sind in der Lage die gewebsspezifische Struktur von In-vivo-Tumoren und die
daraus resultierenden physiologischen Bedingungen zumindest teilweise zu reflektieren. Trotz
dieser Eigenschaften bleibt eine groRe Limitation der Arzneistoffuntersuchungen mit 3D-
Tumorsphéaroiden: die statischen Versuchsbedingungen. Dabei werden in den
Untersuchungen die Arzneistoffe direkt auf den 3D-Tumorsphéaroid bzw. in die Kavitédten der
Mikrotiterplatte pipettiert und sinken auf das Zellmodell ab. Der daraus entstehende direkte
Kontakt der Zelloberflache mit dem Arzneistoff kann eine erhéhte Aufnahme bewirken. Im
Gegensatz dazu ist der Arzneistoff in vivo einer standigen Bewegung ausgesetzt. Um diese
Begebenheiten zu simulieren, wurde das mikrofluidisches Darm-Tumor-Modell entwickelt.
Grundgedanke bei der Entwicklung des Darmtumor-Modells war, einen Darmtumor im
Darmlumen zu simulieren der einem peristaltischen Fluss ausgesetzt ist. Hierfir wurde ein
Chip-Modul aus den Materialien Polydimethylsiloxan (PDMS) und Glas aufgebaut. Zur
Generierung der Kanalstrukturen wurde das fliissige PDMS in eine vorgefertigte Messingform
gespritzt. Nach dem Ausharten wurde diese zum VerschlieRen der Kandle mit einem
Glasobjekttrager mittels plasmagestitzten Verbindens irreversible zusammengefligt. PDMS
ist ein Material, dass haufig fir die Herstellung von mikrofluidischen Modellen genutzt wird
[268,269]. Es ist biokompatibel, guinstig, transparent, weist kaum Autofluorescenz auf und
kann mit einer Aufldsung von bis zu wenigen Nanometern abgeformt werden [270-272]. Ein
besonders wichtiger Punkt bei der Kultivierung von Zellkulturen ist die lebensnotwendige
Begasung. Aufgrund der Gasdurchlassigkeit von PDMS kann eine Versorgung von kultivierten
Zellen sichergestellt werden [273,274]. Ein Nachteil von PDMS ist, dass kleine hydrophobe
Molekiile und Proteine an die PDMS-Oberflache adsorbieren kbnnen [275]. Wie schon zuvor
beschrieben, ist die Adsorption von Substanzen und Molekllen ein haufig beschriebenes
Problem bei der Verwendung von Plastik-basierten Materialien in Verbindung mit Zellkulturen.
Daher sollte dieser Aspekt im Allgemeinen bei Versuchen iberdacht und gegebenenfalls
validiert werden [257,258]. Als Darmtumor-Modell wurde ein 3D-Tumorspharoid der Zelllinie
HT29-MTX-E12 verwendet. Die Charakterisierung des 3D-Tumorsphéaroids ermdglichte eine
Visualisierung der fur das Modell typischen vitalen Randschicht und dem nekrotischen Kern.
Zudem konnte eine Mukusschicht und Mikrovilli auf der Oberflache detektiert werden. Die
morphologischen Eigenschaften des verwendeten 3D-Tumorsphaoids kdnnen dadurch in
einem hohen Mal einen In-vivo-Darmtumor reflektieren. Dieser wurde direkt in den Kanal des
Chip-Moduls eingebracht. Im Gegensatz zum Mukus-Chip-Modell, ist der 3D-Tumorspharoid
von der Flussigkeit im Chip-System umschlossen. Die Flissigkeit wurde in peristaltischen

Bewegungen durch das Chip-Modul transportiert, womit die Darmmotilitat reflektiert werden
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konnte. Dies ermdglichte die Untersuchung der dynamischen Barriere-Eigenschaften die
aufgrund peristaltischer Bewegungen im Darm durch einen horizontalen Fluss Uber der
Mukusschicht entstehen [26]. Die sterischen Barriere-Eigenschaften der Mukusschicht
begrenzen die Adhasion und Permeation von nanopartikularen Arzneistofftragersystemen
stark [276]. Daher stellt sie ein wichtiger Punkt bei der Untersuchung von mukoadhasiven und
mukopermeablen Nanopartikeln dar. Die dynamischen Bedingung in mikrofluidischen
Testsytemen l6sen fluidischen Scherstress aus, der einen Einfluss auf die Gesundheit von
Zellen haben kann [277]. Beispielsweise wurde in einer Untersuchung von HL60 Zellen
(Leukamie-Zelllinie) die Auswirkungen von Scherstress auf die Zellviabilitat untersucht. Diese
war bei der Kultivierung der Zellen unter fluidischem Fluss im Vergleich zu den unter statischen
Bedingungen kultivierten Zellen um 11,8 % verringert [278]. Zur Uberprufung dieses Einflusses
auf die 3D-Tumorspharoide wurde eine Untersuchung der Zellviabilitat nach einer
Inkubationszeit von 3 h untersucht. Um diese Werte Vergleichen zu kdnnen, wurden die
Versuche analog unter statischen Bedingungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten
innerhalb der Versuchszeit von 3 h keinen Einfluss auf die Zellviabilitdt der 3D-
Tumorsphéaroide. 3D-Tumorsphéroide weisen oft eine hohere Stabilitit gegenuber 2D-
Monolayer-Zellkulturen auf, was zu einer verringerten Reaktion auf den Scherstress fiihren
kann. Zur Untersuchung der Fahigkeit der freien und nanopartikuléar-inkorporierten
Photosensibilisatoren unter dynamischen Bedingungen an die Mukusschicht des 3D-
Tumorspharoids zu adhéarieren, wurden diese im mikrofluidischen Darmtumor-Modell fir 3 h
inkubiert. Danach wurden zur Auswertung eine Quantifizierung der Substanzmenge mittels
HPLC-Analyse und mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen durchgefihrt. Bei der
Quantifizierung konnte eine signifikante Verringerung der Substanzmenge im dynamischen
System detektiert werden. Einzig bei den ,Nanopartikeln IBMT“ mit der Carbopol®
Modifizierung konnte keine signifikante Verringerung der Substanzmenge quantifiziert werden.
Eine Verringerung der Aufnahme von Nanopartikeln in dynamischen Systemen wird in der
Literatur oft beschrieben. Als Griinde hierflir werden Scherstress, verringerte Expositionszeit
der einzelnen Nanopartikel mit der Zelloberflache und die Bildung von Aggregaten unter
fluidischen Bedingungen genannt [279,280]. Diese Bedingungen kdnnen mit dem neu
entwickelten Darmtumor-Modell abgebildet werden. Dadurch kann die In-vivo-Situation
simuliert werden und auf Grundlage der Ergebnisse eine zu erwartende Funktionalitat
abgeleitet werden. Eine weitere Fragestellung der Untersuchungen mit dem dynamischen
Darmtumor-Modell war, ob die Adsorption des Photosensibilisators durch die Inkorporation in
die liposomalen oder nanopartikuldaren Formulierungen verbessert werden konnte. Die
Ergebnisse zeigten, dass sowohl mit den liposomalen als auch die nanopartikularen
Formulierungen der Photosensibilisatoren eine signifikante Erhéhung der adsorbierten Menge

erzielt werden konnte. Lediglich die nanopartikulare Formulierung LrP-PEG-mTHPC-PLGA
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konnte in den vorliegenden Untersuchungen keine signifikante Erhéhung der adsorbierten
Menge des Photosensibilisators aufweisen. Nanopartikulare Arzneistofftragersysteme kénnen
eingesetzt werden, um die Ld&slichkeit von Wirkstoffen zu verbessern [102,136-138]. Der
Photosensibilisator mTHPC weist eine schlechte Ldslichkeit aufgrund von stark hydrophoben
Eigenschaften auf. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften kann es zu einer Bildung von
Aggregaten kommen [100]. Dies kann zu einer verminderten Adhasion der freien
Photosensibilisatoren gegeniber den liposomalen und nanopartikuldaren Formulierungen
gefuhrt haben. Des Weiteren konnte durch die spezifischen Oberflichenmodifizierungen eine
verbesserte Adhasion erzielt werden. Zusatzlich wurden zur Beurteilung der Ergebnisse
mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen gemacht. Dabei wurden mit dem freien
Photosensibilisator mTHPC und den nanopartikularen Formulierungen PEG-mTHPC-PLGA
und LrP-PEG-mTHPC-PLGA, CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA behandelte
Tumorsphéroide aus dem statischen System mit Tumorspharoiden aus dem dynamischen
System optisch verglichen. Eine Fluoreszenzanalyse der freien Photosensibilisatoren
BLC 2175 und BLC 5152 sowie deren liposomalen Formulierungen waren in der vorliegenden
Arbeit aufgrund der schwachen Fluoreszenz der Photosensibilisatoren nicht moglich. Eine
deutlich sichtbare Fluoreszenz konnte unter den statischen Versuchsbedingungen fur den
freien Photosensibilisator mTHPC sowie flr die mit mTHPC beladenen ,Nanopartikel WWU*
PEG-mTHPC-PLGA und LrP-PEG-mTHPC-PLGA und fir die ,Nanopartikel IBMT* CP-
MTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA detektiert werden. Im dynamischen System konnte
nur fUr die nanopartikularen Formulierungen CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA eine
Fluoreszenz detektiert werden. Diese Nanopartikel weisen zum einen eine Carbopol®
Oberflachenmodfizierung auf, die zu einer verstarkten Mukoadhasion fiihren sollte, dass
zweite nanopartikulare Arzneistofftragersystem wurde mit Pluronic® F127 modifiziert, um
mukopermeable Eigenschaften zu erreichen. Ein Nachteil des vorliegenden Versuchsaufbaus
ist, dass nicht zwischen einer Mukoadhésion und Mukopermeation unterschieden werden
kann. Daher wéare es von Vorteil eine Methode zu entwickeln, um die Mukusschicht der 3D-
Tumorsphéroide abzutrennen und so die Substanzmenge im Mukus und in den Tumorzellen
getrennt voneinander beurteilen zu kénnen.

Insgesamt geht aus den vorliegenden Untersuchungen hervor, dass die nanopartikularen
Arzneistofftragersysteme CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA ein hohes Potenzial

aufweisen in vivo an einen DUnndarmtumor zu adharieren.

5.4.3 Vaskularisiertes Tumorspharoid-Modell

Die Verwendung von mikrofluidischen Modellen in Kombination mit 3D-Tumorsphé&roiden stellt
eine Erweiterung zu statischen 2D-Zellkultursystemen dar. Ein wichtiger Aspekt, die diese
Modelle meist nicht abbilden kdnnen, ist die Vaskularisierung eines In-vivo-Tumors. Die

Tumor-Angiogenese stellt einen entscheidenden Schritt in der Entwicklung eines Tumors dar.
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Bevor sich Gefal3e entwickeln, befindet sich der Tumor in einem ruhenden Stadium, in dem
ein Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod vorliegt. In diesem Stadium kann der
Tumor nicht wachsen und hat eine mikroskopische Grél3e. Erst durch die Angiogenese kommt
es zur Bildung von BlutgefaRen, die den Tumor mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt, was
letztendlich zum Wachstum des Tumors fuhrt [281]. Der Einfluss eines systemischen
Kreislaufs auf die Akkumulation eines Medikaments kann nicht mit standardisierten In-vitro-
Modellen untersucht werden, daher werden meist Tiermodelle fir diese Fragestellung
eingesetzt. Diese sind allerdings mit einem grofRen Zeit- und Kostenaufwand verbunden und
sollten in Anbetracht des Tierwohls kritisch Uberdacht werden [141]. Der Hiihnerei-Test an der
Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM) oder auch das Tumor-Chorion-Allantois-Membran-
Modell kann als Bindeglied zwischen standardisierten Screening-Modellen und Tiermodell
angesehen werden. Das HET-CAM Modell wird haufig eingesetzt, um die Angiogenese von
Tumorzellen und die Wirksamkeit von Krebsmedikamenten zu untersuchen [166,282]. Dabei
hat das Modell viele Vorteile wie die stark vaskularisierte Membran, die eine Angiogenese von
Tumorzellen fordert, eine hohe Reproduzierbarkeit sowie eine einfache und kosteneffiziente
Versuchsdurchfiihrung. Zur Durchfihrung des HET-CAM-Tests stehen eine Vielzahl von
Protokollen zur Verfuigung. Generell kbnnen zwei Arten der Kultivierung unterschieden werden
die Ex-ovo- und die In-ovo-Methode. Bei der Ex-ovo-Methode wird das Ei gedffnet und der
Inhalt in eine Petrischale tberfuhrt. Der Vorteil der Kultivierung des Eies in einer Petrischale
ist die verbesserte Beobachtbarkeit der kompletten CAM, woraus sich eine vereinfachte
Beurteilung ergeben kann. Ein groRer Nachteil ist jedoch die vermehrte Exposition des
Embryos mit der Umwelt bspw. reagieren die Hihnereiembryonen negativ auf Licht, was zu
einer erhohten Mortalitat fuhren kann [166,283]. Bei der In-ovo-Kultivierung bleibt das
natiirliche Milieu des Embryos bestehen wodurch eine hohe Uberlebensrate erreicht werden
kann [164]. Die In-ovo-Methode wurde auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Zur
Untersuchung der Akkumulation und Wirksamkeit der freien und nanopartikulér-inkorporierten
Photosensibilisatoren wurden 3D-Tumorsphéaroide der Zelllinien HuTu-80 und HT29-MTX-E12
verwendet. Diese wurden an Tag 6 der Bebriitung direkt auf die CAM appliziert. Bereits an
Tag 10 konnte eine beginnende Vaskularisierung der 3D-Tumorspharoide beobachtet werden.
Vom Beginn der Bebritung bis zum Schlipfen des Kiikens vergehen 21 Tage. In der Literatur
wird beschrieben, dass bis zum 11. Bebritungstag keine Schmerzempfindlichkeit der
Embryonen vorliegt und daher empfohlen wird, die Versuche bis zu diesem Tag zu beenden
[284]. Um allerdings eine ausreichende Vaskularisierung von 3D-Tumorsphéaroiden zu
erreichen und die Wirksamkeit von Medikamenten testen zu kdnnen, reicht dieser Zeitraum
nicht aus, weshalb viele Untersuchungen in einem Zeitraum bis zum 16. oder 18.
Bebritungstag durchgefuhrt wurden [170]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde als

Versuchsende Tag 17 der Bebritung festgelegt. Das etablierte, auf dem HET-CAM-Test



Diskussion | 171

basierende, vaskularisierte Darmtumor-Modell ermdglichte eine Untersuchung der
Akkumulation sowie die Bestimmung der TumorsphéaroidgroBe und der zellularen
Zusammensetzung nach der Behandlung mit dem freien Photosensibilisator mTHPC und den
nanopartikularen Arzneistofftragersystemen ,Liposomen biolitec®, ,Nanopartikel WWU“ und ,,
Nanopartikel IBMT“. In der klinischen Anwendung der PDT wird nach der
Medikamentenverabreichung erst nach 24 h bis 96 h die Bestrahlung durchgefihrt. Dieser
Zeitraum hangt mit der spezifischen Akkumulation des Photosensibilisators im Tumorgewebe
zusammen [285]. Auch bei der Untersuchung des freien mTHPC und der nanopartikular-
inkorporierten Photosensibilisatoren konnte ein Zusammenhang zwischen der akkumulierten
Substanzmenge und der Inkubationszeit im vaskularisierten 3D-Tumorsphéaroid festgestellt
werden. Dabei konnte im vaskularisierten 3D-Tumorspharoid héhere Akkumulation des
Photosensibilisators nach 48 h im Vergleich zu der Akkumulation nach 24 h detektiert werden.
Im néachsten Schritt wurde eine optische Beurteilung der vaskularisierten 3D-
Tumorsphphéaroide nach der Behandlung durchgefihrt. Nach der Anwendung der PDT kénnen
in vivo Verédnderungen der Blutgefdle des Tumors beobachtet werden. Aufgrund der
fehlenden Vaskularisierung in standardisierten 2D-Monolayer-Zellkulturen und 3D-
Tumorsphéaroiden kann dieser Effekt meist nur in Tieren untersucht werden [286]. Nach der
Behandlung der vaskularisierten 3D-Tumorsphéroide war es allerdings auch mdoglich,
BlutgefaRveranderungen zu detektieren. So konnten nach der Behandlung Effekte wie Gefal3-
Lyse und Koagulation im Bereich des 3D-Tumorsphéaroids festgestellt werden. Die daraus
gewonnen Erkenntnisse kdnnen daher zu einer Verringerung bis hin zu einer Vermeidung von
Tierversuchen filhren. Neben der optischen Kontrolle nach der Behandlung wurde auch die
TumorgrdRRe bestimmt. Die TumorgréRRe ist in der klinischen Anwendung ein wichtiger Faktor
zu Beurteilung der Wirksamkeit einer Behandlung. Beispielsweise wird bei der routinemafigen
Behandlung von Kopf- und Nackentumoren mit der PDT nach zwei Anwendungen mit einem
Ruckgang des Tumors zwischen 85 % bis 96 % gerechnet [88,89]. Nach der Behandlung der
vaskularisierten 3D-Tumorsphéaroide der Zelllinie HuTu-80 konnte nach der Behandlung mit
dem freien mTHPC keine Tumorzelle auf der CAM detektiert werden. Fir die Behandlung mit
den nanopartikularen Formulierungen ergab sich eine durchschnittliche
TumorgroRenreduktion von 75 %, wobei das nanopartikulare System F127-mTHPC-PLGA mit
einer Reduktion um 94 % den groRten Effekt zeigte. Bei den vaskularisierten 3D-
Tumorsphéroiden der Zelllinie HT29-MTX-E12 ergab sich eine durchschnittliche Reduktion der
TumorgrofRe von 67 %. Auch hier konnte der grof3te Behandlungseffekt durch die Verwendung
der Nanopartikel F127-mTHPC-PLGA mit einer TumorgroRenreduzierung von -82 %
festgestellt werden. Insgesamt weisen die vaskularisierten 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie
HuTu-80 einen grol3eren anti-tumoralen Effekt nach der Behandlung auf als die

vaskularisierten 3D-Tumorsphéroide der Zelllinie HT29-MTX-E12. Damit konnte die in den
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Screening Untersuchungen festgestellte Zelllinienabhangige Wirkstoffsensitivitat mit den HET-
CAM-Versuchen bestatigt werden. Nachdem ein Effekt der PDT auf die GroRRe der
vaskularisierten 3D-Tumorspharoide festgestellt werden konnte, wurde im nachsten Schritt die
zellulare Zusammensetzung der verbliebenen Tumorzellen untersucht. Dabei wurden der
Anteil an vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen untersucht. Diese betrugen bei der
unbehandelten Zellkontrolle, die analog bestrahlt wurde, durchschnittlich bei beiden Zelllinien
88 % vitale Zellen, 8 % apoptotische Zellen und 5 % nekrotische Zellen. Ergebnisse zeigten,
dass nach der Behandlung ein deutlicher Anstieg nekrotischer Zellen zwischen 30 % bis 72 %
vorhanden war, wobei die Anzahl der apoptotischen Zellen mit 2 % bis 6 % in etwa gleichblieb.
Bei der PDT findet die Zerstérung der Tumorzellen sowohl durch Apoptose als auch durch
Nekrose statt. Apoptose wird in diesem Prozess durch eine Zerstorung der Mitochondrien und
dem Cytoplasma, oder durch eine lokale Unterversorgung aufgrund einer Beschéadigung der
BlutgeféalRe des Tumors. Nekrose wird in erster Linie durch die Zerstérung der Zellmembran
ausgeldst [287]. In einer Studie bei der die Wirkung der PDT an P388 und L1210 Zellen
(Leuk&mie  Zelllinien) untersucht wurden konnte ein konzentrationsabhangiger
Zusammenhang zu den nekrotischen und apoptotischen Prozessen hergestellt werden. Dabei
wurde durch eine geringe Konzentration vermehrt eine Zell-Apoptose ausgeldst und bei hohen
Konzentrationen nekrotische Prozesse aktiviert [288]. Die vorliegenden Ergebnisse lassen
darauf schlie3en, dass die in den vaskularisierten Tumorsphéaroiden akkumulierte Menge des
Photosensibilisators hoch genug war, um einen deutlichen anti-tumoralen Effekt zu erzielen.

Der entwickelte HET-CAM-Test zur Untersuchung der Wirksamkeit von Photosensibilisatoren
und deren nanopartikularen Formulierungen kann als Bindeglied zwischen standardisierten In-
vitro-Modellen und Tiermodellen verwendet werden. Es ist besonders fiir die Untersuchung
der PDT geeignet, da eine fokussierte Bestrahlung des Tumors mdglich ist, die die

endoskopische Bestrahlung in vivo reflektieren kann.

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit im
Vergleich zu den Untersuchungen mit spezifischen praklinischen Testsystemen, werden grol3e
Unterschiede deutlich. Bei den im ersten Schritt durchgefiihrten Untersuchungen der freien
und nanopartikular-inkorporierten Photosensibilisatoren weisen alle, die als wirksam deklariert
wurden, ahnliche Ergebnisse auf. Im Vergleich dazu konnten in den neu entwickelten
spezifischen praklinischen Testsystemen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
freien und nanopartikuléar-inkorporierten Photosensibilisatoren gemacht werden. So konnte
eine mukopermeabilitéat durch die Verwendung des Mukus-Chip-Modells fur die ,Liposomen
biolitec® LP-BLC 2175 und LP-BLC 5152 sowie flr die ,Nanopartikel IBMT“ F127-mTHPC-
PLGA festgestellt werden. Im mikrofluidischen Darmtumor-Modell konnten die ,Nanopartikel
IBMT* CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA nachweislich in der hdchsten

Konzentration im dynamischen System an die Mukusschicht des 3D-Tumorsphé&roids
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adhérieren, wohingegen unter statischen Bedingungen sowohl der freie Photosensibilisator
MTHPC, als auch die partikularen Formulierungen ,Nanopartikel WWU*“ PEG-mTHPC-PLGA
und LrP-PEG-mTHPC-PLGA, eine vergleichbar hohe adhéarierte Substanzmenge zu den
Nanopartikeln CP-mTHPC-PLGA und F127-mTHPC-PLGA aufwiesen. Die grof3ten
Unterschiede in den Versuchsergebnissen konnten allerdings mit dem vaskularisierten
Darmtumor-Modell gemacht werden. Hier konnten nach der Behandlung von 3D-
Tumorsphéaroiden mit dem freien Photosensibilisator mTHPC keine Tumorzellen mehr
detektiert werden. Vergleicht man dieses Ergebnis mit der statischen Behandlung von 3D-
Tumorspharoiden in einer Mikrotiterplatte flhrte hier die Behandlung mit mTHPC lediglich zu
einer Verringerung der Zellviabilitdt um 50 %.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kbnnen daher als Beweis fuir die Notwendigkeit von
spezifischen praklinischen Testsystemen angesehen werden, die in Anbetracht der zu
untersuchenden Eigenschaften von freien und nanopartikularen Formulierungen ausgewahit
und entwickelt werden missen. Dies erhoht die Vorhersagbarkeit von In-vivo-
Untersuchungen, wodurch eine Vermeidung und Verringerung von Tierversuchen gemaf dem

3R-Prinzip erreicht werden [167].



Ausblick | 174

6 Ausblick

Die Diagnose Dunndarmkrebs ist mit einer schlechten Prognose verbunden. Meist werden
Dunndarmkarzinome erst in einem spaten Stadium diagnostiziert, in dem der Patient bereits
Metastasen gebildet hat. Zu diesem Zeitpunkt beschrankt sich die Behandlung meist nur noch
auf palliative MaBnahmen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt in Deutschland
durchschnittlich 59 %, wobei in Abhangigkeit vom histologischen Tumortyp zwischen 25 % bis
83 % schwankt. Daher werden dringend neue Therapiemethoden zur Behandlung von
Dunndarmkarzinomen bendtigt.

Eine potenzielle neue Therapieform ist die photodynamische Therapie, bei der ein
photoaktivierbarer Arzneistoff (Photosensibilisator) in Kombination mit Licht einer spezifischen
Wellenlange und Sauerstoff reaktive Sauerstoffspezies bildet, die zu einer biologischen
Zerstdrung von Zellen und dem Zelltod fuhren kénnen. Ein grof3er Nachteil der meisten
Photosensibilisatoren ist deren hydrophobe Eigenschaft. Diese filhrt in vivo zu einer
Aggregation des Photosensibilisators und damit zu einer unspezifischen Anreicherung im
gesunden Gewebe. Dadurch werden Nebenwirkungen ausgel6st, die zu einer starken
Photosensitivitat des Patienten filhren. Durch die Verwendung von nanopartikularen
Arzneistofftragersystemen soll der Photosensibilisator auf seinem Weg zum Wirkort geschitzt
werden und dort eine spezifische Akkumulation erreicht werden. Hierzu wurden in der
vorliegenden Arbeit verschiedene nanopartikulare Arzneistofftragersysteme basierend auf
PLGA und Liposomen entwickelt und untersucht. In den Screening-Untersuchungen konnten
hoch wirksame freie und nanopartikulare Photosensibilisatoren identifiziert werden. Eine
genauere Betrachtung der mukoadhasiven und mukopermeablen Eigenschaften der
Nanopartikel war mit den neu entwickelten spezifischen préklinischen Testsystemen maoglich.
Hier haben sich vor allem PLGA-basierte Nanopartikel mit einer Pluronic® F127-
Oberflachenmodifizierung als hoch effektiv erwiesen. In Bezug auf die PDT bedeutet dies,
dass ein hoch wirksames nanopartikulares Arzneistofftragersystem entwickelt wurde, das ein
grolRes Potential zur Behandlung von Dinndarmkarzinomen mit der PDT aufweist. Aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse sollte daher der néachste Schritt auf dem Weg zur Entwicklung
eines neuen Medikaments mit der Durchfiihrung von préklinischen In-vivo-Studien gemacht
werden. Diese sind eine Voraussetzung fur weiterfiihrende klinische Studien und ein wichtiger
Teil des Zulassungsprozesses. Allgemein betrachtet kann das entwickelte nanopartikulare
Arzneistofftrdgersystem auch auf weitere Anwendungen ausgeweitet werden, da ein
Austausch des Arzneistoffes, der in die Nanopartikel inkorporiert wird, mdglich ist. So kann
dieses auch fur andere Fragestellung wie beispielsweise dem Transport von Arzneistoffen
Uber die Mukusbarriere der Lunge genutzt werden.

Auch die neu etablierten spezifischen praklinischen Testsysteme besitzen das Potential fur

andere Fragestellungen genutzt zu werden. Beim Mukus-Chip-System ist beispielsweise eine
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Variation der Mukusschichtdicke und der Mukusquelle moglich, wodurch das System an
andere Mukusbarrieren im Kdrper wie Mundschleimhaut, Auge, Vagina oder Lunge angepasst
werden kann. Das entwickelte mikrofludische Darmtumormodell ist nicht auf den Einsatz von
Darmtumoren beschrankt, es koénnen auch andere Tumorsphéroide oder Organoide
eingesetzt werden. Entsprechendes gilt fir das vaskularisierte Darmtumor-Modell, auch hier
kénnen unterschiedliche Tumorarten oder gewebeabbildende Organoide verwendet werden.
Daraus ergibt sich ein breites Einsatzgebiert der in der Arbeit entwickelten spezifischen

préaklinischen Modelle, deren Vorteile in der Zukunft weiter ausgeschépft werden kénnen.
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Tabelle 22: Vergleichswerte fiir die untere und obere Schranke zur Priifung auf Normalverteilung
nach David [176]

Untere Schranke Signifikanzniveau | Obere Schranke Signifikanzniveau
n a=1% a=5% a=1% a=5%
3 1,737 1,758 1,999 2,000
4 1,870 1,980 2,429 2,455
5 2,020 2,150 2,753 2,803
6 2,150 2,280 3,012 3,095
7 2,260 2,400 3,222 3,338
8 2,350 2,500 3,399 3,543
9 2,440 2,590 3,552 3,720
10 2,510 2,670 3,685 3,875

Tabelle 23: Ausreil3ertest hach Dean und Dixon [173]

n a=5% a=1%

3 0.941 0.988
4 0.765 0.889
5 0.642 0.780
6 0.560 0.698
7 0.507 0.637




Tabelle 24: Tabelle fir den Neumann-Trendtest [175]

n a=1% a=5%

4 0,626 0,781
5 0,538 0,820
6 0,562 0,890
7 0,614 0,936
8 0,663 0,983
9 0,709 1,024
10 0,752 1,062
11 0,792 1,097
12 0,828 1,128
13 0,862 1,156
14 0,893 1,182
15 0,922 1,205
16 0,949 1,227
17 0,974 1,247
18 0,998 1,266
19 1,012 1,283
20 1,041 1,300

Tabelle 25: Quantile der T-Verteilung fir den Welch-Test [174]

n a=1% a=5%

1 31,821 6,314
2 6,965 2,920
3 4,541 2,353
4 3,747 2,132
5 3,365 2,015
6 3,143 1,943
7 2,998 1,895
8 2,896 1,860
9 2,821 1,833
10 2,764 1,812
11 2,718 1,796
12 2,681 1,782
13 2,650 1,771
14 2,624 1,761
15 2,602 1,753
16 2,583 1,746
17 2,567 1,740
18 2,552 1,734
19 2,539 1,729
20 2,528 1,725
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