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1  Einleitung

Die Nanotechnologie gilt in der heutigen Zeit als moderne und
zukunftsweisende Technologie, die auf der Entwicklung und Erforschung von
Nanopartikeln  beruht. Nanopartikel, das sind synthetisch erzeugte
Nanomaterialien, die zwischen 1 und 100 nm grof3 sind. Sie werden aus
verschiedensten Materialien hergestellt. Den weitaus gréf3ten Anteil machen
Nanopartikel aus anorganischen Verbindungen aus. Hierzu gehdéren vor allem
Edelmetalle, Halbleiter und Metalloxide, welche aufgrund ihrer kristallinen
Struktur auch Nanokristalle genannt werden. Andere Verbindungen fiur die
Herstellung von Nanopartikeln sind Kohlenstoffe und Polymere. Des Weiteren
gibt es Nanopartikel, deren Aufbau man sich aus der Natur abgeschaut hat.
Dazu zahlen Mizellen oder Liposomen, welche aus organischen Verbindungen,
wie Phospholipiden zusammengesetzt sind (Abbildung 1.1). Partikel in diesem
GroRRenbereich haben aul3ergewdhnliche Eigenschaften, dich sich von Material
mit der gleichen chemischen Zusammensetzung, aber grol3erer Partikel- oder
KristallgroRe deutlich unterscheiden®. Das liegt unter anderem an einem groRRen
Oberflache-zu-Volumen Verhaltnis?.

‘e polymer articles
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viruses
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung von Nanopartikeln. Abgebildet sind Nanopartikel aus
verschiedenen Materialien. Adaptiert aus 3,

Genauso vielfaltig wie die Materialien, aus denen die Partikel hergestellt
werden, sind die Anwendungsbereiche. Nanopartikel finden sich in
elektronischen Gegenstanden, in Beschichtungen, in Anstrichfarben, in der
Kosmetik und in den letzten Jahren mit zunehmender Bedeutung besonders in
der Biomedizin wieder.
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In der sogenannten Nanomedizin wird nachdricklich an Nanomaterialien
geforscht, die in der Lage sind, gezielt Orte zu erreichen (targeting), sie zu
markieren (labelling) oder einen Wirkstoff an Diesen zu bringen (drug delivery).
Haufige Anwendung finden in diesem Bereich superparamagnetische Eisenoxid
Nanopartikel (superparamagnetic iron oxide nanoparticle, kurz SPION oder
auch SPIO) und Halbleiter-Nanokristalle, sogenannte Quantum Dots (QD).

SPIOs werden aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften in der Medizin vor
allem als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie eingesetzt. QDs
zeichnen sich hingegen durch ihre einzigartigen optischen Eigenschaften aus
und eignen sich in der Anwendung als Fluorophore.

Fur die Anwendung im menschlichen Kdrper zur Diagnostik oder auch Therapie
ist es wichtig Wege und Verhalten von Partikeln in biologischer Umgebung zu
erkennen, um ihre physiologischen Auswirkungen beurteilen zu kénnen. In der
vorliegenden  Arbeit sollten  Nanopartikel unter anderem  mittels
Radiomarkierung naher in vivo untersucht werden. Im Folgenden wird deshalb
ausfuhrlich auf die Art der Teilchen und deren Eigenschaften eingegangen,
sowie die Radiomarkierung als Methode zur Erforschung biomedizinischer
Vorgange beschrieben.

1.1 Superparamagnetische Eisenoxid Nanopartikel

SPIOs sind Nanopartikel mit einem kristallinen Kern aus Eisenoxid. Die
gebrauchlichsten Formen sind Magnetit (FezO4) und Maghemit (y-Fe,O3). 1987
werden sie erstmalig als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie
beschrieben. Man entdeckt, dass sie zur verbesserten Erkennung von Leber-
und Milztumoren geeignet sind**°. Der GroRteil entwickelter SPIOs wird als
negatives Kontrastmittel verwendet, sie lassen das sie umgebende Gewebe in
magnetresonanztomographischen  Aufnahmen dunkler erscheinen. Die
Hintergrinde dazu werden in den folgenden Kapiteln erlautert.

1.1.1 Magnetresonanztomographie

Die Kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance, NMR) gehort zu
den spektroskopischen Methoden. Um ein NMR-Spektrum aufzuweisen,
bendbtigt es nichtschwindende Kernspins. Alle Teilchen, die sich um ihre eigene
Achse drehen (Eigendrehimpuls), also solch einen Kernspin besitzen, tragen
permanente magnetische Dipolmomente. Auch Protonen bzw. ‘H-Kerne
gehoren zu diesen Teilchen. In Abwesenheit eines aul3eren Magnetfeldes sind
die magnetischen Kernmomente entartet, das heil3t sie befinden sich in keiner
bestimmten Anordnung. Wird jedoch ein &ul3eres Magnetfeld angelegt, kommt



1 Einleitung 3

es zur Ausrichtung der magnetischen Kerndipole. Teilchen mit der Kernspin-
Quantenzahl | = %, wie Protonen, kénnen zwei mdgliche Orientierungen
einnehmen. Sie kodnnen sich parallel (Zustand niedriger Energie) oder
antiparallel  (Zustand hoher Energie) zum Magnetfeld orientieren.
Kernmagnetische Resonanzspektren basieren auf Ubergange zwischen diesen
guantisierten magnetischen Kerndrehimpulszustanden.

In  einem starken Magnetfeld By in z-Richtung préazedieren die
kernmagnetischen Momente um diese Achse mit der Larmorfrequenz wy. Die
Kernspins sind gemaf3 der Boltzmann-Statistik auf die energiearmen und
energiereichen Zustande verteilt und es ergibt sich eine Magnetisierung in z-
Richtung M;. Die Einstrahlung eines oszillierenden Magnetfeldes B; senkrecht
zu By mit der Larmorfrequenz wg induziert den Ubergang in den energiereichen
Kernspinzustand. In einem rotierenden Koordinatensystem verursacht dieser
Resonanzfall eine Prazession des Magnetisierungsvektors M, senkrecht zu By,
wodurch eine Magnetisierung in Xx,y-Ebene My, entsteht und M, um diesen
Betrag kleiner wird. Wird das Magnetfeld B; entfernt geht das Spinsystem
wieder in die Boltzmann-Verteilung tber. Vektor My, wird kleiner und der
Magnetisierungsvektor M, wird wieder gro3er (Abbildung 1.2).

Z

MZ Recovery of Magnetization
in the Z-direction

Diminishing Magnetization
in the XY-plane

X

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Magnetisierung nach einem 90°-Puls und
anschlieBende Relaxation. Ubernommen aus **.

Zwei Arten in den Energiegrundzustand zurtickzukehren, zu relaxieren, spielen
in der NMR-Spektroskopie eine Rolle. Als longitudinale Relaxation bezeichnet
man den Ubergang in den Grundzustand, bei dem die abgegebene Energie von
der Umgebung (Gitter) aufgenommen wird. Sie wird daher auch Spin-Gitter-
Relaxation genannt. Dabei bezeichnet die longitudinale Relaxationszeit T; die
Zeit, in der die bei Resonanz gestdrte Magnetisierung M, wieder auf den
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Gleichgewichtswert relaxiert ist. Die zweite Art der Relaxation ist mit keiner
Energiednderung verbunden. Beim Einschalten des B;-Feldes, in dem die
Magnetisierung eine Xx,y-Komponente erhalt, kreisen die Dipolmomente
miteinander in Phase. Die Prozesse, die diese Phasenbeziehung stéren und
zum Verschwinden der Quermagnetisierung fuhren nennt man transversale
Relaxation (Spin-Spin-Relaxation). Die transversale Relaxationszeit T, wird als
die Zeit definiert, in der die Quermagnetisierung auf einen bestimmten Tell
gesunken ist. Bei der effektiven Spin-Spin-Relaxationszeit T,* werden
Inhomogenitaten des By-Feldes, die zu lokalen Unterschieden in den
magnetischen Feldern fuhren, bertcksichtigt.

Der Verlust der M,y Komponente kann als Funktion der Zeit nach Entfernen von
B1 gemessen und aufgezeichnet werden. Die Registrierung erfolgt durch eine
Spule. In der Magnetresonanztomographie (MRT) werden diese Signale,
welche aus Protonen-Relaxationszeiten gewonnen werden, in Schwarz-Weil3-
Bilder Ubersetzt. Die Relaxationszeiten sind unter anderem abhangig von ihrer
Umgebung, so dass unterschiedlich aufgebaute Gewebe unterschiedliche
Signale liefern, wodurch eine Differenzierung der Organe moglich ist. Starkere
Kontraste zwischen verschiedenen Gewebearten kénnen z.B. durch Variation
von Pulssequenzen eines B;-Feldes oder mit der Gabe von Kontrastmitteln
erreicht werden?. Kontrastmittel, welche die longitudinale Relaxationszeit T
verkirzen und ein helles Bild erzeugen, werden als positive Kontrastmittel
bezeichnet. Die meisten bisher beschriebenen SPIOs haben einen
verkirzenden Einfluss auf die transversale Relaxationszeit T,, wodurch die
Signalintensitat sinkt und Bereiche, in denen sie sich ansammeln, dunkler
werden lassen’®. Sie gehéren zu den negativen Kontrastmitteln.

SPIOs werden vom sogenannten retikuloendothelialen System* (RES)
hauptsachlich der Leber und der Milz aufgenommen®**®. Der Begriff des RES
ist heute aufgrund einer neuen Sicht auf die Abstammung phagozytierender
Zellen veraltet und wurde vom Begriff des Mononuklearen Phagozyten Systems
(MPS) abgelost!’*®. Da viele altere Arbeiten jedoch noch die alte Bezeichnung
verwenden, werden die Begriffe in dieser Arbeit synonym verwendet. Das MPS
der Leber wird von ortsansassigen Makrophagen, den Kupffer-Zellen, und den
sinusoidalen Endothelzellen, welche sogenannte Scavenger Rezeptoren
aufweisen, gebildet. In der MRT-Diagnostik gebraucht man SPIOs
Ublicherweise zur Detektion und Darstellung von herdférmigen Leberlasionen
und Tumoren, da diesen Arealen fiir gewohnlich Kupffer-Zellen fehlen®%%,
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1.1.2 Magnetische Eigenschaften

SPIOs werden aufgrund ihrer starken Magnetisierung in einem Magnetfeld, die
mit ihrem superparamagnetischen Verhalten verbunden ist, als Kontrastmittel in
der MRT-Diagnostik verwendet. Um den Begriff des Superparamagnetismus zu
erklaren, bendtigt es eine kurze Darstellung der existierenden magnetischen
Eigenschaften. Man unterscheidet zwischen drei verschiedenen magnetischen
Phanomenen: Diamagnetismus, Paramagnetismus und kollektiver
Magnetismus, der sich wiederum in Ferro-, Antiferro- und Ferrimagnetismus
untergliedert.

Werden diamagnetischen Materialien in ein &u3eres Magnetfeld gebracht, wird
ein Strom induziert, welcher seinerseits ein schwaches Magnetfeld bewirkt und
dem &ul3eren Magnetfeld entgegengerichtet ist. Das Mal3 fur die Effizienz der
Induktion ist die magnetische Suszeptilitatt X und ist fir diagmagnetische
Materialien kleiner Null und temperaturunabhéngig. Diamagnetismus wird
beobachtet wenn nur gepaarte Elektronen vorhanden sind und sich folglich
deren magnetische Momente aufheben.

Wenn in Atomen oder Molekulen ungepaarte Elektronen vorhanden sind tritt
Paramagnetismus auf. Werden paramagnetische Materialien in ein aul3eres
Magnetfeld gebracht, wird ein Magnetfeld erzeugt, welches nach dem aul3eren
Magnetfeld ausgerichtet ist und dieses noch verstarkt. Zwar tritt auch
Diamagnetismus auf, dieser ist jedoch viel schwécher. Ein weiterer Faktor, der
der Ausrichtung nach dem &aufReren Magnetfeld entgegenwirkt ist die
thermische Energie, die die zuféllige Ausrichtung der Spins der Elektronen
beglnstigt. Unterhalb einer bestimmten Temperatur Tc (auch: Curie-
Temperatur) ist kein Paramagnetismus mehr zu beobachten, sondern es findet
sich eine der drei genannten magnetischen Formen: Ferro-, Antiferro- oder
Ferrimagnetismus (Abbildung 1.3). Die Ursache daflr ist, dass unterhalb T¢
innerhalb kleiner Bereiche eines Kristalls die magnetischen Dipole der Spins
richtenden Kréften ausgesetzt sind. Dadurch sind die Spins aller ungepaarten
Elektronen parallel zueinander ausgerichtet. Die kleinen Bereiche werden als
Weisssche Bezirke oder Doméanen bezeichnet.

LR 11—

ferromagnetisch antiferromagnetisch ferrimagnetisch

Abbildung 1.3: Darstellung der magnetischen Eigenschaften von Ferro-, Antiferro- und
Ferrimagneten. Abgebildet sind die Orientierungen der magnetischen Momente innerhalb
einzelner Bezirke.
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In ferromagnetischen Systemen tritt eine spontane Ordnung der Spins in eine
Richtung ein. Dies beruht auf sogenannten Austauschwechselwirkungen
zwischen Elektronen. In einem Ferromagnet bleibt die Magnetisierung auch
nachdem das &uf3ere Magnetfeld entfernt wurde. Oberhalb der Temperatur T¢
wird das Material paramagnetisch. In antiferromagnetischen Materialien fuhrt
die Austauschwechselwirkung dazu, dass die magnetischen Momente in eine
antiparallele Ausrichtung gezwungen werden und sich gegenseitig aufheben.
Es erfolgt keine Magnetisierung. Auch Antiferromagneten zeigen oberhalb der
Temperatur Ty (hier Néel Temperatur) paramagnetisches Verhalten. Bei
Ferrimagneten liegt ebenfalls eine antiparallele Ausrichtung der magnetischen
Momente vor, jedoch gleichen sie sich nicht aus. Sie zeigen ein ahnliches
Verhalten wie Ferromagneten und auch sie werden oberhalb der Temperatur T¢
zu Paramagneten. Werden ferro- oder ferrimagnetische Stoffe in ein starker
werdendes &aufReres Magnetfeld gebracht und die Feldstarke im Anschluss
wieder gesenkt, so folgt die Magnetisierung abhangig von der aul3eren
Feldstarke einem verénderten Verlauf. Diesen Effekt bezeichnet man als
Hysterese (Abbildung 1.4).

—
—
—

M,
M Hed M vy
—— H —\— «— H
ke
s
o

Abbildung 1.4: ldealisierte Magnetisierungskurven. Links: Ein Ferromagnet mit mehreren
Weissschen Bezirken wird durch das Anlegen eines A&uleren Feldes bis zur
Sattigungsmagnetisierung Ms magnetisiert. Wird nun die Feldstarke auf null reduziert, fallt die
Magnetisierung nicht ebenfalls auf null zuriick, sondern es verbleibt eine sogenannte
Remaneszenz M,. Erst mit einem starker werdenden gegenlaufigen Magnetfeld erreicht man
eine Sattigungsmagnetisierung in entgegengesetzter Richtung -Ms. Dabei durchlauft die
Magnetisierung zwischenzeitlich bei der Koerzitivfeldstarke He den Wert Null. Wird die von
aulRen angelegte Feldstarke nun wieder erhdht, ergibt sich ein punktsymmetrischer Verlauf der
Magnetisierungskurve und bildet eine Schleife. Rechts: Unterhalb einer bestimmten Grol3e
zeigen Ferromagneten mit nur einer Weiss Doméane Superparamagnetismus und keine
Hysterese. Adaptiert aus **.
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Nanopartikel aus ferro- oder ferrimagnetischen Materialien und unterhalb einer
bestimmten Gréf3e (etwa 10-20 nm) weisen eine besondere Form des
Magnetismus auf, den Superparamagnetismus®. Unterhalb einer bestimmten
Grolle des Partikels ist die Aufteilung in Bezirke energetisch nicht mehr
beglnstigt und es besteht nur noch aus einer einzelnen Doméne. Die
Koerzitivfeldstarke Hc in der Hysterese ist von der Teilchengrof3e abhéngig.
Ein-Domanen-Teilchen haben im Vergleich mit Multi-Domé&nen-Teilchen sehr
grof3e Koerzitivfeldstarken. Wird jedoch eine gewisse Grof3e bei Ein-Doméanen-
Teilchen unterschritten wird die Koerzitivfeldstarke gleich Null und sie zeigen
keine Hysterese mehr. Sie werden superparamagnetisch (Abbildung 1.4).

Demzufolge beruht der Superparamagnetismus von Eisenoxidpartikeln auf zwei
kritischen Grol3en, der Struktur des Kristallgitters und dem Durchmesser des
Partikels.

1.1.3 Anwendungsgebiete

Wie bereits erwahnt ist die Hauptanwendung von SPIOs als Kontrastmittel in
der MRT angesiedelt. Beispiele von SPIOs in der klinischen Anwendung (i.v.
Applikation) zur Bildgebung der Leber und der Milz sind Endorem® (Guerbet)
und Resovist® (Bayer Healthcare Pharmaceuticals). Aufgrund rickgangiger
Verkaufszahlen auf dem europaischen Markt ist Endorem® mittlerweile nur
noch in den USA erhaltlich und Resovist® wird nur noch in Japan verkauft®,
Zur verbesserten Bildgebung des Gastrointestinaltrakts verwendet man nicht
absorbierbare SPIOs mit grolReren Durchmessern von 300-3500 nm (orale
Applikation; Lumirem®/GastroMARK®, Guerbet/AMAG Pharmaceuticals und
Abdoscan®, GE Healthcare)®®. Weitere SPIOs zur Bildgebung von
Lymphknoten, des Knochenmarks oder der Geféal3e (Angiographie) sind noch in
der Kklinischen Prifung. Dazu zéhlen Sinerem® (Guerbet/AMAG
Pharmaceuticals), Supravist® (Bayer Healthcare Pharmaceuticals) und
Clariscan® (GE Healthcare) um nur einige zu nennen?.

Weitere Anwendungsgebiete von SPIOs in der préklinischen Forschung oder
auch schon in klinischen Prufungsphasen sind der gezielte Wirkstofftransport in
z.B. Tumore und die sogenannte Thermotherapie. Ein passiver Transport von
SPIOs in Tumorgewebe soll zum einen durch eine Verlangerung der
Bluthalbwertszeit der Teilchen erreicht werden. Der Hintergrund ist, dass das
fenestrierte Endothel von Blutgefal3en, welche Tumore umgeben, eine erhdhte
Durchlassigkeit besitzt, was zu einer bevorzugten Anreicherung der
langzirkulierenden Partikel im interstitiellen Raum des Tumors und schliel3lich
zur Aufnahme in Tumorzellen selbst fithren diirfte?”. Zum anderen soll schon
eine Aufnahme in Tumor-assoziierte Makrophagen in der Lage sein, den Tumor
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zu markieren. Beobachtet wurde dies unter anderem klinisch in
Lebermetastasen und experimentell in Hirntumoren®*2®. Ein aktiver Transport
von SPIOs soll die Anreicherung in Tumore noch verbessern. Dabei macht man
sich den Umstand zunutze, dass Krebszellen gewisse Rezeptoren
Uberexprimieren. Die Funktionalisierung der SPIOs mit daflr spezifischen
Liganden sollte demnach eine Akkumulation der SPIOs in das Tumorgewebe
erhdéhen und einen starkeren Kontrast in der MRT mit sich bringen. Beispiele fur
solche Liganden sind das Vitamin Folat und der monoklonale Antikorper
Herceptin® (Roche)?”*. Durch die Anreicherung von SPIOs in Tumore hat man
ein potentielles Tragermaterial flir Arzneimittel, so dass SPIOs nicht nur zur
Auffindung von Tumoren dienen, sondern gleichzeitig eine lokale Behandlung
ermdglichen konnten. Dadurch wiirden im Vergleich zur systemischen Gabe die
Effizienz des Arzneimittels erhdht und eventuelle Nebenwirkungen reduziert. So
zeigten Quan et al. und Yu et al. in Tiermodellen am Beispiel von Doxorubicin
beladenen SPIOs den aktiven Transport dieses Chemotherapeutikums in den
Tumor und eine erhOhte therapeutische Wirkung im Vergleich zu freiem
Doxorubicin®**2. In der klinischen Anwendung sind solche multifunktionalen
SPIOs jedoch noch nicht angekommen. Neben der Funktionalisierung des
SPIOs als Trager von Arzneimitteln, kénnen die Partikel selbst auch als
Therapeutikum eingesetzt werden. Dies ist der Fall in der therapeutischen
Hyperthermie, bei der Tumorgewebe auf bis zu 42 °C erwarmt und so dessen
Zerstorung begunstigt wird. Eine direkte Injektion von SPIOs in den Tumor und
anschlieBendes Anlegen eines alternierenden Magnetfeldes fihren in nur dem
SPIO umgebenden Tumorgewebe eben dazu und scheint in der Anwendung
sicher und effektiv zu sein®*%.

Die bestehenden Methoden fir die Synthese von SPIOs sind in Tabelle 1.1
zusammengefasst.
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Tabelle 1.1: Zusammenfassung der heute angewendeten Methoden zur Herstellung von SPIOs.
Tabelle tibernommen aus *°.

Methode Vorteile Nachteile

L Einfache Synthese mit hoher  Gefahr der Oxidation und
Koprazipitation

Ausbeute Aggregation
Enge GrolRenverteilung und
Hydrothermale g , . J . .
, gute Kontrollierbarkeit, Lange Reaktionszeiten
Reaktion i
skalierbar
Hydrophobizitéat der Partikel
Gute Kontrollierbarkeit der nach der Synthese,
Hochtemperatur . R et
. Form und GrolRe, hohe Oberflachenmaodifikation zur
Dekomposition - . . N
Ausbeute Uberfuihrung ins Wassrige
notwendig

Geringe Ausbeute und
Verwendung grol3er Mengen
i i Gute Kontrollierbarkeit der - .g g g
Mikroemulsion _ . Losungsmittel, Entsorgung
PartikelgroRRe
grofRer Mengen
oberflachenaktiver Stoffe

1.2 Quantum Dots

Quantum Dots (Qdots oder auch QDs) bestehen zumeist aus mindestens zwei
Halbleitermaterialien mit einem zwiebelartigen Aufbau®’. Dabei bildet das innere
Material den Kern und das auf3ere Material die Schale und die Partikel weisen
so eine Kern/Schale Struktur auf. Erste Berichte Uber nanoskalige
Halbleiterkristalle findet man in den friihen 1980er Jahren®**“°. Daraufhin
dauerte es etwa noch ein Jahrzehnt bis man sie als attraktives Werkzeug fur
biologische Anwendungen entdeckte. Auf die Grunde fir eine vielseitige
Einsetzbarkeit in der interdisziplindren Forschung wird in den folgenden
Kapiteln eingegangen.

1.2.1 Optische Eigenschaften

Die Eigenschaften von Halbleitermaterialien werden fir gewdhnlich anhand des
Bandermodells erklart. Es leitet sich vom Molekdilorbitalmodell (MO-Modell) ab,
welches die Bindungscharakteristika von Molekilen, also zwischen Atomen,
veranschaulicht. Nach diesem Modell differenziert man zwischen
energiedrmeren bindenden und energiereicheren antibindenden MOs mit
diskreten Energieniveaus. Es bilden sich immer so viele MOs wie Atomorbitale
in die Bindung eingehen und die MOs werden in der Reihenfolge ansteigender
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Energie besetzt. Dadurch entstehen oberste besetzte MOs, sogenannte
HOMOs (highest occupied molecular orbital) und unterste unbesetzte MOs,
LUMOs (lowest unoccupied molecular orbital). Die Energieliicke zwischen
HOMO und LUMO stellt die Energiemenge dar, die es fir einen elektronischen
Ubergang von Elektronen bendtigt. Einen Halbleiterkristall kann man sich wie
ein sehr grol3es Molekil vorstellen, in dem entsprechend viele MOs vorhanden
sind. Bei einer derart groBen Anzahl an Energieniveaus wird der Abstand
zwischen den Niveaus so klein, dass sich, bezogen auf die MO-Energie, ein
Kontinuum bildet, welches schliel3lich als Band bezeichnet werden kann. Man
unterscheidet dabei das mit Elektronen beladene Valenzband und das
unbeladene Leitungsband. Valenzband und Leitungsband sind das Aquivalent
zum HOMO und LUMO. Auch hier entscheidet der Abstand zwischen dem
Valenz- und Leitungsband, welcher als Bandlicke bezeichnet wird, Gber die
benétigte Energie fur einen elektronischen Ubergang von Elektronen.

Durch Anregung eines Elektrons mit entsprechender Energie, z.B. durch
Absorption von Lichtenergie, kann es vom Valenzband ins Leitungsband
uberfuhrt werden. Das Elektron hinterlasst dadurch ein Loch im Valenzband.
Der Zustand dieses Elektron-Loch-Paares wird als Exziton bezeichnet*'. Die
aufgenommene Energie kann durch Emission von Licht und andere
Relaxationsprozesse wieder abgegeben werden. Werden Halbleiterkristalle
sehr klein, wie es bei QDs der Fall ist, tritt der Grof3enquantisierungseffekt
auf***?. In diesem Fall ist der Bohrradius des Exzitons groRer als der
Teilchendurchmesser. Das Exziton ist in seiner Ausdehnung gefangen,
wodurch die Bandlickenenergie steigt, je kleiner die Partikel sind. Die damit
einhergehende Veranderung der Absorptions- und Emissionsmaxima ist der
Grund, warum man durch die in der Synthese kontrollierbare PartikelgroRe die
Fluoreszenz einstellen kann (Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Darstellung des Grofenquantisierungseffekts. Die Bandlickenenergie Eg
zwischen Valenzband VB und Leitungsband CB steigt umgekehrt proportional zur Gro3e der
Halbleiter-Nanokristalle. Entnommen aus *.

Das groRe Oberflache-zu-Volumen Verhéltnis eines Nanokristalls hat jedoch
zur Folge, dass die nach aufen angrenzenden Atome viele freie
Koordinationsstellen aufweisen. Solche Fehlstellen im Kristallgitter fihren dazu,
dass angeregte Elektronen strahlungslos in den Grundzustand zurtickgehen
kénnen, wodurch die Fluoreszenzquantenausbeute (QY, quantity vyield)
gemindert wird. Um dieses Problem zu umgehen kann man die Oberflache mit
stabilisierenden Liganden versehen. Effektiver ist jedoch das Aufwachsen einer
Schale mit einem zweiten Halbleitermaterial, wodurch die charakteristische
Kern/Schale Struktur entsteht. Dadurch wird sowohl die QY als auch die
Stabilitdt der Teilchen der erhoht. Damit das gelingt durfen sich jedoch die
elektronischen und strukturellen Eigenschaften der beiden Halbleitermaterialien
nicht zu stark unterscheiden. Die Lodsung fir dieses Problem kann eine
zwischengelagerte Schale sein, die die Spannung zwischen Kern und auf3erer
Schale verringert*’. Ein typisches Beispiel fiir solche Kern/Schale/Schale
Teilchen sind CdSe/CdS/ZnS QDs.

Die grofl3eneinstellbare Photolumineszenz, eine hohe Quantenausbeute, die
gegeniber organischen Fluorophoren (berlegene Photostabilitat, sowie
besonders  schmale Emissionsspektren bei gleichzeitig breiten
Exzitationsspektren fuhrten dazu, dass man QDs in der Forschung als
natzliches Werkzeug zur Visualisierung verschiedenster biologischer Prozesse
entdeckte.

1.2.2 Anwendung in der Biomedizin

Quantum Dots haben mittlerweile einen festen Platz in bildgebenden Verfahren
der naturwissenschaftlichen Forschung. Ihr Einsatzbereich ist vielfaltig, sowohl
in vitro also auch in vivo. Sie dienen dem Labelling von Zellen, intrazellularen
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Strukturen, aber auch Biomolekilen und erméglichen die Verfolgung
physiologischer Vorgange.

Bestimmte in vitro-Assays nutzen QDs fur den Nachweis von z.B.
Nukleinséduren oder Proteinen, wo sich DNA-markierte QDs als sensitive Marker
fur die in situ Hybridisierung erweisen*®. Sowohl in fixierten als auch lebenden
Zellen lieRen sich Organellen, aber auch ganze Zellen markieren und Uber
einen langeren Zeitraum verfolgen*™°. Lidke et al. zeigten mit Hilfe von QDs
die Rezeptor-vermittelte Fusion und Internalisierung eines EGF-Rezeptors und
Dahan et al. gelang es die Bewegung einzelner Glycin-Rezeptoren in der

Membran neuronaler Zellen zu verfolgen®-°2,

Auch in vivo zeigten sich QDs als nutzliche Hilfsmittel zur Darstellung
verschiedenster Vorgange. Dubertret et al. injizierten in Phospholipidmizellen
eingebette QDs in Xenopus Embryos und beobachteten QD-Fluoreszenz bis
zum Stadium der Kaulquappe, Uber die sie eine gleichmafiige Verteilung der
QDs von Mutter- auf Tochterzellen in der Embryogenese nachwiesen®. Bruns
et al. betteten QDs in rekombinante Lipoproteinmizellen ein und untersuchten
damit den Transport und die Aufnahme von Lipoproteinen in Leberzellen®*. Die
Krebsforschung erachtet QDs ebenfalls als interessantes Werkzeug zur
Visualisierung von Tumoren oder Lymphknoten. Zahlreiche Studien
beschreiben die Entwicklung von QDs, welche im nahen Infrarotbereich
emittieren (NIRF, near infra-red fluorescence) und somit auch in
tiefergelegenen Geweben detektiert werden kénnen>**®. Die Anwendung
solcher Teilchen erlaubten z.B. die intraoperative Visualisierung von
Lymphbahnen und Waéchterlymphknoten  durch  NIRF*®°"*° Einem
operierenden Chirurgen wirde dieses Verfahren erleichtern, den Lymphknoten
lokal klar abzugrenzen und so minimal-invasiv zu resezieren. Wie bei den
SPIOs ist ein gezielter Transport von QDs in Tumore durch das Versehen mit
spezifischen Liganden die Vision Vieler in der Krebsforschung und wurde in
Tiermodellen bereits erfolgreich durchgefiihrt®®®?. Die Technik ist jedoch nicht
ausgereift, die unspezifische Aufnahme ins MPS muss weiter minimiert und die
spezifische Aufnahme ins gewiinschte Gewebe maximiert werden®.

Aber auch wenn diese Hurden tberwunden werden sollten, steht der klinischen
Anwendung die Zusammensetzung der QDs entgegen. Der Grund daflr sind
die meist toxischen Materialien, wie Cadmium, aus denen sie hergestellt sind
und von denen Langzeitschaden erwartet werden®. Seit einiger Zeit wird an der
Entwicklung cadmiumfreier QDs geforscht, die vergleichbare optische
Eigenschaften besitzen, mit denen man dieses Problem maoglicherweise
umgehen kénnte®®’. Ausfiihrliche pharmakokinetische und Toxizitéts-Studien
sind also weiterhin flr beide Arten von QDs erforderlich.
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Den Synthesen von QDs liegen im Grunde dieselben Methoden zugrunde wie
denen von SP10s®®%. Sie kénnen sowohl in wassrigen Losungen als auch in
organischen Losungsmitteln synthetisiert werden. Der Vorteil bei der
Herstellung in wassrigen Losungen ist, dass die Teilchen direkt im wassrigen
Medium stabil sind und man den Synthesemal3stab leicht vergré3ern kann. Der
Nachteil ist, dass die Teilchen eine breite GroRenverteilung besitzen und
nachbereitende Malinahmen wie eine grof3enselektive Prazipitation erforderlich
sind. Diese Probleme hat man z.B. bei der thermalen Dekomposition nicht. Die
Synthese von QDs aus organometallischen Prékursoren in hochsiedenden
organischen Losungsmitteln, wie sie 1993 die Arbeitsgruppe um Bawendi
beschrieb, wird als Meilenstein in der Chemie von QDs bezeichnet’®™.
Teilchen, die aus solchen Synthesen stammen, zeichnen sich durch eine
geringe GroRRenvariation aus. Um sie in wassrige Medien zu Uberfihren, sind
jedoch Oberflachenmodifikationen notwendig.

1.3 Verwendung von Radioaktivitat in der Forschung und
Medizin

Der ungarische Chemiker George de Hevesy (1885 — 1966) entwickelte Anfang
des zwanzigsten Jahrhunderts durch den Einsatz von ?*?Pb zu Untersuchungen
zur Aufnahme und Verteilung von Pb(NO3), in Pflanzen die Radiotracer-
Technik’. Er gilt damit weitlaufig als Erfinder der Nuklearmedizin™*. Die
Radiotracer-Technik erlaubt die einfache Verfolgung und quantitative Erfassung
eines radioaktiven Isotops in chemischen oder biologischen Systemen durch
Detektion der radioaktiven Strahlung und dient somit zur Aufklarung des
Aufenthaltsorts eines mit diesem Isotop markierten Stoffes. Die radioaktiven
Nuklide werden heute zur Bildgebung in der Diagnostik, aber auch in der
Therapie eingesetzt und sind aus der Nuklearmedizin nicht mehr wegzudenken.
Im Zuge der sich rasch weiterentwickelnden Nanomedizin war die Idee, die
Nanotechnologie mit der Radiotracer-Technik zu verbinden nur die logische
Konsequenz.

1.3.1 Verwendung von radioaktiven Nukliden in der Nanotechnologie

In der Nanomedizin erhofft man sich bei der Anwendung von Nanopartikeln in
vielen Fallen eine Verbesserung der bestehenden Methoden, z.B. in der
Bildgebung oder im gezielten Transport von Pharmaka. Bei der Verwendung
von radioaktiv markierten Nanopartikeln geht es vorrangig um die Entwicklung
verbesserter Methoden in der Nuklearmedizin.
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In den Radiotracer-basierten Bildgebungsverfahren unterscheidet man
funktional zwischen planarer Szintigraphie, Single Photon Emission Computed
Tomography (SPECT) und Positron Emission Tomography (PET)”. Die
bildgebenden Verfahren konnen vom Einsatz radiomarkierter Nanopartikel
profitieren, da Partikel-charakteristische Eigenschaften eingebracht werden
kénnen. Bei der Verwendung von ®*Cu-radiomarkierten SPIOs beispielsweise
kann man sowohl die hohe Sensitivitat der PET als auch die hohe Auflésung
der MRT nutzen. Die Arbeitsgruppe von Chen synthetisierte solch einen
radiomarkierten SPIO, durch Anbringen eines ®‘Cu-radiomarkierten Molekiils
auf die Partikeloberflache, zur Untersuchung der Integrin-Expression in
Tumoren, das Transmembranprotein Integrin ist auf Tumorzellen
iiberexprimiert’®. Die Studie bietet einen Ansatz fiir die Friiherkennung von
Tumoren in der Klinik. Die Zahl publizierter Studien, in denen radiomarkierte
Nanopartikel Anwendung finden ist grof3, dieses Anwendungsbeispiel soll
jedoch zur Verdeutlichung ausreichen.

In der Forschung hat man die Vorteile des Gebrauchs von radiomarkierten
Nanopartikeln nicht nur in einer verbesserten und quantitativen Detektion
gesehen, sondern man kann sich auch Anwendungen in der Radiotherapie von
Krebspatienten vorstellen. Bei dieser Art der Therapie nutzt man den Umstand,
dass radioaktive Strahlung in Zellen freie Radikale erzeugt, welche zu
Doppelstrangbrichen in der DNA fihren kdnnen. Tumorzellen haben eine
besonders hohe Teilungsrate und befinden sich dadurch haufiger in
radiosensitiven Zellzyklusphasen wie der Mitose, wodurch vor allem das
Tumorgewebe anfallig fiir Schaden durch die radioaktive Strahlung ist’’. In der
Kombination mit Nanopartikeln erhofft man sich einen effizienteren Transport
des Radiotracers zum Tumor und damit eine Mdglichkeit die Strahlendosis fur
das gesunde Gewebe zu minimieren. FiUr die Radiotherapie scheinen vor allem
Liposomen ein geeignetes Tragermaterial fur den passiven oder aktiven
Transport von Radiotracern zu sein’®. Abbildung 1.6 zeigt wie man sich einen
multifunktionalen Nanopartikel fir diagnostische und therapeutische Zwecke
vorstellen kann. Von den bis heute berichteten radiomarkierten Nanopartikeln
befinden sich jedoch fast alle noch in der praklinischen Forschung”®.
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung eines multifunktionalen Nanopartikels. Liganden fir
einen gezielten Transport, Wirkstoffe zur lokalen Behandlung und radioaktive Tracer zur
Detektion oder Therapie konnen auf der Oberflache angebracht und -im Falle von Mizellen oder
Liposomen- auch im Inneren des Partikels eingebettet sein. Ubernommen aus®.

Mit der Voraussetzung, die alle Nanopartikel erfullen missen um es in die
klinische Prifung schaffen, kommen wir zum Ursprung der Radiotracer Technik
zurlck, die quantitative Verfolgung des radioaktiven Isotops in z.B.
biochemischen Prozessen zur Aufklarung Uber dessen Verbleib. Fir die
Verwendung von (funktionalisierten) Nanopartikeln mussen
pharmakokinetische, oder wie man bezlgliche Nanopartikeln auch sagt,
partikokinetische Parameter und der Verbleib der Partikel genau bestimmt
werden und dafur eignet sich die Markierung der Teilchen mit einem
radioaktiven Tracer besonders gut. Diesen Ansatz verwendete auch die Gruppe
um Chen bei der Untersuchung des Transports von ®*Cu-markierten QDs und —
SPIOs in Tumore, jedoch markierten sie die Partikel durch Anbringen eines
radioaktiven Molekiils auf die Oberflache’®®!. Sollte sich das Label in vivo vom
Partikel 16sen, spiegelt es nicht weiter die Verteilung des Nanopartikels wieder.
Deshalb ist es von Vorteil, wenn man den Kern selbst markiert, wie es einige
Gruppen bereits getan haben. Beispielsweise wurden SPIOs so mit *°Fe
markiert. Weissleder et al. verwendeten dazu *°Fe-markierte Ausgangsstoffe
zur Synthese von *°Fe-radiomarkierten SP10s®. Zhu et al. und Alexiou et al.
unterzogen die Nanopartikel einer postsynthetischen Neutronenaktivierung®*%3.
Freund et al. wahlten ebenfalls eine postsynthetische Radiomarkierung. Sie
inkubierten SPIOs in einem organischen Losungsmittel nachtraglich mit einem
Fe-Salz®*®. Radiomarkierungen von QDs wurden ebenso publiziert.
Woodward et al. und Sun et al. radiomarkierten die QDs jeweils durch
radioaktive Synthesen, zum einen mit ***™Te, zum anderen mit %°Cd®**®". Mit
der Radiotracer Technik ist es auf leichte Art mdglich die physiologische
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Verteilung, eine Umverteilung durch eventuellen Abbau und die mogliche
Ausscheidung von Abbauprodukten oder unprozessierter Stoffe quantitativ zu
erfassen.

1.4 Spurenelementstoffwechsel

In der vorliegenden Arbeit werden Tierversuche mit >Cr-, ®Zn- und *°Fe-
markierten Nanopartikeln beschrieben. Dabei werden Transportprozesse
diskutiert, die teilweise spezifisch fur diese Spurenelemente sind. Im Folgenden
wird kurz auf die einzelnen Elemente eingegangen.

1.4.1 Chrom

Ende der 1950er Jahre wurde Chrom als ein essentielles Spurenelement fur
Saugetiere beschrieben, welches eine Rolle im Kohlenhydrat- und
Lipidstoffwechsel spielen soll. Ein halbes Jahrhundert spater sind intra- sowie
interzellulare Transportwege weiterhin unbekannt, eine Beschreibung von
Transportern dreiwertiger Metallionen ist in der Literatur nicht zu finden und die
Wirkung von Chrom als regulatorischer Faktor wird mittlerweile in Frage
gestellt. Dennoch gibt es Anzeichen dafiir, dass eine Interaktion von Chrom mit
Biomolekulen im Organismus existiert, die jedoch weiterer Abklarung bedarf.
Zum jetzigen Zeitpunkt werden zwei biologisch aktive Formen von Chrom
diskutiert. Zum einen das Oligopeptid low-molecular-weight chromium-binding
substance (LMWCr), welches auch als Chromodulin bezeichnet wird und vier
Chromionen bindet. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass Chromodulin die
Kinase von Membranfragmenten, welche den Insulinrezeptor enthielten,
aktivierte. Die andere biologisch aktive Form, Chromat, soll im Korper
enzymatisch aus Cr**-lonen hergestellt werden und hemmend auf die Protein
Tyrosin Phosphatase (PTP), welche ihrerseits den Insulinrezeptor inhibiert,
wirken. Zwei mdogliche Wirkungsorte fur die Chrom-Biomolekile im
Insulinsignalweg werden zurzeit fir moglich gehalten, am Insulinrezeptor und
an der Proteinkinase B, welche auch als Akt bekannt ist (Abbildung 1.7)%8.



1 Einleitung 17

Insulin
“|-*"_|Insulin Receptor

5
.

@xm Cr3+

Chromodulin

Celluler Effects

Abbildung 1.7: Vorgeschlagene Wirkungsorte fur Chromodulin (Pfeile) in der
Insulinsignalkaskade. Die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor fuhrt zur
Autophosphorylierung der intrazellularen Beta-Untereinheit des Rezeptors, wodurch er in eine
aktive Tyrosinkinase umgewandelt wird. Er katalysiert unter anderem die Phosphorylierung von
Mitgliedern der Insulin Rezeptor Substrate (IRS). IRS interagieren mit Signalmolekilen Utber
sogenannte SH2 Domanen, dazu gehort auch die Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). Die
Untereinheit p85 von PI3K assoziiert mit IRS1 oder Gabl, wodurch die katalytische Untereinheit
pl1l0 aktiviert wird. Eine nachfolgende Signalkaskade Uber Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) und der PIP3 abhéngigen Kinase (PDK) aktiviert Akt, welche ihrerseits
verschiedene Zellvorgange aktiviert oder auch hemmt. Modifiziert aus 8

1.4.2 Zink

Das Spurenelement Zink ist essentiell fur die Struktur und Funktion sehr vieler
Proteine wie Enzymen, Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren. Es wurde
aulerdem gezeigt, dass es Neurotransmitter-dhnlich an der Signalibermittlung
beteiligt sein kann und auch intrazellular Eigenschaften eines Signalmolekiils,
wie etwa Calcium, aufweist®®. Alle biologischen Funktionen werden durch eine
starke Kontrolle der intrazellularen Zinkkonzentration aufrechterhalten.

Zink wird Uber Enterozyten im Dinndarm aufgenommen und udber die
pankreatische Sekretion ausgeschieden. Im Vergleich ist die renale
Ausscheidung sehr gering, in der Niere findet eine umfangreiche Reabsorption
statt®. Intra- und extrazellulare Zinkkonzentrationen werden (ber ein
Zusammenspiel von Methallothioneinen (MT) und Zinktransportern reguliert.
Zwei Klassen von SLC (solute-linked carrier)-Genen kodieren flr
Zinktransporter, daher werden sie in zwei Familien unterteilt. Zinktransporter
der SLC30-Familie (ZnT) setzen die intrazellulare Konzentration von Zink
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herab, indem sie Zinkionen aus der Zelle in den extrazellularen Raum oder vom
Zytoplasma in Zellorganellen transportiert. Mitglieder der SLC39-Familie, die
Zrt-, Irt-dhnlichen Proteine (Zip), erhdhen den intrazellularen Zinkspiegel durch
den umgedrehten Weg. Sie transportieren Zinkionen entweder aus dem
extrazellularen Raum oder aus dem Lumen der Organellen in die Zelle
(Abbildung 1.8).
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Abbildung 1.8: Positionen einiger Zinktransporter in einer generalisierten Zelle. Es sind die
Sechs- und. Acht-Transmembran-Doménen von ZnT- bzw. Zip-Proteinen dargestellt. ZnT
reduzieren und Zip erhéhen die Zinkkonzentrationen im Zytoplasma der Zelle. ER,
endoplasmatisches Retikulum. Ubernommen aus .

Der Transport in andere Gewebe tber den Blutstrom findet in gebundener Form
vor allem an Albumin aber auch an a2-Macroglobulin statt. Eine Speicherform
fur Zink gibt es wohl nicht, auch wenn vermutet wird, dass eine Funktion von
Metallothionein die eines Zink-Donors ist®*. Im Zuge der Entdeckung von Zink
als Signalmolekaul liegt es nach neueren Erkenntnissen auch frei in Vesikeln vor.

1.4.3 Eisen

Eisen als Spurenelement spielt in zahlreichen biologischen Prozessen wie z.B.
dem Sauerstofftransport, dem Elektronentransport und der DNA-Synthese eine
wesentliche Rolle als Kofaktor. Trotz dieser bedeutenden Rolle in Eukaryoten
ist freies Eisen toxisch fur die Zellen, da es freie Radikale bilden kann (Fenton
Reaktion)®’. Deswegen sind die Aufnahme, der Transport und die Speicherung
von Eisen ausgekligelten Mechanismen unterworfen.
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Da es keine kontrollierten Ausscheidungsmechanismen gibt, lediglich einen
naturlichen Verlust durch Abschilferung von Zellen, wird die Eisenhomdostase
durch eine sehr genaue Regulation der Absorption im Dunndarm
aufrechterhalten. Nicht Ham-gebundenes Eisen wird gegebenenfalls von einer
Ferrireduktase in der Membran der duodenalen Enterozyten reduziert und als
Fe?* vom Divalenten Metalltransporter DMT1 in die Zelle aufgenommen®. Ham-
Eisen aus Fleischprodukten wird tber das Heme Carrier Protein HCP1 in die
Enterozyten transportiert®. Ein Teil des aufgenommenen Eisens wird an Ferritin
gebunden in den Zellen gespeichert, wahrend das Ubrige Eisen eine
Translokation in den Blutstrom Uber den Eisenexporter Ferroportin erfahrt
(Abbildung 1.9 A.). Schliusselenzym fiur die Regulierung der Eisenaufnahme in
den Blutstrom ist Hepcidin. Die Bindung von Hepcidin an Ferroportin bewirkt
eine Internalisierung und Degradation von Ferroportin und wodurch der
Transport von Eisen in den Blutkreislauf unterbunden wird. Gelangen die
zweiwertigen Eisenionen hingegen in die Zirkulation werden sie entweder Uber
Ceruloplasmin oder Hephaestin oxidiert und anschlieBend an das
Apotransferrin gebunden, welches so zu Holotransferrin wird®. Das etwa
80 kDa groRRe Glykoprotein kann insgesamt zwei Fe®*'-lonen binden. Mit der
Zirkulation transportiert das beladene Transferrin das Eisen zu den Zellen, wo
es durch die Bindung an Transferrin-Rezeptoren (TfR) zu einer Clathrin-
vermittelten Endozytose kommt. Der Transferrin-Rezeptor 1 wird in nahzu allen
(proliferierenden) Zellen exprimiert, der Transferrin Rezeptor 2 dagegen
hauptsachlich in Hepatozyten®®°. Die Freisetzung des Eisens von Transferrin
erfordert die endosomale Ansauerung, danach werden die Eisenionen im
Endosom durch die Ferrireduktase Steap3 reduziert und anschlieend Uber
DMT1 ins Zytosol der Zelle geschleust. Der Transferrin-TfR-Komplex wird
wieder an die Zellmembran gefuhrt, wo sich Apotransferrin vom Rezeptor |6st
und wieder neu beladen werden kann (Abbildung 1.9 B.)*".
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Transportwege von Eisen. A.) Aufnahme von
Eisen in Enterozyten des Dinndarms durch DMT1 und darauffolgender Transport durch
Ferroportin in den Blutkreislauf. Ein Teil des aufgenommenen Eisens wird in den Zellen an
Ferritin gebunden gespeichert. B.) Mit Eisen beladenes Transferrin bindet an den Transferrin
Rezeptor und wird im Komplex endozytiert. Das Eisen wird freigesetzt und der Zelle zur
Verfigung gestellt wird. Der unbeladene Transferrin-TfR-Komplex tritt wieder an die
Zellmembran, wo sich Transferrin vom Rezeptor 16st. Adaptiert aus®.

Die Hauptmenge des Eisens wird von heranreifenden roten Blutkorperchen
(Erythrozyten) fur die Bildung von H&moglobin benétigt. Eisen gealterter
Erythrozyten wird recycelt, indem Zellen des MPS die Erythrozyten
phagozytieren und degradieren und das von ihnen freigesetzte Eisen entweder
vorerst speichern oder wieder in den Umlauf bringen®

1.5 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollten SPIOs und QDs mit unterschiedlichen Radiotracern
markiert werden, um neue Erkenntnisse Uber die Verteilung und den Verbleib
dieser Nanopartikel in vivo und in vitro zu erhalten, da besonders in Bezug auf
QDs viele partikokinetische Fragen, wie die nach dem Abbau, noch ungeklart
sind. Es sollte zudem ein detailliertes Bild Gber die Aufnahme und die daraus
folgende Zellverteilung beider Nanoteilchen erstellt werden. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob durch eine Modifizierung der Oberflache mit
Biomolekilen eine Funktionalisierung der Partikel méglich ist. Es sollte geprift
werden, wie sich funktionalisierte Nanopartikel in vivo verhalten und ob mit Hilfe

der Oberflachenmodifikation ein verdandertes Aufnahmemuster beobachtet
werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich
(USA), Merck (Deutschland) oder Carl Roth (Deutschland) bezogen. Zellkultur-
Medien und -Losungen stammen von Invitrogen, USA.

2.2 Synthese von Nanopartikeln

2.2.1 Synthese von SPIOs

Die in der Arbeit verwendeten SPIOs wurden im Institut fir Physikalische
Chemie der Universitat Hamburg (AG Weller) nach Yu et al. synthetisiert und

fir die Durchfithrung der Experimente zur Verfiigung gestellt'®.

2.2.2 Synthese von QDs

Nicht radiomarkierte QDs und solche, die fir die postsynthetische
Radiomarkierung verwendet wurden, stellte das Institut fur Physikalische
Chemie der Technischen Universitdit Dresden (AG Eychmidller) zur
Verfugung'©192,

2.2.2.1 Radioaktive Synthese von CdSe/CdS/*°ZnS/znS Teilchen

CdSe/CdS Teilchen wurden an der TU Dresden synthetisiert. In einem 25 mL
Dreihalskolben wurden 10 mL 1-Octadecen (ODE), 0,4 mmol Cd(Oleat);
Stammldsung, 2 g Hexadecylamin und 2 g Trioctylphosphinoxid vorgelegt. Die
Losung wurde nach dem Entgasen unter Argonstrom auf 270 °C geheizt und
anschlieBend wurden 0,4 mmol Trioctylphosphinselenid zigig injiziert. Die
Temperatur wurde nach der Injektion auf 245 °C geregelt. Nach 20 min wurde
die Reaktion mit Toluol gequencht und die CdSe Teilchen aufgearbeitet. Dann
wurden 100 nmol CdSe Nanopartikel, 1,5 g Octadecylamin (ODA) und 6 mL
ODE in einem 25 mL Dreihalskolben vorgelegt und entgast. Nach dem
Aufheizen auf 220 °C wurden unter Argonstrom zundchst Cd(Oleat);
(Kationenlosung) und nach funf Minuten S als Stocklésung in ODE (ODE:S,
Anionenldésung) zugegeben. AnschlieRend wurde die Temperatur fir 25 min
gehalten. Die Bildung der zweiten Schale erfolgte analog. Die Mengen der
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bendtigten Prékursorldsungen fur zwei Monolagen wurden auf Basis der
TeilchengroRe der CdSe QDs berechnet.

Fur die Synthese von CdSe/CdS/®°ZnS/znS QDs wurden 41,2 uL 8,6 M
5ZnCly-lsung (in 0,5 M HCI, 5 uCi) in einem 25 mL Dreihalskolben vorgelegt
und HCI und Wasser durch Vakuum entfernt. Dann wurden 4,0 pmol ZnCl; in
Methanol zugegeben und schliel3lich eine Lésung von 30,6 umol Stearinsédure
(SA) und 17,5 umol Tetramethylammonium Hydroxid (TMAH) in Methanol
zugetropft, welches zur Fallung von ®Zn(Stearat), filhrte. Dieses wurde im
Vakuum getrocknet und fur die Beschalung der CdSe/CdS Teilchen verwendet.
Dafur wurden 5 mmol CdSe/CdS Partikel, 50 mg ODA und 2 mL ODE in den
Kolben gegeben und entgast. Danach erfolgte die Zugabe von 50 uL 0,1 M
ODE:S und die Temperatur wurde auf 220 °C geregelt und fur 30 min gehalten.
Daraufhin erfolgte das Herunterregeln der Temperatur auf 200 °C und die
tropfenweise Zugabe von 60 pyL 0,1 M Zn(Oleat), und nach weiteren 5 min die
Zugabe von 100 pL 0,1 M ODE:S. Die Reaktion wurde nach 60 min mit 2 mL
Toluol gequencht und die Teilchen wurden durch Fallung mit Isopropanol/
Methanol (1:2) und Zentrifugation bei 1500 g (6 min) aufgereinigt.

2.2.2.2 Radioaktive Synthese von Mn:**ZnSe/zZnSe Teilchen

Die Synthese erfolgte nach einem abgewandelten Protokoll von Panda et al.®*.
In einem 25 mL Dreihalskolben wurden 10 mg Mn(Stearat), und 10 mL ODE
vorgelegt und fur 30 min bei 80 °C entgast. Die Temperatur wurde dann auf
290 °C geregelt. Wahrenddessen wurde in einer Glasspritze eine Ldosung aus
0,5 g ODA, 0,2 mL Se Stammlodsung (1,9 g Se auf 8 g Tri-n-butylphosphat) und
0,3 mL Tri-n-butylphosphat (TBP) erhitzt und diese im Folgenden in den Kolben
injiziert. Die Temperatur wurde auf 260 °C heruntergeregelt und fir 60 min
gehalten. AnschlieRend wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekuhlt und
es wurden 2mL der MnSe Teilchen fur die radioaktive Synthese
weiterverwendet.

Fur die Herstellung von ®°Zn(Stearat),, welches fiir die ®ZnSe Schale benétigt
wurde, wurden 200 pL einer Losung von SA und TMAH (6,8 mg SA und 4,4 mg
TMAH in 200 uL Methanol) zu 1,6 mg ®znCl, (5 uCi) getropft. Das gefallte
®5Zn(Stearat), wurde im Vakuum getrocknet und mit einem Uberschuss SA in
1 mL ODE aufgenommen. Die MnSe Teilchen wurden in einem 25 mL
Dreihalskolben vorgelegt, entgast und auf 290 °C erhitzt. Es folgte eine schnelle
Injektion der ®°Zn(Stearat), Lésung und nach 2 min eine Injektion von kaltem
Zn(Stearat), (hergestellt aus 4,5 mg SA, 2,9 mg TMAH und 1,1 mg ZnCl, in
200 puL Methanol, welches ebenfalls in 1 mL ODA mit einem Uberschuss SA
aufgenommen wurde). Daraufhin wurde die Temperatur auf 260 °C geregelt, fur
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10 min gehalten und schliel3lich auf 180 °C geregelt. Es folgte die tropfenweise
Zugabe berechneter Mengen einer Zn(Oleat),-l6sung und nach weiteren 5 min
die Zugabe von Se als Stammlésung in TBP. Die Reaktion wurde nach 30 min
auf Raumtemperatur gekuhlt. Die Teilchen wurden durch Fallung mit Aceton
und Zentrifugation bei 850 g (6 min) aufgearbeitet.

2.3 Uberfiihrung der Nanopartikel in wéissrige Lésungen

2.3.1 Verpacken von Nanopartikeln in ein amphiphiles Polymer

Die Verpackung von sowohl SPIOs als auch QDs in das amphiphile Polymer
Poly(maleinsaureanhydrid-alt-1-octadecen) (PMAOD) wurde nach einer von
Freund abgewandelten Methode von Shtykova et al. durchgefiihrt®*#1%4,

1 mg Nanopartikel-Trockenmasse in 1 mL Chloroform wurden mit 1 mL PMAOD
in Chloroform (0,01 g/mL) fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel durch einen leichten Stickstoffstrom
entfernt. Es folgte die Zugabe von 2 mL 20 % TBE-Puffer (1,3 M Tris, 450 mM
Borsaure und 25 mM EDTA-+Na, in Wasser) und das Sonifizieren der Losung fur
drei mal 10 min. Danach wurde die Lésung fur 10 min bei 60 °C geschuttelt. Im
Anschluss wurde die Losung drei mal 10 min bei 5000 rpm in der Eppifuge
zentrifugiert und jeweils vorhandenes Pellet verworfen. Durch Sedimentation
der verkapselten Nanopartikel in der Ultrazentrifuge werden die Teilchen
aufgereinigt (1-2 h, 50000-100000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde entfernt und
das Sediment aus Nanopartikeln in PBS (phosphate buffered saline, 2,7 mM
KCI, 1,5 mM KH;PO4, 138 mM NaCl, 8,1 mM Na,HPO4*7H,0) aufgenommen.
Mittels Filtern durch einen 0,22 um Spritzenfilter (Merck Millipore, USA) wurden
groRere Agglomerate entfernt. Die Charakterisierung der Partikel erfolgte durch
GroRRenausschlusschromatographie (SEC). Freie lonen wurden durch das
Filtern Uber einen 10 kDa Zentrifugationsfilter (Pall Corporation, USA) bei
5000 g entfernt.

2.3.2 Einbetten von SPIOs in rekombinante, triglyzeridreiche
Lipoproteine (TRL)

Das Einbetten in TRLs erfolgte nach einer Vorschrift von Bruns et al.>*. Die
dafir verwendeten Lipide wurden von der AG Heeren im gleichen Institut
extrahiert und ftr die hiesigen Experimente zur Verfiugung gestellt. Es wurden
10 mg Lipidextrakt in etwas Chloroform und 0,5 mg SPIOs in Chloroform
(10 mg/mL) gemischt. Anschlieend wurde das Losungsmittel mittels eines
Stickstoffstroms entfernt und es wurden 1000 pL PBS zum Lipid-SPIO-Gemisch
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gegeben. Das Gemisch wurde fir 3x 3 min 20 s sonifiziert und direkt im
Anschluss durch einen 0,45 um Spritzenfilter (Merck Millipore, USA) gefiltert.
Freie lonen wurden chromatographisch tber eine PD-10 Saule (GE Healthcare,
Grol3britannien) abgetrennt.

2.4 Austauschradiomarkierung von Nanopartikeln und
lodierung von Proteinen

2.4.1 Radiomarkierung der Nanokristalle

Fur die Radiomarkierung von SPIOs wurden Aliquots von **CrCl; bzw. *°FeCl;
in 0,5 M HCI (20-50 pCi, Perkin-Elmer, USA) lyophilisiert. Anschliel3end wurden
zwischen 2-5mg (Trockenmasse) Olsaurestabilisierte SPIOs in Chloroform
(500 pL) zu den Radiotracern gegeben und die Lésung fur mindestens 24 h bei
Raumtemperatur geruhrt.

Fur die Radiomarkierung von QDs wurden Aliquots von ®°ZnCl, in 0,5 M HCI
(20-30 uCi, Perkin Elmer, USA) lyophilisiert, bevor die QDs in Chloroform
zugegeben wurden.

2.4.2 lodierung von Transferrin

Aliquots einer kommerziell erhaltichen Na'?®l Lésung in 0,1 M NaOH (20-
50 uCi, PerkinElmer, USA) wurden zu einer Lésung aus 2 mg murinem
Transferrin (Rockland Immunochemicals Inc., USA) in 1 mL SBB Puffer (50 mM
H3BO3, 50 mM NayB,O7 in Wasser, pH 9,0) und unter Zugabe einer Pierce®
lodination Bead (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) gegeben und fur 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Freie lonen wurden mit Hilfe einer PD-10 Saule
(GE Healthcare, GroRRbritannien) abgetrennt.

2.5 Untersuchungen zur Radiomarkierung der Nanokristalle

2.5.1 °Cr-markierte SPIOs

2.5.1.1 Stabilitat des >'Cr-Labels unter sauren Bedingungen

Verpackte **Cr-SP10s wurden mit Salzsaure versetzt (Endkonzentration 0,1 M,
Gesamtvolumen 500 pL, zwei Ansatze) und zum einen bei Raumtemperatur,
zum anderen bei 37 °C geschiittelt. Bei 0 h, 1 h, 3h, 6 h, 24 h, 48 h, 72 h und
96 h wurden je 50puL Aliquots entnommen und diese mittels 5 kDa
Zentrifugationsfilter in der Eppifuge gefiltert (15 min, 10000 rmp). Im Filter
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zuruckgehaltenes Material und durch den Filter gelaufenes Filtrat wurden
getrennt aufgenommen und die Radioaktivitat im Hamburger Ganzkorperzahler
(HAMCO) und die Eisenkonzentration mittels Atomabsorptionsspektroskopie
(AAS) gemessen.

2.5.2 ®Zn-markierte Kern/Schale/Schale QDs

2.5.2.1 Uberpriifung des Einbaus von ®°Zn in 6lsaurestabilisierte QDs

Radioaktive Synthese

Ein Aliquot der synthetisierten QDs in Chloroform wurde mit Isopropanol/
Methanol (im Verhaltnis 1:2) gefallt. Zur Verfestigung des Pellets wurde die
Suspension fur 8 min bei 14000 rpm in der Eppifuge zentrifugiert. Im Anschluss
wurde der Uberstand entfernt und der Feststoff erneut in Chloroform geldst.
Fallung und Resuspension wurden noch zwei Mal auf die gleiche Art
durchgefiihrt. Die Radioaktivitat in den Uberstanden und in den final
resuspendierten Teilchen wurde im HAMCO gemessen.

Austauschradiomarkierung

Es wurden 2 h, 4 h und 24 h nach Ansetzen der QDs mit °®ZnCl, in Choroform
(Gesamtvolumen 1000 pL) je 100 pL Aliguots entnommen und mit 500 pL
Methanol versetzt. Das Gemisch wurde fur 5 min bei 14000 rpm in der Eppifuge
zentrifugiert. Die Radioaktivitat gefallter QDs und der Uberstande wurde im
HAMCO gemessen.

2.5.2.2 Stabilitat des ®*Zn-Labels unter pH-neutralen Bedingungen

Filterversuche

Ein Aliquot radiomarkierter, verpackter QDs in 400 uL PBS wurde bei 5000 g
Uber einen 10 kDa Zentrifugenfilter gefiltert. Nach dem Abtrennen des
gesamten PBS wurden die Partikel in 400 uL PBS resuspendiert. Dieser
Vorgang wurde nach 6 h und nach weiteren 18 h wiederholt. Die durch
radioaktive Synthese gewonnenen QDs erfuhren eine Weiterbehandlung in der
Form, dass sie =zusatzlich nach der dritten Resuspension auf ein
Gesamtvolumen von 1000 pL gebracht und fir 3x 5 min geschallt wurden.
Danach folgte eine letzte Trennung der QDs vom Losungsmittel durch Filtration.
Die Radioaktivitat der resuspendierten QDs und der Uberstande wurde im
HAMCO bestimmt.

Dialyse

Ein Aliquot der, durch ®*Zn-Austausch radiomarkierten und verpackten, QDs
wurde mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 500 puL gebracht und in einen
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Dialyseschlauch (Porendurchmesser ~25A, Serva Electrophoresis GmbH,
Deutschland) tberfuhrt. Die Dialyse erfolgte in 1 L PBS, wobei durch einen
Magnetriihrer eine stéandige Umwalzung des Puffers gewahrleistet wurde. Die
Radioaktivitat in Dialyseschlauch und -puffer wurde nach 24 h gemessen und
der Dialyseschlauch anschlieRend in neues PBS Uberfuhrt. Die Prozedur wurde
drei Mal wiederholt.

2.6 Kopplung von Transferrin an SPIOs und QDs

Die Bindung von Transferrin an die Hulle polymerverpackter SPIOs wurde nach
einer von Freund abgewandelten Methode von Sperling et al. durchgefiihrt®1%°,

Die verpackten Teilchen wurden mittels eines 10 kDa Zentrifugationsfilters
eingeengt und anschlieend auf eine Konzentration von 6 uM in SBB Puffer
gebracht. Zu einem ausgewahlten Volumen 6 uM SPIOs wurde 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) Carbodiimid Hydrochlorid (EDC) derselben Menge (6 mM
in SBB) gegeben. Fir den Fall, dass keine kovalente Bindung zwischen Hiille
und Transferrin erzeugt werden sollte, wurde das EDC weggelassen und nur
SBB Puffer zugeflgt. AnschlieRend wurde dasselbe Volumen von 600 uM
Transferrin zugegeben und der Ansatz fur 2 h bei Raumtemperatur und im
Weiteren Uber Nacht bei 4 °C auf einem Labor-Rollenmischer inkubiert. Der
Uberschuss an freiem Transferrin wurde mit einem 100 kDa Zentrifugationsfilter
(Merck Millipore, USA) durch mehrfache Zentrifugation bei 3500 g und 4 °C und
wiederholte Resuspension in PBS abgetrennt.

Auf die gleiche Art wurde Transferrin, sowie auch Asialofetuin, an QDs
gekoppelt.

In einigen Fallen wurde das Protein vor der Kopplung mit einem Cy5-
Monoreactive Dye Kit (GE Healthcare, USA) fluoreszenzmarkiert. Dazu wurde
eine LOsung von murinem Transferrin (1 mg in 1mL) in einem 0,1 M
Carbonatpuffer zum Kit gegeben und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert
und zwischendurch das Reaktionsgefald invertiert.  Ungebundene
Floureszenzmolekile wurden uUber eine PD-10 S&ule abgetrennt und im
gleichen Zuge das Protein in SBB Puffer aufgenommen. Das humane
Transferrin lag schon fluoreszenzmarkiert (Alexa 546) vor (Invitrogen, USA).
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2.7 Bioanalytik

2.7.1 Bestimmung der Eisenkonzentration

Fir die Eisenbestimmung wurde zum einen ein Atomabsorptionsspektrometer
(Perkin-Elmer 4100) mit Graphitrohr verwendet. Die Proben wurden zuvor in der
Art aufbereitet, dass evtl. noch intakte Partikel aufgelost wurden. Dazu wurden
die Proben mit HCI versetzt, so dass diese eine Endkonzentration von 1 M HCI
betrugen. Die Proben wurden fir 30 min bei 70 °C geschuttelt und konnten
anschlieRend vermessen werden.

Alternativ wurde die Eisenkonzentration auch photometrisch bestimmt. Daflr
wurden 50 uL 5 M HCI zu 200 pL Probe gegeben und fur 30 min bei 70 °C
geschuttelt. Aus diesem Ansatz wurden 50 pL entnommen und 150 pL 2 M
Acetatpuffer (mit 10% (w/V) Ascorbinsaure, pH 4,8) sowie 100 pL
Bathophenantrolinlésung (1 mg/mL) zugegeben. Der Ansatz wurde fir 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss die Absorption bei 540 nm im
Mikrotiterplatten-Spektralphotometer (Amersham Biosciences, UK) gemessen.
Als Standard diente eine Verdinnungsreihe von FeCl3 (0 - 51,2 pg/mL).

2.7.2 Gro6RBenausschlusschromatographie

Far die GroRRenausschlusschromatographie (SEC, size-exclusion
chromatography) wurde eine Superose-6 10/300 GL Saule (GE Healthcare,
USA) mit Puffer (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 8,0) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 0,5 mL/min verwendet. Die Fraktionen wurden im
Abstand von 1 min gesammelt.

2.7.3 Agarosegelelektrophorese

Nanopartikel wurden in einer horizontalen Elektrophorese-Apparatur in 1 %
(Ww/V) Agarosegelen bei 80-100V nach Gro3e und Ladung aufgetrennt.
Gegebenenfalls wurden Proteine mittels Coomassie zur Detektion angefarbt.
Dafir wurden die Gele nach Auftrennung der Partikel fur 30 min bei
Raumtemperatur in Coomassie-Ldosung (45 % Ethanol (V/V), 10 % Essigsaure
(VIV), 45 % Wasser (V/IV), 0,252 % (w/V) Coomassie Brilliant Blau R-250)
gelegt. Zum Abtrennen nicht-proteingebundenen Farbstoffs wurde das Gel
anschlieBend Gber Nacht in Entfarberlésung (25 % Ethanol (V/V), 10 %
Essigsaure (V/V), 65 % Wasser (V/V)) gelegt.
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2.7.4 Messung der Radioaktivitat

Cr-51, Zn-65 und Fe-59 wurden im Hamburger Ganzkdrperzahler (HAMCO)
gemessen (Abbildung 2.1). Der Radioaktivititsdetektor besteht aus vier
hintereinander angeordneten Detektorringen. Jeder Ring enthalt zwei halbkreis-
férmige Tanks mit flussigem, organischen Szintillator, so dass eine quasi 41T
Messgeometrie erreicht wird'®®. Dahinterliegende Photoelektronenvervielfacher
(Photomultiplier) amplifizieren das von den Szintillatoren, aus der
eingegangenen ionisierenden Strahlung, in Licht umgewandelte Signal. Der
daraus erzeugte Stromimpuls, dessen Frequenz messbar ist lasst eine
Messung der Radioaktivitat zu. Der Vorteil des Geréts ist, dass damit auch
groRere Proben oder, wie sich auch aus dem Namen ableiten lasst, ganze
Kdrper vermessen werden kdnnen.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Ganzkérperzéhlers. Der HAMCO besitzt vier
hintereinander angeordnete Ringe A, B, C, D. Die Ringe sind in (2x21) Modultanks aufgeteilt
(die gepunkteten Flachen stellen den flissigen Szintillator dar). An jeden Tank liegen zwei Du
Mont-K 1328 Photomultiplier (1, 2, 3, 4) an. a: 15 cm Stahlplatten (Voratomzeitalter-Stahl), b:
5cm Halterrahmen (Voratomzeitalter-Stahl), c¢: Szintillatorflissigkeit in Modultanks, d:
Vorverstarker auf Photomultiplier-Basis, e: Lichtquellen, HP-Ge: zwei GP-Ge-Detektoren
(aktuell nicht mehr vorhanden). Adaptiert aus 108,

I-125 wurde an einem 2470 WIZARD? Automatic Gamma Counter (Perkin
Elmer, USA) gemessen.

2.7.5 Photometrische Untersuchung

Absorptionsspektren von QDs wurden an einem UV/Vis Spektralphotometer
(NanoDrop, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Deutschland) aufgenommen.
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2.7.6 Proteinbestimmung nach Lowry

Fur die Proteinbestimmung nach Lowry et al. wurde zunachst Losung C aus
Losung A (2% Na,CO3 und 0,02 % NaK-Tartrat in 0,1 M NaOH) und Lésung B
(0,5 % CuSO, und 5 % SDS in Wasser) im Verhaltnis 50:1 frisch angesetzt'®’.
Dann wurden 10 pL Probe, 40 uL 0,1 M NaOH und 500 pL Lésung C gut
gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte die
Zugabe von 50 pL Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz (mit Wasser im Verhaltnis
1:2 verdunnt). Die gut gemischte Losung wurde fur 30 min im Dunkeln inkubiert.
Danach wurde die Absorption bei 760nm im  Mikrotiterplatten-
Spektralphotometer gemessen. Als Standard diente eine BSA-
Verdinnungsreihe (0 - 2 mg/mL).

2.8 Zellkultur

2.8.1 J774-Zelllinie

Die murine Makrophagen Zelllinie J774 wurde in DMEM (4,5 g/L Glukose, mit L-
Glutamin, ohne Pyruvat) mit 25 mM Hepes, 10 % FCS und 1 % Penicillin/
Streptomycin bei 37 °C und 5% CO, in Zellkulturflaschen Kkultiviert. Die
Passagierung erfolgte im Abstand von 2 bis 3 Tagen durch Abschaben und
Aussaat in neue Zellkulturflaschen.

2.8.2 aML-12-Zellinie

Die murine Hepatozyten Zelllinie aML-12 wurde in DMEM-GlutaMAX™ (4,5 g/L
Glukose, mit Pyruvat) mit 25 mM Hepes, 10% FCS und 1% Penicillin/
Streptomycin bei 37 °C und 5% CO, in Zellkulturflaschen kultiviert. Die
Passagierung erfolgte im Abstand von 2 bis 4 Tagen durch Trypsinierung und
Aussaat in neue Zellkulturflaschen.

2.8.3 Nanopartikel-Aufnahme in vitro

Experimente zur Nanopartikel-Aufnahme wurden mit 6-Well- oder 24-Well-
Zellkulturplatten (Nunc GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. Die Aussaat erfolgte
in der Regel zwei Tage vor dem Experiment. J774-Zellen wurden mit einer
Zelldichte von ca. 4*10° Zellen/ Well in 6-Well Platten und mit 1¥10° Zellen/ Well
in 24-Well Platten mit Coverslips (13 mm g, Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,
Deutschland) ausgeséat. aML-12-Zellen wurde mit einer Zelldichte von
5+*10* Zellen/ Well in 24-Well Platten mit Coverslips ausgesat. Die Zellen
wurden mit Nanopartikeln in einer Konzentration von 1 uM in Zellkulturmedium
in angegebener Dauer bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
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Zellen, welche mit SPIOs inkubiert wurden, wurden zur Bestimmung der Eisen-
und Proteinkonzentration geerntet. Daflir wurde das Zellkulturmedium
abgenommen und die Zellen mit zunéchst kaltem Medium und anschlieend fur
5 min mit HBSS-Puffer, welchem 50 uM des Chelators DTPA zugesetzt war,
gewaschen. Die Zellen wurden in HBSS abgeschabt und fir 5 min bei 1000 g
und 4 °C zentrifugiert. Fir eine Eisenbestimmung mittels AAS wurden die
Zellen in Matrixlésung (0,02 mol/L HNO3, 1 % Triton X-100) aufgenommen und
mit 5 M HCI versetzt (Endkonzentration HCI: 1 M). Die Proben wurden fur
30 min bei 70 °C geschuttelt und konnten anschliel3end vermessen werden. Fur
die Proteinbestimmung wurden die Zellen in Zelllysepuffer (50 mmol/L Tris,
2 mmol/L CaCl,, 80 mmol/L NaCl, 1 % Triton X-100) aufgenommen und 30 min
auf Eis inkubiert. Zellfragmente wurden in 20 min bei 10000 g und 4 °C pelletiert
und der proteinhaltige Uberstand wurde in neue ReaktionsgefaRe tiberfiihrt.

Zellen, welche mit QDs inkubiert wurden, wurden nach drei Waschgangen mit
einmal Medium und zweimal PBS fur immunzytochemische Farbungen fixiert.
Gegebenenfalls wurden die Zellen nach Entfernen der Nanopartikel zunachst
weiter kultiviert und erst spater fixiert.

2.8.4 Isolation von primaren, murinen Hepatozyten

Primare, murine Hepatozyten wurden aus Lebern von 8-12 Wochen alten
Mausen isoliert, indem die Leber tUber die Pfortader mit ca. 400 mL einer auf
37 °C vorgewarmten EDTA-L6sung (0,14 M NaCl, 5 mM KCI, 0,8 mM MgCly,
1,6 mM NazHPO4, 0,4 mM KH,POy, 2,1 g/L NaHCOg3, 0,745 g/L EDTA, 2,97 g/L
Glucose, 0,846 g/L Lactat, 0,022 g/L Pyruvat, sterilfiltriert, pH 7,4) mit einer
Flussgeschwindigkeit von 5-8 mL/min perfundiert wurde. Die Leber wurde
anschlieBend in eine Petrischale mit etwas Medium gelegt und die Kapsel
geodffnet, so dass die Zellen durch sanftes Schitteln an dem Kapselsack aus
der Leber traten. Die gesamten Zellen wurden in 25 mL 37 °C warmem DMEM
(4,5 g/L Glucose, mit L-Glutamin, ohne Pyruvat, mit 10% FCS und 1%
Penicillin/ Streptomycin) aufgenommen und Uber ein Sieb (BD Biosciences,
USA) mit einer Porengro3e von 70 um gefiltert. Die Zellen wurden bei 28 g fur
4 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (langsame Beschleunigung und
Bremsung) und der Uberstand mit nicht-parenchymalen Zellen entfernt. Das
Pellet wurde in etwa 8 mL DMEM aufgenommen und es wurden 13,9 mL
Percoll und 2.1 mL 10x-Perfusionspuffer (1.4 M NaCl, 50 mM KCI, 8 mM MgCls,
16 mM NaHPO,4, 4 mM KH,PO,) zugegeben und die Zellsuspension wurde
invertiert. Die Dichtegradientenzentrifugation bei 855 g fiir 6 min (ohne Bremse)
trennt vor allem nicht-vitale Hepatozyten von den vitalen Zellen (Pellet). Die
vitalen Hepatozyten wurden in 10 mL DMEM aufgenommen und gezahilt.
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Fir die Bestimmung des Radioaktivitatsgehaltes wurden alle anfallenden
Fraktionen im HAMCO gemessen.

2.8.5 Isolation von primaren nicht-parenchymalen Leberzellen

Fur die Isolation nicht-parenchymaler Leberzellen wurden Mauslebern durch die
Pfortader mit 5 mL einer auf 37 °C angewéarmten Collagenase-Ldsung (0,05 %
Collagenase NB4G, Serva, in GBSS) perfundiert. Die entnommenen Lebern
wurden in einer Petrischale mit Schere und Pinzette zerkleinert und dann mit
2 mL Collagenase-L6sung pro Leber im Schiittelwasserbad fiir 30 min bei 37 °C
verdaut. Die Zellsuspension wurde anschlieRend durch ein Sieb (100 pm)
gestrichen, mit PBS auf etwa 50 mL aufgefillt und bei 40g fir 4 min
zentrifugiert. Der Uberstand mit nicht-parenchymalen Zellen wurde nochmals
mit den gleichen Einstellungen zentrifugiert, um verbliebene parenchymale
Zellen abzutrennen. Daraufhin wurde der Uberstand fiur 10 min bei 430 g
zentrifugiert, um die nicht-parenchymalen Zellen zu pelletieren. Das Pellet
wurde in 5 mL PBS aufgenommen und mit 2 mL Optiprep (Progen Biotechnik
GmbH, Deutschland) versetzt und mit 1 mL PBS {Uberschichtet. Die
Dichtegradientenzentrifugation erfolgte fir 25 min bei 400 g (ohne Bremse). Die
in der Interphase angereicherten nicht-parenchymalen Zellen wurden mit 2 mL
Erythrozyten-Lysepuffer versetzt (154 mM NH,CI, 10 mM KHCO;, 0,1 mM
EDTA) und fur 3 min inkubiert, um vorhandene Erythrozyten zu lysieren. Darauf
wurde der Ansatz mit PBS auf ca. 10 mL aufgefullt und die nicht-
parenchymalen Zellen in 4 min bei 430 g pelletiert und in 0,5 mL MACS-Puffer
(0,5 % EDTA, 0,5 % bovines Serumalbumin Fraktion V, in PBS) resuspendiert.

Nicht-parenchymale Zellen, von Mausen, denen zuvor polymerverpackte SPIOs
injiziert wurden, wurden nun Uber eine Saule im Magnetfeld (Miltenyi Biotech,
Deutschland) gegeben. Die so isolierten Zellen wurden in einer Dichte von ca.
5+*10° Well einer 24-Well Platte auf Coverslips ausgesetzt und tiber Nacht in
RPMI 1640 (10 % FCS, 2 % Antibiotic-Antimycotic) kultiviert und konnten am
nachsten Tag fur immunzytochemische Farbungen fixiert werden.

Die spezifische Isolation von Kupffer-Zellen und Endothelzellen von Mausen,
die zuvor keine intravendse Gabe von polymerverpackten SPIOs erhielten,
wurde mit Hilfe von magnetischen Beads durchgefuhrt. Um Kupffer-Zellen mit
den magnetischen Beads zu versehen wurden die Zellen zunachst mit APC-
gekoppeltem F4/80-Antikdrper (eBioscience, USA; 1 pL/10’ Zellen, 15 min,
4 °C) und darauffolgend fur 15 min (4 °C) mit anti-APC magnetic beads
(Miltenyi Biotech, Deutschland, 10 pL/10’ Zellen) inkubiert. Daraufhin konnten
die Zellen Uber die Saule im Magnetfeld als F4/80-positive Fraktion isoliert
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werden. Sinusoidale Endothelzellen wurden durch Inkubation mit anti-CD146
magnetic beads (Miltenyi Biotech, Deutschland) isoliert.

Sowohl Zellen von mit SPIOs behandelten Mausen als auch Zellen
unbehandelter Mause wurden in einem weiteren Experiment via
Durchflusszytometrie (BD FACSCalibur™, BD Biosciences, USA) untersucht.
Die Zellen wurden dafur nach der Isolation in FACS-Puffer (1 % bovines
Serumalbumin Fraktion V, 0,1 % NaNs;, in PBS) aufgenommen. Die Farbung
von Kupffer-Zellen erfolgte mit anti-F4/80 (APC-gekoppelt) und die Farbung von
sinusoidalen Endothelzellen mit anti-VE-Cadherin (ebenfalls APC-gekoppelt) fur
1 h bei 4 °C mit je 0,5 ug/mL Antikérper auf ca. 1¥10° Zellen in 200 L.

2.8.6 Immunzytochemische Farbungen

Die Zellen wurden mit 4 % PFA in PBS fir 30 min bei Raumtemperatur fixiert
und die fixierten Zellen wurden 3x 5 min mit PBS gewaschen. Es folgte das
Blocken unspezifischer Bindungen mit 1 % BSA in PGS (0,5 % Glycin, 0,05 %
Saponin in PBS) fur 15-60 min bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden
wiederholt 3x 5 min mit PGS gewaschen. Anschliel3end folgte die Inkubation mit
primarem Antikérper in PGS fur 1h bei 37 °C. Nach drei 5-minitigen
Waschgangen mit PGS wurden die Zellen fir 45 min bei 37 °C mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert. Die Zellen wurden schlief3lich ein letztes mal
4x 1 min mit PBS gewaschen und fur mikroskopische Aufnahmen auf
Objekttrager gebracht.

Folgende Antikdrper mit entsprechenden Verdinnungen wurden eingesetzt.

Primare Antikorper: rat anti-CD31 (1:50, Abcam), mouse anti-lampl (1:200;
Developmental Studies Hybridoma Bank) und rabbit anti-CD68 (1:100, Abcam).

Sekundare Antikorper: Cy5 anti-rat (1:200, Jackson Immuno Research
Laboratories), Alexa 488 anti-mouse (1:250, Jackson Immuno Research
Laboratories) and Alexa 488 anti-rabbit (1:200; Jackson Immuno Research
Laboratories).

Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Mikroskopische Aufnahmen wurden an
einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Nikon A1R) vorgenommen.

2.9 In vivo- Untersuchungen

Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung des Tierschutzkommitees des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf und der Behdrde fur Wissenschaft
und Gesundheit, Stadt Hamburg durchgefuhrt (Tierversuchsnummer 34/10). Fur
die Experimente wurden mannliche Wildtyp-Mause der Linien BALB/C oder
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FVB verwendet, die zwischen 8 und 12 Wochen alt waren und unter einem
12 h-Tag/ Nacht-Zyklus gehalten wurden.

Wenn in TRL eingebettete SPIOs injiziert wurden, wurden die Versuchstiere fur
3 h vor der Injektion gefastet.

2.9.1 Bluthalbwertszeit und Organverteilung

Die Injektion von 200 pL der Nanopartikel-haltigen Losungen erfolgte in die
Schwanzvene. Um die Bluthalbwertszeit zu bestimmen wurden in
verschiedenen Zeitabstdanden ca. 50 pL Blut retrobulbar entnommen und die
spezifische Aktivitat der Blutproben bestimmt. Durch Berechnung des
Gesamtblutvolumens des Versuchstieres (~74 mL/kg Koérpergewicht'®), kann
die zu einem bestimmten Zeitpunkt zirkulierende Menge an Aktivitat
abgeschéatzt werden.

Die Versuchstiere wurden nach angegebener Zeit durch eine Uberdosis
Ketamin/ Rompun getdtet. Die Organe wurden mit PBS/ Heparin
(ROTEXMEDICA GmbH, Deutschland, 50 U/mL) oder, falls histologische
Untersuchungen durchgefihrt werden sollten, mit 4 % PFA und 5 % Sucrose in
PBS perfundiert und anschlie3end entnommen.

2.9.2 Herstellung von Kryoschnitten und immunhistochemische
Farbungen

Um Kryoschnitte anzufertigen wurden die Lebern nach Entnahme in 4 % PFA
und 5 % Sucrose in PBS fur 60 min auf Eis gelegt. Gefrorene Gewebestlcke
wurden, in O.C.T (Sakura Finetek Europe, Niederlande) eingebettet, in 10 um
dicke Schnitte geschnitten und auf Objekttrager (Superfrost/ Plus,
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Deutschland) gebracht. Die Gewebsschnitte
wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Fur die Farbung wurden die Schnitte mit 1 % BSA in PGS fir eine Stunde bei
Raumtemperatur geblockt. Nach dem Blocken wurden die Schnitte mit dem
priméaren Antikdrper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgten drei 1-mindtige
Waschgange mit PGS und die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper fir
2 h bei Raumtemperatur. Nach weiteren drei Waschungen mit PBS wurden die
Gewebsschnitte auf den Objekttragern fir mikroskopische Aufnahmen am
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop durch Aufkleben von Glasplattchen
geschitzt.

Folgende Antikdrper mit entsprechenden Verdinnungen wurden eingesetzt.
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Primare Antikorper: rat anti-CD31 (1:50, Abcam) und rabbit anti-CD68 (1:100,
Abcam).

Sekundare Antikérper: Alexa 647 anti-rabbit (1:100, Jackson Immuno Research
Laboratories) and Cy3 anti-rat (1:50; Jackson Immuno Research Laboratories).

2.10 Statistik

Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen, ungepaarten Student’s
T-Test Uberprift. Bei P <0,05 wurde statistische Signifikanz angenommen.
Graphen und Fits wurden mit dem Programm GraphPad Prism 6 erstellt. Die
Berechnungen der Kompartiment-Modelle erfolgte mit dem Programm
SlideWrite Plus 7.0.
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3  Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Arten von
Nanopartikeln mit verschiedenen Radionukliden markiert um die Frage nach der
Verteilung und dem Verbleib der Partikel zu beantworten. Dartber hinaus
wurde mit Hilfe dieser Radiomarkierung untersucht, wie sich eine Modifizierung
der Oberflache von Nanopartikeln mit Proteinen auf die Aufnahme und die
daraus resultierende Verteilung auswirkt. Die Arbeit untergliedert sich in drei
Teilbereiche. Im ersten Teil wird die Radiomarkierung und die folgende in vivo
Charakterisierung der Nanopartikel vorgestellt. Im zweiten Teil wird naher auf
die Zellverteilung eingegangen und der dritte Teil beschaftigt sich mit der
Oberflachenmodifizierung und der Frage inwieweit eine Funktionalisierung mit
Proteinen moglich ist.

3.1 Radiomarkierung und partikokinetische Untersuchungen
von Nanopartikeln

Im Folgenden wird die postsynthetische Radiomarkierung von
superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln (SPIOs) und von Halbleiter-
Nanokristallen (Quantum Dots, QDs) mit unterschiedlichen Radionukliden und
darauf folgenden partikokinetischen Untersuchungen beschrieben. Die
Radiomarkierung ist eine in der Biochemie haufig angewandte Methode um
Reaktionswege von Molekulen, oder allgemein Reaktanten, zu verfolgen.

3.1.1 Radiomarkierung von SPIOs mit >'Cr

In einer vorangegangenen Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe wurde vor kurzem
eine postsynthetische Radiomarkierung von monodispersen SPIOs mit *°Fe
(tu2=44,5 d, y-Strahlung, 1,1 MeV) entwickelt, mit deren Hilfe eine ausfihrliche
in vivo Charakterisierung der Teilchen mit unterschiedlichen Hillen moglich
war®*® In der vorliegenden Arbeit wurden die gleichen monodispersen
Eisenoxidpartikel verwendet. Die Oberflache der Partikel ist 6lsdurestabilisiert,
welches die Partikel vor Aggregation schutzt (Abbildung 3.1). Aus der Vorarbeit
war gut bekannt, dass es bei der Inkubation mit wasserfreiem 59FeCI3 ZU einem
stabilen und homogenen Einbau des radioaktiven Isotops kommt. Dasselbe
passiert offenbar, wenn 6lsaurestabilisierte SPIOs mit wasserfreiem *'CrCls
inkubiert werden. Das radioaktive Nuklid >*Cr** (t;,=27,7 d, y-Strahlung,
0,32 MeV) wird stabil in die Partikel eingebaut (Abbildung 3.1). Eine mdgliche
Erklarung dafir, dass ein verbindungsfremdes Atom in den Fe-Nanokristall
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eingebaut wird, bietet die Tatsache, dass beide Elemente zur Gruppe der
Ubergangsmetalle gehéren und mit gleicher Ladung fast gleiche lonenradien
haben (Cr¥*, 0,62 A; Fe*", 0,65 A)'®. AuRerdem bilden sie sehr &hnliche Oxide
und haben die Eigenschaft Spinelle zu bilden. Selbst die Verbindung Fe3Oy,
oder praziser Fe''Fe",0,, die auch als Magnetit bezeichnet wird, gehért zu den
Spinellen und hat eine starke Ahnlichkeit mit Chromit. Chromit, FeCr30y, ist die
am haufigsten natirlich vorkommende Verbindung von Chrom und ebenfalls ein
Vertreter der Spinelle und besitzt damit eine gleichartige Spinellstruktur. Es ist
daher méglich, dass die *'Cr-Austauschmarkierung ahnlich funktioniert wie die
mit °°Fe, nur dass ein Chrom-lon statt eines Eisen-lons eingebaut wird.

Slcr

Radiomarkierung
mit *'CrCly

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Radiomarkierung von SPIOs mit >*Cr. *'Cr wird in
den Eisenoxid-Nanokristall eingebaut.

Der Einbau von °!Cr findet in einem aprotischen Lésungsmittel, hier Chloroform,
statt. Fur Untersuchungen in biologischen Systemen ist es notwendig die
Oberflache zu modifizieren, so dass die Partikel in wassrigen Systemen nicht
ausfallen. Eine Mdglichkeit und die hier angewandte Methode ist die
Verpackung in ein amphiphiles Polymer. Dieses Verfahren wurde erstmals 2004
von Pellegrino et al. beschrieben, ist seitdem eine haufig angewandte Methode
zur Verkapselung von lipophilen Nanokristallen und bedient sich der Substanz
Poly(maleinsaureanhydrid-alt-1-octadecen) (PMAOD)X**11%112  Apbildung 3.2.
zeigt schematisiert wie man sich die Verkapselung in das Polymer vorstellt. Die
stabilisierenden langkettigen Molekile, wie z.B. Olsaure, zeigen vom
wasserunléslichen Partikel weg, wie die Borsten auf einer Birste. Vermutlich
interkalieren die hydrophoben Alkylketten des Polymers mit den
Oberflachenketten der Nanopartikel. Beim Uberfiihren in ein wassriges
Losungsmittel offnen sich die nach aul3en gelagerten Anhydrid-Ringe und
bilden Carbonsauren, die den Nanopartikel wasserléslich* machen™2.
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Abbildung 3.2: Verpackung von Nanokristallen in PMAOD. A.) Die Alkylketten des Polymers
interkalieren mit den stabilisierenden Olsaureketten des Partikels. B.) Stilisierte Darstellung der
Verpackung mit PMAOD. Modifiziert nach **°.
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Eine weitere Methode der Oberflachenmodifizierung zwecks Anwendung in
biologischen Systemen wird in einem spateren Kapitel vorgestellt.

Um zu prifen, ob die radiomarkierten und verpackten SPIOs das Label stabil
und homogen eingebaut haben, wurden verschiedene Experimente
durchgefuhrt. Als erstes wurden die Partikel mittels
GroRRenausschlusschromatographie (SEC, size-exclusion chromatography)
analysiert (Abbildung 3.3). Die UV-Absorption bei 280 nm zeigt einen schmalen
Peak bei etwa 24 min, welcher die SPIOs reprasentiert. Das Eluat wurde
fraktioniert und die Radioaktivitat in den jeweiligen Fraktionen gemessen. Tragt
man die gemessene Aktivitat ebenfalls gegen die Zeit auf, zeigt sich, dass die
SPIOs und die Aktivitat zeitgleich eluieren. Dies ist ein Zeichen dafir, dass das
*1Cr-Label in die SPIOs eingebaut ist.

= 1501 —— Aktivitat
— c g -e— Absorption
w'oc
O 5 W 1001
=0 2
S @ &)
>3 =
= TS 504
<3z
2.
0+ T T T
10 20 30 40 50
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Abbildung 3.3: SEC von, mit *'Cr-markierten, SPIOs. Nanopartikel und Label eluieren zeitgleich.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass >'Cr stabil in den Kern eingebaut wurde.

In einem weiteren Versuch sollte geklart werden, ob sich die Markierung
homogen im Kern oder lediglich im &ulReren Bereich des spharischen
Nanopartikels verteilt hat. Die SPIOs wurden mit Salzsdure mit einer
Endkonzentration von 0,1 M versetzt. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden
Aliquots entnommen, um in diesen sowohl den Gehalt an freigesetzten Eisen-
lonen der degradierten SPIOs als auch die freigesetzte Aktivitat von >*Cr zu
bestimmen. Daflr wurden Zentrifugationsfilter (10 kDa) verwendet, welche freie
lonen durchlassen, intakte SPIOs jedoch im Filter zuriickhalten. Der Versuch
wurde zum einen bei Raumtemperatur, zum anderen bei 37 °C, welches der
Beanspruchung in biologischen Systemen naher kommt, durchgefihrt. Das
Filterexperiment zeigt eine gleichmalige Freisetzung des radioaktiven Labels.
Bei 22 °C sind nach 96 h Inkubation weniger als 25 % des Labels freigesetzt
(Abbildung 3.4 A.). Die Filtrate wurden zusatzlich nach ihrem Eisengehalt
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Eisen-lonen etwa in gleichem Malf3
freigesetzt werden wie **Chrom-lonen, welches fiir eine homogene Verteilung
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der *'Cr-Markierung im Kern spricht (Abbildung 3.4 B.). Bei 37 °C ist die
Freisetzung des radioaktiven Labels stark beschleunigt und schon nach 48 h
mit 100% beendet (Abbildung 3.4 C.). Der prozentual niedrigere Eisengehalt in
den Filtraten weist darauf hin, dass die Degradation der Partikel zu diesem
Zeitpunkt noch nicht vollstandig abgeschlossen ist (Abbildung 3.4 D.). Bei in
vitro- bzw. in vivo-Versuchen sollte daher bericksichtigt werden, dass die
Freisetzung des Labels und die vollstandige Degradation etwas zeitversetzt
geschehen, insgesamt beide Prozesse aber relativ rasch ablaufen.
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Abbildung 3.4: Untersuchung der Stabilitit von >'Cr-markierten SPIOs bei Inkubation mit
Salzsaure (Endkonzentration 0,1 M). A.) Zeitabhangige Freisetzung von °'Cr bei 22 °C. B.)
Vergleich mit der gleichzeitigen Freisetzung von Fe®* aus SPIOs. C.) Zeitabhangige Freisetzung
von *'Cr bei 37 °C. D.) Vergleich mit der gleichzeitigen Freisetzung von Fe®" aus SPIOs bei
37 °C.

AbschlieRBend ist festzuhalten, dass eine Radiomarkierung von SPIOs mit >'Cr
erfolgreich war. Die GrolRenausschlusschromatographie als auch die
Filtrationsexperimente zeigen, dass das Label stabil ist und homogen im Kern
verteilt zu sein scheint. An dieser Stelle sei noch erwéahnt, dass die analoge
Inkubation mit wasserfreien ®°Zn®** zu keinem Einbau der Aktivitit in den
Eisenoxid Kern von SPIOs gefiihrt hat, was durch die groR3e Verschiedenheit
von Fe** und Zn?* leicht erklart werden kann.
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3.1.2 Partikokinetische Untersuchungen von **Cr-SPIOs

Fur partikokinetische Untersuchungen wurden Mausen die Nanopartikel
intravenos injiziert. Diese Art der Applikation ist in der Nanomedizin neben der
oralen Gabe die Bedeutsamste.

Um zu untersuchen, wie die Partikel im lebenden Organismus verteilt werden,
wurden den Versuchsmausen zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Gabe die Organe entnommen und deren Aktivitait gemessen. In diesem
Versuch wurde die Organverteilung nach 2 Stunden (2 h, Abbildung 3.5). und
4 Wochen (4 w, Abbildung 3.6) bestimmt Bei der Gabe von >'Cr-markierten
SPIOs wurde die Eisenmenge als MalR genommen. Jede Maus erhielt zwischen
50 und 100 pg Eisen. Als Kontrolle wurde einer weiteren Gruppe dieselbe
Aktivitat in Form von *!CrCl; in die Schwanzvene injiziert.
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Abbildung 3.5: Organverteilung von °'Cr-SPIOs und °'CrCl; nach 2h. A.) Prozentuale
Organverteilung und B.) spezifische Aktivitat von Organen 2 h nach Injektion von *tCr-
markierten SPIOs und 51CrCI3 in die Schwanzvene. GIT = Gastrointestinaltrakt, Mittelwert +/-
s.e.m. mit n=3 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Wie in der prozentualen Organverteilung nach 2 h zu erkennen ist, werden etwa
90 % der SPIOs von der Leber aufgenommen. Berticksichtigt man die Masse
der verschiedenen Organe wird klar, dass die Milz ebenfalls ein wichtiges
Aufnahmeorgan fur SPIOs darstellt. Die Organverteilung von ionischem Chrom
dagegen unterscheidet sich stark von derjenigen von SPIOs. Etwa ein Sechstel
der injizierten Dosis zirkuliert nach 2 h noch im Blut. lonisches Chrom wird
scheinbar kaum von den Organen aufgenommen. Vielmehr scheint es sich im
Endothel der Blutgefale abzulagern. Diese Annahme begriindet sich in der
Beobachtung, dass nach 2 h iiber 60 % der Aktivitat von *CrCl; im ubrigen
Tierkorper zu finden ist. Es ist auRerdem festzuhalten, dass, mit Blick auf die
spezifische Aktivitat der Organe, ein nicht geringer Teil von ionischem °!Cr in
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der Niere zu finden ist. Dies ist ein Hinweis darauf, dass ein Teil des ionischen
Chroms unmittelbar Uber die Nieren ausgeschieden wird. Erhéhte Werte in Herz
und Lunge kénnen darauf hinweisen, dass die Organe trotz Perfusion noch Blut
enthielten, mit dem noch Aktivitat zirkulierte.

Der Organverteilung nach 2h nach zu urteilen, ist die °Cr Markierung
reprasentativ fir die Verteilung von SPIOs in den Organen. Ahnliche
Ergebnisse nach partikokinetischen Untersuchungen von *°Fe-markierten
SPI10s wurden schon in frilheren Arbeiten gefunden®®*. Es wurde gezeigt, dass
1-2 h nach intravendser Gabe Uber 80 % der Nanopartikel in der Leber
wiederzufinden sind und die Milz einen, unter Berucksichtigung des
Organgewichts, vergleichbaren Anteil aufnimmt.

Diese Ergebnisse sind nicht weiter verwunderlich, da Leber und Milz einen
Grof3teil an Zellen beisteuern, die das Mononukleare Phagozyten System
(MPS) ausmachen®®. Auf diese speziellen Zellen wird in Kapitel 3.2 naher
eingegangen.

Betrachtet man nun die Organverteilung nach einem langen Zeitraum (4 w), gibt
dies Aufschluss lber eine mégliche Umverteilung von *'Cr (Abbildung 3.6).
Wieder ist deutlich, dass sich die Aktivitat nach Gabe in Form von *'Cr SPIOs
deutlich anders verteilt als nach Gabe in Form des ionischen Tracers. Die >'Cr-
Markierung, die von SPIOs ausging, befindet sich nach wie vor zum grof3ten
Teil in der Leber. Die Milz enthélt ebenfalls einen nicht zu vernachlassigen Teil;
bezugnehmend auf das Organgewicht liegt sogar mehr in der Milz als in der
Leber vor. Die Aktivitdt nach Gabe der Tracerdosis hat sich nach 4 w ebenfalls,
neben der vermutlichen Ablagerung ins Endothel der Blutgefaf3e, zu einem
gewissen Teil in Leber und Milz eingelagert. Dennoch bleibt die Organverteilung
der *'Cr-Aktivitat, die in Form von SPIOs und ionischem Chrom appliziert
wurde, auch nach vier Wochen noch sehr verschieden.
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Abbildung 3.6: Organverteilung von °'Cr-SPIOs und °'CrCl; nach 4w. A. Prozentuale
Organverteilung und B.) spezifische Aktivitdt von Organen 4 w nach Injektion von SCr-
markierten SPIOs und *'CrCl; in die Schwanzvene. GIT = Gastrointestinaltrakt, Mittelwert +/-
s.e.m. mit n=3 (*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001).

Wie unterschiedlich sich die beiden Formen verhalten ist auch in der
Ganzkorperretention (GKR) zu sehen (Abbildung 3.7 A.), die in lebenden Tieren
mit einem Ganzkorperzahler gemessen wurde. Wahrend ein grof3er Teil der
>1Cr-Aktivitat, von ionischem Chrom stammend, in den ersten zwei Tagen vom
Koérper ausgeschieden wird, wird die Aktivitast von °'Cr-SPIOs iber den
Messzeitraum von vier Wochen vom Korper fast vollstandig zurlickbehalten.
Dieser geringe Anteil der ausgeschiedenen Menge wurde fast ausschlie3lich im
Kot wiedergefunden (Abbildung 3.7 B.). lonisches Chrom wurde dagegen
uberwiegend uber die Nieren ausgeschieden, wie auch die Organverteilung
nach 2 h vermuten lie3. Allerdings stellt sich nach etwa einer Woche ein
Plateau ein, in dem es nur noch stark verringert zu einer Ausscheidung kommt.
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Abbildung 3.7: Ganzkérperretention und Exkretion von *'Cr. A.) Ganzkdrperretention von **Cr-
SPIOs bzw. *'CrCl,. B.) Exkretionswege der Aktivitat nach Injektion beider Formen in Mause.
n=3

Die  Messung der Ganzkorperretention  bietet die  Mdglichkeit,
pharmakokinetische Parameter der Verteilung von *'Cr zu ermitteln. In der
Pharmakokinetik werden z.B. zur Beschreibung von
Medikamentenkonzentrationen Ublicherweise Modellrechnungen mit
sogenannten Kompartiment-Modellen durchgefuhrt. Dabei werden bestimmte
Bereiche des Organismus, wie z.B. Organe, als Kompartimente bezeichnet
(Abbildung 3.8). Diesen Kompartimenten werden unterschiedliche
Konzentrationen des Arzneimittels zugeschrieben, anhand derer sich die
Eliminierung erkléaren lasst. Das Schema lasst sich auch auf die Eliminierung
von Nanopartikeln anwenden. Das einfachste Modell, das Ein-Kompartiment-
System, behandelt den Korper wie eine grofie Wanne. Bei Gabe eines
Pharmakons verteilt es sich rasch Uber das Plasma homogen Uber das
gesamte Volumen des Korpers und wird im Verlauf in einer
konzentrationsabhangigen Geschwindigkeit ausgeschieden. Im Falle einer
linearen Konzentrationsabhangigkeit ergibt sich far die
Eliminationsgeschwindigkeit die Exponentialfunktion
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C(t) = C(0)e ket

mit ke als Eliminationskonstante.  Selten jedoch lassen  sich
Konzentrationsverlaufe so simpel beschreiben.

Peripheres
Kompartiment
(tief)

B Peripheres
Kempartiment
{flach)

Zentrales Zentrales
Kompartiment Kompartiment

Abbildung 3.8: Pharmakokinetische Modelle. A.) 1-Kompartiment-System. B.) 3-Kompartiment-
System.

Uberwiegend wendet man zur Beschreibung der Pharmakokinetik von
Medikamenten 2- oder 3-Kompartiment-Modelle an. Hier spielen in Bezug auf
die Ausscheidung neben dem zentralen Kompartiment, zu dem das Blut und gut
durchblutete Organe wie z.B. Leber und Niere zé&hlen, auch periphere
Kompartimente (weniger gut durchblutete Organe wie Muskel und Haut) eine
Rolle. Beim 3-Kompartiment-System unterteilt man das periphere Kompartiment
noch in oberflachliches und tiefes Kompartiment.

Ein mathematischer Fit der GKR-Messwerte von 'CrCl; ergibt den typischen
Verlauf ~ eines  3-Kompartiment-Modells. Die Kurve  stellt  eine
Exponentialfunktion mit drei Termen dar

C = Cle_klt + Cze_kzt + C3e_k3t

mit Halbwertszeiten von zu Beginn 0,2, dann 2,1 und schlief3lich ca. 65 Tagen.
Die Elimination findet ausschlief3lich Gber das zentrale Kompartiment statt und
verlauft zunachst zlgig, hier Uber die Niere. Im weiteren Verlauf jedoch nimmt
die Verteilung in periphere Gewebskompartimente an Bedeutung zu, wie die
hier vermutete Ablagerung ins Endothel. Eine Umverteilung geschieht nur
langsam und entsprechend verlangsamt sich die Elimination. Die
Retentionskurve von >'Cr-SPIOs zeigt in den ersten zwei Tagen gar keine
Eliminierung, eine sogenannte lack phase. Mit Hilfe eines Korrekturterms wurde
ein 2-Kompertiment-Modell fir einen Fit herangezogen. Die berechnete
Funktion gibt eine relativ kurze Halbwertszeit der Aktivitdt von zunachst 12
Tagen an und eine anschlieBende sehr lange Halbwertszeit, die auf einige
wenige Jahre geschatzt, aber nicht genau ermittelt werden kann. Die
Schwierigkeit an die Messwerte einen Fit anzulegen bzw. ein
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pharmakokinetisches Modell anzuwenden, weisen auf einen ungewohnlichen
Konzentrationsverlauf hin.

Die extremen Unterschiede in der Organverteilung und der Ganzkorperretention
von *'Cr-SPI0s und °'CrCl; lassen sich durch Prozesse erklaren, die nach der
Aufnahme in Zellen ablaufen. Wie anhand der Organverteilung zu erkennen ist
und wiederholt in der Literatur beschrieben wurde, werden polymerverpackte
SPIOs groltenteils von der Leber aufgenommen werden. In Zellen der Leber
wird der SPIO rasch abgebaut®. Bei der intrazellularen Degradation des >'Cr-
markierten Eisenoxid-Nanokristalls in Endosomen werden neben *'Cr**-lonen
vor allem Fe?*- bzw. Fe*-lonen freigesetzt. Die Transportwege fir ionisches
Eisen sind ausfuhrlich in der Literatur beschrieben. In den Endosomen
freigewordene Eisen-lonen werden von der Metalloreduktase Steap3 zu Fe?*
reduziert und Uber den Divalenten Metall-Transporter DMT1 durch die
Endosom-Membran ins Zytoplasma transportiert. Unter strenger Kontrolle der
Homoostase folgt der Transport Uber den Eisenexporter Ferroportin in den
Extrazellularraum, wo es nach der Oxidation durch Hephéastin zu Fe*" an
Transferrin  gebunden wird"'*. Das beladene Transferrin ist fiir den
Eisentransport und die Versorgung von Zellen mit Eisen verantwortlich. Dieser
Mechanismus ist bei Mausen und Menschen gleich. Abbildung 3.9 zeigt
schematisch wie man sich den Transport von, von SPIOs freigesetztem, Eisen
vorstellen kann.

Endozytose

Ferroportin
o Fe?*

STEAP3 =, Fe2t ™,
% Labile Iron Poo[.:

] ."'-- .--'.'.‘\ X
[ 4 4.9 E;port : x
c synihese [{) Verwendung Lagerung Y
4 l.‘L’ v

Transferrin JZA

59Fe-Himoglobin

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Prozessierung von polymerverpackten SPIOs.
Aufnahme und Degradation von der SPIOs und Mobilisierung des frei werdenden Eisens zur
Bereitstellung fur den zellularen Eisenpool. Abbildung modifiziert nach®’.

Diese Vorgange erklaren warum die Ganzkorperretentionen von *°Fe nach
intravenéser Injektion von *°Fe-SPIOs bzw. *°FeCl; eine ahnliche Form zeigen
(Abbildung 3.10). Die Retentionskurve von *°Fe-SPIOs ist lediglich leicht
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rechtsverschoben, was bedeutet, dass die Ausscheidung verzdgert stattfindet.
Das *°Fe**/ *°Fe®* muss zunéchst durch den Abbau der Nanokristalle verfiigbar
gemacht werden, folgt dann aber den natlrlichen Stoffwechselwegen von
Eisen.
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Abbildung 3.10: Ganzkorperretention von *°Fe-SPIOs bzw. *FeCls.

Die Retentionskurven von *Cr-SP10s und >!CrCl; verhalten sich dagegen véllig
unterschiedlich, was darauf schlieRen lasst, dass freiwerdendes Cr*" von
abgebauten SPIOs anders metabolisiert wird als Jenes von *1CrCl;. Die
Prozessierung von ionischem Chrom ist jedoch noch weitestgehend ungeklart.
Schwarz und Mertz beschrieben 1957 Chrom als ein essentielles
Spurenelement, welches eine wichtige Funktion in der Regulierung von Insulin
und somit des Blutzuckerspiegels hat'*®. In den n&chsten fiinfzig Jahren der
Forschung sind groR3e, neue Erkenntnisse Uber den Chrom-Stoffwechsel, trotz
zahlreicher Publikationen, ausgeblieben und Mechanismen weiter ungeklart, so
dass die Rolle von Chrom als Spurenelement mittlerweile in Frage gestellt
Wil’d88'116.

Es kann festgehalten werden, dass die Verteilung der *Cr-Aktivitat nach vier
Wochen nicht mehr reprasentativ fur den, zu diesem Zeitpunkt schon
degradierten, SPIO ist. Wahrend das frei gewordene Eisen in den Eisenpool
des Organismus eingespeist wurde, scheint das freigesetzte Cr®* in den
betreffenden Leberzellen zuriickgehalten zu werden. Die Vermutung liegt nahe,
dass ein spezifischer Me**-Exporter in Zellen fir Chrom fehlt und darin
liegendes Chrom in den Zellen gefangen ist. Es wird beschrieben, dass Chrom
durch das Eisentransportprotein Transferrin transportiert wird und im
Umkehrschluss weitere andere Metalloproteine fir den unspezifischen,
zellularen Im- und Export von Chrom verantwortlich sind™"*®  Die hier
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vorgestellten Ergebnisse sprechen jedoch dagegen bzw. zeigen, wie gering
dieser Beitrag nur sein kann. Wir beobachten eine sehr lange Retention der
*lCr-Aktivitat, besonders nach Gabe von *'Cr-SPIOs. Eine fast fehlende
Umverteilung trotz Alterung und Apoptose der Zellen, welche **Cr-SPIOs oder
®1CrCl; durch Endozytose aufgenommen haben, kénnte durch folgende
Vorstellung erklart werden. Alle Zellen sterben einmal durch den
programmierten Zelltod. Apoptotische Zellen werden entweder von
gewebsansassigen, professionellen oder direkt benachbarten, nicht-
professionellen Makrophagen beseitigt’***?°. Dies sind zur Phagozytose fahige
Zellen, welche die sterbenden bzw. toten Zellen entweder in ihrer Gesamtheit
oder in Form von apoptotischen Vesikeln aufnehmen. Es findet ein natlrliches
Recycling der Zellbestandteile statt. Das Chrom bleibt moglicherweise aber
erneut in der Zelle gefangen bis auch diese den programmierten Zelltod
durchlauft. Diese Betrachtungsweise konnte die extrem lange Retention von
°1Cr (in der Leber), wenn es in Form von SPIOs injiziert wurde, erkldren. Die
Frage inwiefern eine Umverteilung und Ansammlung der Aktivitat in Milz und
Leber, besonders bei der Gabe in Form von CrCls, stattfinden kann, bleibt aus
dieser Sicht unklar. Unter der Annahme, dass einige apoptotische Vesikel
zunachst im Blut zirkulieren und im spateren Verlauf von Milz oder Leber
beseitigt werden, ware eine Umverteilung vorstellbar. Diese Art des Transfers
wurde bereits in Bezug auf Onkogene beschrieben®?**??2. Jedoch kann sich eine
Zelle auch von Zellmaterial befreien, ohne dass sie gleich im Ganzen stirbt.
Zellen sind in der Lage Exosome abzuspalten. Eine weitere Art von
Membranvesikeln sind sogenannte endotheliale Mikropartikel (EMP), die
speziell von vaskuldren Endothelzellen gebildet werden kdnnen. Die Aufgaben
von sowohl Exosomen als auch EMPs sind vielfaltig und teilweise noch
ungeklart'**?* Aber auch sie bieten eine Erklarung fiir eine Umverteilung von
Aktivitat. Speziell im Fall von °'CrCl; ist dadurch ein Transport von
wahrscheinlich Endothelzellen in Zellen der Milz und Leber denkbar.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine stabile, radioaktive
Markierung von SPIOs mit einem elementfremden Nuklid, hier >'Cr®,
erfolgreich durchgefiihrt wurde. Diese Form der Radiomarkierung erméglicht die
Untersuchung der Bioverteilung von intakten SPIOs im Kdrper im Zeitfenster
von vielleicht bis zu zwei Stunden, kann aber keine Aussagen Uber den
anschlieBenden Abbau von SPIOs treffen, weil hier die Transportwege von
Fe?*** und Cr*" offensichtlich zu unterschiedlich sind.

Die Tatsache, dass Chrom aus der Nahrung nur in sehr geringen Mengen
aufgenommen wird, erschwert die Analysen hinsichtlich der Transportwege von
Chrom. Insofern bieten *'Cr-markierte SPIOs nicht nur einen Ansatz, die
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Kurzzeitverteilung von SPIOs zu untersuchen, sondern auch vermehrt Chrom in
Zellen der Leber zu bringen und so Transportwegen dieses Elements
nachzugehen. Die hier vorgestellten Ergebnisse sprechen eher gegen
spezifische Transportwege, wie sie notig sein mussten um bei der Regulierung
des Blutzuckerspiegels beteiligt zu sein.

Die offensichtlich unterschiedliche Metabolisierung von Chrom und Eisen kann
man sich auch zu Nutzen machen, z.B. um kinetische Experimente bezogen auf
die frihe Degradation von SPIOs durchzufiihren und zu untersuchen ob es eine
intestinale Absorption von intakten polymerverpackten SPIOs gibt. Die
Aufnahme von intakten Nanopartikeln durch Absorption im Gastrointestinaltrakt
ist ein wichtiges Thema im Bereich der Nanotoxikologie. In unserer
Arbeitsgruppe wurden *°Fe- und *'Cr-markierte SPIOs dazu verwendet um
genau dies zu untersuchen. Da ionisches Eisen Uber den Darm aufgenommen
wird, kann die Freisetzung von *°Fe®" durch Degradation von *°Fe-SPIOs im
Magen eine Absorption des Labels zur Folge haben, die nicht die Absorption
der intakten Partikel widerspiegelt. Die intestinale Absorption von ionischem
Chrom hingegen ist im Vergleich mit ionischem Eisen extrem niedrig. So
konnten Untersuchungen zur Aufnahme nach oraler Applikation von °Cr-
markierten SPIOs zeigen, dass eine relevante unspezifische Aufnahme intakter
Teilchen dieser Art ausgeschlossen werden kann'?.

3.1.3 Radiomarkierung von Qdots mit ®Zn

3.1.3.1 Austauschmarkierung

In diesem Teil der Arbeit wird eine Radiomarkierung von Kern/Schale/Schale
QDs mit ®ZnCl, vorgestellt. Aufgrund der Heterogenitat von QDs kommen
verschiedene Isotope zur Markierung in Frage. Einige wenige Beispiele von in
der Literatur beschriebenen radiomarkierten QDs sind Cd**™Te/ZnS QDs von
Woodward et al. (2007) und CdTeSe/**°CdznSe QDs von Sun et al. (2012)%%%".
Beide Radiomarkierungen wurden durch eine radioaktive Synthese erreicht, bei
denen entweder der Kern oder die Schale markiert wurde. Bei **™Tellur
(t12.=57,4 d, y-Strahler, 144,8 keV) handelt es sich um ein Nuklid welches eine
ahnliche Zerfallscharakteristik besitzt wie '*°I und ist somit, wie auch *°°Cd
(ty2=461,4 d, vy-Strahler, 88,0 keV), ein weicher Gammastrahler. Eine
radioaktive Synthese setzt immer eine Miniaturisierung des Ansatzes voraus,
um eine angemessene spezifische Aktivitat der Partikel zu erreichen und der
notige radioaktive Prékursor muss kommerziell erhéltlich oder zumindest
einfach herzustellen sein. Die Halbwertszeit spielt ebenfalls eine Rolle bei der
Wahl des Zu verwendenden Nuklids. Eine postsynthetische
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Austauschmarkierung nach Freund wie sie bei den *'Cr-SPIOs angewandt
wurde, wirde diese Schwierigkeiten umgehen®. In dieser Arbeit wurde fiir die
Radiomarkierung von CdSe/CdS/ZnS QDs °°Zn** zur Radiomarkierung der
aulReren ZnS Schale verwendet. Bei ®Zn handelt es sich um einen harten
Gammastrahler (t1,=244,3 d, y-Strahler, 1115,5keV), der es erlaubt die
Aktivitat in lebenden Versuchstieren in einem Ganzkdorperzahler zu messen, wie
es bei ***™Te und **°Cd nicht der Fall wére. Dies hat den Vorteil, dass, wie bei
1Cr- bzw. *°Fe-SPIOs, die Ganzkorperretention gemessen werden kann und
Schlusse auf die Partikokinetik zulasst.

Der Versuchsaufbau verlief analog zu der Radiomarkierung von SPIOs mit >'Cr
(Abbildung 3.11). Die Oberflache der Halbleiter-Nanokristalle ist mit
Stabilisatormolekilen versehen. In Chloroform wurden die QDs mit
wasserfreiem ®°ZnCl, inkubiert und anschlieRend mit dem schon beschriebenen
amphiphilen Polymer verpackt.

Verkapselung in
PMAcOD

Radiomarkierung
mit %°ZnCl,

COOH

Abbildung 3.11: Postsynthetische Radiomarkierung von CdSe/CdS/ZnS QDs. QDs wurden in
Chloroform mit wasserfreiem ®ZnCl, inkubiert. Zur Uberfiihrung der hydrophoben Partikel in
wassrige Medien wurden sie mit PMAOD verpackt.

Als erstes wurden 2, 4 und 24 h nach dem Ansetzen mit ®°ZnCl, Aliquots
entnommen und die Quantum Dots mittels Methanol gefallt, um zu prifen zu
welcher Zeit die Inkorporation von ®Zn?* abgeschlossen ist. Zu allen
Zeitpunkten war das ®°Zn-Label zum Grofteil mit den QDs lokalisiert (~75 %),
so dass anzunehmen war, dass die Reaktion schnell ablauft und nach kurzer
Zeit abgeschlossen war (Abbildung 3.12 A.). Als nachstes wurde eine SEC der
verpackten QDs durchgefiithrt, um zu priifen, ob das ®Zn-Label stabil in die
QDs inkorporiert wurde. Die UV-Absorption bei 280 nm zeigt einen kleinen
Peak bei etwa 15 min und einen grof3en Peak bei etwa 24 min. Der Peak bei
15 min weist auf wenige agglomerierte Partikel durch den Verpackungsprozess
hin. Der Grof3teil der Partikel liegt monodispers vor und eluiert nach etwa
24 min. Die Radioaktivitat wurde in den einzelnen Fraktionen des Eluats
gemessen und mit dem Elutionsprofil der Partikel, gegen die Zeit aufgetragen,
verglichen (Abbildung 3.12 B.). Es ist zu erkennen, dass der Grofteil der



3 Ergebnisse und Diskussion 50

Aktivitat mit den QDs bei 15 und 24 min koeluiert. Jedoch war auch in der
Fraktion von 40 min Radioaktivitat zu messen, und das obwohl die QDs zuvor
Uber eine Filtereinheit (10 kDa) von freien Zinkionen bereinigt wurden.
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Abbildung 3.12: Uberpriifung des Einbaus von ®Zn in QDs. A)) Fallung von unverpackten QDs
nach dem Ruhren mit wasserfreiem ®*ZnCl, und Lokalisierung der Aktivitat. B.) SEC von
verpackten %Zn Qdots. Halbleiter-Nanokristalle und Label koeluieren. Jedoch war auch Aktivitat
in der Fraktion bei 40 min zu messen, die ungebundenen Zinkionen zugeordnet wird.

Weitere Stabilitatskontrollen beinhalteten einen Filterversuch, so wie die Dialyse
der radiomarkierten polymerverpackten Partikel. Beim Filterversuch wurde eine
Charge radiomarkierter und verpackter QDs Uber einen 10 kDa Zentrifugenfilter
gefahren und die Aktivitat in Filter und Filtrat gemessen (Abbildung 3.13 A.). Die
konzentrierten QDs wurden in PBS resuspendiert und wiederholt gefiltert.
Insgesamt wurden drei Filtrationsgange durchgefihrt. Aktivitat im Filter
entspricht einer Kolokalisation des Labels mit den Partikeln, Aktivitat im Filtrat
dagegen dem Verlust des freien Labels. Im Filtrat waren nach der ersten,
zweiten und dritten Filtration 22.6, 10.6 und 5.4 % der Aktivitdt zu messen. Ein
relativ hoher Grad an freien ®°Zn-lonen vor der ersten Filtration konnte der
Verpackungsmethode geschuldet sein, bei der im letzten Schritt ®°Zn-lonen
enthaltender Uberstand nicht komplett entfernt wurde. Da nach dem jeweiligen
Entfernen der Zink-lonen in den folgenden Schritten wieder Zink-lonen gel6st
schienen, konnte der Verlust der Aktivitat auf ein Ausbluten des radioaktiven
®Zn?* hindeuten. Diese Beobachtung lieR sich auch bei der Dialyse von
polymerverpackten ®°Zn-QDs gegen PBS machen. Der Dialysepuffer wurde alle
24 h gewechselt. Nach dem ersten Tag waren 32.2% der Aktivitat im
Dialysepuffer zu messen. Weitere 3.4, 3.4 und 4.5 % Verlust der Aktivitat durch
Dialyse folgten am zweiten, dritten und vierten Tag (Abbildung 3.13 B.).
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Abbildung 3.13: Untersuchung der Stabilitat von ®5Zn-markierten QDs. A.) zeigt die Verteilung
der ®°Zn-Aktivitat zwischen Filter und Filtrat bei wiederholter Filtration (iber einen 10 kDa
Zentrifugationsfilter an. B.) zeigt den Verlust des ®5Zn-Labels bei der Dialyse gegen PBS.

Auch wenn ganz klar eine Markierung von ®Zn?* durch Inkubation mit ®*ZnCl,
im QD stattfindet, scheint das ®°Zn-Label nicht stabil in den Nanokristall
integriert. Dies konnte verschiedene Ursachen haben. Zum einen ist es
moglich, dass nicht ein Austausch von Zinkionen im Kristallgitter stattfindet,
sondern eher ein Aufwachsen auf die 4uBere Schale. Nach der Uberfiihrung in
die wassrige Phase durch die Verpackung in das amphiphile Polymer, kénnte
es dann zu einem langsamen Auflésungsprozess dieser zusatzlichen Schicht
kommen. Es erscheint auch mdglich, dass zwar ein Austausch von
Zinkisotopen erfolgt, sich nach der Uberfilhrung ins Wassrige jedoch der
Nanokristall insgesamt langsam aber stetig auflést. Solch ein Phdanomen wurde
bereits fur Silber-Nanopartikel beschrieben, auf welches zudem dessen
antimikrobielle Wirkung zurtickgefiihrt wird?®27,

Als nachstes sollte untersucht werden, ob sich durch eine radioaktive Synthese
von CdSe/CdS/*°ZnS QDs die beschriebenen Probleme des langsamen
Verlusts des Labels nach postsynthetischer Radiomarkierung umgehen lassen.

3.1.3.2 Radioaktive Synthese von Quantum Dots

3.1.3.2.1 Radioaktive Synthese von CdSe/CdS/*®ZnS/ZnS QDs

Dieser Teil der Arbeit fand in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Alexander Eychmdller (Institut fir physikalische Chemie der Technischen
Universitat Dresden) statt. Christoph Bauer Ubernahm die Aufgabe die
Synthese von CdSe/CdS Teilchen auf eine mdglichst kleine Ansatzgrof3e
herabzusetzen. In Zusammenarbeit wurde dann eine radioaktive ®ZnS Schale
aufgewachsen, die mit einer weiteren Lage nicht radioaktiven ZnS geschiitzt
wurde. Der Schritt der Miniaturisierung ist notwendig, um aus Sicht der
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Strahlenbelastung fir den Experimentator bei der Synthese keine
unakzeptablen hohen ®°Zn-Dosen einsetzen zu miissen, um eine ausreichend
hohe spezifische Aktivitdt der Kern/Schale/Schale QDs fur Tierversuche zu
erhalten. Die Synthesen wurden mit vergleichsweise niedrigen Aktivitaten
durchgefuhrt und optische Eigenschaften geprift. Die Absorptionsspektren von
kalten und heil3en QDs sind sich sehr ahnlich (Abbildung 3.14 A.). Es erfolgte
keine Messung der Emissionsspektren, aber ein optischer Vergleich lasst
vermuten, dass die heil3en Partikel bei gleicher Wellenl&ange emittieren wie die
Kalten und ebenso eine &hnliche Fluoreszenzquantenausbeute besitzen
(Abbildung 3.14 B.).
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Abbildung 3.14: Charakterisierung radiomarkierter ~ CdSe/CdS/ZnS QDs. A)
Absorptionsspektren von nicht radiomarkierten und radiomarkierten CdSe/CdS/ZnS Quantum
Dots. B.) links kalte, rechts heil3e QDs.

Die Ausbeuten im Einbau der Aktivitat lagen bei Gber 60 %. Zur Prufung der
Stabilitat der ®*Zn-Markierung wurde ein Fallungsexperiment durchgefiihrt. Die
synthetisierten QDs in Chloroform wurden mit Isopropanol/ Methanol geféllt, der
Uberstand abgenommen und die QDs erneut in Chloroform aufgenommen. Die
Fallung wurde zwei Mal wiederholt. Die **Zn-Aktivitat befand sich in allen drei
Durchgéngen fast ausschlief3lich im Pellet der QDs (Abbildung 3.15). Daher
kann davon ausgegangen werden, dass das °°Zn bei der Synthese in die ZnS
Schale der QDs eingebaut wurde und sich durch Féllung der Partikel nicht
entfernen lasst.
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Abbildung 3.15: Féllung der Partikel und Lokalisierung der Radioaktivitat zwischen Pellet und
Uberstand.

Da die Partikel fur ihre weitere Anwendung wasserléslich sein mussen, wurden
die radioaktiven QDs mit dem amphiphilen Polymer verpackt. Die Verpackung
fuhrte zu einem Verlust der Aktivitat von ca. 90 %. Mit der geringen Restaktivitat
in den Teilchen wurde ein Filterversuch durchgefuhrt. Die radioaktiv
synthetisierten und verpackten QDs wurden Uber einen 10 kDa Zentrifugenfilter
vom wassrigen Puffer getrennt und die Aktivitat in Filter und Filtrat gemessen.
Die konzentrierten QDs wurden wieder in PBS resuspendiert und zwei weitere
Male, immer nach Resuspension, gefiltert. Der erste grof3e Verlust der Aktivitat
von Uber 35 % kann auf die Aufarbeitung nach der Verpackung zuriickzufiihren
sein. Im weiteren Verlauf befinden sich noch mal etwa 8 % und nach der dritten
Filtration knapp 2 % im Filtrat wieder (Abbildung 3.16). Die QDs mit der
verbliebenen Restaktivitat wurden dann drei Mal fur je finf Minuten mit
Ultraschall behandelt (etwas kirzer als in der Verpackungsanleitung) und
danach uber eine 10 kDa Zentrifugationseinheit gefiltert. Nach der Behandlung
mit Ultraschall waren wieder ungefahr 20 % der Aktivitat in den Puffer
Ubergegangen.
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Abbildung 3.16: Filtration von radiomarkierten, polymerverpackten QDs und Lokalisierung der
Radioaktivitat.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der entscheidende Verlust der
Radioaktivitat aus den QDs durch die Verpackung entsteht, bei der die Partikel
offenbar extrem mechanisch strapaziert werden. Nach der ersten Filtration ist
zwar ein nur sehr schwaches Ausbluten von freien ®Zn-lonen zu erkennen, die
nach der Verpackung kaum verbleibende Aktivitat in den QDs macht die
radioaktive Synthese jedoch unattraktiv. Ein hoher wenn auch geringerer
Verlust der, zuvor in die Nanoteilchen eingebauten, Radioaktivitdit nach dem
Verpackungsprozess wurde auch bei der Austauschmarkierung festgestellt.
Diesen Effekt konnte man eventuell dadurch reduzieren oder gar beseitigen,
wenn man nicht die &ullerste Schale, sondern den Kern oder die mittlere
Schale markiert, wie es bereits Woodward et al. machten®.

3.1.3.2.2 Radioaktive Synthese Mn:**ZnSe/ZnSe QDs

Dieser Teil der Arbeit fand ebenfalls in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
um Alexander Eychmiiller statt. Christian Waurisch tbernahm die Entwicklung
einer miniaturisierten Synthese von mangandotierten QDs. Diese Art QDs
haben den Vorteil kein toxisches Cadmium zu enthalten, was sie fur die
Anwendung im menschlichen Kérper interessant macht. Zunachst wurden die
MnSe-Kerne synthetisiert und im Anschluss wurde die ®°Zn-Markierung
eingeflgt, die mit einer weiteren ZnSe-Schale geschitzt werden sollte. Die
Absorptionsspektren von kalten und heiRen mangandotierten QDs wurden
gepruft (Abbildung 3.17).



3 Ergebnisse und Diskussion 55

0'8'_ . + Mn:ZnSe
e * e « Mn:%5ZnSe/ZnSe
= 0.6' . -.'c.
L e R
D n---n.:.
2 0.4 e
U -
0 ‘.
=1 0.2- “u
Q .:'o
.“.":3830
0.0 T ,
350 400 450

Wellenlange (nm)

Abbildung 3.17: Absorptionsspektren von nicht radiomarkierten und radiomarkierten Mn:ZnSe
QDs.

Es konnte festgestellt werden, dass die radioaktiv markierten QDs im Vergleich
mit den nicht radiomarkierten Mn:ZnSe QDs ein sehr ahnliches
Absorptionsspektrum aufweisen. Die Ausbeute beim Einbau der Aktivitat lag bei
etwa 30 % und die Fluoreszenzquantenausbeute war optisch gering. Das
schwerwiegendste Problem war jedoch, dass die mangandotierten QDs sich
nicht mit dem hier verwendeten amphiphilen Polymer verpacken lieRen, da sie
der mechanischen Beanspruchung nicht standhielten. Fir den Transfer in
wassrige Medien ware eine andere Verpackungsmethode notwendig gewesen,
mit der eine Vergleichbarkeit der hier verwendeten Partikel nicht mehr
gewabhrleistet ware.

Insgesamt wurde mit der Austauschmarkierung von CdSe/CdS/ZnS QDs mit
®Zn die effektivste Radiomarkierung erreicht. Unter Riicksichtnahme, dass das
®Zn-Label nach der Austauschmarkierung ein schwaches Ausbluten der
Markierung  zeigt, wurden dennoch grundlegende partikokinetische
Eigenschaften von CdSe/CdS/zZznS QDs wie die Organverteilung untersucht. Die
radiomarkierten und polymerverpackten QDs wurden jeweils unmittelbar vor der
Administration Uber einen 10 kDa Zentrifugationsfilter von dem ersten grof3en
Schub von freien ®*Zinkionen bereinigt.

3.1.4 Partikokinetische Untersuchungen

Wie in vorangegangenen Untersuchungen der *'Cr-SPIOs wurden hier ®°Zn-
QDs in die Schwanzvene von Versuchsmausen injiziert und 2 h bzw. 4 w nach
Gabe die Organe entnommen und deren Aktivitat gemessen (Abbildung 3.18
und Abbildung 3.20). Als Kontrolle wurde einer weiteren Gruppe dieselbe
Aktivitat in Form von der Verbindung in die Schwanzvene injiziert, die auch zur
Radiomarkierung verwendet wurde, ®°ZnCl..
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Abbildung 3.18: Organverteilung von ®Zn-QDs und ®ZnCl, nach 2 h. A.) Prozentuale
Organverteilung und B.) spezifische Aktivitdt von Organen 2 h nach Injektion von zn-
markierten QDs und 65ZnCIz in die Schwanzvene. GIT = Gastrointestinaltrakt, Mittelwert +/-
s.e.m. mit n21

In der prozentualen Organverteilung nach 2 h zeigt sich, dass knapp 60 % der
QDs von der Leber aufgenommen wurden. Ein nicht zu vernachlassigender Teil
befindet sich in der Milz (ca. 4 %), aber auch im Gastrointestinal Trakt (etwa
10 %), welcher bezuglich der spezifischen Aktivitdt jedoch kaum ins Gewicht
fallt (Abbildung 3.18 A. und B.). Diese Ergebnisse befinden sich in guter
Ubereinstimmung mit Sun et al. und Freund und bestétigt die Aufnahme von
PMAOD-verpackten Partikeln dieser GroRe in Organe des MPS®®". Auffallig ist
der deutliche Unterschied in der Organverteilung zwischen °°Zn-QDs und
®5ZnCl,, der firr die Verlasslichkeit des ®Zn-Labels spricht.

An dieser Stelle erhebt sich wieder die Frage nach eventuell unterschiedlichen
Transportwegen von dem radioaktiven Label (hier ®°Zn) und den durch
Degradation freigesetzten lonen der Nanopartikel. Das Wissen um Zink als ein
essentielles Spurenelement ist unumstritten und eine Unterversorgung des
Organismus fihrt zu unspezifischen Mangelerscheinungen®*?®,  zink ist
Bestandteil sehr vieler Enzyme, deren Funktion auf die Anwesenheit des
Elements angewiesen ist und es existieren zahlreiche Transporter. Anhand von
Studien mit sowohl radioaktiven als auch stabilen Isotopen an Menschen und
Nagetieren wurden homoostatische Prozesse bestimmt, Transportwege
identifiziert und sogar komplexe Kompartiment-Systeme erstellt (Abbildung
3.19)'13% Es kann also davon ausgegangen werden, dass von den QDs
freigesetztes Zink Uber die verschiedenen Zinktransporter in den Zinkpool des
Organismus eingespeist wird.
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Abbildung 3.19: Kompartiment-Modell zur Veranschaulichung des Zinkmetabolismus von
Menschen. Kreise stellen die Kompartimente und Pfeile die Transportwege dar. Die
Kompartimente sind willkirlich nummeriert und tragen die physiologische/ anatomische
Bezeichnung. Die Pfeile sind gekennzeichnet mit Transfer-Koeffizienten k(x,y), wobei x flr das

Zielorgan und y fur das Ausgangsorgan steht. EZP = rapidly exchanging zinc pool, rbc = red

blood cell. Ubernommen aus**.

Die Aufrechterhaltung der Zinkhomdoostase findet vor allem Uber die intestinale
Absorption und endogene Exkretion statt'*®. Studien haben zudem gezeigt,
dass Patienten mit chronischen Leberschaden erniedrigte Zink-Werte haben®3®.
Somit sind der Magen-Darm-Trakt und die Leber wichtige Stoffwechselorgane
fur Zink und erklaren den zuné&chst hohen prozentualen Anteil der Aktivitat 2 h
nach Gabe von ®°ZnCl,. Unter Beriicksichtigung des Organgewichts beinhalten
auch Niere und Milz gréf3ere Mengen der Aktivitat (Abbildung 3.18 A. und B.).
Etwa 30 % der injizierten Dosis waren im Kadaver zu finden. Nach vier Wochen
hat sich die Organverteilung stark verandert (Abbildung 3.20). Es gibt kein
spezifisches Speicherorgan fiir Zink, daher ist nach vier Wochen eine fast
gleichméaRige Verteilung der Aktivitdt festzustellen. Die héchste spezifische
Aktivitdt besald der Femur. Die Ubrigen Organe hatten etwas niedrigere Werte
und unterschieden sich nicht viel voneinander. Diese Ergebnisse stimmen gut
mit  Untersuchungen aus der Literatur 0Uberein. Die hodchsten
Zinkkonzentrationen im erwachsenen Menschen wurden in Knochen, Muskel
und Haut entdeckt, &hnliche Verteilungsmuster wurden auch in Ratten
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gefunden®®” ', Daher ist eine Anreicherung der ®Zn-Aktivitat im Tierkorper
nicht Gberraschend (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20: Organverteilung von ®Zn-QDs und *ZnCl, nach 4 w. A.) Prozentuale
Organverteilung und B.) spezifische Aktivitdt von Organen 4 w nach Injektion von zn-
markierten QDs und 65ZnCIz in die Schwanzvene. GIT = Gastrointestinaltrakt, Mittelwert +/-
s.e.m. mit n=4 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001)

Es zeigte sich auRerdem, dass sich die langfristige Organverteilung der Aktivitat
von %°Zn-QDs und °°ZnCl, einander angenahert hat. Dies spricht fiir einen
partiellen Abbau der ®°Zn-QDs, auch wenn ein langsames Ausbluten nicht ganz
ausgeschlossen werden kann. Bei der Degradation von CdSe/CdS/®®ZnS QDs
sollte zuerst die &uBere Schale angegriffen und ®°Zi** freigesetzt werden.
Danach erfolgt eine physiologische Verteilung des Elements. Die
Hauptaufnahmeorgane der Nanopartikel, Milz und Leber, hatten jedoch nach
vier Wochen weiterhin erhéhte Werte. Diese fehlende Angleichung deutet
darauf hin, dass noch intakte bzw. nicht oder nur zum Teil degradierte QDs
existieren und in dieser Form in Milz und Leber gespeichert wurden.
Gleichzeitig spricht dies gegen ein komplettes Ausbluten des °°Zn-Labels.
Fitzpatrick et al. zeigten, dass Fluoreszenz von QDs, die sie Versuchsmausen
injizierten, sogar Uber zwei Jahre beobachtbar war. Jedoch war ein Shift in der
Emission zu erkennen, was sie auf eine langsame Degradation der ZnS-Schale

oder den Verlust des Kerns zurtickfiihrten®®°.
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Abbildung 3.21: Ganzkdrperretention von 65Zn-QDs bzw. ®*ZnCl, nach i.v. Injektion.

Abbildung 3.21 zeigt die Ganzkorperretention der Aktivitat von ®°Zn-QDs und
5ZnCl,. Auf beide Messdaten wurde ein Fit mit einem 3-Kompartiment-System
angewandt (siehe Kapitel 3.1.2). Die sich daraus ergebenden Halbwertszeiten
sind zwar ahnlich (Tabelle 3.1), trotzdem ist ein Unterschied der Kurven
deutlich. Mause, die ®Zn-QDs erhielten, zeigten eine verzogerte Exkretion.
Dies ist ein Hinweis dafur, dass Zinkionen zunachst durch den langsamen
Abbau der Nanokristalle freigesetzt werden mussten, bevor sie den nattrlichen
Stoffwechselwegen folgten und Uber die Faeces ausgeschieden wurden.

Tabelle 3.1: Halbwertszeiten von **Zn-QDs bzw. ®**ZnCl, nach intravendser Gabe.

t; (d) t> (d) t3(d)
®5Zn-QDs 0.03 6.0 41
%zncl, 0.30 6.7 35

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine radioaktive Markierung von
CdSe/CdS/znS sowohl mittels radioaktiver Synthese als auch postsynthetischer
Inkubation mit °®Zn méglich war. Die Ausbeuten sind im Vergleich zur *'Cr-
Markierung von SPIOs jedoch bei beiden Radiomarkierungen gering und die
gewonnenen QDs bargen Probleme in der Stabilitdt des Labels. Aufgrund der
einfachen Anwendung der postsynthetischen Radiomarkierung wurde fir
grundlegende partikokinetische Untersuchungen die Austauschmarkierung
angewandt. Diese in vivo Studien zeigten, dass das Verfahren durchaus dazu
geeignet ist. Sie stimmten mit ahnlichen Studien Uberein. Fir zukinftige
Untersuchungen wére es wichtig die Stabilitdt des Labels zu optimieren und
zudem ein Verfahren zu entwickeln, in dem nicht nur die &ufRere Schale,
sondern auch der Kern der QDs radiomarkiert wird, wie z.B. Sun et al. es
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gezeigt haben. Dies wirde ndheren Aufschluss dariber geben, in welchem
Male, Kern/Schale/Schale QDs im Korper degradiert werden.

3.2 Zellverteilung von Nanopartikeln

Nach Studien der Organverteilung ist die tiefergehende Untersuchung der
Zellverteilung bei der Aufklarung der Verteilung und des Verbleibs von
Nanopartikeln die logische Konsequenz. Da die Leber Hauptaufnahmeorgan ist,
wurde sich in der Untersuchung der Zellverteilung auf dieses Organ
konzentriert.

Die Leber ist verantwortlich fir die meisten Stoffwechselvorgange des
Organismus, ist Speicherorgan fir Vitamine, Spurenelemente und Glykogen
und spielt selbst in der Immunantwort eine wichtige Rolle. Die verschiedenen
Funktionen werden von unterschiedlichen Zelltypen ausgefiihrt. Jede Minute
werden 30 % des gesamten Blutvolumens durch die Sinusoide der Leber
transportiert und somit in Kontakt mit den Zellen gebracht*°. Die Sinusoide sind
ausgekleidet mit fenestriertem Endothel (LSEC, liver sinusoidal endothelial cell),
dazwischen sind auch ortsanséssige Makrophagen, die Kupffer-Zellen (KC,
Kupffer cell) zu finden (Abbildung 3.22). Anders als viele andere Endothelzellen,
kleiden LSEC nicht nur die Sinusoide aus, sie besitzen auch endozytotische
Fahigkeiten. LSEC tragen drei Hauptgruppen von endozytotischen Rezeptoren,
darunter Scavenger Rezeptoren, welche negativ geladene Makromolekile
binden*'. Somit gehéren neben den KC auch LSEC zum MPS der Leber.
Hinter den Endothel- bzw. Kupffer-Zellen befindet sich der Disse-Raum, gefolgt
von aneinandergereihten Hepatozyten. Hepatozyen machen lber zwei Drittel
der gesamten Zellzahl der Leber aus. den Hauptteil des Nicht-Parenchyms
machen LSEC (~50 %), KC (20 %) und Lymphozyten (~25 %) aus.

h|

A
Hepatozyten
~60-80%

Nicht-
Parenchym

~20-40%

[
Endcthelzellen Kupfferzellen
~50% ~20%

Biliare
Lymphozv‘ten Epithekzellen Stellat- Zellen
~sg <1%

Abbildung 3.22: Struktur der Leber und Aufteilung der Zellzahlen. Ubernommen aus

142,143
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3.2.1 Untersuchung der Zellverteilung mit Hilfe von radiomarkierten
Nanopartikeln

Es wird beschrieben, dass Nanopartikel in Abhangigkeit ihrer GroRe, Form und
allgemeinen Oberflachenbeschaffenheit wie z.B. der Ladung aufgenommen
werden'**. Mit dem Verpacken der in dieser Arbeit verwendeten SPIOs und
QDs in das amphiphile Polymer PMAOD, weisen diese Partikel dieselbe
Oberflache und negative Ladung auf und, wie anhand der SEC der
polymerverpackten SPIOs und QDs zu erkennen ist, auch ahnliche Grof3en
(Abbildung 3.3 und Abbildung 3.12). Daher wurde angenommen, dass diese
Partikel nach einem sehr ahnlichen Muster aufgenommen und verteilt werden.
Beispielsweise untersuchte Freund die Zellverteilung der mit PMAOD
verpackten SPIOs unter anderem mit Hilfe der Elektronenmikroskopie®. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Lebern, welche 2 h nach i.v. Gabe
entnommen wurden, waren SPIOs in endozytotischen Vesikeln von Endothel-
und Kupffer-Zellen zu finden. Sie bestéatigte diese Befunde mit
intravitalmikroskopische Aufnahmen, fur die sie in PMAOD verpackte QDs
verwendete. Andere Arbeiten zeigten ebenfalls eine Verteilung von QDs
(wasserloslich durch Ligandenaustausch mit Mercaptoundecansaure und
Konjugation mit Proteinen), die der von polymerumhilliten SPIOs, die hier
verwendet  wurden,  &hnlich ist"®. In  Hepatozyten waren in
Transmissionselektronenmikroskopie -Bildern von Lebern 2 h nach Injektion
keine SPIOs zu finden, Freund diskutierte daher eine eher geringe Beteiligung
in der Aufnahme von Partikeln. Die Beteiligung von Hepatozyten an der
Aufnahme und Prozessierung von Partikeln und deren Degradationsprodukten
sollte dennoch ndher untersucht werden

In Freunds Arbeit war nach der iv. Gabe von *°Fe-radiomarkierten
Nanopartikeln Aktivitat in den Faeces zu messen. Der Verlust kann auf
abgeschilferte *°Fe-haltige Epithelzellen in den Faeces zuriickgefiihrt werden,
denn nach der heutigen Vorstellung wird die Homoostase von Eisen priméar
Uber die intestinale Aufnahme gesteuert und es wird davon ausgegangen, dass
keine kontrollierte Ausscheidung tber die Leber oder die Niere stattfindet™**42,
Bei einer Vorbehandlung mit Clodronat-Liposomen, was zu einer
voriibergehenden Depletion von Kupffer-Zellen fuhrt, war jedoch eine zu Beginn
beschleunigte Ausscheidung der *°Fe-Aktivitat zu verzeichnen (Abbildung 3.23
A.). Diese Beobachtung lie? die Frage aufkommen, ob bei einer hohen
Eisenbelastung der Zellen eventuell doch ein kontrollierter Ausscheidungsweg
von Eisen Uber die Faeces existiert. Dieser Mechanismus schliel3t Hepatozyten
mit ein, da die Ausscheidung von Stoffen aus der Leber tber die Faeces wohl
ausschlieGlich tUber die Galle, welche ihrerseits ausschlieBlich Uber die
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Hepatozyten sezerniert wird, stattfindet. Dieser Verdacht sollte nédher untersucht
werden. Dazu wurden Versuchsméusen “°Fe-radiomarkierte SPIOs in die
Schwanzvene injiziert und nach vier Stunden die Organe enthommen. Einige
Tiere wurden mit Clodronat-Liposomen vorbehandelt, da in diesen
Versuchstieren eine beschleunigte Ausscheidung zu beobachten war®*. Bei der
Untersuchung der Organverteilung wurde ein besonderes Augenmerk auf die
Galle in der Gallenblase gelegt (Abbildung 3.23 B.). In keiner der beiden
Gruppen war Aktivitat in der Galle zu messen und somit auch kein Unterschied
feststellbar. Es ist moglich, dass keine Ausscheidung uber die Galle stattfindet
und dass die messbare Aktivitat in den Faeces ausschlie3lich von
abgeschilferten *°Fe-haltigen Epithelzellen stammt. Es ist jedoch auch eine
Frage der Messgenauigkeit, inwieweit sich durch diesen Versuch eine
Ausscheidung von *°Fe aus SPIOs in die Galle ausschlieRen lasst. Es besteht
die Moglichkeit, dass sowohl die Ausscheidungsrate als auch das Volumen der
Gallenflissigkeit in der Gallenblase von Mausen (~20 pyL) zu gering ist um
einen messbaren Wert zu erhalten.
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Abbildung 3.23: Ganzkérperretention und Prozentuale Organverteilung von **Fe nach Gabe von
*Fe-SPIOs bei mit Clodronat behandelten und Kontrollmausen. A) 59Fe-Ganzk('jrperretention
von mit Clodronat behandelten und Kontrollmausen. B.) Organverteilung von *Fe-SPIOs 4 h
nach i.v. Injektion. GIT = Gastrointestinaltrakt, Mittelwert +/- s.e.m. mit n=3

Die Beteiligung von Hepatozyten an der Partikelaufnahme und Prozessierung
sollte in weiteren Versuchen analysiert werden. Es kommt prinzipiell eine
direkte Aufnahme in Frage, da kleinere Partikel (<100 nm) das fenestrierte
Endothel passieren kdnnen und so Zugang zu den Hepatozyten haben. Es ist
aber auch moglich, dass das *°Fe durch einen Abbau der *°Fe-SPIOs durch
Kupffer-Zellen und darauffolgenden Transport des Eisens in die Hepatozyten
aufgenommen wird. Um dies zu priifen, wurden Mausen *°Fe-SPIOs i.v. injiziert
und 2h bzw. 24 h nach Gabe Hepatozyten aus den Lebern isoliert. Die
Vorgehensweise ist schematisch in Abbildung 3.24 dargestellt.
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Abbildung 3.24 Praparation von murinen, priméaren Hepatozyten

Betrachtet man die Verteilung der Aktivitat zwischen den Bestandteilen der
Leber, fallt auf, dass nur ein Bruchteil der Aktivitat in der Fraktion mit vitalen
Hepatozyten wiederzufinden war (Abbildung 3.25 A.). Sohlenius-Sternbeck
bestimmte die Gesamtzahl an Hepatozyten in verschiedenen Saugern mittels
Messungen der Proteinkonzentration**®. Firr die der Maus errechnete sie mittels
dieser Methode 1,35*10° Hepatozyten/ Gramm. Eine durchschnittliche
Ausbeute von ~7,5*10° Hepatozyten pro Leber mit der hier angewandten
Isolationsmethode ist fur die meisten Zellexperimente vollig ausreichend,
entspricht aber nur etwa 5 % der Gesamthepatozyten. Hochgerechnet wére
somit etwa die Halfte der Aktivitat in der Leber in den Hepatozyten
wiederzufinden, was einen Widerspruch zu den bisherigen Befunden darstellt.
Wenn etwa die Halfte der Aktivitat in Hepatozyten wiederzufinden ist, hatte man
bei einer direkten Partikelaufnahme auch Nanopartikel in TEM-Bildern sehen
missen. Dieses Ergebnis spricht eher fir die Aufnahme von freigesetztem
Eisen und gegen die Aufnahme intakter Partikel. Die Berechnungen sind jedoch
sehr theoretisch und in Anbetracht der Tatsache, dass dieser Zelltyp bis 80%
der Leberzellen darstellt, ist dies immer noch ein relativ geringer Anteil.
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Abbildung 3.25: Verteilung der *°Fe-Aktivitat innerhalb der Leber nach Gabe polymerumhiillter
SPIOs. A.) Verteilung der *Fe-Aktivitat zwischen den Bestandteilen der Leber nach der
Praparation. B.) Aktivitat auf Zellzahl normiert. Mittelwert +/- s.e.m. mit n=2

Normiert auf die Zellzahl war kein Unterschied der spezifischen Aktivitat
zwischen der Isolation 2 h und 24 h nach Injektion zu erkennen (Abbildung 3.25
B.). Dieses Ergebnis kénnte zum einen gegen einen Transport zwischen den
Zellen und fur eine Aufnahme von Nanopartikeln in Hepatozyten sprechen, da
man ansonsten im Zeitverlauf durch einen gesteigerten Transport freiwerdender
*Fe-lonen zum spateren Zeitpunkt auch eine hohere Aktivitat in den
Hepatozyten erwartet hatte. Andererseits kommt auch eine sehr rasche
Prozessierung der Partikel in KC und darauffolgender Transport von
freigesetztem Eisen und ein sich schnell einstellendes Gleichgewicht im
Transport in Frage. Den Stabilitdtsuntersuchungen von >'Cr-SPIOs nach zu
urteilen (Abbildung 3.4) ware das denkbar. Die Frage konnte weiter abgeklart
werden, indem man fur die Isolation von Hepatozyten kirzere Verweilzeiten,
wie z.B. 10 oder 30 min, nach i.v. Injektion wéhlt oder >'Cr-SPIOs verwendet,
unter der Annahme, dass zu diesen Zeiten noch kein Abbau von SPIOs
stattfindet bzw. kein Transport von Chrom aus KC und LSEC existiert. Da aber
die Experimente die bisherigen Erkenntnisse unterstitzen, dass Endothel- und
Kupffer-Zellen eine wesentlich grollere Rolle in der Aufnahme der
polymerverpackten SPIOs bzw. QDs spielen, wurde in der weiteren Arbeit der
Fokus auf die Verteilung auf das Nicht-Parenchym gelegt.

3.2.2 Bildgebende Verfahren zur Untersuchung der Zellverteilung

Die in der Literatur beschriebene Aufnahme von polymer- oder
dextranumhillten SPIOs bzw. QDs ins MPS der Leber, also in LSEC und KC,
sollte  zunachst bestatigt werden. Dazu wurden  Versuchstieren
polymerverpackte QDs injiziert und 2 h nach Gabe die Leber perfundiert und
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das Organ fur die Kryoschnitttechnik vorbereitet. Die Kryoschnitte wurden auf
LSEC und KC gefarbt (Abbildung 3.26).

Abbildung 3.26: Konfokale Mikroskopie eines Kryoschnitts einer Mausleber 2 h nach i.v.
Injektion von polymerverpackten QDs. Der Zellkern erscheint durch einen DNA-Farbstoff blau.
Immunhistochemische Farbungen von Kupffer-Zellen (KCs, anti-CD68) und Sinusoidalen
Endothelzellen (LSEC, anti-CD31) wurden durchgefuhrt. Die Nanopartikel kolokalisieren sowohl
mit KCs als auch mit LSECs. Maf3stab: 10 um.

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigten die vermutete Kolokalisation von QDs
und LSEC und KC. Eine Kolokalisation von QDs mit Hepatozyten war nicht zu
erkennen. Es ist mdglich, dass die héhere Zellzahl und Gréf3e der Hepatozyten
zu einer Verdunnung der Partikel und somit schwacheren Fluoreszenz fuhrt und
die QDs hier nicht punktuell wie bei LSEC und KC vorliegen. Man konnte dieses
Ergebnis aber auch so interpretieren, dass keine direkte Partikelaufnahme
stattfindet.

Weiterhin von Interesse ist eine quantitative Beschreibung der Verteilung der
polymer-verpackten Partikel auf LSEC und KC. Um eine mdglichst genaue
Aussage Uber die Mengenverteilung der Partikel zu erhalten wurde eine neue
Methode angewandt. Sie bedient sich einer positiven Selektion von magnetisch
markierten Zellen mittels Magnetsaulen (Miltenyi Biotec). In einem Vorversuch
sollte das System getestet werden. Daflr wurden murine Makrophagen (J774)
fur 4 h mit polymerverpackten SPIOs inkubiert (20,14 mM Eisen) und die
geernteten Zellen auf die magnetisierte Saule gegeben. Kontrollzellen
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wechselwirkten nicht mit der Saule im Magnetfeld und liefen ungehindert durch
sie durch (Abbildung 3.27). Daher waren sie zum grof3ten Teil im Durchfluss
enthalten; stellvertretend flr die Zellzahl wird hier die Proteinmenge
angegeben. Eine Messung des Eisengehalts mittels AAS zeigte zudem niedrige
Eisenwerte. Zellen, welche magnetisch markiert sind, werden vom Magneten
aufgehalten und in einem zweiten Schritt mit einem Stempel von der
entmagnetisierten Saule eluiert. Mit SP1Os inkubierte Zellen waren vor allem im
Eluat wiederzufinden. Die Wechselwirkung mit dem Magneten und ein zudem
hoher Eisengehalt sind auf die Endozytose von Eisenoxidpartikeln
zurUckzufahren. Mit diesem Experiment galt eine positive Selektion von SPIO-
internalisierenden Zellen als bewiesen.
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Abbildung 3.27: Isolation von SPIO-markierten Zellen in einem Magnetfeld. Nach Inkubation
von J774-Zellen mit SPIOs bzw. Volimedium (Kontrolle) wurden SPIO-endozytierende Zellen
mithilfe einer magnetisierten Séaule separiert, was durch den Nachweis einer hohen Eisen- und
Proteinkonzentration im Eluat gezeigt werden konnte.

Fur eine quantitative Aussage Uber die Zellverteilung der hier verwendeten
Nanopartikel wurden Mausen diese intravenos injiziert und nach 2 h die Leber
nach Collagenase-Perfusion zur Praparation nicht-parenchymaler Zellen
entnommen (Abbildung 3.28 A.). Nach verschiedenen Zentrifugationsschritten
erhalt man eine Phase mit nicht-parenchymalen Zellen wie LSEC und KC, die
auf eine Magnetsaule gegeben wurde, um die SPIO-internalisierenden Zellen
zu isolieren.



3 Ergebnisse und Diskussion 67

@ sieb
o — KCs, LSECs
_ —_——>
Perfusion mit Mehrere
0,05% Collagenase Zentrifugationsschritte g
Zerkleinern der
Leber und Zellsuspension
weiterer Verdau l
Magnetsaule

Abbildung 3.28: Isolation nicht-parenchymaler Zellen nach Gabe von polymerumhdiiliten SPIOs.
A.) Praparation von primaren nicht-parenchymalen Leberzellen. B.) Immuncytochemische
Farbung der so gewonnenen Zellen. Der Zellkern erscheint durch einen DNA-Farbstoff blau.
Sinusoidale Endothelzellen (LSEC) wurden Uber CD31 und Kupffer-Zellen (KCs) Uber CD68
gefarbt. MaRstab: 10 um.

Die so gewonnen Zellen wurden ausgesat und Uber Nacht ruhen gelassen. Eine
Fixierung der Zellen und anschlieBende immuncytochemische Farbung der
LSEC und KC wurde durchgefiihrt (Abbildung 3.28 B.). Die Farbung zeigt, dass
viele Endothelzellen isoliert wurden und wenige Kupffer-Zellen. Aufgrund einer
naturlichen Uberzahl an LSEC gegeniiber KC in der Leber tiberrascht das nicht.
Wie bereits erwéhnt liegt das Verhaltnis der Zellzahlen von KC und LSEC bei
1:2,5. Um eine genauere Aussage Uber die Zellverteilung zu bekommen,
wurden die Uber die Magnetsdule isolierten Zellen via Durchflusszytometrie
untersucht (Tabelle 3.2). Als Kontrolle diente das gesamte Nicht-Parenchym
(die Phase, die im néchsten Schritt auf die Magnetsaule gegeben wird) einer
Maus, die keine SPIOs erhielt. LSEC und KC wurden uber VE-Cadherin bzw.
F4/80 gekennzeichnet. Die Zellverteilung im Nicht-Parenchym betrug ca. 59 %
und 8 % fur LSEC und KC. Diese Werte zeigen Ahnlichkeit mit den von Mackay
berichteten 50 und 20 %'*3. Das Verhéltnis ist jedoch mit 7 : 1 zugunsten der
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LSEC erhoht. Die uber die Magnetsaule separierten Zellen bestehen zu 72 %
aus LSEC, KC tragen etwas Uber 8 % bei. Das kdnnte bedeuten, dass LSEC
geringfigig mehr SPIOs aufnehmen, nicht nur weil sie zahlenméaRig
Uberwiegend, sondern offensichtlich auch eine etwas hdhere Affinitat fur die
Partikelaufnahme haben.

Tabelle 3.2: Quantitative Verteilung von polymerverpackten SPIOs auf LSEC und KC.

LSEC KC
Kontrolle 59,1 % 8,3%
SPIOs 72,0 % 8,6 %

Um die Aufnahme und darauffolgende Prozessierung von polymerverpackten
Partikeln néher zu untersuchen, wurde ein weiteres Zellexperiment
durchgefuhrt. Zur Vergleichbarkeit mit den in vivo Daten wurde eine murine
Makrophagen-Zelllinie verwendet. Diese wurde fur 2 h mit polymerverpackten
QDs inkubiert. Nach Entfernen der QDs wurde ein Teil der Zellen direkt fixiert.
Ein anderer Teil wurde weiterkultiviert und erst nach 24 h fixiert, um einen
eventuellen Abbau der aufgenommen QDs durch Abnahme oder Verschwinden
der Fluoreszenz festzustellen. Im konfokalen Mikroskop zeigten die Zellen
durch Aufnahme der QDs punktuell Fluoreszenz (Abbildung 3.29) und eine
immuncytochemische Farbung der Lysosomen durch LAMP-1 zeigte, dass QDs
mit diesen Organellen kolokalisieren. Die Akkumulation von QDs, oder
Nanopartikeln im Allgemeinen, in Lysosomen wurde auch schon in friheren
Arbeiten beschrieben™®. Eine quantitative Aussage Uber die Abnahme der
Lumineszenz mit Verweilen der QDs in den Lysosomen lasst sich hier nicht
machen, da eine Intensitdtsmessung der Fluoreszenz nicht durchgefihrt wurde.
Sehr wohl ist aber bereits mit dem blof3en Auge zu erkennen, dass auch nach
24 h noch Fluoreszenz von QDs zu sehen ist. Diese Beobachtung lasst darauf
schlief3en, dass zu diesem Zeitpunkt noch kein gravierender Abbau stattfand.
Eine Beobachtung Uber Tage oder Wochen waére sinnvoll, dafir sind
Zellkulturen aber ungeeignet.
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A. QDs Lysosomen

Lysosomen

Abbildung 3.29: Kolokalisation von QDs und Lysosomen. J774-Zellen wurden fir 2 h mit QDs
inkubiert und direkt im Anschluss (A.) oder 24 h spater fixiert (B.). Die immuncytochemische
Farbung von Lysosomen fand uber einen Antikdrper gegen LAMP1 statt.

Daher wurden wiederholt Kryoschnitte der Leber von Mausen angefertigt; die
Méause erhielten zwolf Wochen zuvor polymerverpackte QDs per i.v. Injektion.
In diesen Lebern war keine Fluoreszenz mehr detektierbar, was auf eine
Prozessierung und einen Abbau der Partikel und einen damit einhergehenden
Verlust der Fluoreszenz hinweist. Diese Beobachtung unterstiitzt die hier
vorgestellten Ergebnisse der partikokinetischen Untersuchungen und spricht fur
einen kontinuierlichen Abbau der verwendeten QDs. In der Literatur gibt es zum
Thema Verbleib und Abbau verschiedener und verschieden umhiillter Quantum
Dots Studien mit unterschiedlichen Resultaten.

Es gibt Gruppen, welche Polyethylenglykol (PEG) - umhillte CdE/ZnS QDs
(E = Se, Te) einsetzten und noch nach 28 Tagen bzw. zwei Jahren Fluoreszenz
in Organen von Versuchstieren sehen konnten, was flr einen sehr langsamen
Abbau spricht****!, Dies entspricht der Vorstellung, die man von QDs hatte als
diese Ende der 1990er als vielversprechende Fluorophore fiir die biochemische
Anwendung entdeckt wurden, da sie anders als fluoreszierende Molekile eine
hohe Photostabilitat aufwiesen. Hanaki et al. berichteten 2003 Gber Quantum
Dot/ Albumin Komplexe als stabile Endosom Marker, deren Fluoreszenz tber
funf Tage in Zellen detektierbar war'®2. Eine Abnahme der Fluoreszenz lieR sich
bis dahin auf die Zellteilung zurlickfihren. 2006 priften Boldt et al. die Stabilitat
von, mittels Préazipitation hergestellten, Thiol-bedeckten CdTe QDs in
biochemischen Puffern und zeigten, dass niedrige pH-Werte zu einem Verlust
der Fluoreszenz fiihrten und erklérten dies durch einen Abbau der Partikel***. Pi
et al. konnten eine Fluoreszenzabnahme in ihren Experimenten mit murinen
embryonalen Stammzellen schon in den ersten 24 h messen, die sie auf einen
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Abbau oder eine Exozytose der QDs zurlckfuhrten. Sie verwendeten fir ihre
Experimente CdE/ZnS QDs mit einer Hiille aus einem amphiphilen Polymer**.
Fluoreszenz ist mit Sicherheit ein gutes Merkmal fir intakte QDs, lasst sich aber
schlecht quantifizieren. In einigen Verteilungsstudien wurde zur Quantifizierung
von QDs in Organen der Cd-Gehalt mittels ICP-MS gemessen. Su et al.
ermittelten z.B. mit dieser Methode den Cd-Gehalt der Organe fir Kurz- und
Langzeitverteilungen von CdTe QDs. Auch wenn eine Umverteilung des
Cadmiums einen Abbau befurwortet, so lasst dies genaugenommen keinerlei
Ruckschlisse auf Unversehrtheit der Partikel zu, sondern lediglich auf den
Verbleib der Bestandteile. Aus diesem Grund ermittelten Liu et al. gleichzeitig
den Te-Gehalt in den Organen nach Gabe von Thiol-bedeckten CdTe/ZnS
QDs™®. Ausgehend von ihren Ergebnissen sprechen sie von einem eher
schnellen Abbau von QDs, der schon innerhalb weniger Stunden beginnt und
den sie durch Messung des Cd:Te Verhdltnisses in verschiedenen Organen
feststellten.

Mit den hier gewonnenen Ergebnissen ist von einem mafig schnellen Abbau
von polymerumhillten CdSe/CdS/ZznS QDs auszugehen, der sich sowohl in
einer Umverteilung der Bestandteile in den Organen als auch in einem Verlust
der Fluoreszenz manifestiert (Abbildung 3.20 wund Kapitel 3.2.2).
Polymerumhiillte SPIOs scheinen einem zigigen Abbau unterworfen. In vitro-
und in vivo-Versuche zeugen von einer raschen Degradation der Hulle und des
Kerns (Abbildung 3.4 und Abbildung 3.25). Beide Arten von Nanopartikeln
werden vor allem von den Endothel- und Kupffer-Zellen der Leber
aufgenommen. Eine direkte Partikelaufnahme in Hepatozyten konnte dagegen
nicht nachgewiesen werden, sie scheinen in der Aufnahme von Nanopartikeln
kaum oder gar nicht beteiligt zu sein.

3.3 Funktionalisierung von Nanopartikeln

3.3.1 Oberflachenmodifikation mittels Kopplung eines spezifischen
Liganden

Nanopartikel jeglicher Art kbnnen abh&ngig von ihrer Anwendung modifiziert
werden. Eine einfache und effektive Methode Nanopartikel nachtraglich zu
verandern ist die Oberflachenmodifizierung. Die Oberflachenbeschaffenheit ist
mafdgeblich an der Interaktion des Partikels mit seiner biologischen Umgebung
beteiligt und bestimmt somit sein Schicksal**"'*. Dieser Umstand filhrte dazu,
dass in den vergangenen Jahren intensiv daran geforscht wurde, wie
Nanopartikel gezielt an einen bestimmten Ort im Korper gebracht werden
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konnen. Besonders im Bereich der Krebsforschung hofft man auf einen
Nanopartikel, welcher prazise Tumorzellen kennzeichnen und im besten Fall
gleich ein Therapeutikum mitliefern kann. Die bis heute entwickelten Systeme
erfillen in klinischen Studien jedoch nicht die grofRen Erwartungen, die aus
vorausgegangenen vielversprechenden in vitro- und Tierversuchen
hervorgehen™®.

Eine Oberflachenmodifikation eines Nanopartikels und eine damit gewiinschte
veranderte Aufnahme war auch Teilziel dieser Arbeit. Aufgabe war es die hier
verwendeten Nanopartikel so zu verdndern, dass sie innerhalb des
Hauptaufnahmeorgans, der Leber, vermehrt von Hepotozyten, statt von LSEC
und KC aufgenommen werden. Hepatozyten spielen eine zentrale Rolle in der
Eisen Homedostase und gehdren, neben heranreifenden Erythrozyten und
proliferierenden Zellen, zu den Zellen mit einer besonders hohen Expression
des Transferrin Rezeptors 1%. Nebenbei ist auch der Transferrin Rezeptor 2
hauptsachlich auf der Zellmembran der Hepatozyten exprimiert®®. Die Idee ist,
dass durch Kopplung von Transferrin an den Nanopartikel eine spezifische
Aufnahme mittels Rezeptor-Ligand System durch Hepatozyten stattfindet und
somit z.B. eine erhéhte Aufnahme von QDs sichtbar gemacht werden kann.

Fur die Versuche wurde Transferrin kovalent an die polymerumhiiliten QDs
bzw. SP1Os gebunden. Die Bindung erfolgt Gber eine Amingruppe des Proteins
und einer Carboxylgruppe des den Partikel umgebenden Polymers'®. Mit Hilfe
von N-Ethyl-N-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) entsteht eine
Amidbindung (Abbildung 3.30). Nach erfolgter Kopplung wird Uberschissiges
Transferrin mit Hilfe eines 100 kDa Zentrifugationsfilters entfernt.
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Abbildung 3.30: Schematische Darstellung eines funktionalisierten SPIOs. Transferrin wurde
kovalent an die Polymerhulle des SPIOs gekoppelt.

Die so gekoppelten SPIOs und QDs konnen Uber eine
Agarosegelelektrophorese und SEC charakterisiert werden (Abbildung 3.31).
Die SPIOs sind anhand ihrer braunlichen Farbung gut im Gel zu erkennen.
Gekoppelte Tf-SPIOs laufen im Vergleich zu den ungekoppelten SPIOs etwas
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langsamer, was durch die Zunahme des hydrodynamischen Volumens durch
Anlagerung der Proteine zu erklaren ist. Dasselbe gilt fir gekoppelte und
ungekoppelte QDs, welche im Gel durch UV-Licht sichtbar gemacht werden
konnen (Abbildung 3.31 A. und B.). Die GréRenzunahme ist auch gut in den
SECs durch Verschiebung des Peaks zu friiheren Zeiten zu sehen (Abbildung
3.31 C. und D.). Allerdings wird auch der Peak bei Minute 15, der auf
agglomerierte Partikel hinweist, groRer. Dies ist ein Nebeneffekt durch die
mehrmalige Zentrifugation. Durch eine Anfarbung des Proteins mit Coomassie-
Brilliant-Blau ist zudem eine Blaufarbung der gekoppelten Nanopartikel mdglich
und zeigt somit, dass tatsachlich Protein mit den Nanopartikeln kolokalisiert und
nicht nur eine Agglomeration durch die wiederholte Zentrifugation bei der
Aufreinigung mittels Zentrifugationsfilter stattfand.
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Abbildung 3.31: Agarosegele und SEC von gekoppelten Nanopartikeln. A.) Auftrennung von
ungekoppelten und mTf-gekoppelten SPIOs, sowie freiem mTf im Agarosegel. Rechts zeigt die
Farbung von Protein mit Coomassie. B.) Agarosegel von gekoppelten und ungekoppelten mTf-
QDs im UV-Licht. C.) SEC von SPIOs und mTf-SPI10s. D.) SEC von QDs und mTf-QDs.

Um eine gesteigerte Aufnahme von QDs durch die
Oberflachenfunktionalisierung mit Transferrin in Hepatozyten zu testen wurden
funktionalisierte QDs Versuchsmausen i.v. injiziert. Fir die Uberpriifung einer
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spezifischen Aufnahme wurde zum einen murines Transferrin und zum anderen
humanes Transferrin flir die Kopplung verwendet. Um zusatzlich die
Lokalisation des Transferrins im Gewebe zu ermdglichen waren sowohl an das
murine als auch an das humane Transferrin fur die Detektion unter dem
Mikroskop Fluorophore gekoppelt. Die perfundierten Lebern wurden 2 h nach
Gabe der Nanopartikel entnommen und mit Hilfe eines Kryostaten fur die
histologische Untersuchung geschnitten.

hTf-QDs

QDs

mTf-QDs

Abbildung 3.32: Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie von Kryoschnitten von Mauslebern 2 h
nach i.v. Injektion unterschiedlich modifizierter QDs. Polymerverpackten QDs (griin) wurden
zum einen mit murinem Transferrin (mTf, rot) und zum anderen mit humanem Transferrin (hTf,
rot) funktionalisiert. Die drei Formen wurden Mausen i.v. injiziert und Kryoschnitte der Lebern
fir mikroskopische Untersuchungen angefertigt.

Das Verteilungsmuster der QDs in der Leber sieht flr die drei injizierten
Praparate sehr ahnlich aus (Abbildung 3.32). Sowohl ungekoppelte als auch
mTf- und hTf-QDs scheinen in die gleichen Zelltypen aufgenommen worden zu
sein, LSECs und KCs. In den grof3eren Hepatozyten konnten erneut keine QDs
gefunden werden. Dasselbe gilt auch fir die Transferrine von unterschiedlichen
Spezies. Die Verteilung sieht identisch aus. Es ist aber zu erkennen, dass das
jeweilige  Transferrin  mit den QDs kolokalisiert. Das lasst zwei
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Schlussfolgerungen zu. Zum einen ist die kovalente Bindung zwischen Protein
und Nanopartikel recht stabil und zum anderen scheint ungeachtet der
Funktionalisierung der Partikel selbst den Aufnahmeweg zu bestimmen.

Wenn Nanopartikel in Kontakt mit biologischen Systemen wie dem Blut treten
kommt es zu einer Anlagerung von Plasmaproteinen und Biomolekuilen, welche
eine sogenannte Proteinkorona formen®. Innerhalb der Korona interagieren
die Proteine unterschiedlich stark mit der Partikeloberflache. Proteine mit
geringer Affinitdt zum Partikel sind einem standigen Austausch durch andere
Proteine unterworfen, wahrend Proteine mit hoher Affinitdt nicht von der
Oberflache verdrangt werden. Man spricht in diesen beiden Féllen von einer
dynamischen bzw. harten Korona®'®2, Auch funktionalisierte Nanopartikel,
deren Oberflache schon mit Protein versehen ist, werden im Blutstrom mit
Plasmaproteinen konfrontiert. Dem Verteilungsmuster der an QDs gekoppelten
Transferrine zu urteilen, sind sie gar nicht oder zumindest nicht vollstandig vom
Partikel gelést worden. Da aulerdem keine Anreicherung der mit Transferrin
funktionalisierten QDs in Hepatozyten zu erkennen ist, und dabei spielte es
keine Rolle aus welcher Spezies das Protein stammt, liegt die Vermutung nahe,
dass es keine spezifische Aufnahme durch den Transferrin Rezeptor gab,
sondern eine unspezifische Endozytose der Partikel. Erst kirzlich wurde von
Salvati et al. gezeigt, dass mit Transferrin funktionalisierte Nanopartikel durch
die Bindung weiterer Proteine in vitro ihre Fahigkeit an den Transferrin Rezeptor
zu binden verlieren®®®. Die Formation einer Proteinkorona um den
funktionalisierten Partikel oder eine teilweise Verdrangung der Transferrin
Molekile wirde die gewinschte Funktion verdecken und die unspezifische
Aufnahme erklaren. Daher Uberrascht das Ergebnis nicht. In vitro Versuche, in
denen murine Hepatozyten einer Zelllinie (aML-12) fur 3 h mit ungekoppelten
und mTf-QDs inkubiert und im Anschluss fir mikroskopische Untersuchungen
fixiert wurden, bestétigten das Ergebnis des in vivo-Versuchs und Salvatis
Befunde. Es war keine gesteigerte Aufnahme der funktionalisierten QDs
festzustellen (Abbildung 3.33). Der Asialoglykoprotein Rezeptor gilt ebenfalls
als spezifisches Target fir Hepatozyten, da sie als einziger Zelltyp diesen in
hoher Zahl exprimieren'®®. Doch auch mit Nanopartikel Konstrukten, mit dem
daflr spezifischen Liganden Asialofetuin, war keine erhéhte Aufnahme in aML-
12-Zellen zu beobachten.
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Abbildung 3.33: aML-12-Zellen wurden fur 3 h mit mTf-QDs bzw. ungekoppelten QDs inkubiert
und direkt im Anschluss fixiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefarbt. Es konnte keine
gesteigerte Aufnahme von mTf-QDs im Vergleich mit QDs beobachtet werden.

Die Funktionalisierung kann im Grunde wie eine kunstliche harte Proteinkorona
behandelt werden, die theoretisch nicht ausgetauscht werden sollte. Wang et al.
zeigten kirzlich in Zellversuchen, dass selbst Proteine, die allein aufgrund
starker Wechselwirkungen an die Partikel adsorbieren, so fest gebunden sind,
dass sie wéhrend der Nanopartikel Aufnahme mit in die Zelle geschleust
werden'®®. Viele Erkenntnisse zur Bildung und Neubildung der Proteinkorona
auf Nanopartikeln beruhen jedoch auf in vitro-Versuchen'®®', Um das
Verhalten von Partikel und Proteinkorona naher in vivo zu untersuchen, wurde
eine Doppelmarkierung von mTf-SPIOs durchgefiihrt. Mit Hilfe einer
Radiomarkierung von sowohl Transferrin mit %I (ty,=59,4d , y-Strahler,
35,5 keV) als auch des Nanopartikels mit *°Fe ist es moglich beide Bestandteile
im Blut zu verfolgen und die Organverteilung quantitativ zu untersuchen. Es
wurde zusatzlich gepruft, ob es Unterschiede in der Aufnahme und Verteilung
der Bestandteile gibt, wenn das Transferrin a) iber EDC kovalent an das den
SPIO umgebende Polymer gebunden wird (im weiteren Verlauf als Tf=SPIOs
geschrieben) oder b) rein durch Adsorption am SPIO haftet (Tf ~ SPIOs).

Zunachst wurden die doppelmarkierten SPIOs mittels SEC charakterisiert
(Abbildung 3.34). Der Vergleich der UV-Absorptionsprofile der mit EDC
gekoppelten Tf=SPIOs und der ohne EDC adsorbierten Tf ~ SPIOs zeigt, dass
die Tf=SPIOs etwas friher eluieren. Im Rickschluss bedeutet das, dass die
Tf=SPIOs einen grolReren hydrodynamischen Durchmesser besitzen. Diese
Beobachtung wurde von der Berechnung der Anzahl der Transferrinmolekile
auf der jeweiligen Partikeloberflache gestitzt. Die gekoppelten Tf=SPIOs tragen
ungefdhr 9 Transferrinmolektiile pro Partikel, wahrend die adsorbierten Tf ~
SPIOs etwa 3 bis 4 Transferrinmolekile pro Partikel aufweisen. Zusatzlich
wurde die Radioaktivitat der fraktionierten Eluate gemessen und mit den
Absorptionsprofilen der Partikel verglichen (Abbildung 3.34). Es ist zu erkennen,
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dass die Elutionsprofile beider Radioaktivitaten, also **I und *°Fe, gut mit den
UV-Absorptionsprofilen tibereinstimmen. Man kann zudem sehen, dass die **°I-
Aktivitat nicht nur mit monodispersen Transferrin-SPIOs koeluiert, sondern,
anders als die “°Fe-Aktivitit, auch einen deutlichen Peak mit den
agglomerierten SPIOs zeigt. Dies deutet darauf hin, dass die Agglomeration
hauptsachlich auf vermehrte Protein-Protein Bindungen, welche ihrerseits an
Nanopartikel binden, zuriickzufuhren ist.
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Abbildung 3.34: SEC doppelt radiomarkierter SPIOs. A.) Gekoppelte Tf=SPIOs zeigten
tibereinstimmende Profile in der UV-Absorption und den Aktivitaten von I und *°Fe. B.)
Adsorbierte Tf ~ SPIOs zeigten ebenfalls Ubereinstimmende Profile in der UV-Absorption und
den Aktivitaen von '®I und *°Fe, aber auch eine Anreicherung der '*I-Aktivitat an
agglomerierten SPIOs.

Die analysierten Praparate sowie freies murines Transferrin  wurden
Versuchstieren i.v. injiziert und es wurde die Bluthalbwertszeit (BHWZ) und die
Organverteilung nach 2 h ermittelt (Abbildung 3.35). Zunachst ist gut zu
erkennen, dass das freie Transferrin viel langsamer (BHWZ: 7 min) und in
dieser Zeit nicht vollstandig aus dem Blut aufgenommen wird als an SPIOs
gebundenes Transferrin. Nach etwa 20 min stellt sich ein Plateau ein, welches
auf ein Gleichgewicht zwischen aufgenommenem und wieder freigesetztem
Transferrin hindeuten kann. Das Verhalten von an SPIOs gebundenem
Transferrin dagegen ist sehr ahnlich mit dem der SPI10s, unabhangig davon ob
es kovalent gebunden oder lediglich adsorbiert war. Die Bluthalbwertszeiten
betrugen fiir %I (Transferrin) und *°Fe (SPIO) jeweils 3,8 min bei den
gekoppelten Tf=SPIOs und 3,6 bzw 5,0 min bei den adsorbierten Tf ~ SPIOs.
Das bedeutet, dass das an SPIOs gebundene Transferrin gemeinsam mit dem
Partikel aufgenommen wird.
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Abbildung 3.35: BHWZ und Organverteilung doppeltmarkierter mTf-SPIOs. A.) BHWZ von **I-
mTf=>°Fe-SPIOs. B.) zeigt die prozentuale Organverteilung und C.) die spezifische Aktivitat von
Organen nach Gabe der doppeltmarkierten mTf=SP10s. D.) BHWZ von 125 mTf ~ *°Fe-SPIOs.
E.) zeigt die prozentuale Organverteilung von den doppeltmarkierten mTf~ SPIOs. F.)
Spezifische Aktivitat von Organen von mTf ~ SPIOs. Mittelwert +/- s.e.m. mit n=4

Hauptaufnahmeorgan beider Tf-SPIOs war wie erwartet die Leber. Die *°Fe-
Aktivitat war zu fast 90 % in der Leber wiederzufinden. Die ?I-Aktivitat von
freiem Transferrin dagegen verteilte sich auf das Blut und den Tierkérper. Die
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Verteilung der *?°|-Aktivitat von gekoppeltem bzw. adsorbiertem Transferrin war
sehr ahnlich und zeigte eine Art Mischform der Verteilungsmuster von >°Fe-
SPI0s und freiem *?°l-mTransferrin. Im Gegensatz zu freiem Transferrin befand
sich ein GroRteil der *°I-Aktivitat der Tf=SPIOs und der Tf ~ SPIOs in der
Leber, wenn auch deutlich weniger als *°Fe-Aktivitat. Andersherum war nach
zwei Stunden, anders als *°Fe, '?°|-Aktivitat von Tf-SPIOs auch im Blut zu
messen. Was nicht in diese Mischform passt ist eine Ansammlung der %I
Aktivitat im Magen, die in der spezifischen Aktivitat auffallt und nicht genau
erklart werden kann. Insgesamt lasst sich aus den Ergebnissen schlie3en, dass
beide kinstlichen Proteinkoronas im Blut bis zur Aufnahme stabil sind. Nach
der Aufnahme scheint eine schnelle Prozessierung der aufgenommenen Tf-
SPIOs einzusetzen und eine Umverteilung des Transferrins stattzufinden. Dabei
zeugt die erhohte '2°|-Aktivitat im Magen davon, dass sich die Verteilung nicht
ausnahmslos der physiologischen Verteilung von freiem Transferrin annéhert.
N&here Untersuchungen des Plasmas ergaben, dass die gemessene %I-
Aktivitat ausgehend von gekoppelten Tf=SPIOs nach 120 min zum Teil nicht
mehr proteingebunden vorlag. Diese Beobachtung spricht fur eine Deiodierung
des Proteins. Umgekehrt war die '%I-Aktivitat 2 h nach Gabe adsorbierter
Tf ~ SPIOs immer noch an Transferrin gebunden. Dies kénnte ein Hinweis
darauf sein, dass trotz sehr &hnlicher Verteilungsmuster zwischen den Organen
gekoppelte Tf=SPIOs und adsorbierte Tf~ SPIOs Uuber verschiedene
Mechanismen aufgenommen und die Partikel unterschiedlich prozessiert
werden, was auch eine unterschiedliche Prozessierung der Transferrine zur
Folge hatte. In weiteren Zellversuchen konnte z.B. durch die Inhibierung
verschiedener Aufnahmewege dieser Verdacht naher untersucht werden. Da
aber das eigentliche Ziel, das Umlenken der Partikel in Hepatozyten durch eine
Funktionalisierung mit Transferrin, mit dieser Methode nicht erfolgreich schien,

wurde auf weitere Untersuchungen diesbezuglich verzichtet.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass mit der Oberflachenmodifikation von
polymerverpackten SPIOs durch Transferrin, keine erhdohte Aufnahme des
Partikels in Hepatozyten zu beobachten war. Zwar ist die kiinstlich erzeugte
Proteinkorona stabil, vermochte in den Experimenten jedoch keine spezifische
Umlenkung des Partikels in einen bestimmten Zelltyp zu bewirken. AufRerdem
ist zu erwdhnen, dass fur eine stabile Oberflachenfunktionalisierung nicht
unbedingt eine kovalente Kopplung mit EDC notwendig ist, diese aber effektiver
ist, da sich mit ihr mehr Biomolekule pro Partikel binden lassen. Die Bindung
von Molekilen auf der Oberflache scheint jedoch nicht die Identitat des
Nanopartikels zu verdecken. Die Ergebnisse sprechen gegen die Vorstellung,
Nanopartikel durch pure Oberflachenmodifikation mit Proteinen im lebenden
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Organismus aktiv umlenken zu kdnnen und spiegeln die Schwierigkeit in der
klinischen Forschung wider, solch ein Vehikel zu designen.

3.3.2 Physiologische Funktionalisierung

Das vorangegangene Kapitel befasste sich mit der Oberflachenmodifikation von
Nanopartikeln, mit dessen Hilfe ein verandertes Verteilungsmuster des Partikels
erzielt werden sollte. Die so veranderten Nanopartikel lieRen zwar keine
veranderte Verteilung erkennen, die Untersuchungen stellten aber heraus, dass
so die an den Nanokristall gebundenen Proteine mit dem Partikel in die
entsprechenden Zellen geschleust wurden. Dieses Prinzip des Mitreisenden
sollte fur eine weitere Untersuchung im Bereich des Targetings genutzt werden.
Die Rollen wurden insofern vertauscht, dass die Nanopartikel nicht
Tragermaterial waren, sondern Mitreisende wie in einem trojanischen Pferd und
damit ein passives Targeting erzielt werden sollte. Fir die Experimente wurden
die, nach der Synthese Olsaurestabilisierten, SPIOs nicht mit dem amphiphilen
Polymer umbhiillt, sondern in das Innere von rekombinanten triglyzeridreichen
Lipoproteinen (TRL) eingebettet (Abbildung 3.36).
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Abbildung 3.36: Radiomarkierte SPIOs, eingebettet in ein Lipoprotein. Das Lipoprotein
Ubernimmt die Rolle eines trojanischen Pferdes.

Die rekombinanten TRL werden aus Lipiden humaner TRL synthetisiert, sie
unterscheiden sich jedoch von diesen dadurch, dass ihnen die
charakteristischen Apolipoproteine auf der Oberflache fehlen. Die Einbettung
von SPIOs oder auch QDs kann unter anderem dazu genutzt werden, den
Lipidstoffwechsel zu untersuchen. Die Nanokristalle reisen dann wie in einem
trojanischen Pferd unerkannt von ihrer Umgebung in diesen ,Nanosomen‘ mit.
Mit Hilfe dieser Bauart kann die Organaufnahme von Lipoproteinen in vivo
visualisiert und quantifiziert und auch gezeigt werden, dass eine Aktivierung des
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braunen Fettgewebes durch Kalte die TRL Aufnahme in dieses Organ
steigert®*1"2,

Durch die Kalteaktivierung war auch eine gesteigerte TRL-Aufnahme in
Hepatozyten zu erkennen. Diese Beobachtung sollte quantifiziert werden. Dafur
wurden Mausen *°Fe-SPIOs markierte rekombinante TRL i.v. injiziert und 1 h
nach Gabe Hepatozyten nach der schon beschriebenen Vorgehensweise
isoliert. Eine Tiergruppe war fir 24 h vor Injektion der Kalte (4 °C) ausgesetzt,
die andere Gruppe wurde bei etwa 25 °C gehalten. Die Verteilung der Aktivitat
zwischen den Bestandteilen der Leber zeigte einen erhdhten Wert im Tierkorper
nach Kalteaktivierung (Abbildung 3.37 A.). Obwohl nicht explizit in diesem
Experiment untersucht ist dies wahrscheinlich auf eine gesteigerte Aufnahme
der rekombinanten TRL in das braune Fettgewebe zuriickzufihren. Aul3erdem
fallt auf, dass nach Kalteaktivierung die Aktivitat im Nicht-Parenchym niedriger
ist als bei warm gehaltenen Tieren. Der prozentuale Anteil der Aktivitat in den
vitalen Hepatozyten ist bei beiden Gruppen verhaltnismafig niedrig. Normiert
auf die Zellzahl war jedoch ein signifikanter Unterschied in der spezifischen
Aktivitat zu erkennen (Abbildung 3.37 B.). Hochgerechnet auf die
Gesamthepatozyten sind nach Kéalteaktivierung Gber 60 % der Aktivitat in der
Leber auf das Parenchym verteilt. Der Effekt kann auf eine erhéhte Expression
der Lipoproteinlipase (LPL) in der Kélte zuriickgefiihrt werden'”**"*. Die damit
verbundene gesteigerte LPL-Aktivitat hat eine verstarkte Lipolyse von TRL und
somit einen erhdhten Umsatz zur Folge. Die vermehrte Bildung von TRL-
Remnants fuhrt wohl zu einer effizienteren Aufnahme in Hepatozyten, die durch
eine Bindung von LPL an TRL-Remnants noch verstarkt wird*".
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Abbildung 3.37: Verteilung der Fe-Aktivitat innerhalb der Leber nach Gabe von in TRL
eingebetteten SPIOs. A.) Verteilung der Aktivitat zwischen den Bestandteilen der Leber nach
der Préparation. B.) Aktivitat auf die Zellzahl normiert. Mittelwert +/- s.e.m. mit n=3
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Durch die Veranderung der Hulle der Nanopartikel und indem man Gebrauch
von einer physiologischen Veranderung des Organismus nach Kalteaktivierung
machte, waren erhdhte Aktivitdten in Hepatozyten zu erkennen. Der Anteil der
Aktivitat innerhalb der Leber konnte von knapp 30 % bei warmen Tieren auf
uber 60 % bei kalten Tieren erhoht werden.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass ein gezieltes Targeting von Nanopartikeln
nicht trivial ist. Viele der bisher entwickelten Nanopartikel fir den gezielten
Transport befinden sich noch in der praklinischen Forschung. Der Ansatz
spezifische Liganden des Zielorgans oder der Zielzelle auf die Oberflache von
Nanopartikeln zu binden ist vielversprechend. Gleichzeitig ist es offensichtlich
notwendig die Bluthalbwertszeit der Partikel zu verlangern, damit sie nicht
unvermittelt von Zellen des Mononuklearen Phagozyten Systems
aufgenommen werden. Die Verlangerung der Bluthalbwertszeit wird vor allem
durch das Versehen der Partikeloberflache mit PEG-Ketten erreicht. Diese
postsynthetische Modifikation des Partikels mit dem chemisch inerten Molekiil
erschwert aber gleichzeitig die weitere Bindung von Biomolekulen. Daher muss
ein Kompromiss gefunden werden, bei dem die Bluthalbwertszeit der Partikel
noch verlangert wird, aber auch Biomolekile noch gebunden werden kdnnen
und diese durch weitere Biomolekile im Blutstrom nicht maskiert werden. Ein
anderer Ansatz ist die Verwendung einer anderen Hiulle, deren physiologische
Verteilung genutzt wird. Bei der Einbettung der Nanokristalle in TRL bedient
man sich der natirlichen Verteilung dieses Vehikels. Es scheint als wenn die
Nanopartikel in dieser Arbeit quasi passiv umgelenkt werden konnten, indem
die biochemischen Vorgange im Organismus manipuliert wurden. So wird hier
eine Art physiologische Funktionalisierung durchgefiihrt, bei der durch
Kalteadaption die Aufnahme von SPIOs enthaltenden rekombinanten TRL
vermehrt in Hepatozyten gelenkt wird.
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4  Zusammenfassung

In  dieser Arbeit wurde die Bioverteilung von polymerumhiiliten
superparamagnetischen Eisenoxid-Nanokristallen (SPIOs) und Quantum Dots
(QDs) in Mausen nach i.v. Injektion untersucht. Dies erfolgte unter anderem
unter  Zuhilfenahme einer  postsynthetischen  Radiomarkierung der
cadmiumbasierten QDs mit °°Zn und der SPI10s mit °'Cr.

Eine postsynthetische Radiomarkierung der auf3ersten ZnS-Schale von QDs mit
®Zn resultierte in einem labilen Label, das bei der ultraschallgesteuerten
Polymerverpackung zum Teil verloren ging. Es konnte dennoch dazu genutzt
werden, Grundzige der Bioverteilung von polymerumhillten QDs zu
untersuchen. Die QDs reicherten sich in kurzer Zeit (2 h) vorrangig in der Leber
an. In einem Zeitraum von vier Wochen kam es zu einer Umverteilung der ®°Zn-
Aktivitat, die auf eine partielle Degradation der QDs zurtickzufihren war.

Im Gegensatz zu den ®Zn-markierten QDs, zeigten die mit >'Cr radiomarkierten
Eisenoxid-Nanokristalle ein stabiles Label. Analog zu den QDs erlaubte dieses
die Verfolgung der Kurzzeitverteilung der SPIOs und wies eine Anreicherung in
der Leber nach. Anders als die Zinkaktivitat retinierte die >'Cr-Aktivitat iber
einen Zeitraum von vier Wochen weitestgehend in der Leber, obwohl die
Partikel schon groRtenteils degradiert waren, wie bereits frihere Studien
gezeigt haben. Diese Ergebnisse sprechen gegen einen spezifischen Export
von dreiwertigen Chromionen aus Leberzellen, was nach bisherigen Modellen
physiologisch mdglich sein misste. Sie unterstitzen daher die These, dass
Chrom kein essentielles Spurenelement ist, obwohl dies in der Literatur seit nun
mehr 50 Jahren diskutiert wird.

Von bisherigen Studien war bekannt, dass die hier verwendeten
polymerverpackten Nanopartikel nach i.v. Injektion im Wesentlichen vom
Mononuklearen Phagozyten System der Leber, also von Kupffer-Zellen (KC)
und sinusoidalen Endothelzellen (LSEC), aufgenommen werden. In
verschiedenen Experimenten wurde nun versucht, die Verteilung zu
guantifizieren und zusatzlich die Rolle von Hepatozyten an der direkten
Nanopartikel-Aufnahme genauer zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit
beschreibt erstmalig eine Methode, bei der primare murine Leberzellen, welche
SPIOs aus einer i.v. Injektion aufgenommen haben, mithilfe einer S&aule in
einem Magnetfeld isoliert werden koénnen. Immunzytochemische Farbungen
sowie Analysen mittels Durchflusszytometrie zeigten, dass KC und LSEC die
Partikel zu fast gleichen Teilen aufnehmen. Ein vergleichbares Bild ergab sich
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bei mikroskopischen Untersuchungen von murinen Lebergewebsproben nach
Injektion von polymerumhillten QDs. Eine direkte Nanopartikel-Aufnahme in
Hepatozyten konnte in vivo nicht beobachtet werden, obwohl diese Zellen die
Mehrzahl der Leberzellen ausmachen und aufgrund der PartikelgrofRe
theoretisch auch direkt erreicht werden konnten. Wurden hingegen primére
Hepatozyten 2 h nach Injektion von *°Fe-markierten SPIOs prapariert, war
Aktivitat in den Zellen zu finden. Unter Bertcksichtigung der tbrigen Befunde,
wurde dieses Ergebnis als rasche Zulieferung von freigesetztem Eisen aus
metabolisierten SPIOs aus anderen Leberzellen gewertet.

In weiteren Versuchen wurde die Mdglichkeit untersucht, ob durch Kopplung
von Proteinen an die Nanopartikel ein aktives Umlenken der Nanopartikel in
Hepatozyten hinein ermdglicht werden kann. Als Ligand wurde Transferrin
ausgewahlt, dessen hohe Affinitat fir Hepatozyten in vivo weitlaufig bekannt ist.
Sowohl in Zellkultur als auch in vivo konnte jedoch keine verstarkte Aufnahme
von entsprechenden Nanopartikel-Konstrukten in Hepatozyten gefunden
werden. Eine mdgliche Erklarung ist, dass das Protein fir das spezifische
Targeting in vivo durch die rasche Bildung einer Proteinkorona maskiert wird
und deshalb nicht mehr von den Zellen erkannt werden kann.

In Studien mit **Fe-markierten SPIOs und daran gebundenem, *?°I-markiertem,
murinen Transferrin wurde der Einfluss der Proteinkorona-Bildung auf die
Aufnahme in Leberzellen von Mausen in vivo direkt untersucht. Dabei wurden
Nanopartikel-Konstrukte mit kovalent gebundenem '#I-Transferrin  mit
Konstrukten verglichen, an welche Transferrin nur adsorbiert war. In beiden
Fallen fand sich kein Unterschied in der Verteilung der Label und Transferrin
wurde wie der Partikel selbst rasch aus dem Plasma entfernt und von der Leber
aufgenommen. Dies zeigte, dass die rasche Korona-Bildung in vivo die
Transferrin Molekule zwar nicht von der Partikeloberflache verdrangt, sehr wohl
aber in der Lage zu sein scheint, sie zu maskieren.

Ein Ansatz fir ein spezifisches Targeting gelang schlief3lich mit der Wahl einer
anderen Hulle. Wurden Nanopartikel in rekombinante Lipoproteinmizellen
eingebettet und die Méause vor i.v. Injektion einer Kalteaktivierung unterzogen,
konnten hohere Aktivitdten in Hepatozyten verzeichnet werden, welche auf eine
direkte Partikelaufnahme zurtickgefthrt wurden.

Die Arbeit liefert einen wichtigen Beitrag zum Verstadndnis des Verhaltens von
Nanokristallen in einer biologischen Umgebung, sowohl in vitro als auch in vivo.
Die Ergebnisse wurden in zwei Manuskripten zusammengefasst und zur
Publikation eingereicht (Beilstein Journal of Nanotechnology).
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5 Summary

In this study a postsynthetic radiolabelling of superparamagnetic iron oxide
nanocrystals (SPI10s) with >*Cr, and of cadmium-based Quantum Dots (QDs)
with ®°Zn, was used to study the biodistribution of these nanoparticles in mice
post i.v. injection.

A postsynthetic radiolabelling of QDs with ®°Zn resulted in an unstable label that
was patrtially lost in the sonication-guided polymer-coating. Nevertheless it could
be used to investigate basic principles of the biodistribution of the QDs. The
QDs showed an accumulation in the liver in the short-term distribution.
Moreover a redistribution of the ®*Zn-label in a time period of four weeks was
attributed to a partial degradation of the QDs.

The radiolabelling of SPIOs with *'Cr gave a stable label, which enabled the
short-term biodistribution of SPIOs to be followed. Moreover our results showed
that the °'Cr activity is, in most instances, retained in the liver for four weeks,
even though the particles were already largely degraded (according to results
from *°Fe-SPIOs). These findings argue against a specific export of trivalent
chromium ions from liver cells, although this should be possible according to
previous models in the literature. It supports the idea that chromium is not an
essential trace element, as was first discussed 50 years ago.

From previous studies it was known that the polymer-coated SPIOs used here
are predominantly taken up by the mononuclear phagocyte system of the liver
post i.v. injection, meaning Kupffer cells (KC) and sinusoidal endothelial cells
(LSEC). Various experiments were undertaken, to quantify the distribution and
to investigate the role of hepatocytes in direct nanoparticle uptake. A method
has been developed in which murine non-parenchymal cells, ingesting SPIOs
through i.v. injection, were isolated using a column in a magnetic field.
Immunocytochemical staining and flow cytometry-analysis showed that KC and
LSEC incorporate the particles in almost equal quantities. A similar pattern was
evident in microscopic examinations of murine liver tissue after injection of
polymer-coated QDs. No uptake of nanoparticles into hepatocytes could be
observed in vivo, although in theory this should be possible in hepatocytes due
to the particle size. However, there could be evidence found of activity in
hepatocytes isolated 2 h post i.v. injection of *°Fe-SPIOs. But taking into
account the remaining findings, this hepatocyte activity was attributed to a rapid
degradation of the particles in non-parenchymal cells and the subsequent
transport of released iron into hepatocytes.
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Furthermore it was investigated whether it is possible to guide nanoparticles
into hepatocytes by coupling of proteins to the nanoparticle surface. For this
purpose transferrin was selected as high affinity ligands for hepatocytes.
However, no increased uptake of those modified nanoparticles into hepatocytes
could be found, either in cell culture models or with in vivo experiments. It
appeared possible that the protein for the specific targeting is masked by the
rapid formation of a protein corona in vivo and cannot be detected anymore by
the hepatocytes.

Therefore protein corona formation and its influence on the uptake of modified
nanoparticles into the liver of mice was examined by using *I-labelled murine
transferrin coupled to >°Fe-SPIOs. At the same time properties of those
constructs were compared to nanoparticle constructs on which transferrin was
merely adsorbed during incubation. No difference in the biodistribution of the
labels of both constructs was found. Transferrin molecules bound to the
particles were rapidly cleared from plasma and taken up by the liver. The
experiment showed that the transferrin molecules were not displaced from the
particle surface during proteincorona formation, but may be masked by it.

An approach for a targeted delivery was finally achieved by choosing another
surface modification. Nanoparticles were embedded in recombinant lipoprotein
micelles. A simultaneous cold exposure of 24 h pre i.v. injection resulted in an
increased hepatocyte activity, which was probably caused by nanoparticle
uptake in hepatocytes.

This work provides an important contribution to our understanding of the
behaviour of nanocrystals in a biological environment, both in vitro and in vivo.
The results were submitted for publication (Beilstein Journal of
Nanotechnology).
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6.2 Abkirzungsverzeichnis

AAS Atomabsorptionsspektroskopie

APC Allophycocyanin

Bo, B1 Magnetfeld

BHWZ  Bluthalbwertszeit

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium

DMT1  Divalenter Metalltransporter 1

EDC N-Ethyl-N"*-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide

EDTA  Ethylendiamintetraacetat

et al. et alii

FCS fetal calf serum

GIT Gastrointestinaltrakt
GKR Ganzkdrperretention

H magnetische Feldstarke
Hc Koerzitivfeldstarke

HAMCO Hamburger Ganzkdrperzahler
HBSS  Hanc’s balanced salt solution
HCP1 Heme Carrier Protein 1

HOMO highest occupied molecule orbital

I Kernspinquantenzahl

IRS Insulin Rezeptor Substrat

V. intravenos

KC Kupffer cell

LPL Lipoprotein Lipase

LSEC liver sinusoidal endothelial cell

LMWCr low-molecular-weight chromium-binding substance
LUMO lowest unoccupied molecule orbital

M Magnetisierung
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Ms, M,  Sattigungsmagnetisierung, Remaneszenzmagetisierung
MPS Mononukleares Phagozyten System

MRT Magnetresonanztomographie

MT Metallothionein

NIRF near infra-red fluorescence

NMR nuclear magnetic resonance

ODA Octadecylamin

ODE 1-Octadecen

PBS phosphate buffered saline

PDK PIP3 dependent kinase

PET positron emission tomography

PFA Paraformaldehyd

PGS PBS-Glycin-Saponin Puffer

PI3K Phospatidylinositol-3-kinase

PIP Phospatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
PMAOD Poly(Maleinsaureanhydrid-alt-1-Octadecen)
PTP Protein Tyrosin Phosphatase

QD Quantum Dot

QY quantum yield

RES Retikuloendotheliales System

SA Stearinsaure

SBB sodium borate buffer

SDS sodium dodecyl sulfate

SEC size exclusion chromatography

s.e.m.  standard error of the mean

SLC solute-linked carrier

SPECT single photon emission computed tomogrophy
SPIO superparamagnetic iron oxide nanoparticle
Tc, Tn Curie-Temperatur, Neel-Temperatur

T1 longitudinale Relaxationszeit
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T,, To*  transversale Relaxationszeit, effektive transversale Relaxationszeit
tie Halbwertszeit

TBE TRIS-Borat-EDTA Puffer

TBP Tri-n-butylphosphat

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
Tf Transferrin
TfR Transferrin-Rezeptor

TMAH  Tetramethylammonium Hydroxid
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TRL Triglyzeridreiche Lipoproteine
UV/Vis ultraviolet/visible light

X Suszeptibilitat

z.B. zum Beispiel

Zip Zrt, Irt-ahnliches Protein
nT Zinktransporter

Wo Larmorfrequenz
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6.4 Chemikalien
Substanz GHS-Hinweis H-Satze P-Satze
Aceton Gefahr 225, 319, 336 210, 261,
305+351+338
Borsaure Gefahr 360FD 201, 308+313
Chloroform Achtung 302+332, 315, 319, | 261, 281,
336, 351, 361d, 373 | 305+351+338
EDC Gefahr 314 280, 305+351+338,
310
EDTA Achtung 319 305+351+338
Essigsaure Gefahr 226, 314 280, 301+330+331,
305+351+338, 310
Ethanol Gefahr 225, 302, 371 210, 260
Isopropanol Gefahr 225, 319, 336 210, 261,
305+351+338
Kupfersulfat Achtung 302, 315, 319, 410 | 273, 305+351+338,
501
Methanol Gefahr 225, 301+311+331, | 210, 260, 280,
370 301+310, 311
1-Octadecen Gefahr 304 301+310, 331
Octadecylamin Achtung 315, 319, 335 261, 305+351+338
Paraformaldehyd Achtung 228, 302+332, 315, | 280, 302+352,
317, 319, 335, 351 | 304+340,
305+351+338,
308+313, 370+378
Salpetersaure 65% | Gefahr 272, 314 220, 280,
305+351+338, 310
Salzsdure 5M Achtung 290, 315, 319, 335 | 261, 305+351+338
SDS Gefahr 228, 302, 311, 315, | 210, 261, 280,
318, 335 305+351+338, 312
TBP Gefahr 226, 250, 302, 312, | 222, 231, 280,
314 305+351+338, 310,
422
TMAH Gefahr 225, 301+311+331, | 210, 260, 280,
315, 318, 370 301+310,
305+351+338, 311
Toluol Gefahr 225, 304, 315, 336, | 210, 261, 281,
361d, 373 301+310, 331
Triton X-100 Achtung 302, 319, 411 273, 305+351+338
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6.5 Sicherheits- und Gefahrenhinweise

H200-Reihe: Physikalische Gefahren

H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H226 Flussigkeit und Dampf entziindbar.

H228 Entziindbarer Feststoff.

H250 Entziindet sich in Bertihrung mit Luft von selbst.
H272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.

H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

H300-Reihe: Gesundheitsgefahren

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H304 Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege todlich sein.
H311 Giftig bei Hautkontakt.

H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H360FD Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann das Kind im Mutterleib
schadigen.

H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H370 Schadigt die Organe (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

H371 Kann die Organe schadigen (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei
keinem anderen Expositionsweg besteht).

H373 Kann die Organe schadigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
bei langerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schliissig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H301+H311+H331 Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
H302+H332 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Einatmen.

H400-Reihe: Umweltgefahren
H410 Sehr giftig fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
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H411 Giftig fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

P200-Reihe: Pravention
P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P210 Von Hitze/ Funken/ offener Flamme/ heiRen Oberflachen fernhalten. Nicht
rauchen.

P220 Von Kleidung /.../ brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufbewahren.
P222 Kontakt mit Luft nicht zulassen.

P231 Unter inertem Gas handhaben.

P260 Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

P261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.
P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

P281 Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.

P300-Reihe: Reaktion

P310 Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P311 Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P312 Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P331 Kein Erbrechen herbeiftihren.

P301+P310 Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P301+P330+P331 Bei Verschlucken: Mund ausspilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.
P302+P352 Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen.

P304+P340 Bei Einatmen: An die frische Luft bringen und in einer Position
ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

P305+P351+P338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser spulen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spulen.

P308+P313 Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / &rztliche Hilfe
hinzuziehen.

P370+P378 Bei Brand: ... zum Loschen verwenden.

P400-Reihe: Aufbewahrung
P422 Inhalt in/ unter ... aufbewahren.

P500-Reihe: Entsorgung
P501 Inhalt/ Behalter ... zuflhren.
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